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1 EINLEITUNG 

1.1 Peroxisomale Stoffwechselerkrankungen 

1.1.1 Peroxisomen und die Einteilung peroxisomaler Stoffwechsel-
erkrankungen  

Peroxisomen sind ubiquitär vorkommende Zellorganellen, die in allen eukaryotischen 

Zellen mit Ausnahme der Erythrozyten vorkommen. Sie sind von einer einfachen Mem-

bran umgeben, die eine Vielzahl integraler Membranproteine enthält. Die peroxisomale 

Matrix beinhaltet mehr als 50 Enzyme für anabole und katabole Stoffwechselwege, deren 

Zusammensetzung von den Stoffwechselanforderungen der Zelle abhängt.  

Anabole Reaktionen, die in den Peroxisomen ablaufen, sind zum Beispiel Plas-

malogenbiosynthese sowie Cholesterol- und Gallensäuresynthese. Des Weiteren findet hier 

die Biosynthese der mehrfach ungesättigten Fettsäuren (PUFA = polyunsaturated fatty 

acids) der ω3 und ω6 Gruppe, wie zum Beispiel der Docosahexaensäure (DHA, C22:6ω3) 

und der Docosapentaensäure (DPA, C22:5ω6) statt (Ferdinandusse et al., 2003, Sprecher, 

2000). Wichtige katabolen Funktionen sind der Wasserstoffperoxidmetabolismus, Abbau 

von überlangkettigen Fettsäuren (VLCFA = very long chain fatty acids, ≥ C22:0) sowie 

verzweigtkettigen Fettsäuren (z.B. Phytan- und Pristansäure). Ursprüngliche Annahmen 

gingen davon aus, dass Peroxisomen autonome Organellen sind, ähnlich den Mitochon-

drien. Neueste Untersuchungen über die ontogenetische und evolutionäre Herkunft der 

Peroxisomen haben gezeigt, dass diese Organellen von dem Endoplasmatischen Retikulum 

abstammen (Hoepfner et al., 2005, Schlüter et al., 2006). Dass Peroxisomen essentiell für 

die Funktion der Zelle sind, wird durch schwerwiegende humane Erkrankungen deutlich, 

deren Grundlage eine gestörte Peroxisomenbildung oder eine gestörte α- und/oder β-

Oxidation von Fettsäuren ist (Weller and Gärnter, 2002, Brown and Baker, 2003). 

Die Einteilung peroxisomaler Stoffwechselerkrankungen erfolgt in zwei Gruppen. In 

der Gruppe der Peroxisomenbiogenesedefekte werden Peroxisomen nicht oder nur unvoll-

ständig gebildet. Hierzu gehören das Zellweger-Syndrom, die neonatale Adrenoleukodys-

trophie, der infantile Morbus Refsum und die Rhizomelia chondrodysplasia punctata. Ein 

isolierter Defekt eines peroxisomalen Stoffwechselweges liegt dagegen bei der zweiten 

Gruppe vor. Hierzu zählen zum Beispiel die X-chromosomale Adrenoleukodystrophie (X-

ALD), der Morbus Refsum, die Hyperoxalurie Typ I und die Glutarazidurie Typ III 

(Weller and Gärnter, 2002). 
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1.1.2 X-chromosomale Adrenoleukodystrophie  

Erstmalig wurde X-ALD im Jahre 1923 von Siemerling und Creuzfeldt beschrieben. Der 

Name Adrenoleukodystrophie (ALD) wurde 1970 von den Symptomen der Nebennie-

reninsuffizienz und des Untergangs weißer Hirnsubstanz abgeleitet. X-ALD (OMIM 

300100) tritt mit einer Inzidenz von 1:15 000 in Frankreich (Kemp et al., 2001) und 

1:20 000 in den USA auf (Bezman et al., 2001) und ist somit eine der häufigsten per-

oxisomalen Stoff-wechselerkrankungen. Diese Erkrankung ist gekennzeichnet durch die 

Akkumulation von VLCFA in anormal hohen Konzentrationen, vor allem in der weißen 

Substanz des Gehirns, der Nebennierenrinde und im Blutplasma.  

 
Abbildung 1: Magnet-Resonanz-Tomographie eines Kindes mit CCALD (Dubois-Dalcq et al., 
1999). 

Die Aufnahme zeigt eine schnell fortschreitende Demyelinisierung der weißen Substanz über 
eine Periode von drei Jahren. Bilder im Alter von (a) sieben, (b) acht und (c) neun Jahren. 

 

Die klinischen Symptome dieser Erkrankung sind sehr variabel und abhängig vom Alter 

während des Krankheitsausbruchs. Im Kindesalter zeigt die Krankheit einen verheerenden 

Verlauf. Zwischen dem fünften und zwölften Lebensjahr tritt die zerebrale Form (CCALD, 

stellt ca. 40% der ALD-Formen dar) auf, die eine schnell voranschreitende Demyelinisie-

rung des ZNS und einen schnellen neurologischen Verfall innerhalb von wenigen Jahren 

nach sich zieht. Im Endstadium zeigen sich eine ausgeprägte Demenz und der Verlust von 

lebenswichtigen Körperfunktionen (Moser, 1997, Moser et al., 1999, Aubourg, 1999). Die 

klinischen Symptome der zerebralen bzw. juvenilen Form reichen von multifokaler    

inflammatorischer Demyelinisierung des ZNS (Abb. 1) über Nebenniereninsuffizienz bis 

zum raschen tödlichen Ende innerhalb von wenigen Jahren (Aubourg, 1999, Miyoshi et al., 

2010).  
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Somit ist es logisch, dass eine möglichst frühe Diagnose dieser Erkrankung neurologische 

Schäden verhindern und die Überlebenschance verbessern kann (Polgreen et al., 2011). 

Aktuell gibt es Daten, die darauf hinweisen, dass eine Früherkennung der Erkrankung 

innerhalb des Neugeborenenscreenings möglich ist (Hubbard et al., 2009). 

Erwachsene erkranken an der Adrenomyeloneuropathie (AMN, stellt ca. 25% der 

ALD-Formen dar). Die Erwachsenenform AMN führt im Alter von 20 bis 40 Jahren zu 

einer fortschreitenden spastischen Paraparese. Etwa ein Drittel der Erkrankten entwickeln 

im späteren Verlauf eine fortschreitende Demyelinisierung des zentralen und peripheren 

Nervensystems mit einer ähnlichen Prognose wie der zerebralen Form (adulte zerebrale 

ALD, ACALD). Da die Krankheit X-chromosomal rezessiv vererbt wird, sind davon aus-

schließlich Männer betroffen (Semmler et al., 2008).  

Die Ursache von X-ALD ist eine Mutation im ABCD1 Gen, lokalisiert auf dem Chro-

mosom Xq28, welches einen ABC(ATP-bindende Kassette)-Transporter, das Adrenoleu-

kodystrophie Protein (ALDP, Abb. 2), kodiert. Dieser Halbtransporter ist in der 

peroxisomalen Membran lokalisiert, wobei die ATP-bindende Domäne dem Zytosol zuge-

wandt ist. Der Halbtransporter ALDP muss zum Homo- oder Heterodimer dimerisieren, 

um seine Funktion ausführen zu können.  

Peroxisomale Matrix

Membran

Cytoplasma

NH2 ATP COOH

 
Abbildung 2: Struktur des ALDP. Ein Halbtransporter von dem typischen ABC Transporter-
dimer (modifiziert nach (Moser, 1997). 

 

Die genaue Funktion von ALDP ist bisher noch unbekannt, wobei eine Transportfunktion 

von VLCFA oder VLCFA-CoA Derivaten vermutet wurde (Aubourg and Dubois-Dalcq, 

2000, Kemp et al., 2011). Erst seit kurzem wurde diese Funktion bestätigt (van Roermund 

et al., 2008). 
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 Es wurde nachgewiesen, dass eine Beeinträchtigung der ALDP Funktion zu einer Störung 

der peroxisomalen β-Oxidation (Reduktion der Aktivität um 60-80%) und somit zu einer 

Störung des VLCFA-Abbaus führt. Dies wiederum hat eine Anreicherung von VLCFA, 

vor allem Tetracosansäure (C24:0) und Hexacosansäure (C26:0), im gesamten Organismus 

zur Folge (Igarashi et al., 1976, Singh et al., 1984, Kemp et al., 2011).  

Für ALDP wurde weiterhin eine kritische Rolle für die Aktivierung der Acyl-CoA 

Synthetase für den Abbau sehr langkettiger Fettsäuren (VLCS) vermutet. ALDP interagiert 

mit VLCS, wodurch ein funktioneller Komplex gebildet wird, der die VLCFA mit dem 

Co-Enzym A verestert und somit den initialen Schritt für den weiteren VLCFA-Abbau 

setzt. Eine fehlerhafte Interaktion von ALDP und VLCS könnte für den gestörten Abbau 

der VLCFA in X-ALD verantwortlich sein (Makkar et al., 2006). X-ALD ist die einzige 

bekannte genetische Krankheit, die durch einen Gendefekt eines ABC-Transporters 

(ABCD1) verursacht wird. Bis heute gibt es keine bekannte Genotyp-Phänotyp Korrela-

tion, so dass innerhalb einer Familie bei gleicher Mutation des ABCD1-Gens unterschied-

liche Ausprägungen der Krankheit beschrieben wurden. Das lässt darauf schließen, dass 

Modifier-Gene oder Umwelt-/Epigenetische-/Stochastische Faktoren das klinische Bild der 

X-ALD entscheidend modulieren (siehe Übersichtsarbeit (Singh and Pujol, 2010).  

Es existieren drei weitere peroxisomale ABC-Halbtransporter: das ALD-verwandte 

Protein (ALDRP), das entfernt verwandte PMP70 Protein und das PMP70-verwandte 

(P70R) Protein (Aubourg and Dubois-Dalcq, 2000, Smith et al., 1999, Kemp et al., 2011). 

Diese vier humanen ABCD-Transporter teilen eine hohe Sequenzhomologie, was funktio-

nelle Ähnlichkeiten vermuten lässt (Homologie zu ALDP: ALDRP 80%, PMP70 60% und 

P70R 46%) (Lombard-Platet et al., 1996, Shani et al., 1997).   

Eine funktionelle Ähnlichkeit der ABCD-Transporter wurde in Fibroblasten von X-

ALD-Patienten nachgewiesen. Die Überexpression von ABCD2 und/oder ABCD3 konnte 

die Beeinträchtigung der ß-Oxidation kompensieren  und somit die VLCFA Konzentration 

wieder normalisieren (Netik et al., 1999). Daher sind diese Transporter, vor allem aber 

ALDRP als therapeutisches Ziel von gesteigertem Interesse (Genin et al., 2011). 
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ALDP wird in fast allen Geweben exprimiert. Interessanterweise wurde die stärkste 

ALDP-Expression in Oligodendrozyten des corpus callosum, der capsula interna und der 

commissura anterior gefunden. Das sind gerade die stark myelinisierten Hirnregionen, die 

als erstes von der zerebralen ALD betroffen sind (siehe Übersichtsarbeit (Aubourg, 1999). 

Im Gehirn von Maus und Mensch ist die Expression von ALDP auf Astrozyten, Mikroglia 

und Oligodendrozyten beschränkt. In Neuronen wurde ALDP bisher nicht gefunden 

(Fouquet et al., 1997). Dagegen werden die verwandten Proteine ALDRP und PMP70 auch 

in Neuronen exprimiert (siehe Übersichtsarbeit (Aubourg and Dubois-Dalcq, 2000).  

Obwohl die genetische Grundlage der meisten peroxisomalen Stoffwechselkrankheiten 

gut erforscht ist (Gould and Valle, 2000, Wanders and Waterham, 2005, Weller et al., 

2003), ist der molekulare Mechanismus, der zu den beobachteten zellulären Veränder-

ungen führt, bis jetzt unklar. So ist zum Beispiel die Wirkung einer VLCFA-Akkumulation 

auf die unterschiedlichen Zellen des Gehirns unbekannt. Therapien für eine vollständige 

Heilung von X-ALD Patienten gibt es bislang noch nicht. Um die Krankheit zu verlangsa-

men und/oder bestenfalls zu stoppen wird auf folgende Behandlungen zurückgegriffen: 

Hormonersatztherapie der Nebennierenhormone, diätetische Verabreichung von Lorenzo´s 

Öl (Gemisch aus einfach ungesättigten Fettsäure) und Knochenmarkstransplantation.  

Wobei die Knochenmarkstransplantation die einzige Behandlung ist, die nachweislich 

Patienten in frühen Krankheitsstadien vor einer dramatischen Entwicklung der Krankheit 

schützt (siehe Übersichtsarbeit (Semmler et al., 2008, Moser et al., 2004). Neue Therapie-

ansätze werden zurzeit diskutiert, wie Gentherapie und protektive, antioxidante Medika-

mente, sind aber noch nicht für den Patienten verfügbar (Morita et al., 2011, Berger et al., 

2010). 

Es gilt als gesichert, dass die Anreicherung von VLCFA, vor allem im Gehirn, eine 

frühe biochemische Veränderung im Verlauf der X-ALD ist (Theda et al., 1992). Die 

VLCFA gehören zu der interessanten Stoffgruppe der Fettsäuren, die zum einen mannig-

faltige physiologische Aufgaben erfüllen und zum anderen mit schwerwiegenden Erkran-

kungen assoziiert sind. 

 

 

 

 

 

 

http://www.google.com/custom?hl=de&client=pub-4617772404138049&cof=FORID:10%3BAH:left%3BCX:Multilingual%2520Archive%3BL:http://www.google.com/intl/en/images/logos/custom_search_logo_sm.gif%3BLH:30%3BLP:1%3BLC:%23005698%3BGALT:%23669900%3BDIV:%23DAE0E5%3BKMBGC:%23D0D1D4%3BKMBOC:%23D2D6DC%3BKMSC:%23333333%3BKMTC:%230000cc%3BKMTVC:%23088fcf%3BKMUC:%235F6A73%3B&rurl=http://www.worldlingo.com/ma/ma-search-result.html%3Fcx%3D000526287061391943723%253Awm5gylkjh-o%26cof%3DFORID%253A10%26ie%3DUTF-8%26q%3Dcommisur%2Banterior%26sa%3DSearch%26siteurl%3Dwww.worldlingo.com%25252Fma%25252Fenwiki%25252Fde%25252FPosterior_limb_of_internal_capsule%26google_rsg%3D__X1yUc_oHcwiV5FMzKiwI6Arl9Oc%3D&cx=000526287061391943723:wm5gylkjh-o&ad=w9&adkw=AELymgWfELuJs0D4lU8InvFgg0qMu6FDqfWi9fGdlMgyHq5EjRFiL4WgjLisYPPGQab7LR0QKy__gM31tvhvZcD0FocDI_jjkYUCFdHxv8VKMkPag0xZ36E&channel=4891788474&boostcse=0&&sa=X&ei=RLPgTNXcCMurnQeNw8m5Dw&ved=0CAQQBSgA&q=commissura+anterior&spell=1
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1.2 Freie Fettsäuren im Organismus 

Fettsäuren sind Carbonsäureketten unterschiedlicher Länge sowie Sättigungsgrad und 

stellen ubiquitäre Bestandteile aller lebenden Organismen dar. Im Menschen werden sie 

mit der Nahrung aufgenommen oder selbst synthetisiert. Über das Blut werden unver-

esterte freie Fettsäuren (FFA = free fatty acid) mit Hilfe von Serumalbumin transportiert. 

Albumin besitzt 6 spezifische Bindungsstellen und kann darüber hinaus Fettsäuren auch 

unspezifisch binden. Die maximal gebundene Menge beträgt 6-13 mol Fettsäuren pro mol 

Albumin. Für den Transport von Fettsäuren in die Zelle sind zytoplasmatische Transport-

proteine (FABP = fatty acid binding protein) verantwortlich (Sigel et al., 1999, Stryer, 

1996). In biologischen Systemen kommen Fettsäuren gewöhnlich mit einer geraden    

Anzahl von Kohlenstoffatomen vor, die sich typischerweise zwischen 14 und 26 bewegt.  

Die spezifischen Eigenschaften der Fettsäuren, ihr Abbau sowie ihre Signalwirkung hän-

gen entscheidend von der Kettenlänge und der Anzahl der Doppelbindungen ab (Lima et 

al., 2002). So werden kurze bis mittellange Fettsäuren vollständig in den Mitochondrien 

oxidiert, während verzweigtkettige Fettsäuren und sehr-langkettige Fettsäuren mit einer 

Länge von über 20 Kohlenstoffatomen in den Peroxisomen zu mittelkettigen Acyl-CoAs 

abgebaut werden (Abb. 3). Hier werden, im Gegensatz zur Oxidation in den Mitochond-

rien, die Elektronen ohne Energiegewinnung auf molekularen Sauerstoff übertragen und 

nicht zur Bildung von ATP genutzt. Das dabei entstehende Wasserstoffperoxid wird durch 

Katalasen in den Peroxisomen zu Wasser und Sauerstoff abgebaut.  

Neben ihrer Funktion als Metabolit spielen Fettsäuren eine entscheidende Rolle als 

Signalstoff und regulieren viele Stufen von Inflammation, Chemotaxis, Zelladhäsion und 

Zellaktivierung. Darüber hinaus können Fettsäuren auch zytotoxisch wirken. Vor allem die 

chronische Überladung des Organismus mit nichtoxidierten, langkettigen Fettsäuren und 

Lipiden kann Lipoapoptose und damit Zelltod auslösen (siehe Übersichtsarbeit (Unger and 

Orci, 2002). Dabei ist besonders das Nervensystem für hohe, zytotoxische Konzentrationen 

an FFA anfällig, wodurch bestimmte neurodegenerative Krankheiten im Zusammenhang 

mit Stoffwechselstörungen von Fettsäuren stehen. Somit kommt der Aufklärung des zu-

grunde liegenden Schädigungsmechanismus der toxischen FFA eine besondere Bedeutung 

zu, bietet diese doch Ansätze für therapeutische Interventionen. Frühere Arbeiten erklärten 

die zytotoxische Wirkung der FFA mit ihrer zerstörenden Wirkung auf Zellmembranen 

sowie der Akkumulation ihrer Metabolite (Raichle, 1983). 
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Endogene
Synthese

Nahrung

α−Oxidation

Phytansäure

Pristansäure

Peroxisomale β-Oxidation

Kurze bis mittel-
lange Fettsäuren

Mittelkettige
Acyl-CoAs

4,8-Dimethyl-nonanyl-CoA

Mitochondriale β-Oxidation

C26:0

CO2 + H2O CO2 + H2O  
Abbildung 3: Vereinfachtes Schema des Abbaus von VLCFA und verzweigtkettigen Fett-
säuren (modifiziert nach (Wanders et al., 2001).  

 

Mit einer Serie neuerer Untersuchungen wurde am Beispiel der Phytansäure (Abb. 4), einer 

verzweigtkettigen, gesättigten Fettsäure, die ein Marker für die Refsum Krankheit darstellt, 

eine genaue Analyse des zytotoxischen Effekts von Fettsäuren durchgeführt. Zunächst 

wurde die Wirkung der Phytansäure auf Hirnzellen untersucht. Es zeigte sich, dass Phytan-

säure in nur kurzer Zeit Zelltod von primären Astrozyten auslöst. Phytansäure beeinträch-

tigte die Ca2+-Homöostase erheblich, führte zur Depolarisation der Mitochondrien und 

induzierte die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Palmitinsäure, eine ähnliche 

Fettsäure ohne Verzweigungen, hatte dagegen keine Wirkung auf Astrozyten (Kahlert et 

al., 2005a).  

Ein Jahr zuvor zeigten bereits Experimente an isolierten Mitochondrien, dass Phytan-

säure Mitochondrien für die so genannte Permeabilitäts Transition (permeability transition, 

PT) sensibilisiert, was wiederum zellschädigend wirkt (Schönfeld et al., 2004). Die drama-

tische Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration und mitochondriale Fehlfunk-

tionen gelten als wichtige Auslöser von Zelltod. PT der inneren mitochondrialen Membran 

(IMM) führt zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (∆ψ) 

(Blomgren et al., 2003, Hunter et al., 1976). 



Einleitung 

 8 

 
Abbildung 4: Darstellung einer sehr langkettigen (Hexacosanäure), einer verzweigtkettigen 
(Phytansäure) und einer mittellangen gesättigten Fettsäure (Palmitinsäure). 

 

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass Phytansäure den Zelltod von Astro-

zyten durch eine Störung der Mitochondrien auslöst (Reiser et al., 2006). Es ist unwahr-

scheinlich, dass der vorgestellte komplexe Schädigungsmechanismus der Phytansäure für 

alle toxischen Fettsäuren generalisiert werden kann. Vielmehr sind unterschiedliche Wirk-

mechanismen verschiedener Fettsäuren verbunden mit einer differenzierten Wirkung auf 

die neuronalen Zelltypen denkbar. So stehen, wie bereits erwähnt, die bisher wenig unter-

suchten „sehr langkettigen Fettsäuren“ (VLCFA) ebenfalls mit neurodegenerativen     

Erkrankungen im Zusammenhang. Es ist jedoch noch gänzlich unbekannt, ob und in   

welchem Ausmaß VLCFA-Akkumulation für Hirnzellen toxisch ist.  

1.3 Sehr-langkettige Fettsäuren  

Unter dem Begriff sehr langkettige Fettsäuren (VLCFA, z.B. Abb. 4 Hexacosansäure) 

werden alle gesättigten Fettsäuren die eine Länge von 22 Kohlenstoffatomen überschreiten 

zusammengefasst. Der initiale Abbau von VLCFA und verzweigtkettigen Fettsäuren findet 

hauptsächlich in den Peroxisomen statt.  

In Säugern ist das Gehirn und im speziellen das Myelin reich an langen und sehr lan-

gen Fettsäuren (Knoll et al., 2000). Vor allem Myelin beinhaltet bis zu 20% an Fettsäuren 

mit einer Länge von mehr als 18 Kohlenstoffatomen. Die Synthese von VLCFA ist essen-

tiell für die normale Funktion der Myelinschicht. Andererseits führt die abnormale Akku-

mulation dieser Fettsäuren zu verheerenden Schäden im Gehirn. VLCFA, hauptsächlich 

C24:0 und C26:0, akkumulieren in hohen Konzentrationen in Patienten mit gestörter per-

oxisomaler Funktion, wie X-chromosomale Adrenoleukodystrophie (X-ALD), Zellwegers 

Syndrom und infantile Refsum Erkrankung. Wobei X-ALD eine der häufigsten Krank-

heiten dieser Art ist. (siehe Übersichtsarbeit (Moser, 1997).  
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Die Plasmakonzentration von C24:0 und C26:0 ist bei X-ALD-Patienten dramatisch erhöht 

(um das 3- bis 5-fache) und kann für C26:0 1,52 ± 0,56 µg/ml betragen (Wanders et al., 

1992). Im Gegensatz dazu ist die Konzentration von C22:0 nur leicht erhöht (Paik et al., 

2001). VLCFA wurde in X-ALD Patienten hauptsächlich in der weißen Substanz des 

Gehirns, in der Nebennierenrinde und im Blutplasma gefunden (Moser et al., 1999, Moser, 

1997). Es konnte gezeigt werden, dass sich VLCFA im Myelin vor allem in Gangliosiden, 

Phosphatidylcholinen, Proteolipiden und Cholesterinestern anreichern (Igarashi et al., 

1976). Neueste Untersuchungen mit Hilfe der Flüssigchromatographie-

Massenspektrometrie zeigten, dass die höchste Konzentration von VLCFA in Lyso-

phosphatidylcholinen (LPC) zu finden ist (Hubbard et al., 2006).  

1.3.1 Wirkung von VLCFA auf den Organismus 

Die Wirkung von VLCFA auf den Organismus ist noch nicht im Detail analysiert worden. 

Auf Grund der Tatsache, dass es eine starke Korrelation zwischen Plasmakonzentration an 

VLCFA und dem Schweregrad des Phänotyps peroxisomaler Krankheiten gibt (Moser et 

al., 1999), sind multiple Auswirkungen auf Zell- und Organfunktionen sehr wahrschein-

lich. 

VLCFA werden als komplexe Lipide in Zellmembranen der weißen Hirnsubstanz und 

der Nebennierenrinde inkorporiert. Der Einbau von VLCFA an Seitenketten von Proteoli-

piden, Gangliosiden und Phospholipiden führt wahrscheinlich zu einer Destabilisierung 

und zum Zerfall der Myelinschicht (siehe Übersichtsarbeit (Aubourg and Dubois-Dalcq, 

2000, Singh and Pujol, 2010)). Andere Studien haben gezeigt, dass VLCFA destabilisie-

rend auf Zellmembranen wirken (Aubourg, 1999), in Myelin inkorporieren (Di Biase et al., 

1997) oder die Mikroumgebung von Zellen stören können, was zu Fehlfunktionen und 

Zelltod der betreffenden Zellen führt (Powers and Moser, 1998).  

