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1. Einleitung    

Allgemeines über neuronale Ceroidlipofuszinosen 

Die Ceroidlipofuszinosen sind progrediente neurodegenerative Krankheiten 

vorwiegend des Kindesalters. Sie werden zum großen Teil autosomal-

rezessiv vererbt. Im angloamerikanischen und englischen Sprachraum sind 

sie auch unter dem Namen Batten Disease bekannt. Die neuronalen Ceroidli-

pofuszinosen gehören zu den Neurolipidosen, wobei sich der neurodegenera-

tive Prozess im Perikaryon der Nervenzelle abspielt. Dadurch werden Sym-

ptome einer Erkrankung der grauen Substanz hervorgerufen. Ihre Merkmale 

sind Demenz und Visusverlust durch Retinopathie. 

Nach dem Erkrankungsalter werden die Ceroidlipofuszinosen in infantile, spät-

infantile und juvenile Formen eingeteilt.  Außerdem gibt es noch eine seltene 

adulte Form (Morbus Kufs) sowie Fälle von kongenitaler NCL. 

Jahrzehnte lang wurden die neuronalen Ceroidlipofuszinosen unter dem  

Oberbegriff der „amaurotischen Idiotie“ zusammmengefasst. Erst seit unge-

fähr 30 Jahren ist die Gruppe dieser Erkrankungen unter dem Namen der 

neuronalen Ceroidlipofuszinosen bekannt (NCL). Somit sind sie abgrenzbar 

von anderen ähnlichen Erkrankungen wie den Gangliosidosen, die nach Auf-

decken der Defizienz der lysosomalen Enzyme Hexosaminidase A und beta-

Galaktosidase von den Ceroidlipofuszinosen zu unterscheiden sind [Zeman W 

1963; Kohlschuetter 1997]. Diese Abgrenzung ist auch der Entdeckung der 

Autofluoreszenz gespeicherter Lipopigmente zu verdanken [Siakotos AN 

1970]. Die Überlieferungen über Krankheitsfälle dieser neurodegenerativen 

Erkrankung gehen über 170 Jahre zurück. Der Landarzt Christian Stengel be-

schrieb erstmals 1826 in einer mittelnorwegischen Bergarbeiterstadt die juve-

nile Form des Krankheitsbildes bei vier Kindern eines gesunden Ehepaares.  

Es folgten Beschreibungen der Erkrankung im Jahre 1903 von F. E. Batten. 

Vogt und Spielmeyer sammelten 1906 Erkenntnisse der juvenilen Form.  

Namensgeber der spätinfantilen Form war Bielschowsky im Jahre 1913 

[Bielschowsky 1913]. 
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Die neuronalen  Ceroidlipofuszinosen bilden eine Gruppe autosomal-

rezessiver, erblicher progredienter neurodegenerativer Krankheiten. Wahr-

scheinlich stellen sie die häufigsten derartigen Prozesse im Kindes- und Ju-

gendalter dar. Gemeinsames Merkmal aller Formen ist die Entwicklung von 

Demenz und Amaurose sowie die intrazelluläre Speicherung von Ceroidlipo-

fuszin [Boustany 1992]. Dieses Speichermaterial lässt sich in fast allen Kör-

perzellen nachweisen, führt aber nur in Nervenzellen und der Retina zu Schä-

den. Diese Ablagerung von Lipopigmenten mit ihrer spezifischen Ultrastruktur 

ist für die Diagnostik von großer Bedeutung.  

Obwohl die molekulargenetischen Erkenntnisse die Aufklärung der NCL deut-

lich vorangetrieben haben, wird das Krankheitsbild auch heute noch zum gro-

ßen Teil bioptisch durch morphologisch-elektronenmikroskopischen Nachweis 

der spezifischen Lipopigmente diagnostiziert [Ikeda K 1979]. 

 

1.1.1 Formen der neuronalen Ceroidlipofuszinose 

Klassisch eingeteilt werden die unterschiedlichen Formen der NCL nach dem 

Manifestationsalter der Erstsymptome. Eine präzisere molekulargenetische 

Einteilung sollte jedoch angestrebt werden. Es sind acht verschiedene For-

men  der neuronalen Ceroidlipofuszinose bekannt (CLN1 bis CLN8), die auf 

verschiedenen Mutationen in spezifischen Genen beruhen [Junaid MA 2001]. 
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Tabelle 1: Heutige Klassifikation der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen 

Gen Chromo- 
som 

Andere Bezeichnung 
der Krankheit 

Erste Erscheinungen 

CLN1 1 p32 "Infantile" NCL“ Meist im Säuglingsalter, alle Altersstufen 
möglich 

CLN2 11 p15 Spätinfantile NCL Etwa 3. Lebensjahr oder später 

CLN3 16 p12 Juvenile NCL Etwa 6. Lebensjahr 

CLN4   Adulte NCL Etwa 30. Lebensjahr 

CLN5 13 q31-32 Finnische spätinfantile NCL-Ähnlich wie spätinfantile NCL 

CLN6 15 q21-23 Indisch iberische NCL- 
Variante 

Ähnlich wie spätinfantile NCL 

CLN7   CLN7-assoziierte türkische VÄhnlich wie spätinfantile NCL 

CLN8 8 p23 Nordische Epilepsie  Beginnt im Schulalter 

 

1.1.1.1 CLN1 - Infantile NCL (M. Santavuori-Haltia) 

Diese Form ist besonders in Finnland häufig mit einer Inzidenz von 8/100000 

Geburten und wurde in Deutschland nur vereinzelt beobachtet [Santavuori 

1988]. Die veraltete Bezeichnung „infantile NCL“ kann nicht mehr gelten, da 

Beobachtungen gezeigt haben, dass die Erkrankung auch außerhalb des 

Säuglingsalters beginnen kann. Der zu Grunde liegende genetische Defekt ist 

die Defizienz der lysosomalen Palmitoyl-Protein-Thioesterase [Vesa J 1995; 

Verkruyse LA 1996], dessen Funktion noch unklar ist. Das Speichermaterial 

sind Sphingolipidaktivatorproteine und Glykosphingolipide. Die chromosomale 

Lokalisation findet sich auf Chromosom 1p32 [Hellsten E 1993]. Diese in Finn-

land vorherrschende „single missense mutation“ (Arg122Trp) wird auch als 

„common mutation“ bezeichnet. Hierbei ist die Aminosäure Arginin durch 

Tryptophan ausgetauscht [Vesa J 1995]. Über 20 Mutationen des PPT1-Gens 

sind mittlerweile weltweit bei NCL-Patienten gefunden worden [Hofmann SL 

1999]. 
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Die betroffenen Kinder sind im ersten Lebensjahr gesund und in ihrer stato-

motorischen Entwicklung unauffällig. Doch bereits im zweiten Lebensjahr 

kommt es zu einem schnellen Verlust ihrer bis dahin erworbenen Fähigkeiten. 

An Bewegungsstörungen sind vor allem Stereotypen sowie Choreaathetosen 

vorherrschend. Diagnostisch wegweisend sind die starke Hirnatrophie in bild-

gebenden Verfahren [Santavuori P 2001] sowie eine Abflachung des EEG, 

welches wie beim Hirntod zu einem “Null-Linien-EEG“ führt.  

Bei der Erkrankung kommt es in den folgenden Lebensjahren zu einer sehr 

raschen Progredienz der Symptomatik. Die Kinder werden vollkommen hilflos, 

steif und regungslos. Die Lebenserwartung beträgt meist nur wenige Jahre 

[Santavuori P 1974]. 

Postmortal zeigen die Gehirne eine diffuse kortikale Atrophie. Im aufgetriebe-

nen Zytoplasma der Nervenzellen findet sich granuläres, PAS- und sudan-

schwarzpositives, autofluoreszierendes Material. Elektronenmikroskopisch 

handelt es sich dabei um granuläre, osmiophile Einschlusskörperchen (granu-

lar osmiopholic deposits, GROD). Diagnostisch beweisend sind somit bei der 

infantilen Form der Nachweis von granulärem Speichermaterial in Blutlym-

phozyten oder einer Hautbiopsie. 

Neuerdings ist der Nachweis der infantilen sowie der spätinfantilen Form der 

Erkrankung durch einen Enzymtest aus Trockenblutkarten zu erbringen 

[Lukacs Z 2003].  Eine pränatale Diagnose ist mittlerweile möglich [Rapola J 

1993; Goebel HH 1995]. 

1.1.1.2 CLN2- Spätinfantile NCL (M. Jansky-Bielschowsky) 

Diese Form der neuronalen Ceroidlipofuszinose beginnt im Alter von 2-3 Jah-

ren und ist in Mitteleuropa relativ häufig; die Inzidenz beträgt ca. 0,5/100000 

Geburten und ist nach der juvenilen Form in Deutschland am häufigsten.  

Als Erstbeschreiber gilt Bielschowsky im Jahre 1913 [Bielschowsky 1913]. 

Den betroffenen Kindern fehlt eine lysosomale Peptidase  (TPP1) [Vines DJ 

1999; Ezaki J 2000]. Das in Lysosomen gespeicherte Material der Nervenzel-

len enthält große Mengen der Untereinheit c der mitochondrialen ATP-
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Synthase [Hagopian 1995; Ezaki J 1996]. Wahrscheinlich ist somit der Unter-

gang der Nervenzellen in Retina und Gehirn und ihre typischen Krankheitser-

scheinungen erklärbar, da diese Gewebe einen sehr hohen Energieumsatz 

haben und sie somit für Störungen der mitochondrialen Energieversorgung 

anfällig macht. 

Die chromosomale Lokalisationen des Gendefektes befindet sich auf Chro-

mosom 11p15. Als „common mutation“ werden die beiden vorherrschenden 

Mutationen R208X und IVS5-1G > C bezeichnet. Daneben sind einige selte-

nere „missense mutations“ identifiziert worden (R127Q, N286S, and T353P) 

[Steinfeld R 2002].  

Klinische Symptome finden sich bei den betroffenen Kindern meist im Alter 

zwischen 2-4 Jahren in Form von schwerster Epilepsie, die sich medikamen-

tös kaum einstellen lässt. Die Entwicklung der Kinder war zuvor bis auf eine 

leichte motorische Ungeschicklichkeit und eine etwas verlangsamte Sprach-

entwicklung unauffällig. Eine langsam progrediente Visusstörung stellt sich im 

Alter von 2-3 Jahren ein. Obwohl die Kinder nicht blind erscheinen, ist das 

ERG pathologisch und der Augenhintergrund mit Maculadegeneration und 

Pigmentaggregation stark verändert. An Bewegungsstörungen finden sich vor 

allem Myoklonien. Das EEG zeigt im Frühstadium der Erkrankung okzipitale 

Spikes oder Polyspikes nach Einzelblitzen. Bei diesen Befunden sollten Au-

gen- und Kinderärzte an die spätinfantile Form der neuronalen Ceroidlipofus-

zinose denken [Heim 1995]. 

Die Diagnose ergibt sich aus dem Zusammenspiel der verschiedenen Sym-

ptome sowie im bioptischen Nachweis. Es finden sich elektronenmikrosko-

pisch, z.B. in Fibroblasten oder Lymphozyten charakteristische curvilineäre 

Einschlüsse mit Fingerabdruck-Profilen (fingerprints). Autofluoreszierendes 

Material (PAS- und sudanschwarz-positiv) findet sich auch bei dieser Form 

der neuronalen Lipofuszinose in Nervenzellen.  
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Abbildung 1: Curvilineäre Einschlüsse, EM-Bild: H.H. Goebel, Mainz. 
 

