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Kurzreferat

Die Cathepsine B, K und L könnten als ubiquitär exprimierte lysosomale Proteasen

auch an Bildung und Entstehung von Amyloid beteiligt sein. Sie wurden immun-

histochemisch neben humanem AA- und AL-Amyloid nachgewiesen und sind im

Stande, SAA und AA-Amyloidproteine zu spalten.

In der vorgelegten Arbeit wurde untersucht, ob Cathepsin B, K und L in der

Lage sind, AL-Amyloid zu spalten. Mit immunhistochemischen Färbungen wurde

die Lokalisation von Cathepsin B, K und L, neutrophilen Granulozyten und Makro-

phagen im Verlauf der experimentellen systemischen Amyloidose bei Balb/c-, Nude-

und SCID-Mäusen untersucht.

Cathepsin B, K und L spalteten in vitro sowohl aufgereinigte Amyloidprote-

ine als auch native Amyloidablagerungen. Mit Cathepsin K konnte eine komplette

Auflösung der AL-Amyloidproteine demonstriert werden.

Es ließ sich kein zeitlicher oder räumlicher Zusammenhang zwischen neutrophilen

Granulozyten und Amyloidablagerungen feststellen. Makrophagen hingegen waren

regelhaft neben Amyloidablagerungen zu finden. Sie veränderten im Verlauf von

Entzündungsreaktion und Amyloidbildung ihren Phänotyp. Alle drei Cathepine lie-

ßen sich bei allen drei Mausstämmen in Makrophagen neben Amyloidablagerungen

immunhistochemisch nachweisen.

Damit spalten Cathepsin B, K und L Vorläufer-, Amyloidproteine und nati-

ve Ablagerungen der zwei häufigsten systemischen Amyloidosen und sind in einer

räumlichen und zeitlichen Verteilung nachweisbar, die eine Beteiligung an Amyloid-

entstehung und Regression ermöglichen würde.
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Abkürzungen

AA Amyloid A

AEF Amyloid enhancing factor

AGE nicht-enzymatisch glykosilierte Endprodukte

ApoE Apolipoprotein E

B Balb/c-Maus

BCG Bacille-Calmette-Guérin

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3’Indolyphosphat p-Toluidinsalz

BSA Bovines Serumalbumin

BSE Bovine spongioforme Enzephalopathie

CathB Cathepsin B

CathK Cathepsin K

CathL Cathepsin L

CR Kongorotfärbung

CRP C-reaktives Protein

DAB Diaminobenzidin

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

MGUS Monoklonale Gammopathie unspezifischer Signifikanz

N Nude-Maus

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung

RAGE Rezeptor für nicht-enzymatisch glykosilierte Endprodukte

S SCID-Maus

SAA Serum Amyloid A

SAP Serum Amyloid P-component

SDS Sodiumduodecylsulphat

TEMED Tetramethylenethylendiamin

TBST Tris-Base-gepufferte Kochsalzlösung mit Tween 20
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Systemische Amyloidosen

1.1.1 Definition

Amyloid beschreibt Ablagerungen eines autologen Proteins, die durch charakteristi-

sche Eigenschaften definiert werden:

1. den Nachweis starrer Fibrillen von circa 10 nm Durchmesser,

2. spezifische färberische Eigenschaften: Apfelgrüne Polarisationsfarbe im polarisier-

ten Licht nach Kongorotfärbung und

3. charakteristische Infrarot und Röntgenbeugungsspektren.

Amyloidosen sind definiert als Erkrankungen, die durch Ablagerung von Amy-

loid ausgelöst werden. Die Amyloidablagerungen können dabei lokal, organlimitiert

oder generalisiert auftreten. Dementsprechend werden lokale und systemische Amy-

loidosen unterschieden [124].

1.1.2 Struktur des Amyloids

Es werden obligate und fakultative Bestandteile des Amyloids unterschieden. Obliga-

ter Bestandteil ist das Amyloidprotein, welches sich zu anti-parallelen β-Faltblattstrukturen

zusammenlagert und Filamente ausbildet. Zwei bis mehrere Filamente bilden die

Amyloidfibrille, die das grundlegende Strukturelement des Amyloids darstellt [67,

68].