Es wird vermutet, dass VLCFA ähnlich wie andere Fettsäuren oxidativen Stress über 

die Beeinträchtigung der mitochondrialen Atmungskette und der Membranfluidität aus-

lösen können (Schönfeld and Reiser, 2006, Schönfeld and Wojtczak, 2007). Tatsächlich 

konnte in vitro und ex vivo an organotypischen Schnitten des Rückenmarks gezeigt     

werden, dass VLCFA oxidativen Stress induzieren (Fourcade et al., 2008). Des Weiteren 

wies diese Arbeitsgruppe eine VLCFA vermittelt Reduktion des mitochondrialen Mem-

branpotentials in humanen Fibroblasten nach. Oxidativer Stress und zelluläre Schädigung 

scheinen also frühe Ereignisse innerhalb des pathologischen Verlaufs von VLCFA-

assoziierten Erkrankungen zu sein.  
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Der oxidative Stress konnte als wichtiger Faktor im Verlauf der X-ALD Krankheit mit 

Hilfe von X-ALD Fibroblasten weiter belegt werden (Fourcade et al., 2008). Demnach 

korreliert der Funktionsverlust von ALDP mit einer gestörten Homöostase der oxidativen 

Stressantwort. Erhöhter oxidativer Stress und Schädigung wurde in vielen neurodegenera-

tiven Erkrankungen, wie zum Beispiel Alzheimersche Krankheit, Parkinson und         

Amyotrophe Lateralsklerose, gefunden (Ilieva et al., 2007, Pamplona et al., 2005). Neben 

den geschädigten Mitochondrien kommen weitere Quellen für die erhöhte Produktion von 

ROS durch die Wirkung von Fettsäuren in Frage: (I) die Umwandlung der ungesättigten 

Arachidonsäure über Lipoxygenase (Traystman et al., 1991) (II) und der Abbau von 

VLCFA in den Peroxisomen (Schlüter et al., 2007, Wanders et al., 2001). 

Da, wie bereits erwähnt, die VLCFA-Konzentration im Myelin hoch ist und unter    

pathologischen Bedingungen eine Demyelinisierung der weißen Substanz einsetzt, kann 

eine zentrale Rolle der Oligodendrozyten beim Krankheitsverlauf angenommen werden. 

Ihre Funktion und Entwicklung ist im Folgenden kurz vorgestellt.  

1.4 Entwicklung und Funktion von Oligodendrozyten 

Die zu den Gliazellen des ZNS gehörenden Oligodendrozyten sind hauptsächlich für die 

Bildung der Myelinschicht verantwortlich. Man unterscheidet 3 Klassen: Satelliten-,  

intermediäre und myelinbildende Oligodendrozyten, die sich in Ort, Morphologie und 

Funktion unterscheiden. Die myelinbildenden Oligodendrozyten umwickeln mit ihren 

Fortsätzen in mehrfachen spiraligen Schichten die Axone von Neuronen. Beim Myelin 

handelt es sich um eine spezialisierte Plasmamembran, die zu etwa 30% aus Membran-

proteinen und zu etwa 70% aus Phospholipiden, Glykolipiden und Cholesterin besteht. 

Ferner fehlen im kompakten Myelin Ionenkanäle fast vollständig, weshalb Axone von 

Myelin sehr gut elektrisch isoliert werden, was Myelin essentiell für die saltatorische  

Weiterleitung von Signalen macht. Ein Oligodendrozyt kann bis zu 40 Axonsegmente 

myelinisieren (Sigel et al., 1999, Agresti et al., 2005).  
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Abbildung 5: Prozess der Oligodendrozytenentwicklung (modifiziert nach (Agresti et al., 
2005).  

Die Entwicklung bzw. Reifung von Oligodendrozyten verläuft über Zwischenstufen, die durch 
die Expression spezifischer Proteine gekennzeichnet sind. Während der Entwicklung zu 
myelinbildenden Oligodendrozyten verlieren die Zellen ihre Fähigkeit zur Migration und 
Proliferation und bilden eine komplexe Morphologie aus.  

 

Bevor Oligodendrozyten die Myelinschicht bilden können, durchlaufen sie mehrere Ent-

wicklungsstadien, die jeweils durch die Expression spezifischer Proteine gekennzeichnet 

sind (Abb. 5). Oligodendrozyten stammen von neuroektodermalen Vorläuferzellen der 

Subventrikularzone ab. Die sich entwickelnden Progenitorzellen wandern dann zu ihren 

Zielorten. Im folgenden bipolaren Entwicklungsstadium können die Zellen entweder zu 

Oligodendrozyten oder zu Typ 2 Astrozyten differenzieren. Über eine weitere Zwischen-

stufe erreichen die Oligodendrozyten das unreife Stadium. Ab diesem Stadium lassen sich 

die Zellen durch die Expression von 2’,3’-Zyklische Nukleotid 3’-Phosphodiesterase 

(CNP) charakterisieren (Abb. 6). Die terminale Differenzierung zu myelinisierenden  

Oligodendrozyten ist durch die Expression der beiden Myelinproteine Proteolipid Protein 

(PLP) und basisches Myelinprotein (MBP) gekennzeichnet und folgt in vitro 2-3 Tage 

nach dem Beginn der CNP-Expression (Baumann and Pham-Dinh, 2001, Agresti et al., 

2005, Sigel et al., 1999).  

Der krankheitsbedingte Abbau der Myelinscheiden wird im Falle der X-ALD von     

einer erhöhten Ausschüttung von Zytokinen sowie Chemokinen begleitet. 
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Abbildung 6: Nachweis der Expression von MBP (links, grün) und CNP (rechts, rot) in mye-
linisierenden Oligodendrozyten (modifiziert nach (Lappe-Siefke et al., 2003). 

1.5 Zytokine und Chemokine 

In den von der Krankheit akut betroffenen Arealen des Gehirns von X-ALD-Patienten 

zeigten Makrophagen, Mikroglia und insbesondere Astrozyten eine erhöhte Expression 

proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α, Interleukine, Chemokine und der induzier-

baren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) (Gilg et al., 2000, Semmler et al., 2008, Powers 

et al., 1992). Zytokine sind eine Gruppe von löslichen oder membrangebundenen Protei-

nen, die komplexe Reaktionen innerhalb des Immunsystems regulieren. Dazu gehören 

unter anderem Angiogenese und Entzündungsreaktionen. Neben den vielfältigen Aufgaben 

im Immunsystem wirken Zytokine insbesondere im Nervensystem auf viele physiologische 

und pathologische Zellprozesse.  

Eines der am meisten untersuchten Zytokine ist der Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα). 

TNFα moduliert unter aderem Entzündungen, Immunreaktionen, Mitogenese und Ca2+-

Homöostase. Eine andere Familie von Zytokinen sind Interleukine (IL), zum Beispiel IL-

1β und IL-6. (siehe Übersichtsarbeit: (Ledeen and Chakraborty, 1998). 

Im ZNS, wo die Konzentration an Zytokinen unter normalen Bedingungen gering ist, 

spielen Zytokine vor allem während der Entwicklung eine wichtige Rolle. Eine starke 

Erhöhung der Zytokinexpression im Gehirn ist bei Infektionen, Verletzungen, Schlaganfall 

und Entzündungsreaktionen zu finden. Die physiologische Funktion des Interleukins IL-6 

im ZNS ist komplex und reicht von neurotropher und neuroprotektiver Wirkung bis zu 

Inflammation, Demyelinisierung und Astrogliosis (Van Wagoner and Benveniste, 1999). 

Des Weiteren werden TNF-α, IL-1β im ZNS von Mikroglia, Astroglia, Neuronen und 

Endothelzellen freigesetzt (Rothwell, 1991).  
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Unter dem Begriff Chemokine wird eine Gruppe von mehr als 50 kleinen Proteinen (8-14 

kDa) zusammengefasst, die eine wichtige Rolle bei Entzündungsreaktionen im ZNS spie-

len. Unter anderem sind sie involviert in pathologische Zustände von Multiple Sklerose 

(MS) und Alzheimers Erkrankung (AD) (Mennicken et al., 1999). Das Chemokin 

GRO/CINC-1 (growth-regulated oncogene/cytokine-induced neutrophil chemoattractant) 

der Ratte, ein Mitglied der C-X-C-Familie (entspricht dem humanen Proteinen GRO und 

IL-8. GRO/CINC-1), wird in inflammatorischen Zellen exprimiert und ist in der neutro-

philen Infiltration und anderen inflammatorischen Prozessen involviert (Watanabe et al., 

1989). In ischämischen Hirnregionen ist die Konzentration an GRO/CINC-1 zeitweise 

erhöht und bewirkt das Eindringen von Granulozyten in das Gehirn (Yamasaki et al., 

1995).  
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1.6 Zielstellung der Arbeit 

X-ALD ist eine unheilbare neurodegenerative peroxisomale Stoffwechselerkrankung, 

die zwar genetisch gut charakterisiert, deren pathochemischer Schädigungsmechanismus 

jedoch weitestgehend unverstanden ist. Da die Krankheit mit einer stark erhöhten Konzen-

tration von VLCFA im Gehirn einhergeht und für die VLCFA bereits eine zellschädigende 

Wirkung an Fibroblasten und an Schnittkulturen des Rückenmarks beschrieben wurde, 

wird eine zentrale Rolle der VLCFA für die Vermittlung des neuronalen Zellschadens bei 

X-ALD angenommen. Somit sollen anhand von dezidierten Untersuchungen die zell-

physiologischen Konsequenzen der VLCFA-Akkumulation für die drei bei der Krankheit 

wesentlich beeinflussten Zelltypen des Gehirns, das heißt Neuronen, Astrozyten und Oli-

godendrozyten, aufgeklärt werden. Die Stoffgruppe der VLCFA soll mit der Analyse von 

Docosansäure (C22:0, Behensäure), Tetracosansäure (C24:0, Lignocerinsäure) und Hexa-

cosansäure (C26:0, Cerotinsäure) komplett analysiert werden, um eventuelle Unterschiede 

der zellschädigenden Potenz der einzelnen Fettsäuren beschreiben zu können. In Anleh-

nung an bereits gut beschriebene pathochemische Effekte der kurzkettigeren Phytansäure 

auf neuronale Zellen, wird die Wirkung von VLCFA auf die Produktion von ROS, das 

Mitochondriale Membranpotential, die intrazelluläre Kalziumkonzentration, die Zytokin 

/Chemokinausschüttung sowie den Zelltod untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse sollen 

den biochemischen Schädigungsmechanismus der X-ALD auf zellulärer Ebene aufklären, 

um neue Ansätze für therapeutische Strategien finden zu können. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Versuchstiere 

Maus ABCD1 (-/-) knockout  A. Pujol (Barcelona, Spanien) 

 Maus C57/Bl6    Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland  

Ratte Wistar-Unilever  Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland 

2.1.2 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Name Hersteller 
Bioruptor Diagenode SA, Liège, Belgien 
Brutschrank: Nuaire IR Auto Flow 
CO2 Water- Zapf Instruments, Sarstedt, Deutschland 

Cellulosenitrat (E) Protran BA83, 0,2 µm Schleicher Schuell, Dassel, Deutschland 
Deckgläser Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Densitometer GS-800 Calibrated Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 
Eagle Eye Still Video System Stratagene, Heidelberg, Deutschland 
Emax precision micorplate reader Molecular Devices, Sunnywale, USA 
Elektrophorese power supply Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 
Gewebekulturschalen Greiner bio-one, Frieckenhausen, Deutschland 
Gel-Plotting Papier Schleicher Schuell, Dassel, Deutschland 
Gelelektrophorese System Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 
iCycler für real-time PCR Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 
Kamera CCD, Inerline Transfer CCD Kamera 
IMAGO Typ VGA 

Agilent Technologies/TILL Photonics, Gräfelfing,, 
Deutschland 

Luminescence Spectrometer, LS 50B Perkin Elmer, Rodgau, Deutschland 
Mikro-Infusions Pumpe, Mi60-2FBZ World Precision Instruments 
Mikroskop LSM510 Laserscan Konfokal 
Axiover 135 Fluoreszenzmikroskop  Carl Zeiss, Jena, Deutschland 

Mikroskop für Fluoreszenzimaging 
Axiovert 135 Carl Zeiss, Jena, Deutschland 

Mikroskop für Lichtmikroskopie invers 
Axiovert 25C Carl Zeiss, Jena, Deutschland 

Monochromator, Polychrome IV Agilent Technologies/TILL Photonics, Gräfelfing,, 
Deutschland 

Objektive für Mikroskope Carl Zeiss, Jena, Deutschland 
Pasteurpipetten Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Perfusion, Schlauchpumpe MC-MS ISMATEC, Glattbrugg, Schweiz 
pH-Meter. pH763 Knick, Berlin, Deutschland 
PP-Testtubes Cellstar Greiner bio-one, Frieckenhausen, Deutschland 
Präparationsbesteck NeoLab, Heidelberg, Deutschland 
Semi-dry Transfer Cell Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 
Spektrometer, UV/visible Pharmacio Biotech, Freiburg, Deutschland 
Thermocycler T3 Biometra, Göttingen, Deutschland 
Thermomixer compfort Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 

TILLvisIon Programm, Version 4.0 Agilent Technologies/TILL Photonics, Gräfelfing,, 
Deutschland 

Wasserbad, Typ: MP-PA/KUE Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland 
Zählkammer nach Neubauer NeoLab, Heidelberg, Deutschland 
Zentrifuge Avanti 30 Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland 
Zentrifuge Biofuge A, 13 R, 3.2 RS Heraeus, Hamburg, Deutschland 
Zentrifuge Rotina 35R Typ 1710 Hettrich Zentrifugen, Leipzig, Deutschland 
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2.1.3 Chemikalien und Substanzen 

2.1.3.1 Chemikalien 

Bezeichnung Bezugsquelle 
ADIFAB Free Fatty Acid Indicator (A3880) Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Albumin  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Antibiotika, Penicillin-Streptomycin (100x)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Antimycin A  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
2-APB Millipore/Chemicon, Billerica, MA, USA 
ATP, Dinatriumsalz  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Baysilone-Paste mittelviskos Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Bio-Rad protein assay dye reagent concentrate Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 
B27  Gibco, Eggenstein, Deutschland 
CaCl2  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
CaCl2 * 2H2O  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
α-Cyclodextrin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Dihydroethidium  Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Dimethylsulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
DNAse Typ IV  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Docosanoic acid, Docosansäure Larodan/CPS , Aachen, Deutschland 
Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium 
(DMEM) 

Biochrom, Berlin, Deutschland 

EGTA  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Entwickler G138i (Entwickler-Lösung) AGFA, München, Deutschland 
FCCP  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom, Berlin, Deutschland 
Fura-2 AM  Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Glucose H2O  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
L-Glutamin, stabilisiert Biochrom, Berlin, Deutschland 
HEPES  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Hexacosanoic acid, Hexacosansäure Larodan/CPS , Aachen, Deutschland 
Hoechst33342  Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
4-Hydroxynonenal Merck, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 
Immersionsöl, ImmersolTM 518N Carl Zeiss, Jena, Deutschland 
Inaktiviertes Fötales Kälberserum FCS Biochrom, Berlin, Deutschland 
KCl  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
KH2PO4  Merck, Darmstadt, Deutschland 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
MgCl2  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
MgSO4  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Na2HPO4 * 2 H2O Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NaCl  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Na-Gluconat  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
NaHCO3  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Nukleinsäure Standardmarker, GeneRuler 
100bp DNA Ladder, GeneRuler DNA Ladder 
Mix  

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

Oligomycin  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Palmitic acid, Palmitinsäure  ICN Pharmaceuticals (Plainview, NY, USA) 
Penicillin und Streptomycin  Biochrom, Berlin, Deutschland 
PFA  Fluka Chemika, Sigma, Deutschland 
Phytansäure  Ultra Scientific, LGC Promochem, Wesel, Deutschland 
Pluronic acid Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Poly-L-Lysin  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Ponceau S Solution (0,2% in Essigsäure) Boehringer, Mannheim, Deutschland 
Pristansäure  Larodan, Malmö, Schweden) 
Protease Inhibitor Cocktail Complete Roche Diagnostic, Mannheim, Deutschland 
Proetein A/G Plus Agarose Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 
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Protein Standardmarker, Precision Plus Bio-Rad, München, Deutschland 
Pyruvat  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Rhodamin 123  Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
RNAse Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Saccharose  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Schnellfixiererbad G334i (Fixierlösung) AGFA, München, Deutschland 
Stab. Glutamin (Ala-Ala-Gln)  Biochrom, Berlin, Deutschland 
SYTO 59 Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
TEMED Serva, Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland 
Tetracosanoic acid, Tetracosansäure Larodan/CPS , Aachen, Deutschland 
TNB Medium  Biochrom, Berlin, Deutschland 
TNB Protein-Lipid-Komplex  Biochrom, Berlin, Deutschland 
Triton-X100  Serva, Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland 
Trypanblau  Biochrom, Berlin, Deutschland 
Trypsin Inhibitor  Merck, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 
Trypsin/EDTA Biochrom, Berlin, Deutschland 
Trypsin Typ XI  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Tween 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
U73122 Merck, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 
U73433 Merck, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 
Ultroser G Serum Replacement Gibco, Eggenstein, Deutschland 

2.1.3.2 Kits 

Name Nutzung Hersteller 

Cytotoxicity Detection Kit  Messung der LDH-Aktivität Roch Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Deutschland 

ELISA-Kit IL-6 rat Detektion von IL-6 Biosource International, Invitro-
gen, Karlsruhe, Deutschland 

ELISA-Kit GRO/CINC-1 rat Detektion von GRO/CINC-1 Amersham Bioscience, Mün-
chen, Deutschland 

HotStarTaq Plus Master Mix 
kit RT-PCR Quiagen, Hilden, Deutschland 

MasterPure Complete DNA 
and RNA Purification Kit Isolation genomischer DNA Epicentre, Medison, USA 

Omniscript Reverse Transcrip-
tion kit Herstellung von cDNA Quiagen, Hilden, Deutschland 

RNeasy Mini kit Isolation von RNA Quiagen, Hilden, Deutschland 

RNase-Free DNase Set Entfernen von genomischer DNA 
während der RNA-Isolation Quiagen, Hilden, Deutschland 

iScript cDNA synthesis kit Herstellung von cDNA für real-
time PCR BioRAD, München, Deutschland 

Supersignal West Pico kit Detektion von Western Blot Pierce, Rockford, IL, USA 
iQ SYPr Green supermix Real-time PCR BioRAD, München, Deutschland  
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2.1.3.3 Antikörper 

Bezeichnung Bezugsquelle 
chicken anti GFAP  Millipore/Chemicon, Billerica, MA, USA 
donkey anti goat Alexa 488 Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
goat anti MBP  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland 
goat anti chicken Alexa 633  Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
goat anti mouse Alexa 555 Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
goat anti rabbit Alexa 488 Molecular Probes Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
mouse anti CNPase  Referenz (Reiser et al., 1994) 
mouse anti HNE R&D Systems, Minneapolis, USA 
mouse anti Synapototagmin Synaptic System, Göttingen, Deutschland 
mouse anti GFAP (Western Blot)  Millipore/Chemicon, Billerica, MA, USA 
peroxidase-conjugated anti mouse und anti 
rabbit IgG 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

rabbit anti Synaptotagmin 1  Synaptic System, Göttingen, Deutschland 
rabbit anti GFAP Millipore/Chemicon, Billerica, MA, USA 

2.1.3.4 RT-PCR Primer 

Primer Sequence Tm 
(°C) 

PCR 
Produkt 

Rn IL-6F 5’-CCA CTG CCT TCC CTA CTT-3’ 55 499 bp Rn IL-6R 5’-TTG GTC CTT AGC CAC TCC T-3’ 
Rn IL-8F 5’-CTC CAG CCA CAC TCC AAC AGA-3’ 55 670 bp Rn IL-8R 5’-CAC CCT AAC ACA AAA CAC GAT-3’ 
YFrnTNF-alphaFW 5’-GAT GCC CAC GTC GTA GCA AA-3’ 50 350 bp YFrnTNF-alphaRV 5’-CCC TTC TCC AGC TGG AAG AC-3’ 
YFrnIL-1betaFW 5’-TGA TGT TCC CAT TAG ACA GC-3’ 60 380 bp YFrnIL-1betaRV 5’-GAG GTG CTG ATG TAC CAG TT-3’ 
RNGAPDHFW 5’-TAT GTC GTG GAG TCT ACT GGC GTC-3’ 

60 600 bp RNGAPDHRW 5’-GAA TGG GAG TTG CTG TTG AAG TCA-
3’ 

SRmmABCD1gen_d_fw 5’-CCA GAC CTA GCT TCA CAG ATC AAC 
C-3’ 60 

WT 
200 bp 

KO 
1200 bp SRmmABCD1gen_c_rv 5’-TAG TCC CTG GAG CCT TG-3’ 

SRmmABCD1gen_e_fw 5’- CAT TGG CGA ATT CGA ACA C-3’ 
55 

WT 0 bp 
KO 

1000 bp SRmmABCD1gen_b_rv 5’-CCT CAG AAG AAC TCG TCA AG-3’ 

2.1.3.5 Real-time PCR Primer 

Primer Sequence Tm 
(°C) 

PCR 
Produkt 

Rn IL-6F 5’-CCA CTG CCT TCC CTA CTT-3’ 55 499 bp Rn IL-6R 5’-TTG GTC CTT AGC CAC TCC T-3’ 
Rn IL-8F 5’-CTC CAG CCA CAC TCC AAC AGA-3’ 55 670 bp Rn IL-8R 5’-CAC CCT AAC ACA AAA CAC GAT-3’ 
YFrnTNF-alphaFW 5’-GAT GCC CAC GTC GTA GCA AA-3’ 50 350 bp YFrnTNF-alphaRV 5’-CCC TTC TCC AGC TGG AAG AC-3’ 
YFrnIL-1betaFW 5’-TGA TGT TCC CAT TAG ACA GC-3’ 60 380 bp YFrnIL-1betaRV 5’-GAG GTG CTG ATG TAC CAG TT-3’ 
RNGAPDHFW 5’-TAT GTC GTG GAG TCT ACT GGC GTC-3’ 60 600 bp RNGAPDHRW 5’-GAA TGG GAG TTG CTG TTG AAG TCA-3’ 
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2.1.4 Medien und Lösungen 

2.1.4.1 Zellkultur, Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie, Immunzytochemie 

Blockierungspuffer FCS 16%  
FSBB Na2HPO4 20 mM  
 NaCl 450 mM  
 Triton-X 100 0,3%  
    
DMEM für Gliazellen Penicillin 100 U/ml  
3,7 g/l NaHCO3 Streptomycin 100 µg/ml  
4,5 g/l D-Glucose FCS 0,1 ml/ml  
stabilem Glutamin    
ohne Na-Pyruvat    
    
Hanks balanced salt KCl 5,44 mM  
solution (HBSS) KH2PO4  0,44 mM  
 Na2HPO4  0,34 mM  
 MgCl2  0,49 mM  
 MgSO4  0,41 mM  
 NaCl   132 mM  
 HEPES     10 mM  
 Glucose  5,56 mM  
 NaHCO3  4,17 mM  
 CaCl2  1,26 mM  
    

Ca2+ frei  Ohne CaCl2   
 EGTA   0,6 m M  
    

Hochsalz-Puffer NaCl 500 mM  
 Na2HPO4   20 mM  
    
Neuronenmedium N TNB Medium 0,85 ml/l  

pH 7,3 TNB Protein-Lipid- 
Komplex 

0,02 ml/ml 
  

 Pen/Strep  0,01 ml/ml  
 Stab. Glutamin  0,01 ml/ml  
 NaHCO3     4,8 μl/ml  
 Glucose 1M  0,02 ml/ml  
 Pyruvat (11mg/ml)  0,01 ml/ml  
 HEPES 200mM 0,05 ml/ml  
 B27  0,02 ml/ml  
 FCS 0,02 ml/ml  
    
Niedrigsalz-Puffer NaCl 150 mM  
 Na2HPO4   10 mM  
    
PFA-Lösung 4% PFA         4 %  
 Na2HPO4 120 mM  
 Saccharose         4 %  
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Präparationsmedium 5% Modif-Lösung HEPES     10 mM 
Steril filtriert, pH 7,3  Pyruvat-Na      1 mM 
  Glucose H2O    10 mM 

  Stab. Gln 
(Ala-Ala-Gln) 