 

Eine pränatale Diagnostik ist elektronenmikroskopisch sowie molekulargene-

tisch möglich. Außerdem gelingt diagnostisch der Nachweis der Erkrankung 

mittels eines Enzymtestes aus Trockenblutkarten [Lukacs Z 2003]. Der Ver-

lauf der Erkrankung ist im Vergleich zu anderen Formen rasch und führt meist 

vor der Pubertät zum Tode. Atypische Mutationen können mit einem protra-

hierten Verlauf einhergehen [Steinfeld R 2002]. 

 

1.1.1.3 CLN3- Juvenile NCL (M. Spielmeyer- Vogt) 

Dies ist die in Deutschland am meisten verbreitete Form der NCL mit ca. 0,7 

pro 100.000 Lebendgeborenen [Claussen 1992]. In der Säuglings- und Klein-

kindzeit sind die Kinder in ihren psychomotorischen Fähigkeiten völlig normal 

entwickelt. Mit dem Schuleintritt treten meist die ersten Sehschwächen auf. 

Eine verordnete Brille bringt keinen Erfolg, eine rasche Erblindung der Kinder 

 6



lässt sich nicht aufhalten und tritt durchschnittlich mit 10 Jahren ein 

[Kohlschütter A 1988]. Ein typischer Augenhintergrund zeigt Pigmentverschie-

bungen sowie eine atrophische Retina. Bei außerdem erloschenem ERG wird 

häufig eine sonst in dieser Altersklasse sehr selten verbreitete „Retinitis pig-

mentosa“ diagnostiziert. Da die Degeneration der Netzhaut vom Zentrum zur 

Peripherie fortschreitet, beobachtet man bei betroffenen Kindern das soge-

nannte „overlooking“. Patienten blicken über den Untersucher scheinbar hin-

weg, bei der Aufforderung, ihn anzuschauen. So können sie noch Umrisse 

ihrer Mitmenschen wahrnehmen. Die Kinder werden bei Nichterkennung ihrer 

zugrundeliegenden Stoffwechselerkrankung meist in Blindenschulen unter-

richtet, wo bald ein weiterer Abbau ihrer geistigen Leistungen bemerkt wird, 

vor allem im mathematischen Bereich. Epileptische Anfälle stellen sich meist 

zwischen dem 8.-16. Lebensjahr ein. Die Trias Demenz, Epilepsie und Amau-

rose sind die typischen Zeichen für die juvenile NCL. Die erst spät einsetzen-

de und schleichend verlaufende Symptomatik sowie die in die Zeit der Puber-

tät fallenden Demenzsymptome, die leicht als psychogen eingestuft werden, 

erschweren die Erkennung der Erkrankung. 

Zur Diagnosefindung dienen die im Blutausstrich erkennbaren Lymphozyten-

vakuolen, die „fingerprints“ und „curvilinären“ Einschlüsse in geeignetem Bi-

opsiematerial sowie das schon früh erloschene ERG. So gelingt auch eine 

Diagnosefindung bei jüngeren Geschwisterkindern vor Ausbruch der Sym-

ptomatik. Das EEG zeigt oft multifokale oder generalisierte Krampfbereit-

schaft. Der Gendefekt auf Chromosom 16 (in 80% eine Deletion) führt zum 

Ausfall von 438 Aminosäuren eines Polypeptids, dessen Funktion unklar ist. 

Das Speichermaterial enthält vorwiegend die Untereinheit c der mitochondria-

len ATP-Synthetase.  

 

1.1.1.4 Sonstige Formen von NCL 

CLN4-Adulte NCL 

Diese erwachsene Form der NCL wird auch „Kuf`s disease“ genannt nach 

dem Erstbeschreiber [Kufs 1925]. Ein entscheidender Unterschied zu den an-
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deren Formen der NCL besteht darin, dass keine Retinopathia pigmentosa 

und Blindheit bei den Patienten besteht. Typisch sind Symptome wie progres-

sive Myoklonusepilepsie, Demenz und Dyskinesien, die sich ungefähr im 30. 

Lebensjahr manifestieren [Berkovic 1988]. Es bestehen auch Beschreibungen 

von Erstmanifestationen um das 60. Lebensjahr [Constantinidis J. 1992]. Es 

sind unterschiedliche klinische und genetische Phänotypen bekannt. Ein 

(noch unbekannter) Genlokus wurde CLN4 genannt. Es gibt eine autosomal 

rezessive und eine dominate Form. Der Nachweis der Erkrankung gelingt im-

munhistochemisch, z.B. aus Haut- oder Muskelbiopsien. 

CLN5-Finnische Variante  

Diese Mutation im Gen CLN5 wird fast nur in Finnland gefunden. Sie weist 

viele Gemeinsamkeiten mit der spätinfantilen NCL auf [Vesa J 2002]. Der Un-

terschied besteht in der späteren Manifestation der Symptome und der typi-

schen neurophysiologischen Befunde [Santavuori P. 1991]. 

CLN6-Indisch-iberische spätinfantile NCL-Variante 

Diese Variante wurde auch als „früh-juvenile NCL“ bezeichnet, da sie in ihrer 

klinischen Präsenz wie spätinfantile NCL erscheinen, jedoch die histologi-

schen Befunde der juvenilen NCL zeigen [Lake B.D. 1978]. Sie wird durch 

Mutationen des CLN6-Gens verursacht [Heine C 2004]. Das Alter beim Auftre-

ten der typischen klinischen Erscheinungen der Erkrankung variiert zwischen 

18 Monaten und 8 Jahren. 

Die offenbar aus Indien stammende Krankheit wurde in Tschechien, Kroatien, 

Portugal, Mittel- und Südamerika gefunden und dürfte auch in Deutschland 

vorkommen [Sharp et al. 2003; Teixeira et al. 2003; Heine et al. 2004]. 

 

CLN7-Türkische Variante der spätinfantilen NCL 

Diese Gruppe von Erkrankungen kristallisierte sich bei Untersuchungen über 

klassische spätinfantile NCL und deren Varianten heraus. Es zeigte sich, dass 

alle betroffenen türkischen Familien Kombinationen aus CLN2 und CLN6 auf-
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wiesen. Es bestand eine Konsanguinität in fast allen Familien. Das Erkran-

kungsalter variiert zwischen 1 und 6 Jahren. Es ist noch kein Gendefekt be-

kannt. 

 

 

Zur Pathogenese der spätinfantilen NCL (CLN2) 

1.1.2 Der Speicherprozess bei CLN2: Die Rolle der lysosomalen Tripepti-

dase 1 

Die lysosomale Peptidase (TPP 1) ist bei der spätinfantilen NCL defizient. 

TPP 1 ist eine lysosomale Exopeptidase mit einer geringen Endoprotease-

Aktivität. TPP 1 ist codiert auf Chromosom 11p15. Die Aminosäuresequenz 

von TPP 1 besteht aus 563 Aminosäuren. Das Enzym, welches aus menschli-

chen Osteoclasten, Rattenmilz- und Nierenzellen sowie menschlichen Hirnzel-

len gewonnen wurde, hat eine Molekülmasse von 46-48 kDa, das Proenzym 

eine Masse von 66 kDa. 

Natürliche Substrate von TPP 1 sind unbekannt. Es scheint, dass diese Pepti-

dase  beteiligt ist beim Abbau von kleinen, unstrukturierten  Polypeptiden mit 

nicht substituiertem N-Terminus und ungeladener Aminosäure in der P1-

Position. In vitro spaltet TPP 1 Peptidhormone wie Angiotensin II, Glucagon, 

Substanz P, Angiotensin III sowie die Untereinheit c der mitochondrialen ATP- 

Synthase, ein Proteolipid, welches sich bei der spätinfantilen NCL in Lysoso-

men akkumuliert. Die Aktivität von TPP 1 kann inhibiert werden durch Ala-Ala-

Phe-Chlormethylketon (AAF-CMK) [Ezaki J 2000] . Außerdem ist TPP 1 als 

Serin-Protease inhibierbar durch 3,4-Dichlorisocumarin und Diisopro-

pylflourphosphat. 

 

 

 

 

 9



1.1.3 Der Prozess der Neurodegeneration bei CLN2: Die Rolle von Apop-

tose und Energiestoffwechsel 

Die Pathogenese der Neurodegeneration bei der spätinfantilen Form der NCL 

ist noch immer nicht geklärt, obwohl es in den letzten Jahren zu vielen Fort-

schritten in der Mutationsanalyse der Erkrankungen gekommen ist. Viele Un-

tersuchungen haben gezeigt, dass eine mitochondriale Beteiligung an der 

Neurodegeneration anzunehmen ist. In einigen Arbeiten fand man strukturell 

veränderte Mitochondrien [March PA 1995; Walkley SU 1995] und konnte zei-

gen, dass gerade die Neurone, die abhängig von dem Energiestoffwechsel 

der Mitochondrien sind, sehr anfällig für den Zelltod sind. Bei der spätinfanti-

len Form findet man in den Lysosomen große Mengen der Untereinheit c der 

mitochondrialen ATP-Synthase. Die Untereinheit c ist normalerweise ein Teil 

des mitochondrialen ATP-Synthase-Komplexes. Interessant ist die Tatsache, 

dass sich lysosomales Speichermaterial in verschiedenen Organen findet, 

allerdings zeigen nur neuronale Zellen Dysfunktionen und Zelltod [Kida E 

2001]. So bleibt der genaue Zusammenhang zwischen den genetischen De-

fekten der NCL und den morphologischen Befunden, wie die Akkumulation 

von Speichermaterial, weiterhin unklar.  

Bei akuten und chronischen Prozessen schädigen verschiedene Störungen 

Neuronen: Überaktivierung von Glutamatrezeptoren, Anstieg des zytoplasma-

tischen Calciums, mitochondriale Fehlfunktion und Störung des endoplasmati-

schen Retikulums. Die Pathophysiologie der akuten Neurodegeneration un-

terscheidet sich von Krankheit zu Krankheit und ist von chronischen Neurode-

generationen mit ebenfalls verschiedenen Pathomechanismen z.T. noch wei-

ter entfernt. Allerdings können einige neuroprotektive Maßnahmen akute und 

chronische Neurodegeneration betreffen, z.B. Neuroprotektion durch Verhin-

derung der Apoptose. Zytokine (IL-1, TNF-α, TGF-β) wirken v.a. bei akuter 

Neurodegeneration. TGF-β ist wohl vor allem neuroprotektiv, während TNF-α 

sowohl neurodegenerativ als auch neuroprotektiv wirkt. IL-1 vermittelt ischä-

mische, exzitotoxische und traumatische Hirnschädigungen, wahrscheinlich 

über verschiedene Angriffspunkte an Glia, Neuronen und Gefäßen. 

Die Apoptose spielt bei der Neurodegeneration im Menschen eine zentrale 
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Rolle. Die Aktivierung des apoptotischen Enzyms Caspase-3 wurde kürzlich 

bei akuter und chronischer Neurodegeneration beobachtet. Interessanterwei-

se scheint eine neuroprotektiv ischämische Präkonditionierung durch vermin-

derte Caspase-3-Aktivierung zustande zu kommen. Caspase-Inhibitoren ver-

hindern Neuronenverlust in Tiermodellen vor Hirnschädigungen und Schlag-

anfall. Eine klare Beziehung zwischen einer erblichen neurodegenerativen 

Krankheit und einer mangelhaften Caspase-Hemmung wurde jüngst für die 

spinale Muskelatrophie vorgeschlagen. Eine alternative therapeutische Stra-

tegie bei akuten und chronischen Hirnerkrankungen könnten neurotrophe Fak-

toren oder die Induktion von Wachstumsfaktoren im zentralen Nervensystem 

sein. 

 

1.1.4 Die humane Zelllinie NT2 als Modell einer neuronalen Zelle 

NT2 ist eine humane Teratomkarzinomzelllinie, die neuronal determiniert ist. 