Weitere obligate Bestandteile sind Amyloid P-component [177], Apolipoprote-

in E [25], Proteoglykane und Glykosaminoglykane [89]. Die exakte Organisation

dieser Komponenten ist nicht genau bekannt. Nach einem Modell bildet Amyloid
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P-component Pentamere, welche den Kern der Amyloidfibrille bilden. Darum her-

um lagert sich zunächst eine Schicht Chondroitinsulphatproteoglykan, gefolgt von

einer Schicht Heparansulphatproteoglykan. Zu äußerst folgen die Fibrillenfilamente

[89]. Als fakultativ nachweisbare Bestandteile des Amyloids sind unter anderem Al-

bumin, Immunglobuline, verschiedene Basalmembranproteine, Apolipoprotein A-I,

Apolipoprotein J und α1-Antitrypsin beschrieben worden.

1.1.3 Klassifikation

Die Klassifikation der Amyloidosen richtet sich nach dem jeweiligen Amyloidprotein.

Die aktuelle Nomenklatur umfasst 25 humane und 8 tierische Proteine [214]. Die

Bezeichnung erfolgt durch den Großbuchstaben A für Amyloid, plus ein festgelegtes

Kürzel für das jeweilige Vorläuferprotein, plus S oder L um den Befall als systemisch

oder lokal zu kennzeichnen. Einen Überblick über die wichtigsten humanpathogenen

Fibrillenproteine gibt Tabelle 1 (modifiziert nach [124]).
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Tabelle 1.1: Quelle: modifiziert nach [124]

Amyloidprotein Vorläuferprotein Befall assoziierte Erkran-

kung/befallenes Organ

AL Immunglobulinleichtketten S, L Plasmazelldyskrasien, Multiples

Myelom, MGUS, idiopathisch,

familiär

AH Immunglobulinschwerketten S, L M. Waldenström, idiopathisch

ATTR Transthyretin S, L? hereditär, senile systemische

Amyloidose, Sehnenscheiden

Aβ2M β2-Mikroglobulin S, L? Hämodialyse-assoziiert, Gelenke

AA (Apo) Serum Amyloid A S chronisch entzündliche Erkran-

kungen, familiäres Mittelmeerfie-

ber, Muckle-Wells-Syndrom

AApoAI Apolipoprotein-AI S familiäre Amyloid-

Polyneuropathie,

Arteriosklerose-assoziiert

AApoAII Apolipoprotein-AII S hereditär

AGel Gelsolin S hereditär

ALys Lysozym S hereditär

AFib Fibrinogen α-Kette S hereditär

ACys Cystatin C S hereditär

ABri ABri-Proteinvorläufer S familiäre Demenz

Aβ Aβ-Proteinvorläufer L M. Alzheimer, alterndes Gehirn

APrP Prion Protein L Creuzfeld-Jakob-Erkrankung,

Kuru, BSE, Scrapie

ACal (Pro)Calcitonin L Medulläres Schilddrüsenkarzi-

nom

AIAPP Inselamyloid Polypeptid L Langerhan’sche Inseln bei Diabe-

tes mellitus und Insulinomen

AANF Atriunatriuretischer Faktor L Herzvorhof

APro Prolactin L Prolactinom, senile Hypophyse

AIns Insulin L Iatrogen

AMed Lactadherin L senile Aorta

AKer Kerato-epithelin L Haut, Kornea, familiär

MGUS: Monoklonale Gammopathie unspezifischer Signifikanz

BSE: Bovine spongioforme Enzephalopathie
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1.1.4 Epidemiologie und Klinik der systemischen Amyloidosen

AL-Amyloidose

Bei AL-Amyloidosen sind die zugrundeliegenden Proteine Leichtketten, seltener Schwer-

ketten, die von Tumorzellen eines Multiplen Myeloms, M. Waldenströms oder an-

deren B-Zell-Neoplasien synthetisiert werden. AL-Amyloid tritt auch im Rahmen

einer monoklonalen Gammopathie unspezifischer Signifikanz oder idiopathisch auf

[24, 53, 64].

Die Inzidenz der systemischen AL-Amyloidose wird in den USA angegeben mit

8.9 : 1 000 000. Bei Vorliegen eines Multiplen Myeloms bekommen 12 - 15% der

Patienten eine klinisch relevante AL-Amyloidose, in einer Screeninguntersuchung

konnte in bis zu 38% der Fälle Amyloid nachgewiesen werden [44].