     2 mM 
 

  DNAse Typ IV  12 μg/ml 
  Albumin   1 mg/ml 
  Antibiotika (100x)  0,01 ml/ml 
  CaCl2 * 2H2O 0,25 mM 
  MgCl2    5,8 mM 
 95 % PBS Cl- arm KH2PO4    1,5 mM 
  Na2HPO4 * 2 H2O    8,5 mM 
  Na-Gluconat   120 mM 
  NaCl     20 mM 
    
Poly-L-Lysin 0,1 mg/ml    
    

2.1.4.2 Molekularbiologie/Proteinbiochemie 

60% Acrylamid/Bis Acrylamid  58.4 g/100ml  
 N,N‘-Methylen-

bisacrylamid 
  1.6 g/100ml  

    
Ethidiumbromid-Lösung 10 mg/ml   
    
4 x Laemmli- Tris/HCl, pH 6, 8 500 mM  
Probenpuffer SDS           8%  
 Glycerol        40%  
 Bromophenolblue   0,005%   
    
Laufpuffer Tris   25 mM  
pH 8,5 Glycin 192 mM  
 SDS      0,1%  
    
1 x NaHBS NaCl,  145 mM  
pH 7.4 KCl  5,4 mM  
 MgCl2     1 mM  
 CaCl2  1,8 mM  
 Glucose   25 mM  
 HEPES   20 mM  
    
PER-Lösung Ammoniumper- 10% (w/v) in  
 oxodisulfat H2O  
    
1 x PBS NaCl,  137 mM  
pH 7.4 KCl  2,6 mM  
 Na2HPO4  8,1 mM  
 KH2PO4  1,4 mM  
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RIPA-Puffer Tris, pH 7.4   50 mM  
 Igepal CA630         1%  
 Na-deoxycholate    0,25%  
 NaCl 150 mM  
 EDTA     1 mM  
 NaF     1 mM  
 Complete Protase 

Inhibitor Cocktail 
1 Tablette pro 50 ml   

    
Sammelgel-Puffer Tris/HCl, pH 6.8 250 mM  
 SDS  10% (w/v) in H2O  
    
SDS PAGE Gel 10% Trenngel 60% Acrylamide/Bis     2,0 ml 
für 2 Gele  Trenngel-Puffer     6,0 ml 
  H2O     3,8 ml 
  10% SDS-Lösung   0,12 ml 
  1x PER-Lösung   0,06 ml 
  TEMED 0,024 ml 
 4% Sammelgel 60% Acrylamide/Bis 0,335 ml 
  Sammelgel-Puffer     2,5 ml 
  H2O 2,065 ml 
  10% SDS-Lösung   0,05 ml 
  1x PER-Lösung   0,04 ml 
  TEMED   0,01 ml 
  Bromophenolblau 0,002 ml 
    
Stripping-Puffer Tris, pH 6.8 62,5 mM  
 β-Mercapto-

ethanol 
 100 mM  

 SDS          2%  
    
1 x TAE Tris   40 mM  
pH 7.4 NaOAc     5 mM  
 EDTA     1 mM  
    
10 x TBST Tris, pH 7,6  24,2 g/l  
 NaCl     80 g/l  
    
Transferpuffer Tris   25 mM  
 Glycine 192 mM  
 Methanol 20% (v/v)  
    
Trenngel-Puffer Tris/HCl, pH 8.8 750 mM  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Primäre hippokampale Co-Kultur 

Die Präparation und Isolierung der primären Co-Kultur erfolgte unter sterilen Bedingungen 

(Kahlert et al., 2005b). Als Ausgangsmaterial dienten Gehirne von ein bis drei Tage alten 

Wistar-Ratten. Nach Dekapitierung wurde die Schädeldecke geöffnet und das Gehirn 

entnommen. Das Organ wurde mit eiskalter Präparationslösung gewaschen und entlang des 

Interhemisphärenspaltes durchtrennt. Die Hippokampi wurden herauspräpariert und in 

eiskalte Präparationslösung überführt. Nach der Entfernung von Blutgefäßen wurden sie 

mittels Gewebeschneider (Mikrotom) in 300 µm dicke Schnitte geteilt und dreimal in 

Präparationslösung gewaschen. Einzelzellen wurden durch Inkubation mit Trypsin XI 

(4 mg/ml, 37°C, 7 min) aus dem Gewebeverband herausgelöst. Anschließend wurde die 

Reaktion durch Trypsin-Inhibitor-Lösung gestoppt. Mit einer feuerpolierten Pasteurpipette 

wurde das Gewebe mit zehn Stößen trituiert. Nach der sich anschließenden Zentrifugation 

(30 s bei RCF 50) wurde der Überstand abgenommen. Das verbleibende Pellet wurde in 

Präparationslösung mittels verengter Pasteurpipette mit 20 Stößen nochmals trituiert. 

Erneut wurde der Überstand nach Zentrifugation (30 s bei RCF 50) abgenommen und 

zusammen mit dem ersten Überstand auf Eis gestellt.  

Die Zellen wurden auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Glasbodenschälchen in einer 

Dichte von 100 Zellen/mm2 in 200 µl Neuronenmedium (NMM) ausgesät. Nach einer 

Stunde wurde das Medium abgesaugt und die Zellschale mit 1,5 ml NMM gefüllt. Die 

Kultivierung der Co-Kultur erfolge in einem Begasungsbrutschrank mit feuchtigkeits-

gesättigter Atmosphäre bei 37°C und einem Kohlendioxidanteil von 10%. Der Wechsel 

des halben Mediums erfolgte erstmalig nach 5 Tagen in Kultur und im Folgenden alle zwei 

Tage. Die hippokampale Co-Kultur wurde zwischen dem 16. und 22. Kulturtag für die 

Experimente verwendet. 

2.2.1.2 Primäre Gliazellen: Astrozyten und Oligodendrozyten 

Reine Oligodendrozyten- bzw. Astrozytenkulturen wurden zunächst als gemischte Glia-

zellkultur von neugeborenen (ein bis 3 Tage alt) Wistar-Ratten oder Mäusen (C57Bl6 oder 

ABCD1-knockout) entsprechend veröffentlichter Präparationsmethoden hergestellt 

(Hamprecht and Loffler, 1985, Wang et al., 2006) und kultiviert in DMEM (10% hitze-

inaktiviertes FCS, 100 units/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin) bei 37°C und 10% 

CO2.  
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Nach sieben Tagen in Kultur wurden die Oligodendrozyten von der Astrozytenschicht 

separiert (McCarthy and de Vellis, 1980). Nach dem Schütteln der gemischten Gliakultur 

(16 h in einem orbital Schüttler; Innova 4230) wurde der Überstand mit den abgelösten 

Oligodendrozyten durch ein Zellnetz (40 µm) gefiltert. Anschließend wurden die Oli-

godendrozyten für 24 h in einer Zellflasche (25 mm2) kultiviert, bevor sie durch ein erneu-

tes Schütteln per Hand von noch verbleibenden Astrozyten getrennt wurden. Oligodendro-

zyten (4*104 Zellen) wurden dann auf PLL-beschichtete Deckgläschen (22 mm2) oder 48-

Wellplatte ausgesät. Die nach dem 16-stündigen Schütteln verbleibende Astrozytenzell-

schicht wurde mit Trypsin/EDTA abgelöst und in einer Dichte von 2*104 Zellen pro Well 

(48-Wellplatte) oder 2*105 Zellen pro Zellschale (21 cm2) ausgesät. Ein Wechsel des 

Mediums erfolgte alle 2 Tage und mindestens 24 h vor den Experimenten. 

2.2.1.3 Primäre kortikale Neurone 

Reine Neuronenzellkulturen wurden von Wistar-Ratten (P0) präpariert. Nach der Ent-

nahme des Gehirns wurde mit eiskalter Puck`s Lösung gespült und das Klein- und Stamm-

hirn entfernt. Zischen Hippokampus und Thalamus wurde ein Skalpell in den 3. Ventrikel 

eingeführt und das Stammhirn entfernt. Es folgte die Entfernung des Hippokampus und der 

Anteile die nicht zum Neokortex gehören. Der so präparierte Kortex wurde umgedreht und 

mit einer spitzen Pinzette die Pia mater mit den Blutgefäßen entfernt. Danach wurde der 

Kortex in eiskalte Puck`s Lösung überführt, zerkleinert und in ein 15 ml Falconröhrchen 

gegeben. Nach einer Inkubation von 1 min auf Eis wurde der Puffer abgesaugt und 2,5 ml 

Papain-Lösung zugegeben (2,4 ml Puck`s Lösung + 100 µl Papain). Bei mehrmaligem, 

vorsichtigem Schütteln wurde die Lösung mit den Gewebestücken für 7 min bei 37°C 

inkubiert. Anschließend wurde die Papain-Lösung vollständig abgesaugt und das Gewebe-

pellet mit Puck`s Lösung gewaschen. Dann wurden die Einzelzellen aus dem Gewebever-

band durch mehrmaliges Trituieren mit einer 1-ml-Pipette herausgelöst. Die 

Zellsuspension wurde durch ein 100 µm Nylon-Netz gegeben und anschließend zentrifu-

giert (5 min bei 200 g). Die Zellen wurden in Zellschalen mit 6 cm Durchmesser mit einer 

Dichte von 100 Zellen/mm2 in Neurobasalmedium ausgesät. Das Medium wurde alle 2 

Tage gewechselt.  

2.2.1.4 Gewinnung von Zellpellets 

Für die Isolation von RNA und die Extraktion von Proteinen aus Zellen wurden Zellpellets 

verwendet. Dafür wurden die zu untersuchenden Zellen zunächst dreimal mit PBS gewa-

schen und anschließend 5 min in Trypsin/EDTA inkubiert.  
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Die Reaktion wurde unter Verwendung von serumhaltigem Medium gestoppt, die Zellen 

gespült und in ein frisches Eppendorfgefäß überführt. Nach einer Zentrifugation von 5 min 

bei 500x g wurde das Zellpellet mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde nach erneutem 

Zentrifugieren (5 min, 500x g) und Verwerfen des Überstandes bei -80°C bis zur Verwen-

dung gelagert. 

2.2.2 Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie 

Die Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie erlaubt es, im Gegensatz zu den statischen    

Momentaufnahmen fixierter Präparate dynamische Prozesse in intakten Zellen zeitab-

hängig zu betrachten. So können zellphysiologische Merkmale wie z.B. Plasmamembran-

potential, intrazelluläre Konzentration von Ionen, mitochondriales Membranpotential und 

Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fluoreszenzmikroskopisch in lebenden 

Zellen analysiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die intrazelluläre Kalzium-

konzentration, die Änderung des mitochondrialen Potentials und die Bildung von ROS 

fluoreszenzmikroskopisch analysiert. 

2.2.2.1 Aufbau des Messplatzes 

Die Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss 

Axioscope microscope), verbunden mit einem Imaging-System von TILL Photonics. Ein 

kontinuierliches Perfusionssystem sorgte alle 30 Sekunden für einen kompletten Austausch 

des Mediums (37°C) über den Zellen (Fluss: 0,8 ml/min). Im Gegensatz zum Experimen-

tierpuffer HBSS (Hank`s ballanced salt solution), wurden alle anderen Lösungen über eine 

Microinfusions-Pumpe zugeleitet. Alle zuleitenden Schläuche wurden auf 37°C erwärmt. 

Während der Experimente wurde über den Zellen eine Temperatur von 36°C aufrechter-

halten. Die Analyse der Fluoreszenzintensitäten erfolgte mit Hilfe des Programms      

TILLvisION und anschließend mit Microsoft Excel und SigmaPlot. 

2.2.2.2 Lösung und Applikation der VLCFA 

Zuerst wurde α-Cyclodextrin in einer Konzentration von 50 mg/ml in destilliertem Wasser 

gelöst. Die zu untersuchende VLCFA wurde in der Konzentration von 25 mM in einem 

Gemisch aus Methanol und Chloroform (C22:0 1:5, C24:0 1:3, C26:0 1:3) gelöst. An-

schließend wurde die VLCFA-Lösung in die α-Cyclodextrin-Lösung gegeben und für 10 

Minuten bei hoher Intensität im Bioruptor mit Ultraschall behandelt. Die entstehende 

Stocklösung hatte eine Konzentration von 2 mM VLCFA. Die Herstellung der Stocklösung 

erfolgte jeweils frisch am Experimentiertag.  
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2.2.2.3 Messung des intrazellulären Kalziumlevels  

Die Konzentration freier Kalziumionen wurde intrazellulär mit Hilfe des Fluoreszenzfarb-

stoffes Fura-2 AM ermittelt, wie zuvor beschrieben (Hein et al., 2008, Kahlert and Reiser, 

2000). Das Exzitationsspektrum dieses Kalziumchelators ist von der Bindung freier Kal-

ziumionen abhängig. Das Maximum des Exzitationsspektrums der kalziumgebundenen 

Form liegt bei λ1 = 340 nm, der kalziumfreien Form bei λ2 = 380 nm. Die Anregung von 

Fura-2 AM bei einer Wellenlänge von 360 nm ist kalziumunabhängig (Isosbestischer 

Punkt). Die maximale Emission wurde bei λE = 510 nm detektiert.  

Die Beladung der Zellen mit Fura-2 AM (2 µM, 0,02% Pluronic) erfolgte für 30 min in 

HBSS bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln. Nach einer Nachinkubationszeit in 

HBSS von 10 min wurde mit der Kalziummessung begonnen. Die Intensität der Emission 

von 520 nm wurde nach Anregung mit 340 und 380 nm aufgenommen. Für die Analyse 

von [Ca2+]i wurde der Quotient R (F340nm/F380nm) berechnet und mit dem Faktor 1000  

multipliziert. Für die Auswertung wurde der intrazelluläre Bereich der Zellen markiert 

(region of interest; ROI). 

2.2.2.4 Messung des mitochondrialen Potentials 

Das mitochondriale Potential in lebenden Zellen wurde mit dem kationischen Farbstoff 

Rhodamin 123 (Rh123) detektiert (Kahlert et al., 2008). Rh123 ist membrangängig und 

akkumuliert in der mitochondrialen Matrix polarisierter Mitochondrien. Die akkumulierte 

Farbstoffmenge ist proportional zum mitochondrialen Potential. Die Beladung der Zellen 

für 30 min mit 10 µM Rh123 erfolgte unter leichtem Schütteln in HBSS bei Raumtempera-

tur. Die Emission von 590 nm wurde nach Anregung bei einer Wellenlänge von 520 nm 

detektiert. Das mitochondriale Potential wurde über dem mitochondrienfreien Nukleus als 

Erhöhung der Rh123 Fluoreszenz errechnet, welche durch die kombinierte Gabe von Ent-

koppler Carbonyl-Cyanid-4-triefluoromethyloxyphenyl-hydrazone (FCCP,4 μM) und 

F1F0-ATPase-Inhibitor Oligomycin (Oli, 10 µM) hervorgerufen wurde. Die durch 

FCCP/Oli hervorgerufene Depolarisation unter Kontrollbedingung wurde als 100% ge-

setzt. Führte eine zu testende Substanz zur Depolarisation des mitochondrialen Potentials, 

so war am Ende des Experiments der Fluoreszenzanstieg durch FCCP/Oli entsprechend 

geringer.  
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2.2.2.5 Messung der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies 

Die Bildung von ROS wurde mit Hilfe des nicht fluoreszierenden Farbstoffs Dihydroethi-

dium (DHE) gemessen. DHE wird durch Superoxid (O2
’) zu Ethidium oxidiert, welches an 

zelluläre DNA gebunden zur Fluoreszenz angeregt werden kann (Exitation: 520 nm; Emis-

sion: 610 nm). Für die Messung von ROS war keine Vorbeladung notwendig. DHE wurde 

in einer Konzentration von 1 μM zusammen mit der zu testenden Substanz in HBSS direkt 

über die Mikroinfusionspumpe zu den Zellen gegeben. Fluoreszenzintensitäten wurden 

über dem Nukleus detektiert. 

2.2.3 Immunzytochemie und Fluoreszenzmikroskopie 

Ein immunzytochemischer Nachweis von spezifischen Proteinen wurde durchgeführt, um 

die Zelltypen nach erfolgter Lebendzellfluoreszenzmikroskopie zu identifizieren und um 

die Expression und Lokalisation bestimmter Proteine nachzuweisen. Die Färbung von 

mindestens zwei Proteinen wurde parallel durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen zu-

nächst mit PFA für 25 min bei Raumtemperatur fixiert. Zu Beginn der immunzyto-

chemischen Färbung wurden die fixierten Zellen mit 120 mM Natriumphosphat (10 min), 

dann mit Niedrigsalz-Puffer (10 min) und anschließend zweimal mit Hochsalz-Puffer (je 

10 min) gewaschen. Es folgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit FSBB 

für 20 min bei Raumtemperatur. Danach wurden die Zellen über Nacht bei 4°C mit den 

primären Antikörpern verdünnt in TBST inkubiert. Folgende primäre Antikörper wurden 

verwendet: mouse anti CNPase 1:200; chicken anit GFAP 1:200; rabbit anti Synaptotag-

min 1:300, goat anti MBP 1:500, rabbit anti GFAP 1:1000, mouse anti Synaptotagmin 

1:200. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit Hochsalz-Puffer gewaschen. Es folgte 

eine 1,5-stündige Inkubation mit sekundären Antikörpern (Alexa IgG-konjugierte Anti-

körper) verdünnt in FSBB. Im Anschluss wurden die Zellen erst mit Hochsalz-Puffer, dann 

mit 120 mM Natriumphosphat und mit 5 mM Natriumphosphat je 10 min gewaschen. Die 

Zellkerne wurden unter Verwendung des Farbstoffes Hoechst 33342 (1:1000) in 5 mM 

Natriumphosphat angefärbt. Zweimaliges Waschen mit 5 mM Natriumphosphat schloss die 

Färbung ab. Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden mit Hilfe von Fluoreszenzmikro-

skopen untersucht. Die Identifizierung der Zelltypen: Oligodendrozyt, Astrozyt und Neu-

rone erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Axioscope (Zeiss), verbunden mit einem Imaging-

System von TILL Photonics. Auf Grund einer Markierung konnte somit den bei der kineti-

schen Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie beobachteten Zellen je ein Zelltyp zugeordnet 

werden. Alle anderen Aufnahmen von fluoreszenzmarkierten Zellen erfolgten an einem 

Zeiss LSM 510 META konfokalem Laserscanmikroskop.  
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2.2.4 Zelltod-Assay 

Zellen wurden in PLL-beschichtete 48-Well-Platten in einer Dichte von 2*104 / Well 

(Astrozyten) oder 4*104 / Well (Oligodendrozyten) ausgesät. Nach 3 Tagen in Kultur im 

DMEM mit FCS (10%) wurde auf das Medium NMM ohne FCS gewechselt und die Sub-

stanzen appliziert. Der Überstand wurde nach Inkubationszeit abgenommen und die 

Lactat-Dehydrogenase (LDH) Aktivität bei 492 nm im Wellplatreader (Genion Plus) ge-

messen (Cytotoxicity Detection Kit; Roch). Für die Quantifizierung der gesamten LDH-

Aktivität wurde die LDH-Aktivität des Überstandes mit der des Zelllysates der verbleiben-

den Zellen summiert und ergaben somit 100 Prozent.  

2.2.5 Isolierte Mitochondrien 

2.2.5.1 Präparation 

Die Isolation von Mitochondrien aus Zellen der Rattenleber und des Rattengehirns erfolgte 

mit freundlicher Unterstützung von Prof. Peter Schönfeld und Heidelore Goldammer 

(Zentrum für zelluläre Bildgebung und innovative Kranheitsmodelle ZEBIK, Magdeburg). 

Mitochondrien aus dem Gehirn und der Leber von Ratten wurden wie zuvor beschrie-

ben (Schönfeld and Struy, 1999, Liu et al., 2002) präpariert. Für die Präparation wurden 

adulte Wistar-Ratten (150 – 180 g Körpergewicht) verwendet. Nach der Dekapitierung der 

Ratte wurde das entsprechende Organ entnommen und in eiskaltes Isolierungs-Medium 

gegeben. Anschließend erfolgte die Waschung und Homogenisierung des Organs im Iso-

lierungs-Medium, versetzt mit Protease 1 mg/ml. Es folgte eine Zentrifugation von 3 min 

bei 2000 g. Der Überstand wurde durch eine Mullbinde gefiltert. Danach wurde erneut 

zentrifugiert (8 min 11000 g). Das entstandene Pellet wurde in 2 ml Isolierungs-Medium, 

versetzt mit Digitonin (0,6 mg/ml), aufgenommen und für 10 min darin inkubiert. Nach 

erneuter Zentrifugation (8 min, 11000 g) wurde das Pellet in 225 mM Saccharose-Lösung 

aufgenommen und die Proteinkonzentration nach der Biuret-Methode bestimmt. Die Expe-

rimente wurden in 1 ml Experimentiermedium mit 0,5 – 1 mg Protein durchgeführt. 
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2.2.5.2 Fluorimetrische Messungen 

Die fluorimetrischen Messungen wurde an einem Perkin-Elmer Luminescence Spectro-

meter LS 50B durchgeführt. Die Messung von Ca2+-Freisetzung und Ca2+-Aufnahme durch 

isolierte Mitochondrien erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Calcium Green-5N 

(CaG5N). Mitochondrien (1 mg Protein) wurden in 1 ml Experimentier-Medium, versetzt 

mit Malat (5 mM), Glutamat (5 mM)k und CaG5N (0,05 µM), suspendiert. Änderungen 

der extra-mitochondrialen Ca2+-Konzentration wurden detektiert durch kontinuierliche 

Aufnahme der CaG5N-Fluoreszenz bei 506 nm Exzitation und 532 nm Emission bei 

Raumtemperatur.  

Die Bildung von ROS (H2O2, O2
-.) durch isolierte Mitochondrien wurde wie folgt     

gemessen: 0,2 mg Protein (Mitochondrien) wurden zu 1 ml Experimentier-Medium, ver-

setzt mit Amplex Red (5 µM), Succinate (10 mM), Peroxidase (2 U/ML) und Cu,Zn-

Superoxiddismutase (2 U/ml), gegeben. Gebildetes ROS verursacht die Oxidation von 

Amplex Red (nicht fluoreszierend) zum fluoreszierenden Resorufin, welches durch Anre-

gung bei 560 nm eine Emission mit einer Wellenlänge von 590 nm abgibt. Das Fluores-

zenzsignal von Resorufin wurde durch Zugabe von H2O2 (insgesamt 90 pmol) kalibriert.  

2.2.6 Molekularbiologische Methoden 

2.2.6.1 RNA-Isolation aus Zellen/Gewebe 

RNA-Isolation aus Zellpellets oder Gewebe erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini/Midi Kit 

(Qiagen). Homogenisierung und Zelllyse der Zellpellets erfolgten in 350 µl RLT-Puffer. 

Das Gewebe (-80°C) wurde mit einem Rotor-Stator-Homogenisator in 4 ml RTL-Puffer 

homogenisiert. Zur homogenisierten Suspension wurde 700 µl / 4 ml 70% Ethanol gege-

ben. Nach gründlichem Durchmischen wurde das gesamte Volumen auf die Mini / Midi-

Säule gegeben und für 1 / 5 min bei 10000 / 5000 rpm zentrifugiert. Danach wurde die 

Säule mit 350 µl / 3,8 ml RW1-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Ein DNA-

Verdau mit DNase (2,73 Units/µl) in RDD-Puffer für 15 min bei Raumtemperatur wurde 

durchgeführt, um Verunreinigungen der RNA-Präparation durch genomische DNA zu 

verhindern. Es folgte ein zweiter Waschschritt mit RW1-Puffer und anschließendem Zent-

rifugieren. Die RNeasy Säule wurde dann in ein neues Sammelgefäß (2 ml / 15 ml) gege-

ben. Danach wurde RPE-Puffer (500 µl/ 2,5 ml) auf die Säule gebracht und für 1 / 5 min 

bei 10000 / 5000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, um die Membran der 

Säule vollständig zu trocknen.  
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Die RNeasy Säule wurde erneut in ein frisches Sammelgefäß (1,5 ml / 15 ml) überführt. 

30 µl / 150 µl RNase-freies Wasser wurde direkt auf die Membran der Säule pipettiert und 

für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das Ganze für 2 / 5 min bei 

12000 / 5000 rpm zentrifugiert und die RNA bei -80°C aufbewahrt. 

2.2.6.2 Isolation von genomischer DNA aus Zellen oder Gewebe 

Die Isolation von genomischer DNA aus Zellen oder Gewebe des Maushirns erfolgte nach 

Herstellerprotokoll unter der Verwendung des MasterPure Complete DNA and RNA Puri-

fication Kit.  

2.2.6.3 Quantifizierung von Nukleinsäuren 

Die Quantität und Qualität von isolierter DNA und RNA wurde durch Messung der Ab-

sorption bei 260 nm und 280 nm mit Hilfe eines Spectrometers (Ultrospec 2000) ermittelt. 