Das bedeutet, dass sich die Zellen in einem neuronalen Vorläuferstadium be-

finden. Unter Zugabe von Retinsäure differenzieren die Zellen in vitro zu Zel-

len mit neuronalem Charakter.  Es wurde gezeigt, dass im Laufe dieses Diffe-

renzierungsprozesses die Zellen neuroepitheliale Marker verlieren und dafür 

spezifische neuronale Marker exprimieren [Pleasure 1993]. In vivo konnte ge-

zeigt werden, dass nach Injektion von NT2-Zellen in das Gehirn und Rücken-

mark von Ratten sich diese Zellen in das Zentralnervensystem integrieren. 

Bereits sechs Monate später zeigten die Zellen den molekularen Phänotyp 

von ausgereiften postmitotischen Neuronen. Aufgrund dieser Eigenschaften 

wurden die NT2-Zellen als Modellsystem zur Untersuchung der neuronalen 

Differenzierung bei der spätinfantilen neuronalen Ceroidlipofuszinose gewählt. 

 

1.1.5 Zellzyklus und Apoptose 

Bis vor einigen Jahren hat man den Zelltod als ein Ereignis betrachtet, das für 

den Organismus grundsätzlich negativ ist. Dass der Zelltod eine wichtige re-

gulatorische Funktion während Entwicklung und Erhalt des Organismus be-

sitzt und damit einen zentralen Teil des Lebens darstellt, war eine überra-
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schende Entdeckung. Der programmierte Zelltod, die Apoptose, ist ein 

Selbstmordprogramm der Zelle, das innerhalb weniger Stunden die Zelle voll-

ständig eliminiert. Dieses Phänomen ist schon seit Jahrzehnten bekannt. Aber 

erst durch die detaillierte Beschreibung der morphologischen Veränderungen 

während der Apoptose im Jahre 1972 [Kerr J.F.R. 1972] wurde die physiologi-

sche Zellelimination als eigenständige und genetisch kontrollierte Form des 

Zelltods erkannt und der Begriff Apoptose geprägt. Der Begriff Apoptose (a-

po = ab, weg, los; ptosis = Senkung) stammt aus dem Griechischen und be-

schreibt den Fall der Blätter im Herbst. Fünf Jahre später wurden beim Fa-

denwurm Caenorhabditis elegans die ersten Gene entdeckt, die für die Apop-

tose verantwortlich sind. Durch Mutationen wurden die Gene gefunden, die 

zur Störung der Apoptose während der Entwicklung führen [Sulston J.R. 

1977]. Im Jahr 1990 fanden Forscher heraus, dass ein tumorerzeugendes 

Gen bei Überexpression Apoptose verhindert [McDonnell 1990]. Damit war 

die Apoptose zu einem der attraktivsten neuen Forschungsgebiete mit ständig 

ansteigenden Veröffentlichungszahlen geworden. Diese Entwicklung spiegelt 

sich in den über 50.000 bisher erschienenen wissenschaftlichen Publikationen 

zu diesem Thema wieder. 

Zellen können durch Nekrose („Mord“) oder Apoptose („Selbstmord“) sterben. 

Bei der Nekrose gehen Zellen durch äußere Einflüsse, z.B. durch Verbren-

nungen, Vergiftungen, Strahlung oder mechanischen Verletzungen zugrunde. 

Diese führen in größeren Bereichen des Gewebes zur Kondensation der 

Kernsubstanz und zum Anschwellen der Zellorganellen. Die Folge ist das 

Platzen der Zelle durch Schädigung der Plasmamembran. Dadurch werden 

Stoffe aus dem Cytoplasma freigesetzt, die Fresszellen anlocken und damit 

eine Entzündungsreaktion hervorrufen.  
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Abbildung 2: Schema der Nekrose und Apoptose 

Im Gegensatz dazu läuft bei der Apoptose ein genetisch gesteuertes Pro-

gramm ab. Es sind in der Regel nur einzelne Zellen betroffen und diese 

reagieren auf Signale von innen, auch wenn sich die Auslöser des Signals 

außerhalb der Zelle befinden. In der Anfangsphase schrumpfen Zellkern, Cy-

toplasma und Mitochondrien; die Zellmembran bleibt jedoch unbeschädigt, so 

dass keine Entzündungsreaktion eintritt. Infolge des sinkenden Zellvolumens 

verliert die Zelle ihren Kontakt zu den Nachbarzellen und tritt in eine als Zeio-

se bezeichnete Phase ein. Während der Zeiose verdichtet sich das Chromatin 

(DNA und assoziierte Strukturproteine) und wird zerstückelt. Schließlich zer-

fällt die Zelle in membranumschlossene apoptotische Körperchen, die von 

Nachbar- oder Fresszellen eliminiert werden. Die resorbierten Vesikel werden 

durch Lysozyme biochemisch aufgeschlossen und auf diese Weise werden 

die Reste der abgestorbenen Zelle vollständig wiederverwertet . 
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Abbildung 3: Nekrose und Apoptose aus: STEPHAN, H., POLZAR, B., MANNHERZ, 
H.G. (2000): Sein oder nicht sein? - Naturwissenschaftliche Rundschau 53 (6): 273-
281. 

 

 

1.1.6 Regulation der Apoptose  

Je nach Zelltyp und Auslöser kann die Apoptose auf drei verschiedenen Sig-

nalwegen eingeleitet werden. Das gemeinsame Ziel der unterschiedlichen, 

Apoptose auslösenden Wege ist die Initiierung der Caspase-Kaskade, die ih-

rerseits unumkehrbar den Zelltod einleitet.  

Typ-I-Weg: Bei diesem extrinsischen Weg werden die Zellmembranrezeptoren 

(Todesrezeptoren) aktiviert. Die Bindung von Liganden, wie Apo, Fas oder 

 14

http://www.ukammann.de/apoptose/Biochemie_Verlauf/Caspasen/caspasen.html


TNF an diese Rezeptoren führt über einen Komplex zur Aktivierung der Initia-

tor-Caspasen-8 und -10.  

Typ-II-Weg: Bei diesem intrinsischen Weg spielen die Mitochondrien eine 

zentrale Rolle. Cytochrom C (bekannt als Bestandteil der Atmungskette im 

Mitochondrium) ist der auslösende Faktor. Bei der Aktivierung dieses Apopto-

sewegs öffnen sich Membranporen in der äußeren Mitochondrienmembran 

und setzen z.B. Cytochrom C ins Cytoplasma frei. Im Cytoplasma bilden Cy-

tochrom C, Apaf-1 (apoptotic protease activating factor) und die Pro-Caspase-

9 das Apoptoson, wodurch zusammen mit dATP die Caspase-9 aktiviert wird.  

Die Freisetzung von Apoptose fördernden Molekülen aus den Mitochondrien 

ist wichtig für die Weiterleitung des Apoptosesignals in der Zelle. Es ist daher 

nicht verwunderlich, dass die Liste der Substanzen, die die Mitochondrien-

membran durchlässig machen, immer länger wird. Ein Beispiel dafür ist der 

Transkriptionsfaktor p53, von dem man annimmt, dass er Apoptose durch Ex-

pression von pro-apoptotischen Genen auslöst. p53 wandert ebenfalls zu den 

Mitochondrien und interagiert dort mit einem Hitzeschockprotein (Hsp70).  

Die Expression von Hsps dient dem Schutz der Zelle und wird durch eine gro-

ße Anzahl von Stressfaktoren, wie Temperaturerhöhung induziert. Hsps inhi-

bieren die Aggregation von Proteinen oder markieren Proteine für den proteo-

lytischen Abbau. Hsps können aber auch Apoptose unterdrücken. Hsp27, 

Hsp70 und Hsp90 binden an Apaf-1 und verhindern dadurch die Aktivierung 

von Caspase-9.  

Kürzlich wurde ein dritter, durch Stress ausgelöster Signalweg entdeckt. Da-

bei wird Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum freigesetzt und die 

Caspase-12 aktiviert. 

Eine Zelle beginnt mit dem Apoptose-Programm, wenn interne oder externe 

Signale die Selbstzerstörung befehlen. Jede Zelle unseres Körpers befindet 

sich im ständigen Kontakt zu ihren Nachbarzellen durch chemische Botenstof-

fe (z.B. Wachstumsfaktor NGF oder Interleukin-2), die an die Rezeptoren der 

Zelle binden. Wird ihr dieser Kontakt entzogen, so führt dies in der Regel zur 

Auslösung von Apoptose. Das ist ein Grund, warum normale Zellen kaum in 
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vitro kultivierbar sind, d.h. als Zellkultur gezüchtet werden können. Die meis-

ten Zellkulturen basieren daher auf entarteten Zellen, bei denen ein defektes 

Apoptoseprogramm ein unbegrenztes (tumoröses) Wachstum ermöglicht.  

Zu den internen und externen negativen Signalen, die Apoptose auslösen 

können, gehören die Besetzung von Rezeptoren mit bestimmten todbringen-

den Botenstoffen oder genotoxischen Substanzen. Hohe Dosen von UV- oder 

Röntgenstrahlung können ebenso zu einer Schädigung des genetischen Ma-

terials in der Zelle führen. Diese Zellen haben dann die Wahl zwischen einer 

Reparatur kleinerer DNA-Schäden oder der Apoptose, wenn der Schaden 

nicht mehr repariert werden kann. Die Zelle tötet sich im Zweifelsfall selbst, 

um nicht zu entarten.  

Morphologisch kann man zu Beginn der Apoptose eine Verringerung des Zell-

volumens beobachten. Die Organellen bleiben im Gegensatz zur Nekrose in-

takt, und der Stoffwechsel der apoptotischen Zelle läuft normal weiter. Der 

Zellkern schrumpft und das Chromatin verdichtet sich. Intensives „membrane 

blebbing“ - die Bildung von Ausstülpungen und Bläschen - ist an der Cy-

toplasmamembran zu beobachten. Schließlich beginnen sich membranum-

schlossene Vesikel - die sogenannten apoptotischen Körperchen oder „apop-

totic bodies“ - von der Zelle abzuschnüren.  

In vivo werden die apoptotischen Körperchen von phagocytierenden Zellen 

aufgenommen und somit ohne lokale Entzündungsreaktionen eliminiert. Des-

halb lassen sie sich in Gewebeschnitten nur sehr selten nachweisen. In vitro 

kann man zum Ende der Apoptose die Lyse der apoptotischen Körperchen 

beobachten. Die Cytoplasmamembran bleibt bis zu diesem Zeitpunkt funktio-

nell intakt. Biochemisch kommt es aber bereits zu Beginn der Apoptose zu 

charakteristischen Veränderungen. So wird in der Membran Phosphatidylse-

rin, das normalerweise ausschließlich auf der cytoplasmatischen Membransei-

te lokalisiert ist, auf die extrazelluläre Seite verlagert. Im Zellkern werden spe-

zifische calcium- und magnesiumabhängige DNasen aktiviert, welche die ge-

nomische DNA in charakteristische Bruchstücke (DNA-Strickleiter) zerschnei-

den, da sie nur an bestimmten Stellen angreifen können.  
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1.1.7 Mitochondrion und programmierter Zelltod (Apoptose)  

Bei einigen Formen des planmäßigen, programmierten Zelltodes (Apoptose) 

kommt es nach Aktivierung (1) zytoplasmatischer Proteine zu deren Integrati-

on in die äußere Mitochondrienmembran (2) und zur Ausbildung von Memb-

rankanälen (3, 4), die für das Atmungskettenprotein Cytochrom C durchlässig 

sind. Im Zytoplasma aktiviert freigesetztes Cytochrom C (Cc; 5) protein-

abbauende Enzyme, deren Aktivität letztendlich zum Zelltod führt.  

 

Abbildung 4: Apoptose aus: STEPHAN, H., POLZAR, B., MANNHERZ, H.G. (2000): 
Sein oder nicht sein? - Naturwissenschaftliche Rundschau 53 (6): 273-281. 