Die klinischen Symptome sind je nach Organbefall und Ausmaß der Ablager-

ungen variabel. Klinisch relevant ist vor allem der Befall der Nieren und des Her-

zens. Eine Beteiligung der Nieren ist in 80% der Fälle nachweisbar, in 51% der

Fälle ist die hieraus resultierende progrediente Niereninsuffizienz das klinisch do-

minierende Krankheitsbild [176]. Ein Herzbefall lässt sich bei 59% der Patienten

nachweisen [176], in klinisch dominierendem Ausmaß bei 26%. Dann jedoch ver-

schlechtert sich die Prognose erheblich und die durchschnittliche Überlebenszeit be-

trägt noch 0,75 Jahre [48]. Die Patienten versterben an progredienter Herzinsuffizienz

oder Herzrhythmusstörungen. Der häufige Mitbefall von Leber und Milz führt zur

Hepatosplenomegalie. Eine Leberinsuffizienz tritt aufgrund der enormen Kompensa-

tionsfähigkeit dieses Organs nur in seltenen Fällen auf. Prinzipiell kann der gesamte

Verdauungstrakt befallen sein (62% der Fälle) inklusive des autonomen Nervensy-

stems mit resultierender Dysphagie, Malabsorption, Übelkeit, Anorexie, Diarrhoe,

Aszites und abdominalen Mißempfindungen. Ein Befall des peripheren Nervensy-

stems führt zu quälender Polyneuropathie (52% der Fälle). Ein Befall der Lunge

ist in bis zu 90% der Fälle histologisch nachweisbar [27]. Als klassische Symptome

der AL-Amyloidose gelten die Makroglossie (27% der Fälle) und das Auftreten von

periorbitalen Eckchymosen bei Befall der Hautgefäße (12% der Fälle). Relativ häufig

tritt auch ein Karpaltunnelsyndrom auf (28% der Fälle), welches der Diagnosestel-

lung um Monate vorausgehen kann. Der meistens vorliegende Befall des subkutanen

Fettgewebes bleibt dagegen in der Regel klinisch inapparent [176, 109, 46, 37].

Als Standardtherapie gilt die intravenöse Gabe von Melphalan, teils in Kombina-

10



tion mit Prednisolon. Die mediane Überlebenszeit hat sich unter Therapie von 0,88

auf 1,34 Jahre verbessert. Bei nachweisbarem Herzbefall liegt sie bei 1,08 Jahren,

nach Auftreten von Herzinsuffizienzsymptomen bei 0,75 Jahren [48, 37].

Neuere Therapieoptionen sind die Hochdosis-Dexamethason-Pulstherapie mit

anschließender Erhaltungstherapie mit Dexamethason plus Interferon alpha mit ei-

ner medianen Überlebenszeit von 31 Monaten [46] und die myeloablative Therapie

mit Hochdosis-Melphalan und anschließender autologer Stammzelltransplantation

[37]. Die mediane Überlebenszeit dieser Therapie wurde mit 4,6 Jahren angegeben

(1,6 Jahre bei Herzbefall und 6,4 Jahre ohne Herzbeteiligung) [176]. Hierzu sei an-

gemerkt, dass die Therapie durch die relativ hohe Toxizität nicht für Patienten mit

ausgeprägter Organbeteiligung geeignet ist und die Therapiemortalität trotz ent-

sprechend gefasster Einschlusskriterien bei immerhin 13% lag.

Alle genannten Therapien wirken über eine Eradikation des leichtkettenprodu-

zierenden Plasmazellklons, so dass das Vorläuferprotein zur Fibrillenbildung nicht

mehr angeliefert wird. Eine spezifisch am Amyloid angreifende Therapiemöglichkeit

existiert bis heute nicht.

AA-Amyloidose

Bei AA-Amyloidosen werden die Fibrillen aus Serum Amyloid A (SAA) im Rahmen

von chronisch entzündlichen Erkrankungen gebildet. In der westlichen Welt sind Er-

krankungen des rheumatischen Formenkreises, insbesondere die Rheumatoidarthritis

die häufigste Ursache. Angaben zur Prävalenz schwanken hier zwischen 4 und 26%

der Fälle. In post-mortem Studien konnte bei bis zu 61% der von Rheumatoidar-

thritis Betroffenen AA-Amyloid nachgewiesen werden [45]. Das Intervall zwischen

Beginn der Rheumatoidarthritis und Ausbildung von AA-Amyloidablagerungen wird

mit 17 bis 19 Jahren angegeben [13, 135].