Eine 1:10 Verdünnung der Probe wurde in eine Quarzküvette gegeben und die Absorption 

bei 260 nm (Absorption von Nukleinsäuren), 280 nm (Absorption von Proteinen) und 

320 nm (Salzanteil) gemessen. Die Konzentration der Probe wurde in ng/ml ermittelt, 

indem der Messwert der Absorption bei 260 nm mit dem Faktor 20 multipliziert wurde. 

Dabei gab der Absorptionsquotient von 260 nm / 280 nm die Qualität der Nukleinsäure-

präparation an (Quotient > 1,7). 

2.2.6.4 Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und semiquanti-
tative Auswertung 

Für die Durchführung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zunächst mittels des 

Enzyms reverse Transkriptase cDNA aus der isolierten RNA synthetisiert. Die Reaktion 

erfolgte mit 1 µg Gesamt-RNA und Omniscript Reverse Transcription Kit (Qiagen) wie 

folgt: 

 

  RNA      1 µg 

  RT-Puffer (10x)    2 µl 

  dNTP Mix (je 5 mM)    2 µl 

  Oligo-dT Primer (0,5 µg/µl)   2 µl 

  Omniscript Reverse Transcriptase (4  U/µl) 1 µl 

  RNase-freies Wasser    variabel 

  Gesamtvolumen    20 µl 
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Die Reaktion wurde in einem T3 Thermocycler durchgeführt und erfolgte für 1 h bei 37°C 

gefolgt von 5 min bei 95°C und anschließender Herunterkühlung auf 4°C. Die cDNA 

wurde frisch hergestellt und am selben Tag für PCR verwendet. 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) diente der spezifischen Amplifizierung von 

cDNA-Sequenzen, welche zuvor aus isolierter Gesamt-RNA hergestellt wurde. Für die 

Durchführung der PCR wurde HotStarTaq Plus Master Mix von Quiagen verwendet. Das 

Reaktionsgemisch wurde wie folgt pipettiert: 

 

  cDNA        2 µl 

  HotStarTaq Plus Master Mix (2x)  10 µl 

  5’ Primer (10 pmol/µl)     2 µl 

  3’ Primer (10 pmol/µl)     2 µl 

  RNase-freies Wasser      4 µl 

  Gesamtvolumen    20 µl 

 

Das folgende Programm wurde im T3 Thermocycler durchgeführt: 

 

  Deckeltemperatur 100°C 

  Vorheizen  On 

  Initiale Denaturierung 94°C    3 min 

  Denaturierung   94°C    1 min 

  Primerhybridisierung  variabel 30 sec               30/35 Zyklen 

  Elongation   72°C    1 min  

  Finale Elongation  72°C  10 min 

  Pause      4°C 

 

Für eine semiquantitative RT-PCR wurde die Zyklenanzahl jeweils so gewählt, dass sich 

diese in der Mitte des exponentiellen Bereichs der Amplifizierung befand. Die semiquanti-

tative Auswertung der Expression erfolgte anschließend an Hand der DNA-Banden auf 

einem 1,5%igen Agarosegel mit Hilfe des Programms Quantity One (Bio-Rad). Es wurde 

die Differenz von Intensität der Bande und Hintergrundintensität berechnet, um die Werte 

zu normieren.  

 

 



Material und Methoden 

 31 

2.2.6.5 Real-time PCR 

Für die Analyse der Expression bestimmter Gene in verschiedenen primären Zellen wurde 

eine real-time PCR mit Hilfe des iCyler (Bio-Rad) durchgeführt. Zunächst wurde die iso-

lierte Gesamt-RNA (0,5 µg) unter Verwendung von iScript Kit in cDNA umgeschrieben. 

Die Reaktion hierfür wurde wie folgt angesetzt: 

  RNA      0,5 µg 

  iScript-Mix (5x)       2 µl 

  Reverse Transkriptase   0,5 µl 

  RNase-freies Wasser     variabel 

  Gesamtvolumen    20 µl 

 

Das Reaktionsgemisch wurde im T3 Thermocycler für 5 min bei 25°C erwärmt, dann für 

30 min auf 42°C erhitzt, gefolgt von 5 min Inkubation bei 85°C und anschließendem Her-

unterkühlen auf 4°C. Die entstandene cDNA wurde am gleichen Tag für die real-time PCR 

verwendet. 

Die real-time PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 25 µl mit der zuvor produ-

zierten cDNA wie folgt angesetzt: 

 

  SYBR Green Supermix     8,5 µl 

  Primer-Mix (fw + rv 1:1)        2 µl 

  cDNA           1 µl 

  RNase-freies Wasser    13,5 µl 

 

Durchgeführt wurde die Reaktion im iCylcer (Bio-Rad) mit folgendem Gradienten-

programm: 

  Initiale Denaturierung 95°C   3 min  

  Denaturierung   94°C  30 sec 

  Primerhybridisierung  Gradient 90 sec               40 Zyklen 

  Elongation   72°C   1 min  

      95°C   1 min 

      56°C   1 min 

Pause    4°C 



Material und Methoden 

 32 

Die Spezifität der Amplifizierung wurde mit Hilfe der Schmelzkurve und Agarosegel 

überprüft. Die relative Quantifizierung der Expression wurde anschließend an Hand des 

Schwellenwert-Zyklus (CT) durchgeführt. Die Berechnung erfolgte nach der ∆∆CT-

Methode: 

   ∆CTnormiert = CTGen - CTGAPDH 

   ∆∆CT       = ∆CTnormiert_Stimulation - ∆CTnormiert_Kontrolle 

           n-fache Expression = 2-∆∆CT 

2.2.6.6 Agarosegelelektrophorese zur Analyse von DNA 

Zur Auftrennung von DNA- bzw. RNA-Fragmenten wurde eine Agarosegelelektrophorese 

durchgeführt unter Verwendung von 1 – 2 % Agarosegel (hergestellt mit TAE-Puffer). Das 

Gel wurde mit Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt, um die Nukleotide sichtbar zu    

machen. Vor der Beladung mit den Nukleotidproben wurden diese in 6x Ladepuffer (ver-

setzt mit Bromophenolblau) aufgenommen. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte in 1x 

TAE für 30 min bei 80 V.  

In Abhängigkeit von der Fragmentengröße wurde der GeneRuler 100 bp DNA Ladder 

(1 kb) oder der GeneRuler DNA Ladder Mix (10 kb) als Standard verwendet. Die Nukleo-

tidbanden wurden unter dem UV-Transilluminator in einem Eagle Eye II video System 

(Stratagene) sichtbar gemacht. 

2.2.7 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.7.1 Gesamtproteinextraktion 

Für die Gesamtextraktion der Proteine aus kultivierten Zellen wurden diese zunächst in 

eiskaltem PBS gewaschen und in RIPA-Puffer für 10 min inkubiert. Anschließend wurde 

das Zelllysat für 30 min bei 4°C gemischt (Rotator). Das Gemisch wurde dann 15 min bei 

4°C zentrifugiert (14.0000 x g). Der Überstand wurde in ein frisches Eppendorfgefäß 

überführt und die Proteinkonzentration mittels der Bradford-Methode unter Verwendung 

von Serumalbumin (0,3 bis 5 mg/ml) als Standard bestimmt. Bis zur Verwendung wurde 

die Gesamtproteinextraktion bei -80°C aufbewahrt. 
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2.2.7.2 Proteinbestimmung nach Bradford 

Die Proteinbestimmung wurde in Multitestplatten (96-Well) durchgeführt. Die optische 

Dichte OD620 nm der Probe wurde im Triplettansatz mit einem ELISA-Reader (Emax preci-

sion microplate reader) bestimmt und gegen eine BSA-Eichreihe ausgerechnet. Die Pro-

teinproben wurden in einer Verdünnung von 1:100 bis 1:200 mit 1:5 Bradford-Reagenz 

versetzt. Nach 10minütiger Inkubation wurde die Messung der optischen Dichte vorge-

nommen.  

2.2.7.3 Proteinbestimmung nach Biuret 

Zur Bestimmung des Proteingehaltes von Mitochondriensuspensionen wurde die Biuret-

Methode angewandt. Zunächst wurden 100 µl Proteinlösung mit H2O auf 2 ml aufgefüllt 

und anschließend durch Zugabe von 200 µl Trichloressigsäure (3 M) 30 min bei Raum-

temperatur gefällt. Nach der anschließenden Zentrifugation (10 min bei 1000 x g) wurde 

das Proteinpellet in 2 ml Biuret Reagenz gelöst und für 15 min bei Raumtemperatur inku-

biert. Die Extinktion der Lösung wurde nach Zugabe von 2 ml H2O bei 546 nm gemessen. 

Anschließend wurde nach Zugabe von KCN die unspezifische Trübung der Lösung durch 

erneute Messung der Extinktion bestimmt. Der Proteingehalt der Probe wurde nach    

folgender Gleichung berechnet:  

  mg Protein = [(E546 – EKCN) – EBlindwert Biuretreagenz] x 7 

2.2.7.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western-Blot 

Für die Versuche wurde 10%ige Polyacrylamidgele benutzt. 20 µg Proteinextrakt wurde in 

1 x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95°C erhitzt. Bei zu geringer 

Proteinkonzentration wurden die Proteine (20 µg) zuvor gefällt. Dafür wurde das 4-fache 

Volumen an Methanol/Aceton 1:1 zu den Proben gegeben (15 min, 37°C) und die gefällten 

Protein abzentrifugiert (14.000 x g, 15 min). Das anschließend getrocknete Proteinpellet 

wurde in 1 x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Die Proben wurden auf das Gel aufge-

tragen und im Laufpuffer für 60 min bei 200 V aufgetrennt (Vertical-Minigel Apparatur, 

Bio-Rad). Die aufgetrennten Proteine wurden im Transferpuffer vom Gel auf eine Nitro-

cellulosemembran (Protran BA79, 0,2 µm) unter Verwendung eines semi-trocknen Trans-

fersystems (Bio-Rad) bei 200 mA und konstanter Spannung von 10 V für 60 min 

übertragen. Die Transfereffizienz wurde durch Anfärbung der Proteine mit 0,2% Ponceau 

S überprüft. Nach dem Auswaschen der Färbelösung wurden unspezifische Bindungen 

blockiert, indem die Membran mit Roti-Block in TBST für 1 h bei Raumtemperatur inku-

biert wurde.  
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Danach wurde die Membran über Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper in TBST 

verdünnt inkubiert (Primäre Antikörper: mouse anti CNP 1.10 000, goat anti MBP 1:2000, 

mouse anti GFAP 1:10 000, mouse anti HNE 1:1000 oder mouse anti β-Tubulin 1:20 000)  

Anschließend wurde die Membran 3-mal für 10 min mit TBST gewaschen und mit dem 

sekundären Antikörper (Peroxidase-konjugierter anti mouse IgG 1:20 000 oder anti goat 

IgG 1:10 000) für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde dann erneut 

gewaschen und mit ECL-Reagenz (Supersignal West Pico Kit) für 5 min inkubiert. Die 

Chemilumineszenz wurde durch Exposition mit einem Chemilumineszenz-Film (Hyper-

film ECL) detektiert und anschließend entwickelt. 

2.2.7.5 Stripping-Prozedur von Western-Blot-Membranen 

Folgende Behandlung wurde durchgeführt, um die Membran für eine erneute Inkubation 

mit einem primären Antikörper zu verwenden: Das ECL-Reagenz wurde mit Hilfe von 

TBST ausgewaschen und die Membran anschließend im Stripping-Puffer für 30 min bei 

55°C inkubiert. Danach wurde die Membran erst intensiv in H2O und TBST gewaschen, 

um Reste von β-Mercaptoethanol zu entfernen und dann erneut mit der Blockierung von 

unspezifischen Bindungen, wie zuvor beschrieben, begonnen. 

2.2.7.6 ELISA-Assay 

Extrazelluläre Freisetzung der Proteine IL-6 und GRO/CINC-1 wurde nach Hersteller-

protokoll unter der Verwendung von IL-6 und GRO/CINC-1 ELISA Kits analysiert. Dafür 

wurden primäre Astrozyten unter serumfreien Bedingungen in HBSS mit Fettsäuren für 

24 h inkubiert. Der Überstand wurde abgenommen und für die ELISA-Analyse verwendet. 

Die Menge an IL-6 und GRP/CINC-1 wurde nach Messung der Absorption bei 450 nm 

(OD450) errechnet. Grundlage bildete die Analyse von IL-6 und GRO/CINC-1 Standard.  

2.2.8 Datenanalyse 

Die Berechnung und Bearbeitung der Daten wurden mit den Programmen Microsoft Excel 

und SigmaPlot durchgeführt. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm Graph-

Pad Prism. Unterschiede zwischen Stichproben wurden als statistisch signifikant bewertet, 

wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit weniger als 5% betrug (*, P > 0,005; ns = nicht signi-

fikant). Zur Ermittlung der Irrtumswahrscheinlichkeit wurde für parametrische Daten der 

one-way ANOVA test mit Tukey Posttest und für nicht parametrische Daten der Kruskal-

Wallis Test verwendet.  
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Einfluss von VLCFA auf zellphysiologische Parameter neuronaler 
Zellen 

3.1.1 α-Cyclodextrin als Lösungsvermittler für VLCFA 

Sehr langkettige gesättigte Fettsäuren sind im Gegensatz zu kurzen Fettsäuren in wässriger 

Umgebung schwer löslich und erfordern daher die Anwendung von Lösungsvermittlern. 

Da für die Arbeit an lebenden Zellen nur physiologische Puffer zur Anwendung kommen 

sollten, stellte das Experimentieren mit VLCFA eine große Herausforderung dar. Es   

musste ein Lösungsvermittler gefunden werden, der die VLCFA den Zellen zugänglich 

macht, aber selbst keine Wirkung auf die untersuchten Parameter der Zellen ausübt. Zwei 

Lösungsvermittler finden bei vergleichbaren Experimenten anderer Arbeitsgruppen häufig 

Verwendung. Zum einen Albumin, wobei die maximale Bindungskapazität mit der Fett-

säurelänge abnimmt und für Fettsäuren um 26 Kohlenstoffatome sehr niedrig ist (Choi et 

al., 2002), und zum anderen Cyclodextrine (Hall et al., 2005, Lazo et al., 1988, Pahan et 

al., 1998, McGuinness et al., 2003, Singh and Poulos, 1986, Pillai et al., 2009). Cyclodext-

rine sind zyklische Oligosaccharide, bestehend aus 6, 7 oder 8 Glucopyranoseein-heiten, 

allgemein bezeichnet als α-, β-, γ-Cyclodextrin (Abb. 7). Sie besitzen eine innere lipophile 

Pore und eine hydrophobe Außenfläche. Die drei Cyclodextrintypen unter-scheiden sich in 

ihrer Ringgröße und Löslichkeit (siehe Übersichtsarbeit (Challa et al., 2005). Ihre Funkti-

onsweise besteht darin, dass lipophile/hydrophobe Moleküle in die Ringstruktur des Cyc-

lodextrins unter Bildung eines Komplexes inkorporieren und diese somit wasserlöslich 

gemacht werden. Die treibende Kraft der Komplexbildung ist das Auswechseln der Was-

sermoleküle gegen die hydrophoben Gastmoleküle. 

 
Abbildung 7: Chemische Struktur (a) und toroidale Form (b) des α-Cyclodextrin Moleküls 
(siehe Übersichtsarbeit (Challa et al., 2005). 
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Bei der Verwendung von Cyclodextrinen als Lösungsvermittler für VLCFA mussten zwei 

Punkte kritisch hinterfragt werden. Zum einen, ob eine erfolgreiche Lösung der VLCFA 

vorlag, das heißt, ob VLCFA und α-Cyclodextrin einen wasserlöslichen Komplex bilden 

konnten. Zum anderen, ob der gebildete Komplex hinreichend schnell in wässriger Lösung 

dissoziiert, um die biologische Aktivität der VLCFA zu erlauben.  

Zunächst wurden α-Cyclodextrin, β-Cyclodextrin sowie das Derivat Methyl-β-

Cyclodextrin charakterisiert, um ihre Anwendbarkeit für die geplanten Experimente zu 

überprüfen. Zur Untersuchung ihrer Löslichkeit wurden die Substanzen einzeln unter 

sukzessiver Erhöhung ihrer Konzentration mit dem physiologischen Puffer HBSS versetzt. 

Die Löslichkeitsgrenze war erreicht, wenn ein weißer Niederschlag in der Lösung beo-

bachtet wurde. α-Cyclodextrin konnte bis zu einer Konzentration von 50 mg/ml, β-

Cyclodextrin bis zu einer Konzentration von 0,01 mg/ml und Methyl-β-Cyclodextrin bis zu 

einer Konzentration von 50 mg/ml gelöst werden. Da geplant war, die Lösungsvermittler in 

einer Konzentration von 1 mg/ml zu applizieren, waren α-Cyclodextrin sowie Methyl-β-

Cyclodextrin für eine Anwendung als Lösungsvermittler von VLCFA hinreichend löslich. 

Um eventuelle überlagernde Effekte der Lösungsvermittler auszuschließen, folgte an-

schließend eine Testung der Toxizität auf neuronale Zellen mit Hilfe des LDH-Assays. 

Während Methyl-β-Cyclodextrin bereits in einer Konzentration von 0,5 mg/ml Zelltod 

auslöste, zeigte α-Cyclodextrin bis zu einer Konzentration von 3 mg/ml keine zelltoxi-

schen Wirkungen (Daten nicht dargestellt). Daher wurde für alle folgenden Versuche auf 

α-Cyclodextrin als Lösungsvermittler für die VLCFA zurückgegriffen.  

Um zu überprüfen, in wieweit α-Cyclodextrin die biochemische Verfügbarkeit bzw. 

Aktivität der VLCFA beeinflusst, wurde ein Experiment zur Messung der Bindungsfähig-

keit der mit α-Cyclodextrin gelösten VLCFA durchgeführt. Die Fettsäuren wurden mit 

1 mg/ml α-Cyclodextrin in einer Konzentration von 20 µM gelöst und mit einem Fett-

säurebindenden-Protein (ADIFAB) versetzt. Dieses Protein ändert nach Anregung mit 

386 nm seine Emission nach Fettsäurebindung von 432 nm (ungebunden) zu 505 nm (ge-

bunden). Der Quotient 505/432 nm gibt demzufolge ein Maß für die Menge an verfüg-

barer/freier Fettsäure an. Die Messung der Fluoreszenzintensität wurde mit einem Lumi-

neszenz-Spektrometer im Messpuffer HBSS durchgeführt, welcher unter anderem bei den 

nachfolgenden Lebendzellfluoreszenz-Messungen benutzt wurde.  
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Die Abb. 8 zeigt den Verlauf der ADIFAB (0,2 µM) Fluoreszenz (Quotient) nach Zugabe 

der Fettsäuren (Pfeil): C16:0, C22:0, C24:0 und C26:0 (jeweils 20 µM gelöst mit 1 mg/ml 

α-Cyclodextrin). Unter Kontrollbedingungen (α-Cyclodextrin, 1 mg/ml) wurde keine 

Änderung der Fluoreszenz beobachtet. Die kürzeste Fettsäure C16:0 (20 µM), die eine 

höhere Löslichkeit als VLCFA in wässriger Umgebung besitzt, erreichte einen maximalen 

Quotient von 0,83. Folgende Maxima wurden für die überlangkettigen Fettsäuren erreicht: 

C22:0 0,63; C24:0 0,86; C26:0 0,91. 

Zeit (s)
0 100 200 300 400

A
D

IF
A

B
 F

lu
or

es
ze

nz
Q

uo
tie

nt
E

m
is

si
on

 (5
05

/4
34

 n
m

) 

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

C16:0
C26:0
C24:0
C22:0
Kontrolle                     

 
Abbildung 8: Messung der freien Fettsäurekonzentration in wässriger Umgebung. 

Es wurde das Vorhandensein freier Fettsäuren (C16:0, C22:0, C24:0 und C26:0) im physiolo-
gischen Puffer HBSS gemessen. Der Zeitpunkt der Zugabe der Fettsäuren (20 µM) gelöst in α-
Cyclodextrin (1 mg/ml, Kontrolle) ist als Pfeil dargestellt. Die Anregung des Fettsäure-
bindenden Proteins ADIFAB (0,2 µM) erfolgte bei 386 nm.  

 

Daraus lässt sich schließen, dass die VLCFA-α-Cyclodextrin-Komplexe dissoziieren, was 

eine darauffolgende Bindung der VLCFA an ADIFAB ermöglicht. Da der Kd-Wert von 

ADIFAB für die einzelnen Fettsäuren nicht bekannt ist, lassen sich zwei Rückschlüsse aus 

den gewonnenen Daten ziehen:  

1.) die zuvor beschriebene Methode zur Lösung von VLCFA in wässriger Lösung war  

erfolgreich und  

2.) in einer Lösung mit dem Lösungsvermittler α-Cyclodextrin liegen VLCFA zumin-

dest in großen Teilen biochemisch verfügbar vor. 
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3.1.2 Änderung der intrazellulären Kalziumkonzentration 

3.1.2.1 Kalziumreaktion primärer Oligodendrozyten auf VLCFA-Applikation 

Als Erstes wurde die Änderung des intrazellulären Kalziumniveaus nach VLCFA-Zugabe 

(C22:0, C24:0, C26:0) in primären Oligodendrozyten untersucht. Die kurzkettigere, gesät-

tigte Fettsäure Palmitinsäure (C16:0) diente als Kontrollsubstanz, da diese eine neutrale, 

nicht pathogene Fettsäure darstellt (Kahlert et al., 2005a). Die Fettsäuren wurden mit α-

Cyclodextrin (1 mg/ml) in einer Konzentration von 10 - 40 µM auf primäre Oligodendro-

zyten appliziert (Abb. 9 B, schwarzer Balken). Innerhalb des Applikationszeitraums von 

7 min konnte eine dramatische, konzentrationsabhängige Erhöhung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration beobachtet werden. Die Fettsäuren C24:0 und C26:0 induzierten 

vergleichbare zelluläre Reaktionen (Kurven nicht dargestellt), während Palmitinsäure 

keinen Effekt hatte. Der Maximalwert der Ca2+-Reaktion erhöhte sich mit steigender Fett-

säurekonzentration (Abb. 9 A). 40 µM VLCFA verursachten eine 6-8fache Erhöhung des 

Ca2+-Niveaus: Selbst 10 µM der VLCFA verursachte einen signifikanten Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration in Oligodendrozyten. (Abb. 9 A: maximale intrazellu-

läre Kalziumkonzentration nach Applikation von 10 µM: C22:0 1,7 ± 0,3; C24:0 2,1 ± 0,5; 

C26:0 2,2 ± 0,5; und 40 µM: C22:0 8,8 ± 0,9; C24:0 5,8 ± 0,6; C26:0 7,1 ± 0,7; C16:0 1,1 

± 0,2). 
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Abbildung 9: VLCFA-induzierte Änderung der intrazellulären Ca2+ Konzentration in primären 
Oligodendrozyten.  

(A) Quantitative Analyse des Mittelwerts der Ca2+-Maxima während der VLCFA-(C22:0, 
C24:0 und C26:0) und C16:00 Applikation. Die Werte des Fura-2 AM Fluoreszenzquotienten 
R (340/380 nm) wurden auf den Fluoreszenzquotienten der Kontrolle (α-Cyclodextrin, 
1 mg/ml) normiert. Die Daten repräsentieren die Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen 
Präparationen mit jeweils mehr als 15 einzelnen Oligodendrozyten ± SEM. * P < 0,05 VLCFA 
vs. Kontrolle (B) Repräsentative Beispielkurven des Verlaufs der Ca2+-Kinetik nach Zugabe 
von C22:0 (10 – 40 µM) und C16:0. Innerhalb der 7-minütigen Applikation (schwarzer Bal-
ken) bewirkte C22:0 einen Anstieg des intrazellulären Ca2+-Niveaus mit unregelmäßigen     
Oszillationen, die nicht synchron unter den einzelnen Zellen verliefen. Es wurde der maximale 
Wert der intrazellulären Kalziumkonzentration (markiert mit *) ausgewertet. Als Kontrolle 
diente α-Cyclodextrin (1 mg/ml). Der Fura-2 AM Fluoreszenzquotient R (340/380 nm) wurde 
auf den Anfangswert (R0) zum Zeitpunkt 1,5 min normiert. 
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3.1.2.2 Kalziumreaktion primärer Hirnzellen auf VLCFA-Applikation 

Um mögliche zelltypspezifische Reaktionen zu ermitteln, wurden die VLCFA nun auf eine 

hippokampale Co-Kultur appliziert, welche neben Oligodendrozyten auch Astrozyten und 

Neurone enthielt. Die Zelltypen konnten nach jedem Experiment mit Hilfe der immunzyto-

chemischen Färbung identifiziert werden (Abb. 10).  