 

 

1.1.8 Energiestoffwechsel 

Mitochondrien 

In einer Zelle finden wir gewöhnlich 100-1000 Mitochondrien, die einen 

Durchmesser von 0,2 - 1 µm haben. Es sind Organellen der Zellatmung, de-

ren Funktion in der Umwandlung von Nahrungsstoffen, wie Kohlenhydrate, 

Fette etc. in brauchbare Energie liegt. Sie sind also gewissermaßen die 

"Kraftwerke der Zelle". Über die Enzyme der Atmungskette und damit der oxi-

dativen Phosphorylierung wird ATP synthetisiert. Es handelt sich dabei um 
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eine Folge von Elektronen-Transfer-Reaktionen, die einen H+-Gradienten zwi-

schen der Außen- und der Innenseite der inneren mitochondrialen Membran 

schaffen. Dieser H+-Gradient dient dazu, die ATP-Synthese anzutreiben. ATP 

ist der Hauptenergieträger in einer lebenden Zelle. 

Mitochondrien haben eine äußere und eine innere Membran. Die äußere 

Membran, welche das Mitochondrium umgibt, hat Membrankanäle, die relativ 

frei permeabel sind. 

Die innere Membran, welche eingestülpt ist und Cristae bildet, ist ein perfekter 

Isolator. Über sie wird der oben beschriebene elektrochemische Gradient auf-

gebaut. Die innere Membran besteht zu 20% aus Lipiden und zu 80% aus 

Proteinen. An diesen Proteinen findet die oxidative Phosphorylierung statt. 

Ein Teil der Proteine der Mitochondrien wird nach einem genetischen "Rezept" 

hergestellt, das sich im Matrixraum der Mitochondrien selbst befindet. Die Mi-

tochondrien verfügen also über eigene DNA-Moleküle, welche die Informatio-

nen für ca. 20 mitochondriale Proteine gespeichert haben. Dies entspricht in 

etwa 5% der gesamten Syntheseleistung, die für die Aufrechterhaltung des 

Stoffwechsels der Mitochondrien nötig ist. Diese für die Mitochondrien-

Proteine kodierenden DNA-Moleküle werden auch in den Mitochondrien her-

gestellt, während der größte Teil der sich in den Mitochondrien befindlichen 

Proteine im Zellkern kodiert ist, im Cytoplasma transliert wird und dann über 

Membranproteine in die Mitochondrien aufgenommen wird. 

 

ATP, der wichtigste Metabolit des Energiestoffwechsels unterliegt einem stän-

digen Auf- und Abbau. Jedes Molekül ADP bzw. ATP wird täglich mehrere 

tausend Mal phosphoryliert und dephosphoryliert. Da Plasmamembranen für 

ATP undurchlässig sind, muss jede Zelle selbst ATP produzieren können. 

Im aeroben Zustand stammt der größte Teil des ATP aus der oxidativen 

Phosphorylierung. Bei dieser Form der ATP-Bildung wird die notwendige  

Energie einem Protonengradienten entnommen, der durch die Atmungskette 

während der Oxidation von NADH und anderen Substraten aufgebaut wird. 

Oxidation (die Atmungskette) und Phosphorylierung (die ATP-Bildung durch 
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die ATP-Synthase) sind normalerweise über den H+-Gradienten funktionell 

gekoppelt. Im gekoppelten Zustand limitiert der ATP-Verbrauch die Ge-

schwindigkeit von Atmungskette und Citratcyclus. Schäden der inneren Mito-

chondrienmembran oder bestimmte Substanzen (sog. Entkoppler) können 

zum teilweisen Abbau oder zum völligen Zusammenbruch des Gradienten 

führen.  

Die Aktivität der ATP-Synthase ist dann erniedrigt, während die Geschwindig-

keit des Elektronentransports im Vergleich zur physiologischen Situation an-

steigt. 

In Abwesenheit von O2 bleibt für Eukaryonten die anaerobe Glycolyse als ein-

zige Möglichkeit zur ATP-Synthese. Dabei werden in der Glycolyse Phosphat-

reste auf ein so hohes Gruppenübertragungspotential gehoben, dass sie an-

schließend auf ADP übertragen werden können (Substratkettenphosphorylie-

rung). 

 

Um die Glycolyse kontinuierlich ablaufen lassen zu können, müssen anaerob 

lebende Zellen NAD+ durch Gärungsreaktionen aus NADH+H+ regenerieren. 

Eine dritte Möglichkeit, ATP zu synthetisieren, ist in der Muskulatur realisiert. 

Hier werden Phosphatreste auf hohem chemischen Potential in Form von 

Kreatinphosphat „geparkt“. Bei ATP-Mangel werden diese Reste wieder auf 

ADP übertragen, um zusätzliches ATP bereitzustellen. Dies ist möglich, weil 

die Gleichgewichtskonstante der Reaktion 

ATP + Kreatin ↔ ADP + Kreatinphosphat  

relativ nahe bei 1 liegt, d.h. Hin- und Rückreaktion können deshalb – je nach 

Konzentrationsverhältnis der Substrate – effektiv ablaufen. 
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Abbildung 5: Oxidative Phosphorylierung an der mitochondrialen Innenmembran (Universi-
tät Bonn, Anatomisches Institut) 

 

 

1.1.9 Verschiedene Forschungsfelder der CLN2-Erkrankung 

Die neurodegenerative Erkrankung CLN2 hat weltweit in den letzten Jahren 

verschiedenste Forschungsansätze in Hinblick auf mögliche Therapieoptionen 

erfahren, dennoch bleibt im Moment leider nur die supportive Therapiemög-

lichkeit dieser immer letalen Erkrankung. Die Forschungsfelder über NCL set-

zen an unterschiedlichen Bereichen an. So sind vor allem die Erforschung der 

genauen Aufgaben des CLN-Proteins, die Aufklärung der Transportwege der 

CLN-Proteine sowie deren Lokalisation in Nervenzellen Gegenstand der aktu-

ellen Forschung. Aufgabe wäre sicherlich auch noch die genaue biochemi-

sche Analyse des Speichermaterials sowie die Entschlüsselung des betroffe-

nen Stoffwechselweges. Mutationsanalysen des Erbgutes sowie Genexpres-

sionsstudien mit Mikrochip-Analysen untersuchen den Einfluss des defekten 

CLN-Gens auf andere Gene [Steinfeld R 2004]. Als ursächliche Therapiebe-

handlung wären eine Genkorrektur und/oder eine Gentherapie denkbar.  

Das Ziel aller Therapiemöglichkeiten besteht darin, aktive Tripeptidylpeptidase 

1 ins ZNS und retinale Zellen zu bringen, um so Zelluntergang zu verhindern. 

Dieses Ziel könnte durch Enzymersatztherapie und verschiedene Formen von 

Gentherapie erfolgen [Sondhi D 2001]. Aufgrund der Unpassierbarkeit der 
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Proteine durch die Blut-Hirn-Schranke scheint ein Transport in das Gehirn 

über das Gefäßsystem nicht möglich. Protein oder Gen müsste direkt ins zent-

rale Nervensystem eingebracht werden. So erscheint eine Enzymersatzthera-

pie mit reinem, rekombinaten pro-TPP 1 unmöglich. Eine direkte intracerebra-

le Gabe wäre notwendig sowie eine kontinuierliche Therapie. Die von der For-

schergruppe um Sondhi behandelten Tiere schienen in ihrer Bewegungsfä-

higkeit verbessert, nachdem das Virus, in welches das gesunde CLN2-Gen 

eingebaut war, an mehreren Stellen ins Gehirn gespritzt wurde.  

Unklar bleibt, ob eine frühzeitige Therapie vor Symptombeginn eine Progres-

sion verhindert, wie lange die Enzymaktivität im Gehirn bestehen bleibt, ob 

sich die Enzymaktivität von den Einspritzstellen aus genügend in das ganze 

Gehirn verteilt und ob eine Besserung der Krankheitserscheinungen erfolgt. 

Stammzelltherapie dagegen geht davon aus, dass Knochenmarksstamm-

zellen im ZNS zu Mikroglia-Zellen differenzieren, welche dann TPP 1 expri-

mieren könnten. Es ist jedoch noch völlig unklar, ob diese Theorie wirklich 

funktionieren würde. Außerdem ist hierbei eine lebenslange Immunsuppressi-

on nötig. Experimente mit diesem Ansatz zeigten bisher keine überzeugenden 

Ergebnisse [Krivit W 1995]. 

Da die CLN2 durch Mutationen in einzelnen Genen verursacht wird und eine 

klassische autosomal-rezessive Erkrankung ist, bei denen das fehlende Prote-

in gut charakterisiert ist,  wäre die Erkrankung ein idealer Fall für eine Genthe-

rapie. Ein erfolgversprechendes Konzept dabei ist die in vivo Gentherapie mit-

tels eines Adenovirus-assoziierten Vectors.  Um ein Gen in den Kern von Ner-

venzellen zu  bekommen ist es notwendig, das Gen mit einem Vektor zu ver-

sehen, der als sogenannter Carrier fungiert. Für die spät-infantile NCL haben 

sich bisher 3 Typen von Gen-Transfer-Vektoren gefunden: Das Adeno-

assoziierte Virus (AAV), das Lentivirus (LV) sowie das Adenovirus (Ad). 

Bisher gibt es für die Methoden nur experimentelle Modelle, am meisten rele-

vant für die CLN2 scheint die Untersuchung von Mäusen mit Mucopolysac-

charidose VII [Lazarus HS 1993]. 

 

 21



Fragestellung dieser Arbeit 

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Beantwortung der Frage, wie bei der 

spätinfantilen NCL (CLN2) der neurodegenerative Prozess mit dem Verlust 

der Aktivität des lysosomalen Enzyms TPP 1 zusammenhängt. Diese Frage 

sollte am Modell der humanen NT2-Zellen, einer Carcinomazelllinie, unter-

sucht werden, die sich unter Retinsäurebehandlung zu postmitotischen, pola-

risierten humanen Neuronen differenzieren. 

In diesen NT2-Zellen wurde die Aktivität der lysosomalen TPP 1 durch Zuga-

be eines synthetischen Inhibitors (Ala-Ala-Phe-Chlormethylketon) zum Zell-

medium gehemmt. Damit wurden die Verhältnisse bei der CLN2-Krankheit 

imitiert, so dass letzten Endes an einem Modell humaner neuronaler CLN2-

Zellen gearbeitet werden konnte. 

 

Die Auswirkungen der Inhibition der TPP 1-Aktivität habe ich an den NT2-

Zellen untersucht in Bezug auf 

1. die Viabilität der Zellen 

2. den Energiehaushalt der Zellen (Gehalt energiereicher Phosphate) so-

wie  

3. das Differenzierungspotential unter Behandlung mit Retinsäure. 
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Material und Methoden 

2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.1.1 Proteinbestimmung nach Lowry 

Die Proteinbestimmung nach Lowry ist eine einfache und zuverlässige Metho-

de zur Bestimmung der Konzentration löslicher sowie unlöslicher Proteine. Sie 

beruht darauf, dass die Proteine zunächst mit einem alkalischen Cu2+-

Reagenz eine dem Biuret-Komplex ähnliche Verbindung eingehen. In einem 

nachfolgenden Reaktionsschritt erfolgt die Reduktion des Folin-Ciocalteu's-

Phenol-Reagenzes (Folin-Reagenz) durch die mit dem Cu2+-komplexierten 

Proteine. 

Der Kupfer-Protein-Komplex bewirkt die Reduktion von Molybdat bzw. 