Zweithäufigste Ursache für AA-Amyloid ist in den westlichen Industrienatio-

nen das familiäre Mittelmeerfieber. Hierbei handelt es sich um eine hereditäre Er-

krankung mit periodisch auftretenden Fieberanfällen, Polyserositis und vorzugsweise

Nierenbefall durch Amyloid.

Infektionserkrankungen wie chronische Osteomyelitis, Kala-Azar und Lepra spie-

len (aufgrund mangelnder Antibiotikatherapie) heute noch in Entwicklungsländern

eine wichtige Rolle. Historisch interessant ist in diesem Zusammenhang die Tuberku-
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lose - sie war, als Rudolf Virchow das Krankheitsbild 1854 zum ersten Mal beschrieb,

die häufigste Ursache von AA-Amyloid.

Das Auftreten einer AA-Amyloidose ist ebenfalls beschrieben worden bei chro-

nisch entzündlichen Darmerkrankungen, Bronchiektasien, Sarkoidose und verschie-

denen Krebserkrankungen, hier insbesondere bei Hypernephromen und Hodgkin-

Lymphomen.

Klinisch steht der Nierenbefall im Vordergrund, aufgrund dessen rund 90% der

Patienten mit AA-Amyloidose eine fortschreitende renale Insuffizienz mit Proteinurie

entwickeln [63]. Circa 20% der Patienten weisen einen symptomatischen Befall des

Gastrointestinaltraktes auf, bei 9% wurde eine Amyloidgicht beschrieben [63] . Der

Befall von Leber und Milz, Lunge und subkutanem Fettgewebe ist zwar häufig, in der

Regel jedoch klinisch asymptomatisch. Ebenso ist eine symptomatische Beteiligung

des Herzens und des Nervensystems bei der AA-Amyloidose selten.

Die mediane Überlebenszeit hat sich durch neue Therapiemöglichkeiten von rheu-

matischen Erkrankungen und Dialyse verbessert und liegt je nach Studie zwischen

24 und 165 Monaten [63, 135, 31, 98]. Die Zeit bis zur Entwicklung einer dialyse-

pflichtigen Niereninsuffizienz wird im Median mit 18 Monaten angegeben [98].

Die Therapie setzt wiederum daran an, die überschießende Bildung von SAA, als

Vorläuferprotein des Amyloids, durch adäquate Behandlung der Grunderkrankung

einzudämmen. Dies geschieht im Falle der Rheumatoidarthritis im Wesentlichen

durch Immunsuppressiva wie Azathioprin, Methotrexat, Chlorambucil oder Cyclo-

phosphamid, was die Überlebenszeiten deutlich verlängert (für Cyclophosphamid-

Pulstherapie wird die mediane Überlebenszeit mit 165 Monaten angegeben [31]).

Senile systemische ATTR-Amyloidose

Die senile systemische Amyloidose ist die häufigste systemische Amyloidose in der

westlichen Welt. In einer Autopsieserie fand sich eine Prävalenz von 25% bei über

80-Jährigen, hauptsächlich sind Männer betroffen [39].

Die Amyloidablagerungen bilden sich aus nichtmutiertem Transthyretin und la-

gern sich als Gefäßablagerungen in verschiedensten Organsystemen ab [216]. Am

häufigsten sind Lunge, Herz und Gastrointestinaltrakt betroffen, während Nieren

und peripheres Nervensystem typischerweise ausgespart werden. Die Erkrankung

verläuft meist milde. Ein ausgeprägter Herzbefall kann jedoch zu einer restriktiven
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Kardiomyopathie mit Herzinsuffizienz sowie zu Rhythmusstörungen führen [125].

A Beta2M-Amyloidose

Die Aβ2M-Amyloidose tritt als Folge jahrelanger Hämodialyse auf. Hierbei wird

β2-Mikroglobulin nur unvollständig aus dem Blut gefiltert, seine Konzentration ist

entsprechend erhöht.