A B

C D

 
Abbildung 10: Identifizierung von Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen in einer pri-
mären hippokampalen Co-Kultur. 

Immunzytochemische Färbung der hippokampalen Co-Kultur am 19. Tag in Kultur. Die Zell-
typen wurden mit Hilfe spezifischer Antikörper identifiziert: (A) Oligodendrozyten (B) Astro-
zyten (C) Neurone (D) Durchlichtbild der gleichen Kultur. Die Pfeile markieren die 
unterschiedlichen Zelltypen: Oligodendrozyten rot, Astrozyten blau und Neurone grün.  

 

Hier zeigte sich, dass VLCFA (40 µM) auch in Astrozyten und Neuronen einen starken 

Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration hervorriefen, während C16:0 keinen Effekt 

auf die Zellen ausübte (Werte entsprechen denen unter Kontrollbedingung). Die Ca2+-

Werte waren um das Drei- bis Vierfache gegenüber der Kontrolle erhöht (Abb. 11: Astro-

zyten: C22:0 3,1 ± 0,6; C24:0 5 ± 0,5; C26:0 4,7 ± 0,7; Neurone: C22:0 3,4 ± 0,9; C24:0 

4,4 ± 1; C26:0 3,3 ± 1). In den myelinbildenden Oligodendrozyten war der Anstieg des 

Ca2+-Niveaus am größten (Abb. 11: C22:0 10,8 ± 2; C24:0 13,3 ± 1,6; C26:0 11,5 ± 1,9). 

Da die drei Zelltypen parallel in einer Zellkultur analysiert wurden, kann von identischen 

Bedingungen während der Experimente ausgegangen werden. Es konnte kein Unterschied 

zwischen den Ca2+-Reaktionen auf die unterschiedlichen Fettsäuren (C22:0, C24:0 und 

C26:0) festgestellt werden. 
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Abbildung 11: VLCFA-induzierte Änderung der intrazellulären Ca2+ Konzentration in Oli-
godendrozyten, Astrozyten und Neuronen einer primären Co-Kultur. 
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Abb. 11: (A – C) Repräsentative Kinetiken der intrazellulären Ca2+-Konzentration in Oli-
godendrozyten, Astrozyten und Neuronen nach VLCFA-Applikation (40 µM). C22:0, C24:0 
und C26:0 bewirkten in allen drei Zelltypen einen Anstieg der intrazellulären Ca2+-
Konzentration, wobei auch in Astrozyten und Neuronen unregelmäßige Oszillationen beobach-
tet wurden. Für die Auswertung wurde der maximal erreichte Ca2+-Wert herangezogen (mit * 
markiert). Der Zugabezeitraum (von 6,5 bis 13,5 min) ist als schwarzer Balken dargestellt. Der 
Fura-2 AM Fluoreszenzquotient R (340/380 nm) wurde auf den Anfangswert (R0) zum Zeit-
punkt 1,5 min normiert. (D) Quantitative Analyse der Mittelwerte der Ca2+-Maxima während 
der Fettsäureapplikation (C22:0, C24:0 und C26:0) in den jeweiligen Zelltypen. Als Kontroll-
fettsäure    wurde Palmitinsäure (C16:0, 40 µM) verwendet. Der maximale Wert des Fura-2 
AM Fluoreszenzquotients R (340/380 nm) wurde auf den Kontrollwert (α-Cyclodextrin 
1 mg/ml)         normiert. Die Daten repräsentieren die Ergebnisse aus mindestens drei unab-
hängigen Präparationen mit jeweils mehr als 15 einzelnen Zellen pro Zelltyp ± SEM. * P < 
0,05 VLCFA vs. Kontrolle  

 

Für die Beurteilung der intrazellulären Ca2+-Antwort wurde Glutamat (500 µM) als Posi-

tivkontrolle appliziert. Ähnlich der VLCFA löste Glutamat eine Erhöhung der intrazellulä-

ren Ca2+-Konzentration in allen drei Zelltypen der hippokampalen Co-Kultur aus (Abb. 12: 

Oligodendrozyten 14,2fach, Astrozyten 6,3fach und Neuronen 6,0fach über dem Kontroll-

level).  
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Abbildung 12: Glutamat-induzierte Änderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration in Oli-
godendrozyten, Astrozyten und Neuronen einer primären Co-Kultur. 

Quantitative Analyse der Mittelwerte der Ca2+-Maxima während der Glutamat-Applikation 
(500 µM) in den jeweiligen Zelltypen. Der maximale Wert des Fura-2 AM Fluoreszenzquoti-
ents R (340/380 nm) wurde auf den Kontrollwert (hat in HBBS den Wert 1 und ist hier nicht 
dargestellt) normiert. Die Daten repräsentieren die Ergebnisse aus mindestens drei unabhän-
gigen Präparationen mit jeweils mehr als 15 einzelnen Zellen pro Zelltyp ± SEM. * P < 0,05 
Glutamat vs. Kontrolle. 

 

 

 



Ergebnisse 

 43 

3.1.2.3 Analyse der Kalzium-Quelle der VLCFA-vermittelten zellulären Antwort 

Es war unbekannt, über welchen Mechanismus die VLCFA die starke Erhöhung der intra-

zellulären Ca2+-Konzentration vermittelt und sollte daher im Folgenden analysiert werden. 

Zunächst wurde die Quelle für den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration unter-

sucht. Dafür wurden Experimente in Ca2+-freiem Puffer (HBSS + EGTA) durchgeführt, 

wodurch ein Ca2+-Einstrom aus dem extrazellulären Raum ausgeschlossen wurde. Abb. 13 

zeigt die maximale Ca2+-Erhöhung in Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen nach 

Zugabe von VLCFA (40 µM) sowohl unter Norm- (HBSS)-, als auch unter Ca2+-freien 

Bedingungen (HBSS + EGTA).  
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Abbildung 13: VLCFA-induzierte Änderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration in Oli-
godendrozyten, Astrozyten und Neuronen unter Norm- und Ca2+-freien Bedingungen.  

Quantitative Analyse des Mittelwerts der Ca2+-Maxima während der Fettsäure-Applikation 
(C22:0, C24:0 und C26:0) im Ca2+-haltigen und Ca2+-freien HBSS. Differenz des maximalen 
Wertes des Fura-2 AM Fluoreszenzquotienten R (340/380 nm) und dem Anfangswert R0 zum 
Zeitpunkt 1,5 min. Die gestrichelte Linie gibt R/R0 unter Kontrollbedingungen (α-
Cyclodextrin 1 mg/ml) im Ca2+-freien HBSS an. Die Daten repräsentieren die Ergebnisse aus 
mindestens drei unabhängigen Präparationen mit jeweils mehr als 15 einzelnen Zellen pro 
Zelltyp ± SEM. * P < 0,05 VLCFA vs. Kontrolle sowie VLCFA Ca2+ normal vs. VLCFA Ca2+ 
frei. 

 

Der durch VLCFA-Applikation verursachte Ca2+-Anstieg war unter Ca2+-freien Bedingun-

gen in allen Zellen auffällig vermindert. Dabei wurde ein deutlicher Unterschied zwischen 

Gliazellen und Neuronen offenkundig. Während Gliazellen unter Ca2+-freien Bedingungen 

einen reduzierten, aber signifikanten VLCFA-vermittelten Anstieg des intrazellulären 

Ca2+-Niveaus zeigten, konnte in Neuronen keine Änderung der Kalziumkonzentration 

festgestellt werden (Abb. 13). Bei Gliazellen spielt demzufolge die Öffnung intrazellulärer 

Kalziumspeicher eine kritische Rolle. 
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3.1.2.4 Beteiligung von sekundären Botenstoffen am VLCFA-induzierten Kalzium-
einstrom aus intrazellulären Speichern 

Auf Grund der bisherigen Ergebnisse, die die Beteiligung von intrazellulären Speichern an 

der Ca2+-Erhöhung vermuten lassen, wurde der zugrunde liegende intrazelluläre Signalweg 

genauer untersucht. Die Beteiligung von intrazellulären sekundären Botenstoffen wurde 

durch Coapplikation spezifischer Inhibitoren analysiert. Die durch VLCFA (40 µM) verur-

sachte maximale Ca2+-Reaktion in Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen ist in der 

Abb. 14 dargestellt. Die Coapplikation von U73122 (5 µM), einem Inhibitor der Phos-

pholipase C (PLC), führte sowohl in Oligodendrozyten als auch in Astrozyten zu einer 

nahezu vollständigen Blockierung des durch C22:0 (Abb. 14 A), C24:0 (Abb. 14 B) und 

C26:0 (Abb. 14 C) hervorgerufenen Ca2+-Signals. Der resultierende Ca2+-Wert lag auf 

Kontrollniveau. Zur Überprüfung der Substanzspezifität des Inhibitors U73122 wurde 

zusätzlich das inaktive Analogon U73433 (5 µM) appliziert. U73433 hatte keinen Einfluss 

auf die VLCFA-vermittelte Ca2+-Reaktion. Daraufhin folgte eine Coapplikation von 2-

Aminoethoxydiphenylborat (2-APB, 50 µM), einem Inhibitor des InsP3-Rezeptors, um die 

PLC nachgeschalteten Effektoren zu untersuchen. Vergleichbar mit U73122 bewirkte auch 

der Inhibitor 2-APB eine vollständige Blockierung des Ca2+-Signals, wobei 2-APB die 

VLCFA-vermittelte Ca2+-Reaktion stärker inhibierte.  

 

Es wurden keine Effekte durch die oben genannten Inhibitoren in Neuronen beobachtet. Da 

der intrazelluläre Ca2+-Anstieg in Neuronen ausschließlich von einem extrazellulären Ca2+-

Einstrom herrührt, wurde im Folgenden die Expression eines zellmembranständigen   

Rezeptors für VLCFA untersucht.  
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Abbildung 14: Inhibierung intrazellulärer Signalwege des VLCFA-induzierten Ca2+-Einstroms 
aus intrazellulären Speichern. 

Quantitative Analyse der maximalen Ca2+-Reaktion von Oligodendrozyten, Astrozyten und 
Neuronen auf VLCFA unter Ca2+-freien Bedingungen. Der Inhibitor der Phospholipase C 
U73122 (5 µM), das strukturelle inaktive Analogon U73343 (5 µM) und der Inhibitor des 
InsP3-Rezeptors, 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB, 50 µM), wurden 5 min vor und wäh-
rend der gesamten VLCFA-Zugabe appliziert. Dargestellt ist die Differenz des maximalen 
Wertes vom Fura-2 AM Fluoreszenzquotienten R (340/380 nm) nach VLCFA-Zugabe bzw. 
unter Kontrollbedingung (α-Cyclodextrin 1 mg/ml, markiert als gestrichelte Linie) und dem 
Anfangswert R0 zum Zeitpunkt 1,5 min. Die Daten repräsentieren die Ergebnisse aus mindes-
tens drei unabhängigen Präparationen mit jeweils mehr als 15 einzelnen Zellen pro Zelltyp ± 
SEM. * P < 0,05 VLCFA vs. Kontrolle, Ca2+-freier Puffer. 



Ergebnisse 

 46 

3.1.2.4. Zelluläre Expression eines zellmembranständigen Rezeptors für VLCFA 

Von den bekannten Rezeptoren für FFA ist der G-Protein-gekoppelte Rezeptor GPR40 

(FFAR1) der wahrscheinlichste Kandidat für einen VLCFA-sensitiven Rezeptor. Denn 

dieser Orphan-Rezeptor wird hauptsächlich durch mittellange bis lange, gesättigte und 

ungesättigte Fettsäuren aktiviert (Briscoe et al., 2003, Stewart et al., 2006). Aus diesem 

Grund wurde die mRNA-Expression des Rezeptors in Oligodendrozyten, Astrozyten und 

Neuronen in einer annähernd reinen Primärkultur aus dem Rattenhirn analysiert.  

Die mRNA Expression von GPR40 und GAPDH wurde mit Hilfe der RT-PCR über-

prüft (Abb. 15). Es wurden sowohl für das Gesamthirn der Ratte als auch für die einzelnen 

Zelltypen Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone eine mRNA Expression des GPR40 

detektiert.  

 
Abbildung 15: GPR40 mRNA-Expression im Gesamthirn und in primärer Zellkultur.  

Auftrennung der RT-PCR Produkte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese. Die mRNA    
wurde aus den Gehirnen von 2 Tage alten Raten oder aus primären, nahezu reinen Astrozyten, 
Oligodendrozyten und Neuronen Kulturen gewonnen. Es sind die Banden der GAPDH (600 
bp) und GPR40 (456 bp) dargestellt. Die Negativkontrolle (keine Verwendung von cDNA)   
ergab kein detektierbares Signal für GPR40. 
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3.1.3 Beeinflussung des mitochondrialen Membranpotentials 

3.1.3.1 Wirkung von VLCFA auf das mitochondriale Membranpotential primärer 
Zellen 

Sowohl die starke Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration als auch die mito-

chondriale Depolarisation sind Schlüsselereignisse bei der Induktion von Zelltod. Deshalb 

wurde als nächstes der Einfluss von VLCFA auf das mitochondriale Potential (∆Ψ) von 

Oligodendrozyten, Astrozyten und Neurone in der hippokampalen Co-Kultur untersucht 

(siehe Kahlert et al., 2008). Die Fettsäuren (C22:0, C24:0 und C26:0) wurden über einen 

Zeitraum von 10 min appliziert und anschließend die Freisetzung des Farbstoffes Rh123 

nach Gabe des Entkopplers Carbonyl-Cyanid-4-triefluoromethyloxyphenyl-hydrazone 

(FCCP, 4 μM) und F1F0-ATPase-Inhibitor Oligomycin (Oli, 10 µM) analysiert. Die durch 

FCCP/Oli hervorgerufene Depolarisation unter Kontrollbedingung (α-Cyclodextrin 

1 mg/ml) wurde auf 100% normiert (Abb. 16, gestrichelte Linie) und gibt den Wert von 

∆Ψ für normal polarisierte Mitochondrien an.  
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Abbildung 16: Einfluss von VLCFA auf das mitochondriale Potential von Oligodendrozyten, 
Astrozyten und Neuronen.  

Die Zellen wurden für 10 min mit C22:0, C24:0 und C26:0 (40 µM) inkubiert und anschlie-
ßend die Rh123-Freisetzung quantitativ ermittelt. Die Werte repräsentieren die Rh123-
Freisetzung nach kombinierter Gabe des Entkopplers FCCP (4 µM) und des F1F0-ATPase    
Inhibitors Oligomycin (10 µM). Alle Werte wurden auf den zelltypspezifischen Kontrollwert 
normiert (α-Cyclodextrin 1 mg/ml; 100%, markiert als gestrichelte Linie). Die Daten repräsen-
tieren die Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Präparationen mit jeweils mehr als 15 
einzelnen Zellen pro Zelltyp ± SEM. * P < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle. 
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Die Inkubation der hippokampalen Co-Kultur mit VLCFA (40 µM) führte in allen drei 

Zelltypen zu einer reduzierten Rh123 Freisetzung, was auf eine Reduktion bzw. Depolari-

sation von ∆Ψ schließen lässt. Die Reduktion von ∆Ψ in Bezug zur Kontrolle war durch 

C22:0-Applikation am stärksten ausgeprägt, C24:0 und C26:0 verminderten ∆Ψ um etwa 

20% (∆Ψ-Reduktion: Oligodendrozyten: C22:0 46% ± 3,9, C24:0 17% ± 3,6, C26:0 

12% ± 5; Astrozyten: C22:0 42% ± 4,6, C24:0 21% ± 5,5, C26:0 12% ± 9,2; Neurone: 

C22:0 45% ± 4,2, C24:0 21% ± 9,7, C26:0 27% ± 4,1).  

Ferner wird aus der Abb. 16 deutlich, dass die Wirkung von VLCFA auf ∆Ψ keine 

zelltypspezifischen Unterschiede aufweist. Zum Vergleich hatte Palmitinsäure (C16:0) 

auch in höherer Konzentration (100 µM) keinen Einfluss auf ∆Ψ (Daten nicht dargestellt). 

3.1.3.2 Wirkung von VLCFA auf das Membranpotential isolierter Mitochondrien 

Zur genaueren Analyse der Wirkung von VLCFA auf das mitochondriale Membranpoten-

tial wurden isolierte Mitochondrien untersucht. Die Messung erfolgte mit freundlicher 

Unterstützung von Prof. Peter Schönfeld und Heidelore Goldammer (Zentrum für zelluläre 

Bildgebung und innovative Kranheitsmodelle ZEBIK, Magdeburg). 

Als eine dafür geeignete, sensitive Methode wurde die Auswertung der durch reversen 

Elektronentransport (RET)-vermittelten ROS-Bildung herangezogen (Schönfeld and 

Wojtczak, 2007). Für die Analyse der ROS-Produktion wurde die Bildung des fluoreszie-

renden Farbstoffes Resorufin gemessen, welches durch Oxidation nach H2O2-Freisetzung 

aus Amplex Red gebildet wird. In Abb. 17 A ist die basale RET-vermittelte ROS-

Produktion durch Succinat-verstoffwechselnde Mitochondrien (Rattenhirn, RBM) zu 

sehen. Die Zugabe des Entkopplers FCCP (0,5 µM) führte zu einer nahezu vollständigen 

Inhibierung der ROS-Bildung. Das kann als Nachweis der depolarisierenden Wirkung von 

FCCP auf die innere mitochondriale Membran (IMM) verstanden werden.  

Der Effekt von VLCFA auf die IMM ist in der Abb. 17 B dargestellt. Alle drei Fett-

säuren (C22:0, C24:0 und C26:0; 50 und 100 nmol/mg Protein) reduzierten die RET-

vermittelte ROS-Produktion, was auf eine Depolarisation der IMM schließen lässt. Dabei 

vermittelte C22:0 die stärkste Wirkung auf die IMM und reduzierte die ROS-Bildung um 

etwa 35% (ROS-Reduktion: 50 nmol/mg: C22:0 66,9% ± 2,2; C24:0 67,2% ± 13,5;    

C26:0 89,3% ± 8,5; 100 nmol/mg: C22:0 57,3% ± 19,8, C24:0 75,6% ± 14,1, C26:0 

78,8% ± 8,8). Der Lösungsvermittler α-Cyclodextrin hatte keinen signifikanten Einfluss 

auf die RET-vermittelte Bildung von ROS (0,25 mg/ml: 120% ± 22,2; 0,5 mg/ml: 

92% ± 15,2).  
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Mit einem Kontrollversuch, bei dem nur Mitochondrien in physiologischer Lösung, der 

Fluoreszenzfarbstoff Resorufin und VLCFA zueinander gegeben wurden, konnte ausge-

schlossen werden, dass die Fettsäuren selbst keinen Anstieg der ROS Produktion bewirkten 

(Daten nicht dargestellt). 

Die Öffnung der Permeabilitätstransitionspore (PTP) in der IMM wird durch die Depo-

larisation der Membran verstärkt (Bernardi et al., 2002). Deshalb wurde ein möglicher 

Zusammenhang der VLCFA-vermittelten mitochondrialen Depolarisation und der Öffnung 

der PTP in isolierten Mitochondrien untersucht. Dafür wurde die Freisetzung von akkumu-

liertem Ca2+ aus Rattenlebermitochondrien (RLM) gemessen. RLM wurde hier als etablier-

tes Modellsystem für die Messung PTP-abhängiger Signale verwendet.  

Isolierte Mitochondrien wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoffe CaG5N (0,05 µM), 

welcher extra-mitochondriales Ca2+ nachweist, inkubiert. Abb. 17 C zeigt den repräsentati-

ven Verlauf der CaG5N Fluoreszenz. Nach Gabe eines Ca2+-Pulses (CaCl2) erhöhte sich 

zunächst die Fluoreszenz von CaG5N. Durch schnelle Aufnahme des Ca2+ in die Mito-

chondrien erreichte die Fluoreszenz nach kurzer Zeit wieder ihren Ausgangspunkt. Nach 

der Stimulation mit Ca2+ wurden die Fettsäuren (10 und 20 nmol/mg Protein), gelöst in α-

Cyclodextrin, appliziert. C22:0, C24:0 und C26:0 bewirkten nach unterschiedlichen   

Latenzzeiten einen Anstieg der CaG5N-Fluoreszenz und somit eine vollständige Freiset-

zung des zuvor gespeicherten Ca2+, welches ein Öffnen der PTP vermuten lässt.  

Die schnellste Ca2+-Freisetzung wurde durch die kürzere Fettsäure C22:0 bewirkt 

(4 min). Dagegen betrug der Zeitraum bei C24:0 8 min und bei C26:0 10 min. Der Zeit-

raum bis zur Freisetzung von 50% der maximalen Ca2+-Menge aus den Mitochondrien 

(τ50% RT) wurde als Index für die Vulnerabilität der Mitochondrien verwendet (Schönfeld 

et al., 2004). VLCFA beeinflussen die Vulnerabilität von isolierten Mitochondrien in 

unterschiedlichem Maße, wobei C26:0 eine signifikant geringe Wirkung hatte als C22:0 

und C24:0. (τ50% PT: 10 nmol/mg: C22:0 435 s, C24:0 647 s, C26:0 900 s; 20 nmol/mg: 

C22:0 437 s, C24:0 545 s, C26:0 792 s).  
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Abbildung 17: Wirkung von VLCFA auf isolierte Mitochondrien. 

(A und B) Mitochondriales Potential, indirekt gemessen als Verringerung der durch reversen 
Elektronentransport vermittelten ROS-Produktion in isolierten RBM. (A) Beispielkurve der 
ROS-Messung mit Amplex Red. Die Freisetzung von H2O2 durch RBM wurde mit Hilfe der 
Oxidation des nichtfluoreszierenden Amplex Red zum fluoreszierenden Resorufin untersucht. 
Gemessen wurde die Bildung von ROS durch Succinat (10 mM)-oxidierende RBM. Nach der 
Zugabe der Mitochondrien (Mito, 0,2 mg Protein) zum Inkubationsmedium (1 ml) erfolgte ein 
schneller Anstieg der Resorufinfluoreszenz (Anstieg 1). FCCP (0,5 µM) reduzierte die ROS-
Produktion nahezu vollständig (Anstieg 2). (B) VLCFA (50 und 100 nmol/mg) induzierten   
eine Inhibierung der ROS-Produktion von Succinat-oxidierenden RBM. Die Darstellung der 
Daten erfolgte als prozentuales Verhältnis des Anstiegs 2 in Bezug auf den Anstieg 1. Als 
Kontrolle wurde der Lösungsvermittler α-Cyclodextrin (0,25 und 0,5 mg/ml) verwendet. Die 
gestrichelte Linie kennzeichnet den Quotienten bei gleichem Anstieg 1 und 2 (=100%). (C und 
D) VLCFA-vermittelte Stimulation der PT von RLM. Analyse der Ca2+-Freisetzung aus RLM 
durch VLCFA-Applikation. Mitochondrien (1 mg Protein) wurden in 1 ml Inkubationsmedium 
mit Glutamat/Malat (5 mM/5 mM) und 0,05 µM CaG5N suspendiert. (C) Repräsentative Bei-
spielkurven der CaG5N Fluoreszenz. Die Aufnahme von Ca2+ aus dem Medium erfolgte nach 
Zugabe von CaCl2 (50 nmol). VLCFA (C22:0. C24:0, C26:0; 10 nmol/mg Protein) führten zu 
einer Freisetzung des Akkumulierten Ca2+ aus den Mitochondrien. (D) Analyse der Zeit zum 
Erreichen von 50% der maximalen Ca2+-Freisetzung (τ50% PT) nach Zugabe von VLCFA (10 
und 20 nmol/mg). Alle Daten stammen aus mindestens 3 unabhängigen Mitochondrienpräpara-
tionen ± SEM. * P < 0,05 VLCFA vs. Kontrolle. 
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3.1.4 ROS-Bildung 

Die zuvor beschriebenen Experimente zeigten, dass VLCFA-Applikation sowohl auf die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration als auch auf Mitochondrien dramatische Auswirkungen 

hat. In welchem Maße die Bildung von ROS bei der Toxizität der Fettsäuren in Neuronen, 

Astrozyten und Oligodendrozyten eine Rolle spielt, sollte mit Hilfe des Farbstoffes     

Dihydroethidium (DHE) geklärt werden. Die 15-minütige VLCFA-Applikation (40 µM) 

hatte in den drei untersuchten Zelltypen keine Auswirkung auf die ROS-Produktion (Abb. 