Wolframat, die in Form von Heteropolyphosphorsäuren vorliegen. Molybdat 

bzw. Wolframat werden von der Wertigkeitsstufe VI zur Wertigkeitsstufe IV 

reduziert. Es entstehen Mischoxide zwischen jeweils VI- und IV-wertigem Mo-

lybdän (Molybdänblaureaktion) bzw. Wolfram. Die Reduktion des Folin-

Reagenzes erfolgt, nachdem vermutlich Cu2+ im Kupfer-Protein-Komplex zu 

Cu+ reduziert wird. 

Die aromatischen Aminosäurereste Tyrosin und Tryptophan reduzieren dar-

über hinaus das Folin-Reagenz direkt ohne vorherige Komplexierung mit dem 

alkalischen Cu2+-Reagenz. Bei der Reduktion erfährt das Folin-Reagenz einen 

Farbumschlag von gelb nach blau. Die resultierende Blaufärbung wird zur 

quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration benutzt. 

Dazu wird für mehrere Proben bekannter Proteinkonzentration die Extinktion 

des bei der Reaktion mit dem Folin-Reagenz entstehenden blauen Farbstoffs 

ermittelt. Nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz wird die gemessene Extinkti-

on als Funktion der Proteinkonzentration graphisch dargestellt und der molare 

Extinktionskoeffizient aus dem Anstieg der resultierenden Geraden ermittelt. 

Unter Verwendung des so erhaltenen molaren Extinktionskoeffizienten lässt 

sich für eine beliebige Proteinprobe wiederum unter Anwendung des Lambert-

Beer'schen Gesetzes die Konzentration bestimmen. 
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Die Proteinbestimmung nach Lowry wird durch Tris, Ammoniumsulfat, EDTA, 

Saccharose, Citrat und Phenole verfälscht. Liegen solche Substanzen in den 

Proteinlösungen vor, müssen die Proteine mit Trichloressigsäure ausgefällt 

und anschließend in einem wässrigen Lösungsmittel, das diese störenden 

Substanzen nicht enthält, resolubilisiert werden. 

Die quantitative Proteinbestimmung kann mit verschiedenen Färbemethoden 

erfolgen, z.B. Bicinchoninsäure- [Smith PK 1985], Lowry- [Lowry 1951] und 

Bradford-Assay [Bradford 1976]. 

Der von mir verwendete BCA-Assay (BCA Protein Assay Kit, Pierce) besitzt 

eine 10-fach höhere Empfindlichkeit als der Lowry-Assay. Der BCA-Test bietet 

eine einfache Durchführung, beeinflussbare Sensitivität und eine gute zeitliche 

Stabilität des gebildeten Farbkomplexes.  

 

Versuchsdurchführung: 

500 µL Zellsuspension wurden mit 500 µL Wasser sowie mit 150 µL DOC (w = 

1 % in Natronlauge c = 0,1 mol/L) versetzt und 5 min bei Raumtemperatur 

stehen gelassen. Danach wurden 200 µL TCA-Lösung (w = 50 %) zugegeben, 

15 min auf Eis stehen gelassen und anschließend zentrifugiert. Der Überstand 

wurde abgenommen und das erhaltene Pellet in 500 µL DOC (w = 0,2 % in 

Natronlauge c = 0,1 mol/L) resuspendiert und bis zur Messung auf Eis gela-

gert. 

Proteinbestimmung mit dem Protein Assay Reagenz BCA nach Pierce:  

Zur Herstellung der Arbeitslösung wurden 50 mL Reagenz A mit 1 mL Rea-

genz B gemischt. Für die Erstellung der Standardkurve wurden 0,5 mL BSA 

(Albumin Standard nach Pierce) mit 0,5 mL Wasser versetzt. Es wurde da-

durch die Lösung 1 erhalten. Durch weiteres Verdünnen wurden die Lösungen 

2 bis 4 erhalten: 

Lösung 2: 0,5 mL Lösung 1 und 0,5 mL Wasser 

Lösung 3: 0,5 mL Lösung 2 und 0,5 mL Wasser 

Lösung 4: 0,5 mL Lösung 3 und 0,5 mL Wasser 
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Die Konzentrationen an BSA betrugen: 

Lösung 1: β(BSA) = 1 mg /L 

Lösung 2: β(BSA) = 0,5 mg/L 

Lösung 3: β(BSA) = 0,25 mg/L 

Lösung 4: β(BSA) = 0,125 mg/L 

Für die Messungen wurden jeweils 0,1 mL der Lösungen 1 bis 4 bzw. 0,1 mL 

der Probenlösung mit 2 mL der Arbeitslösung versetzt und bei 37 °C für 30 

min inkubiert. Die Messung der Proben erfolgte bei 546 nm im Photometer. 

Anschließend wurden die Proteinkonzentrationen nach der Standardkurve 

berechnet. 

y = 0,0102x + 0,1042
R2 = 0,9923
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Abbildung 6: Eichkurve für den Proteingehalt der Proben mit bovinem Serum-Albumin als      
Standard. 

 

2.1.2 ATP-Bestimmung mittels Luminometrie 

Unter Lumineszenz versteht man die Emission sichtbaren Lichtes, die sich 

aus der Oxidation organischer, als Luciferin bezeichneter Stoffe durch Einwir-

kung des als Luciferase bezeichneten Enzyms ergibt. Die Luminometrie ist 

somit eine Methode zur Bestimmung  biologisch aktiver Substanzen, bei der 

die Indikatorreaktion – z.B. durch Luciferase-Wirkung – eine messbare Lumi-
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neszenz erzeugt. Lumineszenz kommt dadurch zustande, dass durch ver-

schiedene Anregungsprozesse Elektronen in ein höheres Energieniveau an-

gehoben werden, von wo sie unter Lichtemission in den Grundzustand zu-

rückfallen. Bei der Chemolumineszenz stammt die Anregungsenergie von ei-

ner chemischen Reaktion. Unter Chemolumineszenz versteht man also eine 

Leuchterscheinung, die durch Umwandlung chemischer Energie in Licht ent-

steht.  

Mit Hilfe einer sehr empfindlichen luminometrischen Methode wird der ATP-

Gehalt in Standard-Proben bzw. Zellkultur-Proben bestimmt. Das z.B. in 

Leuchtkäfern („Glühwürmchen“) vorkommende Enzym Luciferase katalysiert 

die folgende Reaktion: 

 

ATP + D-Luciferin + O2 → AMP + Oxyluciferin + CO2 + PP + Licht 

 

Ist  ATP das limitierende Substrat, ist die Menge des emittierten Lichts der 

Menge des anwesenden ATP proportional. Die kinetischen Eigenschaften der 

Reaktion können je nach System stark variieren. 

Die Assay-Bedingungen hängen von der zu bestimmenden ATP-

Konzentration und dem zur Verfügung stehenden Messgerät ab. 

 

Versuchsdurchführung 

Das Zellmedium wurde abgesaugt, zweimal mit jeweils 2 mL Hepes-Puffer 

gewaschen und erneut abgesaugt. Danach wird die Probe mit 1 mL Pufferlö-

sung und 10 µL Glucoselösung versetzt und ca. 15 min stehen gelassen. Un-

mittelbar vor der Ultraschallbehandlung wird EDTA zugesetzt (10 µL EDTA 

auf 1 mL Hepes-Puffer). Die Sonifikation erfolgt für 20 Sekunden. Unmittelbar 

danach werden die Proben mit 250 µL eines 1:1-Gemisches aus DMSO und 

EDTA gemischt (Quenschen) und auf Eis aufbewahrt. 

 

Reagenzien: 

• tris-Acetat-Puffer (Fa. Bioorbit) 
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• ATP- Monitoring-Reagenz (Fa. Bioorbit) 

• Phosphoenolpyruvat als Na-Salz (PEP) (Fa. Bioorbit), c = 20 

mmol/L (entspricht 23,4 mg PEP in 5 mL H2O) 

• 100 µL Pyruvatkinase (PK, Fa. Boehringer) werden in einem Ep-

pendorf-Cup 5 min bei 13 000 U/min zentrifugiert. Der Überstand 

wird verworfen, das Pellet in 100 µL tris-Acetat-Puffer resuspendiert 

und mit einer minimalen Menge Albumine Bovine (BSA, Fa. Sigma) 

versetzt. 

• ATP-Standard (Fa. Bioorbit) c = 10 µmol/L werden mit aqua dest. 

auf c = 1 µmol/L verdünnt. 

Nach der Vorbereitung der Zellen und der Zugabe der Reagenzien erfolgten 

die ATP-Bestimmungen bei Raumtemperatur mit einem Luminometer (Bioorbit 

1250-Luminometer Turku, Finnland). 

Reihenfolge der Zugabe: 

0,2 mL Tris-Acetat-Puffer 

+ 0,1 mL ATP-Monitoring-Reagenz          →  B1 

+ 10 µL bis 30 µL Probelösung                 →  S1 

+ 10 µL ATP-Lösung (c = 1 µmol/L)         →  In1 

+ 2,5 µL PEP-Lösung (c = 20 mmol/L)     →  B2 

+ 2,5 µL PK-Suspension                           →  S2 

+ 10 µL ATP-Lösung (c = 1 µmol/L)         →  In2 

Die Berechnungen der ATP-Konzentrationen erfolgten nach folgender Formel: 

c(ATP)= S1-B1/ In1-S1 x 0,01 nmol x 2 (Verdünnung mit DMSO) /  

Proteingehalt (mg/mL) / Volumen (mL) 
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2.1.3 Viabilitätstest der Zellreihen (Dimethylthiazol-Tetrazolium-Bromid-

Viabilitätstest) 

Es handelt sich um einen kolorimetrischen nicht-radioaktiven Test, der auf der 

Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyl-Tetrazolium-Bromid (MTT) zu lila Formazankristallen durch zelluläre 

Dehydrogenasen beruht. Die Absorption des entstandenen Formazans wird 

spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von 550 nm bestimmt, wo MTT 

nicht absorbiert. Da Dehydrogenasen nur in lebenden Zellen aktiv sind, dient 

die Umwandlung von MTT als Maß für die Viabilität der Zellen [Mosmann 

1983]. Die Tetrazoliumsalze werden außer in zytologischen Versuchen auch 

bei enzymatischen Untersuchungen, histochemischen Methoden und in der 

bakteriologischen Diagnostik verwendet. Mit diesem Test kann also auf 

spektrophotometrische Weise das Zellwachstum als Funktion der Mito-

chondrienaktivität lebender Zellen nachgewiesen werden.  

 

 

 

Abbildung 7: Reduktion von MTT zu Formazan 

 

Versuchsdurchführung: 

Die Zellen wurden in Microtiterplatten (96-well) mit jeweils 100 µL Medium für 

24 Stunden inkubiert. Jedes well wurde mit 10 µL MTT-Lösung (Stammlö-

sung: 5 mg MTT in 1 mL Wasser) versetzt und 4 h bei 37 °C inkubiert. Das 

Beenden der MTT-Reduktion und das Auflösen der gebildeten Forma-

zankristalle erfolgte durch Zugabe von 100 µL einer Lösung von 10 % Natri-
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umdodecylsulfat in Salzsäure der Konzentration 10 mmol/L. Damit sich die 

Kristalle vollständig auflösen und die Luftblasen an der Flüssigkeitsoberfläche 

verschwinden, erfolgte eine weitere Inkubation für 12 bis 24 h bei 37 °C. Nach 

der Überprüfung, ob sich der Farbstoff vollständig gelöst hat, erfolgte mit ei-

nem Spektralphotometer die Messung der Absorption bei 550 nm. Das MTT-

Kit stammt von der Fa. Roche. 