Diese Form der Amyloidose befällt in erster Linie die Gelenke und ruft hier ei-

ne chronische Entzündungsreaktion hervor. Typische Befunde sind Periarthritis des

Scapulohumeralgelenks und das Auftreten eines Karpaltunnelsyndroms, aber auch

Spondylarthropathie, Poplitealzysten und Befall weiterer Sehnenscheiden wurde be-

schrieben [127].

Diese Form der systemischen Amyloidose wird bei Anwendung moderner Dialy-

severfahren nicht mehr beobachtet.

Hereditäre Amyloidosen

Hereditäre Amyloidosen haben ihre Ursache in der Mutation eines Gens für ein phy-

siologisch im Körper vorkommendes Protein. Die Mutation führt zur Veränderung

der Primärstruktur des Proteins und erhöht dadurch dessen Neigung, Amyloid zu

bilden. Dieser Erkrankungsmechanismus ist für Transthyretin, Apolipoprotein A-I

und A-II, Gelsolin, Fibrinogen Aα, Cystatin C und Lysozym beschrieben worden.

Die Vererbung erfolgt autosomal-dominant mit unvollständiger Penetranz [74].

Die häufigste hereditäre Amyloidose ist die ATTR-Amyloidose. Hierbei liegt eine

Mutation des Transthyretin-Gens vor. Bisher sind 80 verschiedene Mutationen be-

schrieben worden, von denen die häufigsten in bestimmten Populationen immerhin

eine Genfrequenz von 3-4% erreichen. Das Manifestationsalter ist je nach Mutation

sehr variabel und wird mit 20 bis 70 Jahren angegeben.

Charakteristisch ist ein Befall des Nervensystems mit sensorischer peripherer

Polyneuropathie, Störungen des autonomen Nervensystems und des Gastrointesti-

naltraktes. Je nach vorliegendem Syndrom kann es zu Herzbefall und Befall der

Meningen kommen. Therapeutisches Mittel der Wahl ist die Durchführung einer

Lebertransplantation, da das mutierte Transthyretin überwiegend in diesem Organ

gebildet wird [124].
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1.1.5 Pathogenese

Bis heute ist die kausale Pathogenese der Amyloidosen nicht vollständig geklärt.

Vermutlich sind verschiedene Faktoren beteiligt, die sich je nach vorliegendem Amy-

loidtyp unterscheiden, bzw. unterschiedliche Wichtung haben.

Struktur des Vorläuferproteins

Entscheidend für die Bildung von Amyloid ist das Vorhandensein der β-Faltblattstruktur,

sie läßt sich als wesentlicher Bestandteil der Fibrillen immer nachweisen, unabhängig

vom zugrundeliegenden Vorläuferprotein. Einige Vorläuferproteine haben naturgemäß

einen hohen Anteil an β-Faltblattstrukturen. Dies trifft beispielsweise für Immunglobulin-

Leichtketten, β2-Mikroglobulin und Transthyretin zu [123, 14, 217]. Andere weisen

im Nativzustand nur einen kleinen oder gar keinen Anteil dieser Strukturen auf,

wie das Prion Protein und die Apolipoproteine, eingeschlossen SAA. Hier muss eine

Konversion der α-Helix- zu β-Faltblattstrukturen stattfinden.

Im Falle des Transthyretins bildet bereits das physiologische Protein Amyloid-

ablagerungen im Rahmen der senilen systemischen Amyloidose. Durch Punktmuta-

tionen mit Austausch einzelner Aminosäuren wird die Amyloidbildung offensichtlich

erleichtert. Ein im Nativzustand gering amyloidogenes Protein wird durch gerin-

ge Strukturveränderungen deutlich amyloidogener. Interessant ist in diesem Zusam-

menhang auch die Beobachtung, dass die unterschiedlichen Mutationen im Transthyretin-

Gen auch unterschiedliche klinische Syndrome auslösen und mit unterschiedlichen

Manifestationsaltern vergesellschaftet sind. Hier beeinflusst die Primärstruktur des

Vorläuferproteins also auch den klinischen Verlauf der Amyloiderkrankung.

Die Vorläuferproteine für AL-Amyloid sind in erster Linie Leichtkettenfragmen-

te, um genauer zu sein, die variablen Segmente mit je einem unterschiedlich langen

Abschnitt der konstanten Region. Selten wurden Schwerkettenfragmente oder intak-

te Leichtketten gefunden [104].