18). Dagegen verursachte Antimycin A, welches einen Inhibitor des Komplex III der mito-

chondrialen Atmungskette darstellt und als Positivkontrolle diente, eine starke Erhöhung 

der ROS-Bildung in Oligodendrozyten 6,4-fach ± 0,5, Astrozyten 5-fach ± 0,3 und Neuro-

nen 13,2-fach ± 2,9. Die Bildung von ROS scheint daher bei der akuten Wirkung von 

VLCFA keine entscheidende Rolle zu spielen. 
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Abbildung 18: ROS-Bildung in Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen nach Applikation 
von VLCFA (40 µM) für 15 min. 

Die Bildung von ROS wurde durch Messung der Ethidiumkationen Fluoreszenz, welche nach 
Oxidation von DHE durch ROS entstehen, ermittelt. DHE (1 µM) wurde zusammen mit der 
Substanz für 15 min zu den Zellen gegeben: VLCFA (C22:0, C24:0 und C26:0) wurde in einer 
Konzentration von 40 µM und Antimycin A (Anti A) in einer Konzentration von10 µM appli-
ziert. Die Fluoreszenz von DHE (dargestellt als Differenz des Wertes nach der Substanzappli-
kation und des Wertes vor der Substanzapplikation) wurde auf die Kontrolle (α-Cyclodextrin 
1 mg/ml, gestrichelte Linie) normiert. Die Daten repräsentieren die Ergebnisse aus mindestens 
drei unabhängigen Präparationen mit jeweils mehr als 15 einzelnen Zellen pro Zelltyp ± SEM. 
* P < 0,05 Anti A vs. Kontrolle 
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3.2 Langzeitauswirkung von VLCFA-Akkumulation 

3.2.1 Induktion von Zelltod in Oligodendrozyten und Astrozyten  

Nachdem die akute Wirkung von VLCFA auf zellphysiologische Parameter umfassend 

analysiert wurde, fanden Untersuchungen zur Auswirkung einer chronischen Inkubation 

mit VLCFA statt. Von entscheidender Bedeutung für die Interpretation der Toxizität von 

VLCFA ist ihre Fähigkeit, Zelltod auszulösen. Darum wurden primäre Oligodendrozyten 

und Astrozyten für 1 bis 3 Tage mit VLCFA (10 µM - 40 µM) versetzt und der Zelltod mit 

Hilfe der Lactat Dehydrogenase (LDH)-Freisetzung gemessen. In beiden Zelltypen konnte 

ein signifikanter Anstieg der LDH-Freisetzung nachgewiesen werden. Oligodendrozyten 

zeigten nach Inkubation mit VLCFA für 24 h eine deutlich erhöhte Zelltodrate (Abb. 19 

A). C24:0 und C26:0 verursachten einen 6-fach erhöhten Zelltod im Vergleich zur Kon-

trolle (α-Cyclodextrin 1 mg/ml). Die Wirkung von C22:0 auf Oligodendrozyten war dage-

gen etwas geringer (C24:0 und C26:0 40 µM: 6,5-fache Erhöhung, C22:0 40 µM: 3,3-

fache Erhöhung).  

Auch in Astrozyten konnte nach 24-stündiger Inkubation mit VLCFA (40 µM) eine 

stark erhöhte Zelltodrate beobachtet werden Es gab jedoch keinen Unterschied in der 

schädigenden Potenz zwischen den drei Fettsäuren (Zelltod-Erhöhung Abb. 19 B; C22:0 

3,7-fach; C24:0 4,7-fach; C26:0 4,3-fach). Da die Astrozyten nach eintägiger VLCFA-

Applikation einen geringeren Zelltod als die Oligodendrozyten aufwiesen, wurden VLCFA 

anschließend für 3 Tage zu Astrozytenkulturen appliziert. Dadurch erhöhte sich die Zell-

todrate deutlich (Abb. 19 C: 40 µM: C22:0 6,9-fach; C24:0 6,8-fach; C26:0 4,8-fach). 

Palmitinsäure (C16:0) hatte selbst bei einer Konzentration von 100 µM keine toxischen 

Auswirkungen auf Oligodendrozyten und Astrozyten.  
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Abbildung 19: VLCFA-induzierter Zelltod in (A) Oligodendrozyten und (B, C) Astrozyten. 

Die Zellen wurden mit C22:0, C24:0, C26:0 und C16:0 in der angegebenen Konzentration für 
1 bis 3 Tage versetzt. Anschließend wurde die LDH-Aktivität im Überstand als Prozent von 
der gesamten LDH Aktivität (LDH-Gesamt) berechnet. Die Menge an LDH-Gesamt ergibt 
sich aus der Summierung der LDH Aktivität aus dem Überstand und der verbleibenden LDH 
Aktivität aus lysierten Zellen. Die horizontale Linie gibt die LDH-Aktivität unter Kontroll-
bedingungen an (α-Cyclodextrin, 1 mg/ml). Die Daten repräsentieren die Ergebnisse aus min-
destens drei unabhängigen Präparationen, wobei eine Doppelbestimmung für jede Bedingung 
durchgeführt wurde. * P < 0,05 VLCFA vs. Kontrolle. 
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3.2.2 Zytokin-Bildung und Freisetzung in Astrozyten 

3.2.2.1 mRNA Analyse 

In X-ALD-Patienten wurde besonders bei Astrozyten eine gesteigerte Expression des 

Zytokins TNF-α in geschädigten Bereichen des Gehirns gefunden. Allerdings konnte ein 

direkter Zusammenhang zwischen VLCFA-Akkumulation und inflammatorischen Reakti-

onen bisher noch nicht nachgewiesen werden. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die 

Wirkung von VLCFA auf das Expressionsniveau ausgewählter Zytokine und Chemokine 

in primären Astrozyten untersucht. Dafür wurde die mRNA Expression von IL-6, 

GRO/CINC-1, IL-1β, und TNF-α nach 24-stündiger Inkubation mit VLCFA (20 µM) 

mittels RT-PCR analysiert. Als Positivkontrolle diente LPS (10 ng/µl), das als Baustein der 

Membran von gramnegativen Bakterien die Zytokinbildung stimuliert. 

In der Abb. 20 A sind deutliche Unterschiede in der Expression der verschiedenen Zy-

tokine bei unterschiedlicher Stimulation zu erkennen. Zur genaueren Analyse wurde die 

RT-PCR semiquantitativ ausgewertet, wobei die Expression von GAPDH als Referenz 

diente. LPS erhöhte die Expression von allen vier Zytokinen um das Doppelte im Ver-

gleich zur Kontrolle (Abb. 20 B). Die Stimulation mit VLCFA bewirkte einen tendenziel-

len, aber nicht signifikanten Anstieg der Expression von IL-6, aber einen signifikanten 

Anstieg von GRO/CINC-1. Keine Erhöhung der Expression war für TNF-α  und IL-1β zu 

beobachten. (Expressions-Anstieg von IL-6: C22:0 45% ± 76, C24:0 22% ± 53, C26:0 

27% ± 66, LPS 148% ± 76; von GRO/CINC-1: C22:0 72% ± 23, C24:0 96% ± 48, C26:0 

35% ± 38, LPS 161% ± 33).  
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Abbildung 20: Expression von IL-6, GRO/CINC-1, IL-1β, TNF-α und GAPDH in primären 
Astrozyten nach Stimulation mit VLCFA für 24 h. 

Primäre Astrozyten wurden mit VLCFA (20 µM) und LPS (10 µg/µl) für 24 h unter serum-
freien Bedingungen (DMEM) stimuliert. Der mRNA Expressionslevel von TNF-α, 
GRO/CINC-1, IL-6 und IL-1β wurde mit Hilfe der semiquantitativen Analyse der RT-PCR (30 
Zyklen) ermittelt. (A) Auftrennung von RT-PCR Produkten durch Agarosegelelektrophorese: 
IL-6 (499 bp), GRO/CINC-1 (670 bp), IL-1β (380 bp), TNF-α (350 bp) und GAPDH (600 bp). 
(B) Semiquantitative Analyse der RT-PCR-Produkte. Als Kontrolle wurden die Zellen mit α-
Cyclodextrin (0,5 mg/ml) stimuliert. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte aus mindestens 
drei unabhängigen Experimenten ± SEM. * P < 0,05 VLCFA vs. Kontrolle. 
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Für eine genaue Analyse des Expressionsniveaus von TNF-α, GRO/CINC-1, IL-6 und IL-

1β wurde unter Verwendung der zuvor benutzten RT-PCR-Primer eine real-time PCR 

durchgeführt (Abb. 21). Wie zuvor, wurden primäre Astrozyten mit VLCFA (20 µM) und 

LPS (10 µg/ml) für 24 h unter serumfreien Bedingungen stimuliert. Ähnlich den Ergebnis-

sen aus der semiquantitativen RT-PCR, bewirkten auch hier die Fettsäuren einen Anstieg 

der IL-6 und GRO/CINC-1 Expression. Den stärksten Anstieg zeigte erneut die Expression 

von GRO/CINC-1. Das mRNA Expressionslevel von TNF-α und IL-1β wurde nicht beein-

flusst. (Anstieg Expression IL-6: C22:0 10-fach ± 4, C24:0 9-fach ± 4, C26:0 3-fach ± 1,4; 

Anstieg Expression GRO/CINC-1: C22:0 90-fach ± 8, C24:0 84-fach ± 13, C26:0 17-

fach ± 9).  
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Abbildung 21: Expressionslevel der mRNA von TNF-α, GRO/CINC-1, IL-6 und IL-1β in 
primären Astrozyten. 

Primäre Astrozyten wurden stimuliert mit VLCFA (20 µM) und LPS (10 µg/µl) für 24 h unter 
serumfreien Bedingungen (DMEM). Der mRNA-Expressionslevel von TNF-α, GRO/CINC-1, 
IL-6 und IL-1β wurde mit Hilfe der real-time PCR-Methode ermittelt. Als Kontrolle wurden 
die Zellen mit α-Cyclodextrin (0,5 mg/ml) stimuliert. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte 
aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SEM. * P < 0,05 in Bezug auf die        
Kontrolle. 
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3.2.2.2 Peptidanalyse  

Um zu überprüfen, ob die gesteigerte Zytokinexpression durch VLCFA in einer erhöhten 

Zytokinfreisetzung resultiert, wurde der Zellüberstand nach 24-stündiger VLCFA-

Applikation mit Hilfe eines Zytokin-Elisas analysiert.  

Die Freisetzung von IL-6 ist in der Abb. 22 dargestellt. Die Applikation von Glutamat 

(100 µM) und Thrombin (2 U/ml) diente als Positivkontrolle und rief einen starken Anstieg 

der IL-6 Freisetzung aus primären Astrozyten hervor. Die Inkubation mit C24:0 und C26:0 

(20 µM) bewirkte im Vergleich zur Kontrolle (α-Cyclodextrin 0,5 mg/ml) eine um das 2,1- 

und 1,6-fach erhöhte IL-6 Menge im Überstand. LPS (20 µg/ml) löste eine vergleichbare 

IL-6-Freisetzung aus. C 16:0 und C22:0 beeinflussten die Zytokinfreisetzung nicht.  
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Abbildung 22: Freisetzung von IL-6 nach VLCFA-Stimulation. 

Primäre Astrozyten wurden für 24 h mit VLCFA (20 µM), LPS (10 µg/ml), Glutamat (Glut, 
100 µM) und Thrombin (Thr, 2 U/ml) stimuliert. Die anschließende Bestimmung der freige-
setzten Menge an IL-6 erfolgte mittels IL-6 Elisa. Die gemessenen Werte wurden auf den Wert 
unter Kontrollbedingungen (α-Cyclodextrin 0,5 mg/ml) normiert. Die Daten repräsentieren die 
Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SEM. * P < 0,05 Glutamat, 
Thrombin, LPS, C26:0, C24:0 vs. Kontrolle. 
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Vergleichbare Ergebnisse wurden bei der Analyse der GRO/CINC-1-Freisetzung gefunden 

(Abb. 23). Die Fettsäure C22:0 änderte die GRO/CINC-1-Freisetzung von Astrozyten 

nicht. Die Stimulation mit C24:0 und C26:0 bewirkte dagegen im Vergleich zur Kontrolle 

einen Anstieg um das 1,8- und 2,1-Fache der GRO/CINC-1 Menge im Überstand.  
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Abbildung 23: Freisetzung von GRO/CINC-1 nach VLCFA-Stimulation. 

Primäre Astrozyten wurden für 24 h mit VLCFA (C22:0, C24:0, C26:0; 20 µM), LPS 
(10 µg/ml), und Thrombin (Thr, 10 U/ml) stimuliert. Die anschließende Bestimmung der frei-
gesetzten Menge an GRO/CINC-1 wurde mittels GRO/CINC-1 Elisa durchgeführt. Die      
gemessenen Werte wurden auf den Wert unter Kontrollbedingungen (α-Cyclodextrin 
0,5 mg/ml) normiert. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte aus mindestens drei unabhän-
gigen Experimenten ± SEM. * P < 0,05 Thrombin, LPS, C26:0, C24:0 vs. Kontrolle. 

 

3.2.3 Zellulärer Sauerstoffstress - HNE 

Im Folgenden sollte die Auswirkung der chronischen VLCFA-Applikation auf den oxida-

tiven Stress der Zellen untersucht werden, nachdem, wie zuvor beschrieben, dass nach 

kurzzeitiger Applikation keine Bildung von ROS zu beobachten war. Dafür wurde die 

Menge an gebildetem 4-Hydroxy-2-Nonenal (HNE) in Astrozyten nach 24-stündiger Inku-

bation mit VLCFA analysiert. Im Speziellen wurden HNE-Protein-Konjugate mit Hilfe der 

Western-Blot Methode am Gesamtproteinextrakt aus Astrozytenkulturen untersucht. HNE 

wird für viele zytotoxische Effekte, die während oxidativem Stress beobachtet wurden, 

verantwortlich gemacht (Muralikrishna Adibhatla and Hatcher, 2006). 
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Es wurde keine deutliche Erhöhung der HNE-Produkte nach VLCFA-Inkubation beobach-

tet (Abb. 24). Sowohl unter Kontrollbedingungen (α-Cyclodextrin 0,5 mg/ml), als auch 

nach Applikation von C26:0 (20 µM) und C24:0 (20 µM) war nur eine leichte Färbung der 

Proteinbanden zu erkennen. Als Positivkontrolle wurde eine direkte Gabe von HNE 

(20 µM) zu kultivierten Astrozyten gewählt. Hierbei zeigte sich eine stärkere Färbung der 

Proteinbanden.  

HNE         -        20        -         -
C24:0      20        -         -         -
C26:0       -         -          -       20

50

100

75

 

 
Abbildung 24: HNE-Färbung von Proteinbanden in primären Astrozyten nach 24-stündiger  
Inkubation mit VLCFA.  

Primäre Astrozyten wurden mit VLCFA (C24:0 20 µM, C26:0 20 µM) und HNE (20 µM) für 
24 h inkubiert. Das Zelllysat der stimulierten Zellen wurde subfraktioniert und mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Die Immunfärbung von Proteinen, die nach oxidativem Stress mit dem 
hochreaktiven HNE kovalent gebunden sind, erfolgte nach der Wester-Blot Methode mittels 
eines monoclonalen Antikörpers gegen HNE. Nach der Immunfärbung der Proteine wurden 
die Proteinbanden anschließend auf Fotopapier entwickelt. Die Abb. zeigt ein repräsentatives 
Beispiel für eine entwickelte Western-Blot-Membran.  

 

3.2.4 Mitochondriales Membranpotential 

Die Reduzierung des mitochondrialen Membranpotentials, sowohl in lebenden Zellen als 

auch in isolierten Mitochondrien, wurde bereits als wichtiges Ereignis der akuten Wirkung 

von VLCFA dargestellt. Das warf nun die Frage auf, ob VLCFA das mitochondriale 

Membranpotential (∆Ψ) dauerhaft schädigen können. Deshalb wurden die Zellen der 

hippokampalen Co-Kultur für 14 Tage (vom 7. bis zum 21. Kulturtag) in Anwesenheit von 

VLCFA in sub-letaler Konzentration (5 µM C22:0, 10 µM C24:0, 10 µM C26:0) kultiviert. 

Da die Fettsäure C22:0 im Vergleich zu C24:0 und C26:0 ein höheres toxisches Potential 

zeigte, wurde ihre Konzentration um 50% gesenkt.  
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Für die Bestimmung von ∆Ψ wurde die Freisetzung von Rh123 aus den Mitochondrien 

gemessen (Abb. 25). Dafür wurden die Mitochondrien unter Verwendung des Entkopplers 

FCCP und des Inhibitors für F1F0-ATPase Oligomycin vollständig depolarisiert. Je größer 

∆Ψ, desto größer ist die durch FCCP-Oligomycin freigesetzte Menge an Rh123 in das 

Zytosol und die daraus resultierende Fluoreszenzintensität. 

Die chronische Gabe von VLCFA über 14 Tage bewirkte in allen drei Zelltypen eine 

deutliche Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials (Abb. 25). In Oligodendro-

zyten war das resultierende ∆Ψ etwas größer als in Astrozyten und Neuronen (∆Ψ-

Reduktion: Oligodendrozyten: C22:0 22% ±10, C24:0 17% ±10, C26:0 11% ±6; Astro-

zyten: C22:0 15% ±12, C24:0 37% ±9, C26:0 30% ±7; Neurone: C22:0 38% ±10, C24:0 

27% ±6, C22:0 7% ±10).  
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Abbildung 25: Wirkung der VLCFA-Langzeitinkubation auf das mitochondriale Membran-
potential  

Eine hippokampale Co-Kultur wurde für 14 Tage (vom 7. bis zum 21. Kulturtag) mit VLCFA 
(C22:0 5 µM, C24:0 10 µM, C26:0 10 µM) behandelt. Es wurde die Rh123-Freisetzung nach 
kombinierter Gabe des Entkopplers FCCP (4 µM) und des F1F0-ATPase Inhibitors Oligomy-
cin (10 µM) gemessen. Alle Werte wurden auf die Kontrolle des jeweiligen Zelltyps normiert 
(α-Cyclodextrin 0,25 mg/ml, dargestellt als gestrichelte, horizontale Linie). Die Daten reprä-
sentieren die Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Präparationen mit jeweils mehr als 
15 einzelnen Zellen pro Zelltyp ± SEM. * P < 0,05 VLCFA vs. Kontrolle.  
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3.2.5 Entwicklung von Oligodendrozyten 

3.2.5.1 Lokalisation und Expression von CNP und MBP 

Ein zentraler Punkt für die Beschreibung der schädigenden Potenz von VLCFA ist die 

Analyse ihrer chronischen Wirkung auf die myelinbildenden Oligodendrozyten, da sowohl 

der Tod dieser Zellen, als auch die Demyelinisierung in X-ALD beobachtet wurde (siehe 

Übersichtsarbeit (Aubourg and Dubois-Dalcq, 2000). Deshalb wurden primäre Oli-

godendrozyten in Anwesenheit von VLCFA (5 µM C22, 10 µM C24:0, 10 µM C26:0) für 

14 Tage ab dem 7. Kulturtag kultiviert. Auf Grund der schon beschriebenen deutlich to-

xisch-eren Wirkung von C22:0 wurde hier eine Konzentration von 5 µM verwendet.  

Nach den 14 Tagen der VLCFA-Behandlung (Kultur war 21 DIV) wurde eine im-

munzytochemische Färbung der 2',3'-zyklischen Nucleotid-3'-Phosphodiesterase (CNP) 

und des basischen Meylinproteins (MBP) durchgeführt (Abb. 25). In Vorversuchen wurde 

beobachtet, dass MBP, ein Markerprotein für reife myelinbildende Oligodendrozyten, circa 

am 18. Kulturtag expremiert wurde. Das zytoplasmatische Membran-assoziierte Protein 

CNP, ein früher Marker der Oligodendrozytendifferenzierung, konnte ab dem 16. Kultur-

tag nachgewiesen werden. 

Abb. 26 zeigt beispielhafte Fluoreszenzbilder von Oligodendrozyten unter Kontroll-

bedingungen und nach Stimulation mit VLCFA. Das Markerprotein MBP war unter Kon-

trollbedingungen (α-Cyclodextrin, 0,25 mg/ml) im Zytosol und überwiegend in den weit 

verzweigten Fortsätzen der Oligodendrozyten lokalisiert. CNP und MBP zeigten in vielen 

Bereichen der Fortsätze Colokalisation mit Ausnahme der Bereiche mit sehr feinen Aus-

läufern, die zwischen den großen Fortsätzen lagen. In diesen Bereichen konnte ausschließ-

lich MBP nachgewiesen werden.  

Die Inkubation mit VLCFA über 14 Tage führte zu einem deutlichen Rückgang der 

MBP-exprimierenden Oligodendrozyten. Außerdem wurde eine veränderte Lokalisation 

des Proteins festgestellt. MBP war nach VLCFA-Stimulation (C22:0, C24:0 und C26:0) 

vorwiegend in Vesikel-ähnlichen Strukturen des Zytosols lokalisiert und wurde nur selten 

in Fortsätzen der Oligodendrozyten gefunden. Alle drei Fettsäuren hatten ähnliche Aus-

wirkungen auf die MBP-Lokalisation. Das immunzytochemische Muster des Proteins CNP 

hingegen war in den Oligodendrozyten aller Versuchsgruppen gleichartig verteilt. So 

konnte CNP unter Kontroll- und VLCFA-Bedingungen im gesamten Zytosol und in den 

meisten Ausläufern der Oligodendrozyten gefunden werden. 
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Abbildung 26: Lokalisation von MBP und CNP in primären Oligodendrozyten nach Langzeit-
Inkubation mit VLCFA. 

Primäre hippokampale Co-Kulturen wurden für 14 Tage (vom 7. bis zum 21. Kulturtag) mit 
VLCFA (C22:0 5 µM, C24:0 10 µM, C26:0 10 µM) inkubiert. Die primären Oligodendrozyten 
der Co-Kultur wurden immunzytochemisch gefärbt: anti CNP (rot), anti MBP (grün) und     
Syto59 (Zellkern, blau). Die Bilder sind repräsentative Beispiele von mindestens 3 unter-
schiedlichen Präparationen mit je 2 stimulierten Co-Kulturen pro Bedingung. Es ist eine Um-
verteilung des MBD durch Behandlung der Zellen mit VLCFA zu erkennen (markiert als 
weiße Pfeile). 
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3.2.5.2 Proteinexpressionslevel von CNP und MBP 

Nach der deskriptiven Analyse der subzellulären Verteilung von CNP und MBP sollte nun 

die Menge dieser Proteine mit Hilfe der Wester-Blot Methode quantitativ untersucht  

werden. Primäre Oligodendrozyten wurden erneut für 14 Tage (vom 7. bis zum 21. Kultur-

tag) mit VLCFA (C22:0 5 µM, C24:0 10 µM, C26:0 10 µM) kultiviert. Es zeigte sich, dass 

der Proteinlevel von MBP nach Stimulation mit VLCFA deutlich reduziert war (Abb. 27). 

Dagegen blieb die Proteinmenge von CNP sowie den Referenzproteinen GFAP und β-

Tubulin unverändert. (Abb.: 27: Reduktion von MBP nach Behandlung mit 5 µM C22:0: 

22,5% ± 14,5; 10 µM C24:0: 34,8% ± 13,5 und 10 µM C26:0: 26,6% ± 15,7). 
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Abbildung 27: Proteinlevel von CNP und MBP in primären Oligodendrozyten. 
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Abb. 27: Western-Blot Analyse der Proteine: CNP, MBP (Isoform 18,5 kDa), GFAP und β-
Tubulin. Primäre Oligodendrozyten wurden mit VLCFA (C22:0 5 µM, C24:0 10 µM, C26:0 
10 µM) für 14 Tage ab dem 7. Kulturtag behandelt. Das Zelllysat der stimulierten Zellen   
wurde subfraktioniert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Immunfärbung der Proteine: 
CNP, MBP, GFAP und β-Tubulin erfolgte nach der Wester-Blot und Stripping-Methode. Nach 
der Immunfärbung der Proteine wurden die Proteinbanden auf Fotopapier entwickelt. Die ent-
wickelten Filme wurden densitometrisch durch einen GS-800 kalibrierten Densitomter (Bio-
Rad) ausgewertet, indem die optische Dichte der Banden in einen entsprechenden Grauwert 
umgerechnet wurde. Der Proteinlevel wurde mit Hilfe des Programms Quantity One (Bio-Rad) 
bestimmt. Dabei dienten die Protein GFAP und β-Tubulin als Referenzproteine, um eine 
gleichmäßige Beladung der einzelnen Geltaschen zu überprüfen. (A) und (B) zeigen beispiel-
haft die Proteinbanden ohne und mit Stimulation. (C) Quantitative Analyse der Proteinbanden 
in Prozent bezogen auf den Proteinlevel unter Kontrollbedingungen (α-Cyclodextrin 0,25 
mg/ml). Die Daten sind als Mittelwert von mindestens drei unabhängigen Präparationen darge-
stellt ± SEM. * P < 0,05 VLCFA vs. Kontrolle  

3.3 ABCD1-knockout Maus 

Wie zuvor beschrieben, liegt die genetische Ursache der X-ALD wahrscheinlich in einer 

loss of function Mutation des ALD-Gens, was dann zu der pathologischen Anreicherung 

der VLCFA im Organismus führt (Aubourg et al., 1993). Die bereits in dieser Arbeit  

beschriebenen zellulären Schädigungen durch erhöhte extrazelluläre VLCFA-

Konzentrationen sollten nun mit Hilfe von Untersuchungen an ALD-knockout Mäusen 

weiter untermauert werden. Die ALDP-knockout Mäuse (ABCD1 -/-) wurden von Dr. A. 