 

2.2 Zellbiologische Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

Alle Zelllinien wurden bei 37°C, 95% Luft, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit in 

einem Brutschrank (Heraeus) inkubiert. Für die Kultur der Zelllinien wurden 

Flaschen und Schälchen (Greiner Bio-one cellstar) unterschiedlicher Größe 

verwendet und die Zellen in Konfluenz gehalten. Der Mediumwechsel erfolgte 

alle 2-3 Tage mit DMEM, Dulbecco´s modifiziertes Eagle Medium, (Gibco BRL 

Life Science) bzw. Optimem für die NT2-Zellen (Life Technologies, Gaithers-

burg, MD, USA). Die optische Beurteilung der Zellen erfolgte mit einem Mikro-

skop (Leitz Diavert Periplan) in 10facher Vergrößerung. 

 

2.2.2 Trypsinieren 

PBS (Dulbecco, Seromed-Biochrom) enthält wenig Calcium und Magnesium, 

was bei der Lösung von Zellen sehr hilfreich ist (als Verdünnungsmittel für 

Trypsin). Weiterhin hindert es frische Zellen daran zu verklumpen. 

Für das Erstellen von Subkulturen wird üblicherweise 0,05 - 0,25 % Trypsin 

verwendet, um Zellen aus Monolayer-Kulturen enzymatisch vom Untergrund 

zu lösen und in Suspension zu bringen. Die Stärke und Einwirkdauer dieses 

Enzyms sind kritische Faktoren für ein gutes Wachstum nach der Trypsinie-

rung. 

Um die hemmenden Substanzen des Kulturmediums zu entfernen, wird vor 

dem Trypsinieren die Kultur zweimal mit PBS-Puffer gespült. Die Aktivität des 
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Enzyms wird nach Erreichen der Einwirkzeit durch Zugabe von serumhaltigem 

Medium gestoppt. 

 

2.2.3 K 562-Zellen 

Humane, CD 34 neg., chronisch-myologene Leukämie-Zelllinie (ATCC- 

No:CCL-243), die spontan in Vorläufer der erythroiden, granulozytischen oder 

monozytischen Reihe differenzieren kann [Klein E 1976]. Sie wurde in Dul-

beccos Modified Eagle medium (DMEM) mit 10% fötalen Kälberserum (Sig-

ma) bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchte kultiviert. Freundliche Übernahme 

der Zelllinie aus dem molekularbiologischen Labor der Klinik für pädiatrische 

Hämatologie und Onkologie des UKE, Hamburg. 

 

2.2.4 HEK 293-Zellen 

Bei der Zelllinie HEK 293 handelt es sich um Adenovirus 5 transformierte hu-

mane embryonale Nierenepithelzelllinie  [Graham FL 1977]. Auch sie wurde in 

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% fötalen Kälberserum 

(Sigma) bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchte kultiviert.  

 

2.2.5 NT2-Zellen 

Die NT2-Zelllinie ist eine humane Teratomkarzinomzelllinie und zeigt Charak-

teristika einer neuronalen Vorläuferzelle. Sie kann durch Zugabe von Retin-

säure in vitro in postmitotische Neurone differenzieren (hNT Neurone) 

[Pleasure S.J. 1992]. Diese differenzierten, neuronalen Zellen zeigen ver-

schiedenste neuronale Marker [Lee 1993; Pleasure 1993]. 

Die Differenzierung ist z.B. daran zu erkennen, dass die Nervenzellen typi-

sche Markerproteine exprimieren. Zudem ist es möglich, diese Zellen in Rat-

ten- oder auch menschliche Hirne zu verpflanzen, in denen sie monatelang 

überleben, sich in das neuronale Netzwerk einfügen und zum Beispiel abge-

storbene Nervenzellen ersetzen können. 
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Freundliche Bereitstellung der Zellinie aus dem Zentrum für molekulare Neu-

robiologie Hamburg. 

 

2.2.6 Retinsäureinduzierte Differenzierung 

Durch Inkubation mit 10 µL all-trans-Retinsäure (Sigma) in Kulturmedium kön-

nen NT2-Zellen zu Zellen mit neuronalem Charakter differenzieren. Die Stock-

lösung (0,01 M in DMSO) wurde für die Induktion als Lösung mit der Konzent-

ration c = 0,1 mmol/L verwendet. Für die Differenzierung wurden 2 x106 Zellen 

in einen 75-cm3-Falcon ausgesät und zweimal wöchentlich für 2 Wochen mit 

der 1x 10–5  M Retinsäurelösung (c = 0,01 mmol/L) behandelt. Die Retinsäure 

ist zu konfluent wachsenden Zellen gegeben worden und bei jedem Medium-

wechsel erneuert worden [Lee 1993]. 

 

2.2.7 Inhibitor (Ala-Ala-Phe-Chlormetylketon) 

Die Zugabe eines spezifischen Inhibitors der TPP, Ala-Ala-Phe-

Chlormethylketon (AAF-CMK),  zum Kulturmedium von Zellen induziert die 

lysosomale Akkumulation der Untereinheit  c. In einem in vitro Experiment 

führte die Zugabe von AAF-CMK zur Proteolyse der Untereinheit c, aber nicht 

der b-Untereinheit der ATP-Synthase [Ezaki et al. 2000]. Die Inhibitorlösung 

ist wie folgt verdünnt worden, um eine Reihe von verschiedenen Konzentrati-

onen herzustellen und ihre spezifischen Auswirkungen auf die verschiedenen 

Zellreihen zu untersuchen. 

Die folgenden Angaben sind berechnet für ein 75-er Falcon (Greiner Bio-One 

Cellstar) der jeweiligen Zelllinie. Als Ausgang dient die 25 mM Lösung des 

Inhibitors AAF-CMK (Sigma). 8 μL einer 25 mM Lösung werden mit 92 μL Me-

dium (DMSO oder Optimem, je nach Zellereihe) gemischt, dies entspricht ei-

ner 2 mM Lösung. 12 mL Medium werden nun mit 60 μL der 2 mM Inhibitorlö-

sung gemischt (10 μM Lösung). Von diesen 12 mL werden 2,4 mL Medium 

aus dem Falcon entnommen und in 9,6 mL Medium gelöst  (2 μM Lösung). 

Davon werden nun 3 mL entnommen und in dem nächsten Falcon mit 9 mL 

gemischt (0,5 μM Lösung). 
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Durch diese Verdünnungsreihe waren unterschiedliche Konzentrationen des   

Inhibitors hergestellt, die bei jedem Mediumwechsel der Zellen (alle 2-3 Tage)  

erneuert wurden. Die Auswirkungen der Inhibition wurden mit den genannten 

Methoden untersucht. 

 

2.2.8 Pseudoinhibitor (H-D-Pro-Phe-Arg-Chlormethylketon) 

Als Kontrolle diente die Zugabe eines von uns sogenannten “Pseudoinhibi-

tors” aus der Gruppe der Chlormethylketone ohne proteolytische Auswirkun-

gen. Das Substrat ist von Bachem. 
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Ergebnisse 

2.3 ATP-Bestimmung  

Nach Aufzucht der Zellen erfolgte die im Methodenteil erläuterte Behandlung 

der Zellen mit der Inhibitor- bzw. Pseudoinhibitorlösung. Über Proteinmessun-

gen der Zelllysate und luminometrische ATP-Bestimmung zu gewählten Zeit-

punkten mit Doppelbestimmung (nach 7 und 14 Tagen Behandlung) waren 

Messwerte ermittelt. Aus den Werten konnten nach oben genannter Formel 

ATP-Werte errechnet werden. 

Die ermittelten ATP-Konzentrationen der verschiedenen Zelllinien sind in den 

nachfolgenden Abbildungen grafisch dargestellt worden. 

 

2.3.1 NT2-Zellen  

Schon in der ersten Behandlungswoche zeigen die neuronal determinierten 

NT2-Zellen eine deutliche Reaktion auf den zugesetzten Inhibitor Ala-Ala-Phe-

Chlormethylketon. Dieser führt bei den durchgeführten luminometrischen Be-

stimmungen  zu einer stetigen Abnahme der ATP-Konzentration der Zellen bei 

steigender Inhibitorkonzentration wie auf Abbildung 8 erkennbar. Auf der x-

Achse aufgetragen sehen wir die unterschiedlichen Konzentrationen des Inhi-

bitors, auf der y-Achse die gemessene ATP-Konzentration zum jeweiligen 

Zeitpunkt. 

Zur Erläuterung  bedeutet in den Abbildungen die Abkürzung „0,5 Inhibitor“ 

eine 0,5 μM Lösung, dementsprechend eine 2 Inhibitor Lösung eine 2 μM Lö-

sung des Inhibitors,  sowie eine 10 Inhibitor Lösung eine 10 μM Lösung. 
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Abbildung 8: NT2-Zellen unter Inhibitoreinfluss in der 1. Woche 

 

Deutlicher wird der Effekt der Inhibition der NT2-Zellen in der 2. Be-

handlungswoche (s. Abb. 9). Es ist festzustellen: Je stärker die Kon-

zentration des Inhibitors, desto stärker ist die Abnahme der ge-

messenen ATP-Konzentration. 
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 Abbildung 9: NT2-Zellen unter Inhibitoreinfluss in der 2. Woche 

 

 
 

  

Die Messungen wurden zu gleichen Zeitpunkten mit dem sogenann-

ten Pseudoinhibitor (H-D-Pro-Phe-Arg-Chlormethylketon) durchge-

führt, der, so wie die Abbildungen 10 und 11 zeigen, auch nach zwei-

wöchiger Behandlung zu keiner Abnahme der ATP-Konzentration 

führt. 
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 Abbildung 10: NT2-Zellen unter Pseudoinhibitoreinfluss in der 1. Woche 
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 Abbildung 11: NT2-Zellen unter Pseudoinhibitoreinfluss in der 2. Woche 

 

 

 

 

2.3.2 293-Zellen 

Als Vergleich dienten die 293-Zellen, eine humane embryonale Nierenepithel-

zelllinie. Diese wurde analog der NT2-Zellreihe jeweils mit unterschiedlichen 

Konzentrationen des Inhibitors und Pseudoinhibitors versetzt. Messungen er-

folgten analog zu den anderen Zellreihen an Tag 7 und 14. 
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Abbildung 12: 293-Zellen unter Inhibitoreinfluss in der 1. Woche 
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Abbildung 13: 293-Zellen unter Inhibitoreinfluss in der 2. Woche 

 

Nach zweiwöchiger Behandlung nahm die ATP-Konzentration rapide 

ab, allerdings konnten bei steigender Inhibitorkonzentration auf lumi-

nometrischem Wege keine wesentlichen Änderungen der ATP-

Konzentrationen gemessen werden. 

Ähnlich verhält es sich mit den 293-Zellen unter Pseudoinhibitoreinfluss. 
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Abbildung 14: 293-Zellen unter Pseudoinhibitoreinfluss in der 1. Woche 
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Abbildung 15: 293-Zellen unter Pseudoinhibitoreinfluss in der 2. Woche 

 

 

2.3.3 K 562-Zellen 

Zum Vergleich erfolgten die Untersuchungen auch mit den K562-Zellen, einer 

chronisch-myologenen Leukämie-Zelllinie. Im Vergleich zu den neuronal de-

terminierten NT2-Zellen zeigt diese Zelllinie keine signifikante Abnahme der 

ATP-Konzentration unter Inhibitoreinfluss. 
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Abbildung 16:  K562-Zellen unter Inhibitoreinfluss in der 1. Woche 
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Abbildung 17:  K562-Zellen unter Inhibitoreinfluss in der 2. Woche 
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Abbildung 18:  K562-Zellen unter Pseudoinhibitoreinfluss in der 1. Woche 
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Abbildung 19:  K562-Zellen unter Pseudoinhibitoreinfluss in der 2. Woche 

 

Wie die Abbildungen 18 und 19 zeigen, kommt es unter der Behandlung mit  

Pseudoinhibitor zu keiner Abnahme der ATP-Konzentration der K562-Zellen. 
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2.4 Viabilitätstest 

Um ein Maß für die Viabilität der Zellen während der Behandlung mit Inhibitor- 

bzw. Pseudoinhibitorlösung zu erhalten, wurde parallel zu den ATP- Bestim-

mungen der colorimetrische MTT-Test durchgeführt. Die Messungen erfolgten 

nach 7 bzw.14 Tagen Behandlung der Zellen mit der Inhibitor- bzw. Pseu-

doinhibitorlösung. 
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2.4.1 NT2-Zellen 

Um das Maß für die Überlebenswahrscheinlichkeit parallel zu bestim-

men, wurden zu gleichen Zeitpunkten Viabilitätsmessungen mit Hilfe 

des colorimerischem MTT-Testes durchgeführt. 
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Abbildung 20: Messergebnisse MTT-Test NT2-Zellen nach 1 Woche Behandlung 
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Abbildung 21: Messergebnisse MTT-Test NT2-Zellen nach 2 Wochen Behandlung 

 

Die Überlebenswahrscheinlichkeit der NT2-Zellen nimmt unter Behandlung  

des Inhibitors in der 2. Woche deutlich weiter ab. Die  Zellen, welche mit 

Pseudoinhibitorlösung behandelt worden sind, zeigen bessere Überlebensra-

ten.
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2.4.2 293-Zellen 

 

Auch bei den 293-Zellen konnte auf spektrophotometrische Weise das Zell-

wachstum als Funktion der Mitochondrienaktivität lebender Zellen nachgewie-

sen werden.  Abbildung 22 verdeutlicht die Viabilität in der 1. Behandlungswo-

che. 
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Abbildung 22: Messergebnisse MTT-Test 293-Zellen nach 1 Woche Behandlung 

 

Wie bereits bei der ATP-Bestimmung  der 293-Zellen erkennbar, 

konnten bei den 293-Zellen auch beim MTT-Test in der 1. Behand-

lungswoche hohe Viabilitätsraten gemessen werden, die Zellen verlie-

ren jedoch in der 2. Woche erheblich an Viabilität 
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Abbildung 23: Messergebnisse MTT-Test 293-Zellen nach 2 Wochen Behandlung 
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2.4.3 K 562- Zellen 

Die nächste Vergleichszelllinie waren die K 562-Zellen, die humane, 

chronisch-myologene Leukämie-Zelllinie. Auch sie wurde dem Viabili-

tätstest  immer parallel zu den ATP-Bestimmungen unterzogen. 

In der 1. Behandlungswoche unter Inhibitor- bzw. Pseudoinhibitor 

lässt sich keine klare Linie der Beeinflussung der Viabilität erkennen. 
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Abbildung 24: Messergebnisse MTT-Test K562-Zellen nach 1 Woche Behandlung 
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Abbildung 25: Messergebnisse MTT-Test K562-Zellen nach 2 Wochen Behandlung 

 

Auch in der 2. Woche lässt  sich keine Abnahme der Viabilität der Zellen unter 

Inhibitoreinfluss erkennen. 

 

 

 

 

2.4.4 Differenzierte NT2 Zellen 

Um das Ausmaß der Einflussnahme von Inhibition durch Inhibitor- bzw. Pseu-

doinhibitorlösungen zu untersuchen, erfolgte in diesem Experiment die Zuga-

be von Retinsäure, um eine neuronale Differenzierung über einen Zeitraum 
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von 2 Wochen zu induzieren. Dabei konnte eine Abnahme der ATP-

Konzentration auf dem Weg zu differenzierten neuronalen Zellen gezeigt wer-

den. In der ersten Woche waren noch keine sichtbaren Unterschiede zu beo-

bachten , doch konnte in der 2. Behandlungswoche die ATP-Abnahme unter 

Retinsäure bei gleichzeitiger Inhibition gezeigt werden (s. Abb. 26) 
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Abbildung 26:ATP-Bestimmung differenzierter Zellen nach 2 Wochen unter Retin-
säure-Einfluss 
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4 Diskussion 

                                     

Den neurodegenerativen Prozess der Erkrankung CLN2 habe ich an 

einem zellulären Modell in vitro nachzuahmen versucht. Ich verwende-

te hierzu humane NT2-Zellen, die Charakteristika von Nervenzellen 

aufweisen. Diese Zellen wurden durch Inhibition des Enzyms Tripepti-

dylpeptidase 1 (TPP 1) den Verhältnissen bei der CLN2-Krankheit 

angeglichen, wo die Aktivität des Enzyms TPP 1 aus genetischen 

Gründen fehlt. 

Im ersten Teil der Arbeit habe ich die mir gestellte  Frage nach den 

Auswirkungen der Inhibition der TPP 1-Aktivität außer an den NT2-

Zellen auch an HEK 293-Zellen und K562-Zellen untersucht, und zwar 

in Bezug auf 

- die Viabilität der Zellen 

- den Energiehaushalt der Zellen (Gehalt energiereicher Phosphate).  

 

Dazu wurden die verschiedenen Zellreihen einem spezifischen Inhibi-

tor der lysosomalen Tripeptidylpeptidase (TPP 1) ausgesetzt. Wichtig 

dabei war zu sehen, ob und inwieweit die Inhibition der TPP 1 einen 

Einfluss auf die ATP-Konzentration der Zellen hat. Parallel dazu wur-

den als Kontrolle Versuche mit einem chemisch ähnlichen Pseudoin-

hibitor durchgeführt, der diese Auswirkung der Inhibition nicht zeigte. 

Außerdem wurden die Zellen einem Viabilitätstest unterzogen, um 

deren Überleben im Laufe der Behandlung mit dem spezifischen Inhi-

bitor bzw. Pseudoinhibitor zu messen. 

Im zweiten Teil der Arbeit bin ich der Frage nachgegangen, inwieweit 

eine Behandlung mit Retinsäure den Energiehaushalt der entstande-

nen postmitotischen, polarisierten humanen Neuronen beeinflusst.  
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Einfluss der Inhibition der TPP 1-Aktivität auf die Viabilität der  

Zellen     

In meiner Untersuchung wurde der MTT-Test zur Messung der enzy-

matischen Aktivität und der Proliferation von Zelllinien in vitro einge-

setzt. Der MTT-Test basiert auf der Bildung eines Tetrazolium-

farbstoffs. Die zelluläre Reduktion des Tetrazoliumsalzes korreliert mit 

der Glykolyserate und der NADH-Produktion und weniger mit der mi-

tochondrialen Zellatmung, wie bei Einführung des MTT-Testes ur-

sprünglich angenommen. In dem Test werden zu den gewählten Zeit-

punkten alle lebenden Zellen erfasst. 

 

Viabilität der neuronalen NT2-Zellen 

 

An NT2-Zellen, die aufgrund ihrer Eigenschaft sich zu neuronal de-

terminierten Zellen zu entwickeln, bei dem Modellversuch gewählt 

wurden, konnte gezeigt werden, dass in einem Stadium der Inhibition 

der TPP1 die Viabilität der Zellen im zeitlichen Verlauf abnimmt. In der 

zweiten Behandlungswoche ist eine Abnahme der Viabilität bei starker 

Inhibitorkonzentration zu beobachten (s. Abbildung 16). Im Gegensatz 

dazu war nach zweiwöchiger Behandlung  der Zellen mit Pseudoinhi-

bitor der Effekt des Viabilitätsverlusts nicht nachweisbar.  

Somit kann daraus geschlossen werden, dass das Fehlen der TPP 1-
Aktivität, das hier durch die Inhibitorzugabe erreicht worden ist, einen 

Zelluntergang neuronal determinierter Zellen imitiert. 

 

Bei der Erkrankung CLN2, die typischerweise mit neurologischen Ver-

lusten wie Visusstörung und Krampfanfällen einhergeht, kommt es 
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ebenfalls vor allem zu einem Verlust neuronaler Zellen [Kida E 2001]. 

Man kann daher vermuten, dass auch in vivo eine ausreichende Akti-

vität von TPP1 für das Überleben neuronaler Zellen erforderlich ist 

und die genetisch bedingte Herabsetzung der Enzymaktivität einen 

Teil des neurodegenerativen Mechanismus bei der CLN2-Krankheit 

erklärt. 

 

 

Viabilität von HEK 293-Zellen und K562-Zellen 

Die humane embryonale Nierenepithelzelllinie HEK 293 sowie die 

chronisch-myologene Leukämie-Zelllinie K562 dienen beide als Ver-

gleichszelllinien. Sie sind nicht neuronal determiniert. Parallel zu den 

NT2-Zellen wurden sie mit Inhibitor- und Pseudoinhibitorlösung be-

handelt und Viabilitätstesten zu gewählten Zeitpunkten unterzogen. 

Bei ihnen konnte bei steigender Inhibitorkonzentration, auch nach 

zweiwöchiger Behandlung, keine eindeutige  Abnahme der Überle-

benswahrscheinlichkeit festgestellt werden. 

 

 

Die Herabsetzung der Aktivität des Enzyms TPP1 hat also nur bei den 

neuronal determinierten Zellen, nicht aber bei den beiden anderen 

untersuchten Zelllinien, die Viabilität herabgesetzt. Dies spricht dafür, 

dass der Zusammenhang zwischen Aktivität von TPP1 und Zell-

viabilität charakteristisch für neuronale Zellen ist. 
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Einfluss der Inhibition der TPP 1-Aktivität auf den Energiehaus-
halt der Zellen 

 

Zur ATP- Bestimmung der Zellen benutzte ich die Luminometrie,  eine 

Methode zur Bestimmung  biologisch aktiver Substanzen, bei der die 

Indikatorreaktion – durch Luciferase-Wirkung – eine messbare Lumi-

neszenz erzeugt. 

Alle drei Zellarten wurden nach dem im Methodenteil erläuterten Ver-

fahren mit den Reagenzien versetzt und die messbare Energie im 

Luminometer erfasst. So konnten zu den gewählten Zeitpunkten pa-

rallel zu dem Viabilitätstest ATP-Werte ermittelt werden. 

Deutliche Unterschiede lassen sich bei den ermittelten ATP-

Konzentrationen erkennen. Die neuronal determinierten NT2-Zellen 

zeigen eine erheblich stärkere Reaktion auf den zugesetzten Inhibitor 

Ala-Ala-Phe-Chlormethylketon. Dieser führt bei den durchgeführten 

luminometrischen Bestimmungen der NT2-Zellen zu einer stetigen 

Abnahme der ATP-Konzentration der Zellen bei steigender Inhibitor-

konzentration. 

 

Energiehaushalt der NT2-Zellen 

 

Die NT2-Zelllinie ist eine humane Teratomkarzinomzelllinie und zeigt Charak-

teristika einer neuronalen Vorläuferzelle. Mit Hilfe dieser Modellneurone kann 

nun z.B. der Effekt von Faktoren, die bei neurodegenerativen Erkrankungen 

eine Rolle spielen, auf das Überleben humaner Nervenzellen untersucht wer-

den. Die  NT2-Zellen wurden in meiner Arbeit speziell ausgewählt, weil sie als 

Modell für die Erkrankung CLN2 stehen.  

Sie besitzen die Eigenschaft, zu neuronalen Zellen differenzieren zu können. 

Bei den Ergebnissen der ATP-Bestimmung ist klar zu sehen, dass bei stei-
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gender Inhibitorkonzentration die intrazelluläre ATP-Konzentration stetig ab-

nimmt. Die niedrigste ATP-Konzentration ist nach 2 Wochen unter Inhibi-

toreinfluss zu beobachten. In diesen NT2-Zellen wurde die Aktivität der lyso-

somalen TPP 1 durch Zugabe eines synthetischen Inhibitors (Ala-Ala-Phe-

Chlormethylketon) zum Zellmedium gehemmt und somit der Krankheitsme-

chanismus der CLN2 imitiert, denn die Erkrankung geht mit einer Erniedrigung 

der TPP-1 einher. 