Pujol (Barcelona, Spanien) zur Verfügung gestellt. Daraufhin wurde eine institutseigene 

Zuchtkolonie angelegt.  

Bei der Nachkommenschaft der ALDP-knockout Mäuse wurde der Gen-knockout mit-

tels PCR überprüft. Nach der Isolation der genomischen DNA aus Maushirn (ALDP-

knockout und Wildtyp) wurden zum einen die Primer Forward_d und Reverse_c ver-

wendet, die außerhalb der neor-Kassette im Exon 2 binden. Zum anderen wurden die  

Primer Forward_e und Reverse_b verwendet, die innerhalb der neor-Kassette binden. 

Die entstandenen PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese nach Größe 

getrennt und sind in der Abb. 28 dargestellt.  
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Abbildung 28: RT-PCR-Produkte der ABCD1-knockout Maus. 

Auftrennung der RT-PCR-Produkte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese. Die genomische 
DNA wurde aus dem Gehirn von X-ALD-Mäusen und Wildtypmäusen gewonnen. Das        
Primerpaar d + c ergab in Knockout-Mäusen ein 1200 bp großes Produkt. Das Primerpaar e + 
b resultierte in einem 1000 bp großen Produkt, welches der neor-Kassette entsprach. 

 

3.3.1 Einfluss von VLCFA-Applikation auf zellphysiologische Parameter in 
Zellen aus ALDP- Knockout-Maus 

In Anlehnung an die Messung zellphysiologischer Parameter in primären Zellen des 

Rattenhirns wurden primäre Astrozyten aus der Maus (Wildtyp und Knockout-Maus) 

untersucht. Ziel der Experimente war ein Vergleich der Empfindlichkeit sowie die Vul-

nerabilität von Zellen mit und ohne funktionstüchtigem ALDP. Wie in dem vorhergehen-

den Ergebnisteil gezeigt, üben VLCFA eine starke Toxizität auf Gliazellen des Rattenhirns 

aus. Deshalb wurde nun untersucht, wie vulnerabel Astrozyten aus der ALDP-knockout 

Maus im Vergleich zu ihrem Gegenstück aus nichttransgenen Wurfgeschwistern für 

VLCFA sind. Astrozyten aus der ALDP-knockout und Wildtypmaus wurden für drei Tage 

mit VLCFA inkubiert (10 µM – 40 µM) und anschließend die Freisetzung des Enzyms 

LDH bestimmt (Abb. 29 A und B). Interessanterweise zeigte sich bei Astrozyten aus X-

ALD Mäusen eine erhöhte toxische Wirkung der VLCFA im Vergleich zu Zellen aus 

Kontrolltieren. Die größten Unterschiede wurden mit der Fettsäure C24:0 (40 µM) gefun-

den. 68,3% (± 12,2) der Gesamt-LDH-Aktivität war nach dreitägiger Inkubation der X-

ALD-Astrozyten mit C24:0 im Überstand detektierbar, dagegen nur 17,4% (± 3,7) im 

Überstand von Wildtyp-Astrozyten. Ein ähnlicher Unterschied zwischen Wildtyp- und X-

ALD-Astrozyten wurde für die Applikation von C22:0 und C26:0 beobachtet (C22:0: WT 

38,1% ± 18,3, KO 64,8% ± 13,1; C26:0: WT 9,6% ± 2,2, KO 40,9% ± 23,9). 
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Abbildung 29: Toxische Wirkung von VLCFA auf Astrozyten aus Kontrollmäusen (WT) und 
ALDP-knockout Mäusen (KO). 

Die primären Astrozyten wurden mit C22:0 (A), C24:0 (B), C26:0 (C) und α-Cyclodextrin (1 
mg/ml, Kontrolle) in der angegebenen Konzentration für 3 Tage versetzt. Anschließend wurde 
die LDH-Aktivität im Überstand als Prozent von der gesamten LDH-Aktivität (LDH-Gesamt) 
berechnet. Die Menge an LDH-Gesamt wurde errechnet durch Summierung der LDH-Aktivität 
aus dem Überstand und der LDH-Aktivität aus den verbleibenden, lysierten Zellen. Die Daten 
repräsentieren die Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Präparationen, wobei eine 
Doppelbestimmung für jede Bedingung durchgeführt wurde. * P < 0,05 WT versus KO. 
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4 DISKUSSION 

Die Akkumulation abnormal hoher Konzentrationen von VLCFA mit mehr als 22 Kohlen-

stoffatomen ist ein Merkmal verschiedener, zum Teil schwerer Erkrankungen die eine 

Ursache in Störungen im peroxisomalen Fettsäureabbau haben. Die häufigste aller per-

oxisomalen Erkrankungen ist die X-chromosomal vererbte Adrenoleukodystrophie (X-

ALD). Diese Krankheit ist durch eine progressive, entzündliche Demyelinisierung der ze-

rebralen weißen Substanz bei gleichzeitiger Nebenniereninsuffizienz gekennzeichnet. Der 

zugrunde liegende genetische Defekt ist eine Mutation des peroxisomalen Membranpro-

teins ALDP (Moser, 1997, Dubois-Dalcq et al., 1999). Der zelluläre Mechanismus, der zu 

Demyelinisierung und Inflammation im Gehirn und peripheren Nervensystem der Patien-

ten führt ist bis jetzt weitestgehend unverstanden. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit 

die zellulären und biochemischen Zusammenhänge näher beleuchtet werden. 

4.1 Akute Wirkung von VLCFA 

Für die Aufklärung des Schädigungsmechanismus durch VLCFA in Patienten mit einer 

Störung im peroxisomalen Fettsäureabbau wurden modellhaft primäre Zellen aus dem 

Gehirn von Ratten und Mäusen untersucht. Zunächst wurde eine mögliche akute, zell-

physiologische Wirkung von VLCFA analysiert. Die Untersuchung des intrazellulären 

Ca2+-Niveaus stellte dabei eine grundlegende Methode dar, da für Zellen die Aufrecht-

erhaltung der intrazellulären Ca2+-Homöostase ein essentieller Prozess ist. Vor allem ein 

starker Anstieg des intrazellulären Ca2+ kann zellschädigende Prozesse auslösen und somit 

einen pathologischen Zustand der Zelle anzeigen.  

In dieser Arbeit wurde ein dramatischer Anstieg des intrazellulären Ca2+-Niveaus nach 

VLCFA-Applikation in Oligodendrozyten, den Myelin bildenden Zellen des Gehirns, 

verzeichnet. Auch in Neuronen und Astrozyten war eine deutliche Ca2+ Änderung (Abb. 

30 (1)) zu messen, wobei der Gesamtanstieg etwas geringer als in Oligodendrozyten aus-

fiel. Einen Hinweis auf die Tragweite dieser VLCFA-induzierten Reaktion bietet der Ver-

gleich mit dem Glutamat-induzierten Anstieg des intrazellulären Ca2+. Wie der Vergleich 

der Abb. 11 und Abb. 12 zeigt, wird die Ca2+-Homöostase durch VLCFA in Hirnzellen 

ähnlich stark beeinträchtigt wie durch die neurotoxische Substanz Glutamat. Es ist seit 

langem bekannt, dass die Applikation von Glutamat in neuronalen Zellen Exzitotoxizität 

auslöst (Olney et al., 1986, Arundine and Tymianski, 2004, Butt, 2006, Kahlert et al., 

2005b). 
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Eine wesentliche initiale zelluläre Reaktion auf das Glutamat ist eine starke Erhöhung der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration. Viele Arbeiten haben gezeigt, dass diese überhöhte 

Ca2+-Antwort stark mit der induzierten Zellschädigung korreliert, da pathologische Kal-

ziumkonzentrationen zytotoxische Reaktionen, wie eine Entkopplung der mitochondrialen 

Elektronentransportkette von der ATP-Synthese oder die Überaktivierung von zellschädi-

genden Enzymen wie Calpain oder Stickoxidsynthetase (NOS), anstoßen (Arundine and 

Tymianski, 2004).  

Da die Höhe der VLCFA-induzierten Ca2+-Antwort ähnlich groß wie die Glutamatre-

aktion war, kann die Induktion zellschädigender Prozesse vermutet werden. Es ist beim 

Vergleich beider Substanzen hinsichtlich des intrazellulären Ca2+ jedoch einzuwenden, 

dass die Auswirkungen auf die Zellen nicht nur von der Ca2+-Konzentration abhängen, 

sondern auch von der Quelle des Ca2+ und von der intrazellulären Verteilung Ca2+-

bindender Effektoren (Bading et al., 1993). Wenn sich diese Faktoren voneinander unter-

scheiden, können trotz vergleichbarer intrazellulärer Ca2+-Konzentration unterschiedliche 

zelluläre Signalwege angeworfen werden, die auch verschiedene zelluläre Auswirkungen 

haben können. Ein bekanntes Beispiel hierfür ist der gegensätzliche Effekt der Aktivierung 

von synaptischen und extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren (NMDAR, (Hardingham et 

al., 2002). Der Ca2+-Einstrom über synaptische NMDAR ist vornehmlich protektiv, wäh-

rend der Ca2+-Einstrom über extrasynaptische NMDAR Zelltod auslöst. Diese Charakter-

istik der sogenannten „Quellenspezifität“ der Ca2+-induzierten Zellschädigung kann natür-

lich auch für den VLCFA-induzierten Ca2+-Anstieg zutreffen.  

Alle nachfolgenden Experimente dieser Arbeit belegten eine Toxizität der VLCFA, 

womit der kausale Zusammenhang einer intrazellulären Ca2+-Erhöhung und der dadurch 

ausgelösten Zellschädigung für die Applikation der VLCFA angenommen werden kann.   

Im Folgenden wurde die Ca2+-Quelle, die für den Anstieg des intrazellulären Ca2+ 

durch VLCFA verantwortlich ist, genauer untersucht. Mit Hilfe der Experimente unter 

kalziumfreien Bedingungen konnte gezeigt werden, dass der VLCFA-induzierte Ca2+-

Einstrom verschiedene Quellen hat, wie den Extrazellulärraum (Abb. 30 (2)) oder intrazel-

luläre Ca2+-Speicher (Endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrium, Abb. 30 (3) und (4)). 

Hierbei wurde ein zelltypspezifisches Verhalten offenkundig. In Neuronen war der Ca2+-

Einstrom durch VLCFA unter kalziumfreien Bedingungen vollständig verschwunden. Es 

wurde geschlussfolgert, dass die beobachtete Ca2+-Antwort in Neuronen ausschließlich auf 

einen extrazellulären Ca2+-Einstrom zurückzuführen war.  
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Interessanterweise war die Ca2+-Reaktion unter kalziumfreien Bedingungen sowohl in 

Oligodendrozyten als auch in Astrozyten nur leicht reduziert. Dies deutete darauf hin, dass 

in Oligodendrozyten und Astrozyten der intrazelluläre Ca2+-Anstieg zum großen Teil aus 

intrazellulären Ca2+-Speichern stammte und extrazelluläres Ca2+ nur eine untergeordnete 

Rolle spielte.  

Ob sich die Mechanismen von Gliazellen und Neuronen bezüglich der Reaktion auf 

die VLCFA grundlegend unterscheiden, konnte experimentell nicht geklärt werden. Das 

Ausbleiben der Öffnung intrazellulärer Ca2+-Speicher in Neuronen kann prinzipiell auf 

zweierlei Weise begründet werden. Entweder wird der VLCFA-Effekt in Neuronen über 

einen anderen Mechanismus und somit über eine andere Ca2+-Quelle als in den Gliazellen 

vermittelt oder die Schädigungsmechanismen sind in den Zelltypen gleich, auch wenn 

unterschiedliche Ca2+-Quellen für das Ca2+-Signal verantwortlich sind.  

Es wurde jedoch schon von Kahlert et al. 2005 beschrieben, dass innerhalb einer neu-

ronalen Co-Kultur, die für 5 min Glutamat in einer Konzentration von 100 µM ausgesetzt 

wurde, Astrozyten mit der Öffnung intrazellulärer Ca2+-Speicher reagierten, Neurone 

dagegen nicht. Dieses analoge Verhalten der Neurone auf einen Glutamat- bzw. VLCFA-

Reiz spricht dafür, dass intrazelluläre Speicher in Neuronen träger sind als in Gliazellen 

und sich seltener entleeren. Grundsätzlich sind aber intrazelluläre neuronale Ca2+-Speicher 

aktivierbar und in vielen physio- und pathologischen Signalwegen eingebunden (Rizzuto, 

2001). 

Für die Vermittlung der VLCFA-induzierten Ca2+-Antwort wurde als Ergebnis dieser 

Arbeit ein Fettsäurerezeptor vorgeschlagen. Der G-Protein-gekoppelte Rezeptor für freie 

Fettsäuren, GPR40, ein Orphan Rezeptor, der durch mittel- und langkettige, gesättigte und 

ungesättigte Fettsäuren aktiviert werden kann (Briscoe et al., 2003, Stewart et al., 2006), 

wurde als möglicher VLCFA-Rezeptor analysiert. Dieser Rezeptor wurde in Primaten in 

verschiedenen Hirnregionen, vor allem aber in Astrozyten und Neuronen gefunden (Ma et 

al., 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass GPR40 sowohl in 

Neuronen und Astrozyten als auch in Oligodendrozyten exprimiert wird. Daher ist es 

möglich, dass der Rezeptor GPR40 eine entscheidende Rolle im Mechanismus der 

VLCFA-Toxizität spielt (Abb. 30 (5)).  
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Ob eine tatsächliche Aktivierung des GPR40 durch VLCFA erfolgte, wurde innerhalb 

dieser Arbeit nicht gezeigt. Jedoch ist bereits gut belegt, dass eine Aktivierung von GPR40 

durch langkettige Fettsäuren hauptsächlich die Phospholipase C aktiviert, die daraufhin 

eine Freisetzung von Diazylglyzerol und Inositoltrisphosphat mit anschließender Öffnung 

intrazellulärer Ca2+-Speicher bewirkt (Abb. 30, Morgan and Dhayal, 2009).  

Bisher wurde nicht untersucht, ob VLCFA die gleiche Signalkaskade über die Aktivie-

rung des GPR40 initiieren. In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings eine eindeutige 

Beteiligung der PLC und des InsP3-Rezeptors in Gliazellen beim VLCFA-Effekt beobach-

tet (Abb. 30 (6)), was eine vorausgegangene Aktivierung des GPR40 vermuten lässt. Auf-

bauend auf dieser Vermutung, muss postuliert werden, dass der GPR40 in Neuronen und 

Gliazellen zwar gleichermaßen exprimiert wird, aber anscheinend andere Effektoren akti-

viert. Hier könnte der Grund liegen, warum es in Neuronen zu einem Einstrom von extra-

zellulärem Ca2+ kommt, hingegen in Gliazellen intrazelluläre Ca2+-Speicher geöffnet 

werden. 

Neben einer rezeptorvermittelten Ca2+-Antwort über GPR40 ist auch ein unspezifi-

scher Ca2+-Einstrom über die Membran der Zelle oder einzelner Zellorganellen denkbar. 

Es ist bisher nicht beschrieben inwieweit VLCFA direkt oder indirekt zellmembranstän-

dige Ca2+-Kanäle öffnen können, was einen Einstrom von Ca2+ in die Zelle zur Folge hätte. 

Jedoch wurde im Rahmen einer Studie von Ho et al. 1995 mit Hilfe einer Modellzell-

membran aus Phospholipiden eine hohe Affinität der C26:0 Fettsäure beschrieben in 

Membranen zu interkalieren (Ho et al., 1995). C26:0 zeichnet sich durch eine spezifische 

störende Wirkung auf die Membranintegrität aus, die so bei anderen Fettsäuren nicht beo-

bachtet werden konnte. Darüber hinaus war die Dissoziation dieser Fettsäure aus der  

Modellmembran heraus deutlich verlangsamt, was den störenden Effekt auf Membranen 

noch verstärkt. Es ist daher denkbar, dass diese Inkorporation von VLCFA auch in Zell-

membranen stattfindet, was dann jene Strukturen destabilisieren würde. Dieser Effekt 

könnte zu einem unspezifischen Ca2+-Einstrom durch die gestörte Membran in die Zelle 

führen (Abb. 30 (7)). Wie bereits in dieser Arbeit postuliert wurde, ist die beobachtete 

Deregulation der intrazellulären Ca2+-Konzentration verantwortlich für die Vermittlung der 

zellschädigenden Wirkung der VLCFA. Eine Störung der mitochondrialen Funktion stellt 

ebenfalls einen zentralen Schädigungsmechanismus im Zusammenhang vieler pathologi-

scher Prozesse dar (Krieger and Duchen, 2002).  



Diskussion 

 71 

In einer weiteren Analyse sollte daher herausgefunden werden, ob neben überhöhter intra-

zelluläre Ca2+-Konzentration auch eine mitochondriale Fehlfunktion im Schädigungs-

mechanismus von VLCFA eine Rolle spielt.  

Intrazelluläres Ca2+ gelangt in die Mitochondrien über einen hoch selektiven Kal-

ziumuniporter (Kirichok et al., 2004). Die treibende Kraft dafür ist das stark negative 

Membranpotential von – 180 mV. Somit steht das mitochondriale Membranpotential im 

direkten Zusammenhang mit der Aufrechterhaltung der homöostatischen Ca2+-

Konzentration im Zytoplasma. Eine pathologische Überladung der Zelle mit Ca2+ induziert 

wiederum auch eine übermäßige Anreicherung von Ca2+ in den Mitochondrien. Dadurch 

interagiert Ca2+ in der mitochondrialen Matrix mit Cyclophilin D, was die PTP öffnet. Dies 

bewirkt einen Abfall des Membranpotentials und eine ungehinderte Anreicherung von 

gelösten Stoffen im Mitochondrium. Folglich diffundiert Wasser verstärkt ein und das 

Mitochondrium schwillt. Dies schädigt die äußere mitochondriale Membran und somit die 

Funktion des gesamten Organells (Hajnóczky et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit 

konnte eine Reduzierung des mitochondrialen Potentials durch VLCFA an isolierten Mito-

chondrien sowie an in situ untersuchten Mitochondrien von kultivierten Oligodendrozyten, 

Astrozyten und Neuronen beobachtet werden (Abb. 30 (8)). Es kann geschlussfolgert 

werden, dass VLCFA eine zerstörende Wirkung auf die innere mitochondriale Membran 

haben. Darüber hinaus sensibilisieren VLCFA Mitochondrien für die Öffnung der PTP. In 

ähnlicher Weise wurde eine gestörte Ca2+-Homöostase in Kombination mit einer funktio-

nellen Beeinträchtigung von Mitochondrien bereits für die toxische verzweigtkettige Fett-

säure Phytansäure nachgewiesen (Kahlert et al., 2005a, Reiser et al., 2006, Schönfeld et al., 

2006, Schönfeld and Reiser, 2008). Diesbezüglich scheinen verschiedene toxische Fett-

säuren analoge Schädigungsmechanismen auszulösen.  
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Eine Folge der gestörten Ca2+-Homöostase sowie der mitochondrialen Fehlfunktionen ist 

häufig eine übermäßige Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Die Störung der 

mitochondrialen Funktion durch die Überladung mit Ca2+ kann unter Umständen eine 

Entkopplung der Atmungskette bewirken, womit durch den unterbrochenen Elektronen-

transport vermehrt Sauerstoffradikale gebildet werden. Die Bildung von ROS stellt ein 

Merkmal vieler neurodegenerativer Krankheiten dar. So spielen zum Beispiel freie Radika-

le eine wichtige Rolle im Verlauf der Parkinsonschen Krankheit, Alzheimer Erkrankung, 

des Schlaganfalls und der Multiplen Sklerose (Reznick and Packer, 1993). Auch im 

Krankheitsverlauf von X-ALD scheinen ROS kritisch beteiligt zu sein (Powers et al., 2005, 

Al-Omar, 2006, Di Biase et al., 2004, Fourcade et al., 2008, Uto et al., 2008, Singh and 

Pujol, 2010). Es gibt sogar einen neuen Therapieansatz mit Valproat, in dem gezeigt wurde 

dass Valproat die oxidative Schädigungen in X-ALD Patienten und im Mausmodel verbes-

sern kann (Fourcade et al., 2010).  

In der vorliegenden Arbeit wurde keine Erhöhte ROS-Produktion durch VLCFA in 

Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten gefunden. Die fehlende Stimmulation der 

ROS-Produktion durch VLCFA steht jedoch im Gegensatz zu Untersuchungen anderer 

toxischer Fettsäuren, wo eine Generierung reaktiven Sauerstoffs durch Inhibierung des 

Elektronentransportes in der Atmungskette beschrieben wurde (Schönfeld et al., 2006, 

Schönfeld and Wojtczak, 2007, Cocco et al., 1999). Diese Beobachtungen weisen auf 

einen distinkten Schädigungsmechanismus der VLCFA im Vergleich zu kürzeren Fett-

säuren hin. Wie sind die Daten dieser Arbeit aber mit dem gut belegten Sauerstoffstress im 

Gehirn der X-ALD Patienten (Powers et al., 2005) zu vereinen? Es ist zu betonen, dass ein 

für die Vermittlung inflammatorischer pathologischer Prozesse wichtiger Zelltyp in dieser 

Arbeit nicht speziell untersucht wurde. Mikrogliazellen repräsentieren das Immunsystem 

des Gehirns. Unter bestimmten Umständen können Mikroglia überaktiviert werden, was 

eine Ausschüttung von ROS zur Folge hat und das umliegende Gewebe schädigt (Block et 

al., 2007). So könnten Mikrogliazellen die hauptsächliche Quelle von ROS im VLCFA 

geschädigten Gehirn sein. Tatsächlich wurde bereits gezeigt, dass isolierte Makrophagen 

auf eine Anreicherung von VLCFA mit einer erhöhten Ausschüttung von ROS reagieren 

(Yanagisawa et al., 2008). Bei der Analyse der Mitochondrien des Gesamthirns, wo keine 

vermehrte ROS-Produktion gefunden wurde, spielten Mikroglia/Makrophagen nur eine 

untergeordnete Rolle, da sie mit etwas 10% nur geringen Anteil der Hirnzellen ausmachen. 

In weiterführenden Experimenten könnten Mitochondrien aus isolierten Mikroglia auf die 

VLCFA induzierte ROS-Ausschüttung untersucht werden. 
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Die Abb. 30 fasst die oben beschriebenen Ergebnisse der Ca2+-Experimente und der Expe-

rimente an Mitochondrien in Hirnzellen der Ratte anschaulich zusammen. 

 

 
 

Abbildung 30: Wirkung von VLCFA in primären Gehirnzellen  

VLCFA führt zu einer Erhöhung des intrazellulären Ca2+ (1) durch Einstrom von extrazellulä-
rem Ca2+ (2) und Öffnen von intrazellulären Speichern (3, 4). VLCFA aktivieren einen Mem-
branrezeptor für freie Fettsäuren, möglicherweise den GPR40 (5). Dieser G-Protein-gekoppelte 
Rezeptor aktiviert PLC (6), was über die Freisetzung von IP3 intrazelluläre Ca2+-Speicher öff-
net. Darüber hinaus bewirkt VLCFA über die direkte oder indirekte Öffnung von Ca2+-
Kanälen und/oder die Destabilisierung der Zellmembran (7) einen direkten Einstrom von Ca2+ 
aus dem Extrazellulärraum. Des Weiteren wirken VLCFA schädigend auf Mitochondrien ein, 
indem sie das mitochondriale Membranpotential reduzieren (8) und sie für Permeabilitäts 
Transition sensibilisieren. VLCFA bewirken dabei keine gesteigerte Produktion von ROS. 
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4.2 Langzeitwirkung von VLCFA 

Die zuvor beschriebenen akuten Effekte der VLCFA auf Zellen des zentralen Nervensys-

tems warfen die Frage auf, inwieweit diese persistente, pathologische Veränderungen oder 

anhaltende Schädigungen auslösen können. Für die Untersuchung wurden erneut Zellen 

aus dem Rattenhirn kultiviert, chronisch mit VLCFA behandelt und zelltypspezifisch 

analysiert. 

Als Erstes wurde die Zytotoxizität von VLCFA auf Gliazellen untersucht. Es konnte 

gezeigt werden, dass C22:0, C24:0 und C26:0 innerhalb von 24 Stunden Zelltod induzier-

ten. Dabei offenbarte sich eine höhere Zelltodrate der Oligodendrozyten, was auf eine 

höhere Vulnerabilität hinwies. Anscheinend spiegelte dieser in vitro Versuch Aspekte der 

in vivo Situation der X-ALD Patienten wieder, denn in den Gehirnen der Betroffenen wird 

vor allem ein Verlust von Oligodendrozyten und deren Produkt, dem Myelin, beobachtet 

(siehe Übersichtsarbeiten (Aubourg, 1999, Aubourg and Dubois-Dalcq, 2000, Dubois-

Dalcq et al., 1999, Powers et al., 1992). 

Neben der Demyelinisierung, die wahrscheinlich mit einer Beeinträchtigung der Oli-

godendrozyten zusammenhängt, wurde in X-ALD Patienten auch eine Aktivierung von 

Astrozyten beschrieben. Diese Beobachtung lässt auf eine anhaltende pathologische   

Zustandsänderung der Gliazellen durch VLCFA-Akkumulation schließen. Es ist bekannt, 

dass eine Astrogliose allein dadurch schädigend wirkt, indem die unterstützende Funktion 

der Astrozyten, zum Beispiel die Aufnahme von Glutamat aus dem Extrazellulärraum oder 

die Versorgung von Neuronen mit Energieäquivalenzen reduziert ist (Frederickson, 1992). 

Darüber hinaus schütten aktivierte Astrozyten unter anderem proinflammatorische Zyto-

kine aus, die zusätzlich ihre benachbarten Zellen beeinträchtigen und inflammatorische 

Demyelinisierung auslösen können (Powers et al., 1992). 

Zelltod und Inflammation scheinen auch im akuten Verlauf der X-ALD eine duale 

Rolle zu spielen (Dubois-Dalcq et al., 1999, Eichler et al., 2008, Semmler et al., 2008, 

Powers and Moser, 1998, Gilg et al., 2000, Powers et al., 2005, Aubourg and Dubois-

Dalcq, 2000, Singh and Pujol, 2010). Daher wurde in dieser Arbeit der Zusammenhang 

zwischen VLCFA-Akkumulation und Zytokinausschüttung in Astrozyten untersucht.  
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine deutliche Stimulation der Expression von 

GRO/CINC-1 sowie IL-6 durch VLCFA in Astrozyten. Diese Ergebnisse wurden durch 

Analysen der mRNA genannter Zytokine mittels RT-PCR, real-time PCR als auch mittels 

spezifischen Zytokin-ELISA gestützt. Folglich sind VCLFA in der Lage, in Astrozyten die 

Ausschüttung der proinflammatorischen Zytokine GRO/CINC-1 und IL-6 zu induzieren.  

Dies steht im Einklang mit der beobachteten Entzündungsreaktion im Krankheitsver-

lauf der X-ALD, vor allem der juvenilen X-ALD. Allerdings konnte in der vorliegenden 

Arbeit keine Stimulation der TNF-α Expression nachgewiesen werden, was im Wider-

spruch zu den Ergebnissen anderer Labore steht, die eine gesteigerte Expression des Zyto-

kins TNF-α in geschädigten Bereichen des Gehirns, im speziellen in Astrozyten, gefunden 

haben (Pahan et al., 1998, Powers et al., 1992, Yanagisawa et al., 2008). In diesen Studien 

wurde allerdings kein direkter Zusammenhangt zwischen der VLCFA-Akkumulation und 

Zytokinausschüttung analysiert. Es ist daher möglich, dass die gefundene erhöhte TNF-α 

Expression in X-ALD Patienten nur eine sekundäre Auswirkung der erhöhten VLCFA-

Konzentration ist. Die Freisetzung von GRO/CINC-1 und IL-6 aus Astrozyten könnte eine 

TNF-α-Ausschüttung aus benachbarten Gliazellen und/oder Neuronen anstoßen.  

Wie bereits erwähnt, wurde eine Beteiligung von ROS beim Verlauf der X-ALD von 

einigen Arbeitsgruppen postuliert. Zur Analyse der chronischen Wirkung von VLCFA 

wurde die zu erwartende chronische ROS-Ausschüttung mit Hilfe der Messung gesteiger-

ter Lipidperoxidation gemessen. Lipidperoxidation ist ein autokatalytischer Prozess, der 

durch ROS ausgelöst wird und demzufolge in Zellen stattfindet, die unter Sauerstoffstress 

stehen. Die Peroxidation von Lipiden, vor allem mehrfach ungesättigter Fettsäuren 

(PUFA), kann die Membranstruktur zerstören, metabolische Prozesse inhibieren und den 

Transport von Ionen verändern. Die Schädigung der Mitochondrien durch Lipidperoxida-

tion führt wiederum zur Bildung weiterer ROS (Miyaguchi et al., 2004, Cejas et al., 2004). 

Die Peroxidation von PUFA initiiert die Bildung von hochreaktiven Lipidaldehyden, unter 

anderem des ungesättigtem Aldehyd 4-Hydroxy-trans-2-nonenal (HNE). Solche Lipidalde-

hyde binden durch eine Reaktion mit Thiolgruppen kovalent an Proteine und verändern 

dadurch deren Funktion. HNE wird für viele zytotoxische Effekte, die während oxidativem 

Stress beobachtet wurden, verantwortlich gemacht (Muralikrishna Adibhatla and Hatcher, 

2006). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass eine chronische VLCFA-Applikation 

keine deutliche Erhöhung der HNE-Produkte auslöst. Folglich wurde, wie bereits schon 

nach Kurzzeitapplikation beobachtet, auch durch Langzeitapplikation von VLCFA keine 

nennenswerte Ausschüttung von ROS gefunden.  
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Wie bereits in dieser Arbeit beschrieben wurde, löst die akute Applikation von VLCFA 

eine Störung des mitochondrialen Membranpotentials sowohl in lebenden Zellen als auch 

in isolierten Mitochondrien aus. Diese Befunde warfen die Frage auf, ob VLCFA das 

mitochondriale Membranpotential (∆Ψ) dauerhaft schädigen können oder ob es sich um 

einen kurzzeitigen Effekt handelt, der von der betroffenen Zelle schnell kompensiert  

werden kann. Aus diesem Grund wurden Hirnzellen in Anwesenheit von VLCFA kultiviert 

und die Auswirkung auf das mitochondriale Potential nach 14 Tagen analysiert. Die Unter-

suchung zeigte eine deutliche Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials in den 

drei Zelltypen. Es ist wahrscheinlich, dass diese dauerhafte Verminderung von ∆Ψ zu einer 

zellulären energetischen Depression und somit zu einer nachhaltigen Störung der Zellphy-

siologie führt (Seppet et al., 2009). Somit kann vermutet werden, dass zellphysiologische 

Fehlfunktionen und sogar Zelltod in X-ALD-Patienten zu einem erheblichen Teil auf einer 

Funktionsstörung der Mitochondrien beruhen.  

Diese Ergebnisse ergänzen die durch andere Studien belegten Veränderungen der     

mitochondrialen Struktur und Funktion. So wurden im Mausmodell des Zellweger Syn-

droms sowie in betroffenen Patienten Veränderungen der mitochondrialen Ultrastruktur 

und Änderungen in der Expression und Aktivität der mitochondrialen Atmungsketten-

Komplexe festgestellt (Baumgart et al., 2001, Goldfischer et al., 1973). Auch in X-ALD 

Patienten wurde eine kritische Beteiligung von mitochondrialen Fehlfunktionen diskutiert 

(McGuinness et al., 2003, Oezen et al., 2005) und in einem Mausmodell (ABCD2-

knockout), welches hohe VLCFA-Konzentrationen aufweist, bereits beschrieben (Ferrer et 

al., 2005). 

Ein für die in vitro Modellierung der X-ALD-Erkrankung kritischer Punkt ist die     

Reproduktion der Funktionsstörung der Myelinbildenden Oligodendrozyten durch 

VLCFA, da sowohl der Tod dieser Zellen als auch die Demyelinisierung des Gewebes in 

Gehirnen von Betroffenen beobachtet wurde. Auch in dieser Arbeit wurde eine Störung der 

Oligodendrozyten untersucht. Hier zeigte sich eine deutliche Beeinträchtigung der Ent-

wicklung zu reifen, MBP-exprimierenden Oligodendrozyten. Die Inkubation mit VLCFA 

über 14 Tage führte zu einem deutlichen Rückgang der MBP-exprimierenden Oli-

godendrozyten. Außerdem wurden eine Reduktion der MBP-Menge und eine veränderte 

Lokalisation festgestellt. Dies zeigte deutlich, dass Langzeitinkubation mit VLCFA zu 

einer gestörten Expression von MBP führt, was die Myelinisierung im ZNS negativ beein-

flussen kann.  
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Möglicherweise beeinflussen VLCFA Oligodendrozyten neben den bereits beschriebenen 

zellphysiopathologischen Effekten dadurch, dass die sehr langkettigen Fettsäuren auch 

direkt das Myelin verändern.  

Es wurde gezeigt, dass das Hauptmyelinprotein Proteolipid Protein (PLP) in X-ALD 

Patienten abnormal mit VLCFA acyliert ist (Übersichtsarbeit Aubourg, Dubois-Dalcq 

2000). Aktuell gibt es Hinweise darauf, dass das Stoppen der Demyelinisierung durch 

insulinähnliche Wachstumsfaktoren (Insuline-like growth factor, IGF) und Neurotrophin-3 

in einem Mausmodell einen möglichen Therapieansatz für X-ALD Patienten darstellt 

(Mastroeni et al., 2009).  

Die Ergebnisse der Wirkung von VLCFA auf Hirnzellen der Ratte sind zusammen-

fassend in der Abb. 31 dargestellt. 

Insgesamt reproduziert der in vitro Ansatz, kultivierte Primärkulturen langfristig mit 

VLCFA zu behandeln, charakteristische Merkmale der X-ALD Erkrankung, womit dieses 

Modell geeignet ist, um die Krankheit zu untersuchen und therapeutische Strategien zu 

entwickeln.    
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Abbildung 31: Zusammenfassende Übersicht der Wirkung von VLCFA auf Hirnzellen. 

Dargestellt sind die komplexen Auswirkungen von VLCFA auf Zellen des Gehirns. In der vor-
liegenden Arbeit wurden sowohl akute Effekte als auch chronische Effekte beobachtet. Zum 
einen bewirkten die drei untersuchten Fettsäuren eine starke Erhöhung der intrazellulären Ca2+-
Konzentration. Als Ursache dafür wurde die Aktivierung eines Rezeptors (GPR40) und einer 
intrazellulären Ca2+-Signalkaskade gefunden (PLC, IP3). In diesem Zusammenhang verringer-
te sich das mitochondriale Potential deutlich ([Δψ]mito). Die Mitochondrien zeigten eine 
VLCFA-vermittelte Permeabilitäts Transition (PTmito). Zum Anderen bewirkten die VLCFA 
dauerhafte toxische Veränderungen in Hirnzellen. Durch die chronische Exposition der Zellen 
mit VLCFA folgten aus den akuten Effekten dauerhafte Veränderungen der Zellen, die nicht 
zuletzt in Inflammation und Zelltod münden. Astrozyten schütten unter dem Einfluss von 
VLCFA Zytokine aus, die dann ihrerseits eine Entzündung in den umliegenden Zellen und 
Geweben verursachten. Die Myelinbildenden Zellen werden durch VLCFA empfindlich in   
ihrer Entwicklung gestört und reduzieren drastisch die Bildung des für die Myelinschicht 
wichtigen Protein MBP.  
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4.3 X-ALD Knockout Maus-Modelle 

Die Ergebnisse der externen Applikation von VLCFA auf primäre Zellen des Rattenhirns 

sollten mit Hilfe eines Knockout-Mausmodell, das durch die Expression einer funktions-

unfähigen Form des ALDP (ABCD1-knockout) entscheidende Merkmale der X-ALD 

Erkrankung ausprägt, untermauert werden. Verschiedene Arbeitsgruppen etablierten 1997 

dieses X-ALD-Mausmodell durch Gentargeting (Lu et al., 1997). Der Funktionsverlust des 

ALDP wird erreicht, indem das ABCD1 Gen durch eine Neomycin-Resistenzkassette 

(neor) unterbrochen wird, die durch homologe Rekombination in das Exon 2 eingebracht 

ist,. (Abb. 32). (Lu et al., 1997, Kobayashi et al., 1997, Forss-Petter et al., 1997). 

 
Abbildung 32: Unterbrechung des X-ALD Gens in der Maus (Lu et al., 1997). 

Genomische Struktur des Maus X-ALD Gens von Exon 1 bis 4. Gene Targeting des X-ALD 
Gens mit Hilfe eines Austauschvektors (neor), der die Region zwischen den gestrichelten      
Linien abdeckt. Nach homologer Rekombination führt dann die neor-Kassette zur Unter-
brechung des Exons 2 und damit zum Funktionsverlust des daraus resultierenden ALDP.  

Im Gehirn der ALD-Maus ist ein um das 5-fache erhöhter C26:0 Spiegel zu finden und 

auch in anderen Organen, wie der Lunge oder den Nieren sind stark erhöhte Werte für 

C26:0 nachweisbar. Die Aktivität der peroxisomalen β-Oxidation ist im Vergleich zu 

Wildtyp-Mäusen auf 35-50% reduziert. Überaschenderweise kann die Maus den Verlust 

des ALD-Proteins bis zum mittleren Alter (etwa 14 Monate) symptomatisch kompensieren, 

was anhand des Ausbleibens eines krankhaften Phänotyps oder fehlenden Anzeichen von 

Inflammation, wie sie für X-ALD Patienten typisch sind, offensichtlich wird (Forss-Petter 

et al., 1997, Kobayashi et al., 1997, Lu et al., 1997, Kemp et al., 2011, Pujol et al., 2002).  
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Ab dem 15. Lebensmonat entwickeln ältere ABCD1-knockout Mäuse signifikante neuro-

logische Störungen und Verhaltensauffälligkeiten. Diese sind von einem neurodegenerati-

ven Phänotyp mit Axonopathie im Rückenmark und peripheren Nerven begleitet (Pujol et 

al., 2004, Pujol et al., 2002). Darüber hinaus wurden in den ALDP-knockout Mäusen 

Beeinträchtigungen der Mitochondrien, des Golgiapparates und des Endoplasmatischen 

Retikulums sowie eine gestörte Kommunikation zwischen den einzelnen Organellen  

gefunden (McGuinness et al., 2003). Die Akkumulation von VLCFA in Makrophagen 

scheint entscheidend zum inflammatorischen Prozess der X-ALD Krankheit beizutragen. 

So führte die Stimulation von ALDP-knockout Makrophagen mit Lipopolysacchariden 

(LPS) zu einer deutlich stärkeren Erhöhung von NO als in Makrophagen von Wildtyp-

mäusen, was auf eine gesteigerte oxidative Reaktion hinweist (Yanagisawa et al., 2008).  

Ähnlich den Beobachtungen von Yanagisawa et al. konnte in der vorliegenden Arbeit 

ebenfalls nur eine indirekt schädigende Wirkung des ALDP-knockouts auf Zellen nachge-

wiesen werden. Während die intrazelluläre Kalzium-Antwort in primären Astrozyten der 

Knockout-Maus vor und nach Applikation von VLCFA unauffällig blieb, wurde eine 

erhöhte Vulnerabilität selbiger Zellen nach dreitägiger VLCFA-Exponierung festgestellt. 

Anscheinend sensibilisiert die erhöhte C26:0-Konzentration innerhalb des Gehirns der 

Maus die glialen Zellen gegenüber einem weiteren schädigenden VLCFA-Reiz.  

Doch warum ist die ALPD knockout bedingte C26:0-Erhöhung unzureichend für die 

Auslösung eines Zelltodes und erst die zusätzliche Applikation von VLCFA hinreichend, 

um Zelltod zu initiieren? Experimente an dieser Maus weisen darauf hin, dass die Akku-

mulation von VLCFA allein keine Fehlfunktionen der Mitochondrien auslöst (Oezen et al., 

2005). Eine Erhöhung des C26:0/C22:0-Quotienten in Hirnmitochondrien um das 4-Fache 

führte zu keiner Beeinträchtigung der Schlüsselenzyme der Atmungskette.  

Die Funktionsanalyse von ALDP und dem verwandten ALDRP offenbarte überlap-

pende Bereiche. So führte die Überexpression oder Hochregulation von ALDRP sowohl in 

X-ALD-Fibroblasten als auch im ALD-Mausmodell zu einer deutlichen Verbesserung der 

gestörten peroxisomalen β-Oxidation und zu einer Verringerung der hohen VLCFA-

Konzentration (Kemp et al., 1998, Netik et al., 1999, Pujol et al., 2004, Weinhofer et al., 

2002, Fourcade et al., 2009).  
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Andere Gruppen haben aufgezeigt, dass das ABCD2 Gen (welches das ALDRP verschlüs-

selt) in Nagern und menschlichen Zellen durch 3,5,3-Trijodthyronin Hormon (T3) aktivier-

bar ist. Die Aktivierung des Thyroidrezeptors durch T3 kann die ABCD2-Expression 

induzieren und dadurch den VLCFA-Level verbessern (Fourcade et al., 2003). Solche 

kompensatorischen Prozesse könnten in der hier verwendeten X-ALD Maus stattgefunden 

und dazu geführt haben, dass VLCFA zwar deutlich erhöht war, aber dennoch im subleta-

len Bereich lag. 

Analog dazu, führt die Inaktivierung von ALDRP (ABCD2 -/-) bei Mäusen bis zum 6. 

Lebensmonat zu keiner Beeinflussung des normalen VLCFA-Levels im zentralen und 

peripheren Nervensystem (Pujol et al., 2004) und beeinträchtigt auch die peroxisomale β-

Oxidation nicht. In diesem Modell kann eine kompensatorische Funktion des ALDP ver-

mutet werden. 

Zur Verbesserung des X-ALD Mausmodells und Intensivierung des Maus Phänotyps, 

müssten entweder beide Gene ausgeschaltet werden oder durch gezielter Eingriffe die X-

ALD Krankheit besser nachgeahmt werden. Tatsächlich wurden bereits Doppelknockout 

Mäuse entwickelt, die neben ALDP auch ein funktionsunfähiges ALDRP (ABCD2) auf-

weisen (Ferrer et al., 2005). Diese Doppelknockout Mäuse zeigen einen deutlich früheren 

und schwereren Ausbruch der Krankheit sowie eine signifikant höhere VLCFA-

Konzentration als ABCD1-knockout Tiere.  

Des Weiteren wurde ein Mausmodell entwickelt, in dem selektiv das Peroxin-5 (Pex5) 

Gen in Oligodendrozyten inaktiviert wurde (Kassmann et al., 2007). Pex5 ist ein zytosoli-

scher Rezeptor, der essentiell für den Import von Proteinen in die peroxisomale Matrix ist. 

Die Pex5 knockout Maus zeigt zwar vergleichbar hohe VLCFA-Konzentrationen wie die 

ABCD1-knockout Maus, aber sie entwickelt eine ausgeprägte Inflammation und Demyeli-

nisierung (siehe Übersichtsarbeit (Semmler et al., 2008).  
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 

Zusammenfassung 

X-ALD ist eine schwerwiegende, neurodegenerative X-chromosomal vererbte Erkrankung, 

die mit einer stark erhöhten Konzentration von sehr langkettigen Fettsäuren (VLCFA, very 

long chain fatty acids) im Plasma und Geweben einhergeht. Da die VLCFA offensichtlich 

eine schädigende Wirkung auf das zentrale Nervensystem ausüben, wurden in dieser  

Arbeit grundlegende Aspekte der direkten pathophysiologischen Schädigungsmechanis-

men von VLCFA in Neuronen, Astroglia und Oligodendrozyten untersucht. Es zeigte sich, 

dass die drei Fettsäuren C22:0, C24:0 und C26:0 in ähnlicher Weise kurz- und langfristige 

Effekte auf die genannten Zellen ausüben. Kurzfristig führen VLCFA zu einem erhebli-

chen Konzentrationsanstieg von intrazellulärem Kalzium. Als Quelle konnte das Öffnen 

von intrazellulären Kalziumspeichern in Astrozyten und Oligodendrozyten ermittelt   

werden. Dagegen war in Neuronen die Quelle für den Kalziumanstieg der extrazelluläre 

Raum. Interessanterweise könnte dabei der Fettsäurerezeptor GPR40 wesentlich beteiligt 

sein. In den drei untersuchten Hirnzellentypen wurde sowohl die Expression von GPR40 

als auch die Beteiligung der Phospholipase C (PLC) und des intrazellulären Botenstoffes 

Inositoltriphosphat (IP3) am Kalziumsignal nachgewiesen. Es ist zu erwarten, dass auf-

grund der gestörten Kalziumhomöostase Mitochondrien durch VLCFA geschädigt werden. 

Letzteres machte sich durch ein verringertes mitochondriales Potential bemerkbar. Die 

Verringerung des mitochondrialen Potentials war auch nach Langzeitapplikation der 

VLCFA zu finden und zeigte eine anhaltende mitochondriale Funktionsstörung an, welche 

wahrscheinlich die betroffenen Zellen in eine energetische Schädigung und letzten Endes 

in den Zelltod trieb. Subletale VLCFA-Konzentration bewirkten langfristig in Astrozyten 

die Expression und Ausschüttung von Zytokinen, sowie in Oligodendrozyten einen Rück-

gang und Delokalisation des basischen Meylinproteins. Somit konnte zum ersten Mal 

gezeigt werden, dass VLCFA direkt die Struktur des Myelins stören und Inflammation 

auslösen. Mit Hilfe von ABCD1-knockout Mäusen, einem X-ALD Mausmodell, wurde die 

zellschädigende Wirkung von VLCFA bestätigt.  

Da viele zelluläre Reaktionen innerhalb unserer in vitro Studie Beobachtungen in X-

ALD-Patienten entsprechen, kann man schlussfolgern, dass bedeutende zelluläre Schädi-

gungsmechanismen der X-ALD aufgeklärt wurden. Auf Grundlage dieser Ergebnisse 

können nun pharmakologische Interventionen, wie eventuell die Blockade des GPR 40, in 

Hinblick auf eine Behandlungsstrategie der X-ALD getestet werden.  
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Abstract 

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) is a severe hereditary neurodegenerative disease, 

which is accompanied by a strongly increased plasma concentration of very long chain 

fatty acids (VLCFA). As VLCFA likely impair the central nervous system, that work 

focused on the investigation of detrimental patho-physiological mechanism and effects of 

VLCFA on neurons, astrocytes and oligodendrocytes. The three fatty acids C22:0, C24:0 

and C26:0 equally affected the respective cells during short-term and long-term periods. 

Application of VLCFA caused a rapid increase of intracellular calcium level. In astrocytes 

and oligodendrocytes the calcium was of intracellular origin. In contrast, influx of   extra-

cellular calcium was the source in neurons. Interestingly, the activation of the free fatty 

acid receptor GPR40 was found out to be crucial. The GPR40 expression as well as the 

involvement of the second messenger PLC and IP3 in the calcium signal was confirmed in 

the three investigated brain cell types. Probably, that disrupted calcium homeostasis led to 

impairment of mitochondrial function, indicated by a decreased mitochondrial membrane 

potential. The diminished mitochondrial membrane potential was also observed during 

long-term application of VLCFA, indicating a persistent dysfunction of mitochondria, 

which likely induces cellular energy depression and, consequently, cell death. Application 

of sublethal VLCFA concentration caused release of proinflammatory cytokines from 

astrocytes as well as a decrease and translocation of the myelin basic protein in oligoden-

drocytes. This provides the first evidence for a direct disturbance of myelin structure by 

VLCFA and stimulation of inflammation in X-ALD. Utilizing the ABCD 1 knock out 

mouse, a model for X-ALD, the detrimental effect of VLCFA on neuronal cells has been 

further confirmed. 

As cellular responses found within that in vitro approach reflect observation done in 

X-ALD patients, we conclude that important cellular mechanisms of X-ALD have been 

enlightened. Based on these results, future investigations on possible pharmacological  

inventions, e.g. inhibition of GPR 40, can be done to find new therapeutic strategies 

against X-ALD. 
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