Zellen, die mit Pseudoinhibitor behandelt worden sind, zeigen dagegen auch 

bei steigender Konzentration des Pseudoinhibitors keine relevante Abnahme 

der ATP-Konzentration, da der Pseudoinhibitor keinen Einfluss auf den Ener-

giehaushalt der Zellen besitzt und somit bei dem Versuch als Kontrolle be-

nutzt wurde. 

 

Energiehaushalt der 293-Zellen und der K562-Zellen 

 

Als Vergleich zu den NT2-Zellen wurde der ATP-Gehalt der 293-

Zellen sowie der K562-Zellen bestimmt. Auch sie wurden mit Inhibitor- 

bzw. Pseudoinhibitorlösung versetzt und zu den gewählten Zeitpunk-

ten der ATP-Wert luminometrisch  gemessen. 

Im Gegensatz zu den NT2-Zellen ist der Effekt der Inhibition der TPP- 

1 nicht in einer Abnahme der ATP-Konzentration nachzuweisen. Auch 

eine hohe Konzentration der Inhibitorlösung zeigt keine wesentliche 

Änderung der ATP-Konzentration der Zellen. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Herabsetzung der Akti-

vität des Enzyms TPP1, wie bereits bei der Viabilitätsbestimmung be-

obachtet, nur bei neuronal determinierten Zellen, nicht aber bei den 

beiden anderen untersuchten Zelllinien, zu einer Abnahme der ATP-

Konzentration der Zellen führt. Dies unterstreicht ein weiteres Mal die 

Vermutung, dass der Zusammenhang zwischen Aktivität von TPP1 

und ATP-Gehalt charakteristisch für neuronale Zellen ist.  
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Die immer gestellte Frage bei der Erkrankung CLN2 ist, warum es 

primär zu einer neuronalen Schädigung kommt, obwohl sich lysoso-

males Speichermaterial in verschiedenen Organen findet.  

Allerdings zeigen bei der Erkrankung nur neuronale Zellen Dysfunkti-

onen und Zelltod [Kida E 2001]. Es kann vermutet werden, dass es 

bei der CLN2  im Laufe der Entwicklung zu neuronal determinierten 

Zellen eine vulnerable Phase gibt. In diesem Prozess kommt es zu 

einer Abnahme der ATP-Konzentration der Zellen. 

Bei zahlreichen neurodegenerativen Erkrankungen wird eine Störung 

der neuronalen Energiebereitstellung diskutiert. Durch den zellulären 

Energiemangel soll es dabei zur Öffnung von spannungsabhängigen 

Ionenkanälen in der Plasmamembran kommen. Über diese fließen 

dann unkontrolliert Calciumionen in die Zelle ein und führen zu Zell-

funktionsstörungen bis hin zum Zelltod. Diese Vorgänge werden als 

‚Slow-onset‘ Neurotoxizität im Gegensatz zur akuten Neurotoxizität 

durch exzitatorische Substanzen bezeichnet.  

 

 

Differenzierte NT2-Zellen 

Die humane Teratomkarzinomzelllinie (NT2) zeigt Charakteristika einer neu-

ronalen Vorläuferzelle und kann durch Zugabe von Retinsäure in vitro in 

postmitotische Neurone differenzieren (hNT Neurone) [Pleasure S.J. 1992]. 

Diese differenzierten, neuronalen Zellen zeigen verschiedenste neuronale 

Marker [Lee 1993; Pleasure 1993]. 

In bestimmten Regionen des Gehirns von Säugetieren und somit auch 

des Menschen entstehen zeitlebens neue Zellen, die sich zu Nerven-

zellen und Gliazellen entwickeln. Die neu entstandenen Zellen schei-

nen sich entsprechend ihrer physiologischen Funktion in das Gewebe 

zu integrieren und elektrisch aktiv zu sein. Die Ursprungszellen wer-

den als neuronale Stammzellen bezeichnet; sie können ihre Stamm-
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zelleigenschaften über die gesamte Lebensspanne des Organismus 

beibehalten. Zu diesen Eigenschaften gehören Teilungsfähigkeit, 

Selbsterneuerung und die Fähigkeit, sich zu Gehirnzellen zu differen-

zieren. Die Signalwege, die zur Aufrechterhaltung der Stammzellei-

genschaften aktiviert werden, sind bislang unbekannt. Bei der spätin-

fantilen CLN2 induziert die Zugabe eines spezifischen Inhibitors der 

TPP-1, Ala-Ala-Phe-Chlormethylketon (AAF-CMK), zum Kulturmedium 

von Zellen die lysosomale Akkumulation der Untereinheit  c. 

Es erfolgte in dem von mir durchgeführten Experiment zusätzlich zu 

der Inhibition durch den Inhibitor-bzw. Pseudoinihitor die Zugabe von 

Retinsäure zu den NT2-Zellen, um eine neuronale Differenzierung 

über einen Zeitraum von 2 Wochen zu  induzieren. Durch Inkubation 

mit 10 µl all-trans-Retinsäure im Kulturmedium können NT2-Zellen zu 

Zellen mit neuronalem Charakter differenzieren 

Dabei ist der Effekt von Inhibition der TPP-1 deutlich in einer Abnah-

me der ATP-Konzentration zu sehen, und zwar am stärksten bei den 

mit Inhibitorlösung behandelten Zellen, welche nach 2 Wochen Be-

handlung eine deutliche Abnahme der ATP-Konzentration zeigen.  

Im Gegensatz zu anderen Stammzelltypen können neuronale Stamm-

zellen im allgemeinen nicht über einen spezifischen Zellmarker defi-

niert werden, da ein solcher bisher nicht eindeutig identifiziert werden 

konnte. Obwohl einige Proteine als Kandidaten für einen solchen 

Marker beschrieben wurden, darunter Nestin [Lendahl U 1990], Mu-

sashi-1, [Keyoung HM et al. 2001] Mcm2 [Maslov AY 2004] und GFAP 

[Doetsch F 1999], konnte keiner dieser Marker jedoch alle neuronalen 

Stammzellen umfassen. Nur jeweilige Subfraktionen der Zellen expri-

mieren diese Kandidatenmarker zu einem bestimmten Zeitpunkt ihrer 

Differenzierung.  

Ebenfalls keine Grundlage der neuronalen Stammzelldefinition ist der 

Herkunftsort der Zellen, da es gelungen ist, aus Stammzellen des 

Knochenmarks [Mezey E 2000], der Nabelschnur [Sanchez-Ramos 
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2002] und anderer Organe [Ostenfeld T 2003] Zellen mit neuronalem 

Phänotyp zu erzeugen. Es ist allerdings unbekannt, welche Signalwe-

ge in der Zelle aktiviert oder unterdrückt sein müssen, damit neurona-

le Stammzellen einerseits ihre Stammzelleigenschaften beibehalten 

können oder andererseits zu Gehirnzellen differenzieren.  

Neuronale Stammzellen, die aus dem Gehirn isoliert wurden, lassen 

sich lange Zeit in Kultur expandieren, ohne dass sie ihre Fähigkeiten 

zur Proliferation, Selbsterneuerung und Differenzierung verlieren 

[Reynolds BA 1992]. Dadurch ist es möglich, eine große Anzahl von 

Zellen zu gewinnen, die in einer definierten Umgebung bestimmten 

experimentellen Zuständen ausgesetzt werden können.  

Obwohl die physiologische Bedeutung der neuronalen Stammzellen 

für Altern, Lernen und Kognition bislang nicht vollständig geklärt sind, 

nähren gleichzeitig diese Befunde die Hoffnung auf einen therapeu-

tischen Einsatz neuronaler Stammzellen für zahlreiche Erkrankungen 

des Nervensystems [Kempermann G 1988]; [Lie DC 2004]. 

Das weitreichende Potenzial dieser Zellen eröffnet die Diskussion um 

eine therapeutische Anwendung bei zahlreichen neurodegenerativen 

(z. B. bei M. Alzheimer und M. Parkinson), zerebrovaskulären (z. B. 

beim Schlaganfall) und entwicklungsbedingten Erkrankungen des Ge-

hirns [McKay 1997]; [Abe 2000], da sie ihre Stammzelleigenschaften 

fast über die gesamte Lebensspanne eines Menschen behalten kön-

nen [[Johansson CB 1999]; [Temple 2001]; [Alison MR 2002]; [Galli R 

2003]. 
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5 Zusammenfassung 

Die neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen (NCL-Krankheiten) sind progrediente 

neurodegenerative Krankheiten. Gemeinsames Merkmal aller Formen ist die 

Entwicklung von Demenz und Amaurose sowie die intrazelluläre Speicherung 

von Ceroidlipofuszin. Dieses Speichermaterial lässt sich in fast allen 

Körperzellen nachweisen, führt aber nur in Nervenzellen und der Retina 

zu Schäden. Bei der spätinfantilen NCL mit Mutationen im CLN2-Gen beruhen 

die Speicherphänomene im Gewebe anscheinend auf dem Mangel eines ly-

sosomalen Enzyms, der Tripeptidyl-Peptidase 1 (TPP1). Der 

Zusammenhang zwischen diesem genetisch bedingten Enzymdefekt und der 

neuronalen Degeneration ist jedoch unbekannt. Der mögliche Zusammenhang 

wurde an einem zellulären Modell der CLN2-Krankheit untersucht. Als 

Modell dienten sogenannte NT2-Zellen, die von Tumorzellen abstammen und 

durch Behandlung mit Retinsäure in Zellen mit neuronalen Eigenschaften 

umgewandelt wurden. In den NT2-Zellen wurde die Aktivität der TPP 1 

herabgesetzt durch Behandlung mit einem spezifischen Inhibitor des 

Enzyms (Ala-Ala-Phe-Chlormethylketon). Dadurch entstand in den Zellen 

eine metabolische Situation, die derjenigen von Zellen eines Patienten 

mit CLN2-Krankheit und Defizienz der Tripeptidyl-Peptidase 1 entspricht. 

 Auswirkungen der herabgesetzten Aktivität der TPP 

1 wurden untersucht durch Messung der intrazellulären 

ATP-Konzentration und mittels einer kolorimetrischen Messung der 

Viabilität der Zellen. Als Ergebnis wurde gefunden, dass mit steigender Inhibi-

torkonzentration die intrazelluläre ATP-Konzentration stetig abnimmt. Parallel 

dazu zeigt die Viabilitätsmessung mit Hilfe des colorimetrischen MTT-Testes, 

dass die Überlebenswahrscheinlichkeit der NT2-Zellen auch parallel zur Inhi-

bitorkonzentration abnimmt. In der Differenzierungsphase der neuronalen Zel-

len zu postmitotischen humanen neuronalen Zellen unter Zugabe von Retin-

säure zeigt eine Behandlung der Zellen mit dem synthetischen Inhibitor eben-

falls eine Abnahme des ATP-Gehaltes mit steigender Inhibitorkonzentration. 

Wahrscheinlich ist somit, dass bei der spätinfantilen NCL (CLN2) der neuro-

degenerative Prozess mit dem Verlust der Aktivität des lysosomalen Enzyms 

TPP I zusammenhängt.  
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 6 Anhang 

 Abkürzungsverzeichnis 

 

DMEM Dulbecco`s Modifiziertes Eagle Medium, Kulturmedium mit  

Salzen, Aminosäuren, Vitaminen und Phenolrot (als pH-

Indikator) 

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

FCS Fötales Kälberserum, enthält Hormone und andere Komponen-

ten, die für das Wachstum der Zellen essentiell sind 

EDTA Ethylendinitrilotetraessigsäure Dinatriumsalz-Dihydrat 

RA     Retinoic Acid (Retinsäure)  

NCL     Neuronale Ceroidlipofuszinose 

TPP I    Tripeptidylpeptidase I 
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