Leichtketten besitzen als Teile von Immunglobulinen eine hypervariable Regi-

on. In dieser durch Hypermutationen entstehenden Variabilität liegt die Möglichkeit

des Immunsystems begründet, eine Vielzahl von Antikörpern unterschiedlicher Spe-

zifität bilden zu können. Bei jedem Patienten, bei dem ein Zellklon monoklonale

Leichtketten produziert, haben diese also eine andere Primärstruktur. Ein Einfluss

der Struktur der jeweiligen Leichkette auf die Amyloidbildung ließ sich mehrfach
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demonstrieren.

Bence Jones Proteine von Patienten mit AL-Amyloidose aggregierten in vitro

leichter als solche von Kontrollpatienten [134]. Bei Injektion monoklonaler Leicht-

ketten von Amyloidosepatienten bildeten sich bei den injizierten Mäusen ebenfalls

Amyloidablagerungen, während dies bei Injektion nicht-amyloidassoziierter Leicht-

ketten nicht der Fall war [185, 184].

Bestimmte Leichtketten-Subgruppen werden bei AL-Amyloidosen häufiger ge-

funden, insbesondere die Subgruppe λVI ist überrepräsentiert [183, 144].

Ebenfalls sind einige Aminosäuren in amyloidbildenden Leichtketten überre-

präsentiert [189], und es ließ sich nachweisen, dass nach Trypsinverdau die Amyloid-

bildung aus Leichtketten mit entsprechendem Aminosäureaustausch in vitro deutlich

verstärkt war [85].

Eine Erklärung ist, dass sich durch den Aminosäureaustausch die Faltung des

Proteins in der Weise ändert, dass die naturgemäß in Leichtketten enthaltenen β-

Faltblattelemente auseinandergefaltet werden und sich dadurch zu Fibrillen zusam-

menlagern können [85, 103].

Es entstand die Hypothese, dass nur ein Teil der Patienten mit Plasmazelldys-

krasien Amyloid entwickelt, bzw. der klinische Verlauf sehr variabel ist, weil einige

Leichtketten aufgrund ihrer Primärstruktur eine größere intrinsische Neigung zur

Amyloidbildung besitzen als andere.

Als weitere Strukturbestandteile von Leichtketten sind Kohlenhydrate mit der

Pathogenese der AL-Amyloidose in Verbindung gebracht worden. Hierbei wurde

diskutiert, dass Glykosilierungen, welche bei amyloidogenen Leichtketten vergleichs-

weise häufiger zu finden sind, die Fibrillenbildung vereinfachen, die Gewebeaffinität

der amyloidbildenden Proteine erhöhen oder auch einen enzymatischen Abbau er-

schweren könnten [79, 86, 142].

Konzentration des Vorläuferproteins

Als typisches Beispiel für den Einfluss der erhöhten Konzentration des Vorläuferpro-

teins auf die Amyloidbildung gilt das SAA. Dieses ist ständig im Plasma vorhanden,

führt aber erst bei dauerhaft massiver Erhöhung, wie sie im Rahmen von chronisch

entzündlichen Erkrankungen auftritt, zur Amyloidbildung [159, 66].

Auch bei lokalen Amyloidosen liegt häufig eine hohe lokale Konzentration des
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Vorläuferproteins vor. Beispielsweise bei mit Amyloidablagerungen assoziierten hor-

monproduzierenden Tumoren, wie dem medullären Schilddrüsenkarzinom, bei dem

Amyloid aus Calcitonin entsteht [101, 215].

Jedoch ist eine erhöhte Konzentration des Vorläuferproteins weder zwingende

Voraussetzung für die Ablagerung von Amyloid, noch führt sie unabdingbar zu des-

sen Ausbildung: Zum Beispiel ist die senile systemische Amyloidose nicht mit einem

erhöhten Plasma-Transthyretinspiegel vergesellschaftet. Umgekehrt erkranken nur

rund 10% der Rheumatiker an einer AA-Amyloidose. Es müssen also noch weitere

Faktoren an der Pathogenese dieser Erkrankung beteiligt sein.

Stoffwechsel des Vorläuferproteins

Für einige Amyloidosen ist bekannt, dass die Ablagerungen aus einem Spaltprodukt

des intakten Vorläuferproteins gebildet werden.

Im Falle des Aβ-Vorläuferproteins konnte gezeigt werden, dass eine β- und γ-

Sekretase das Aβ-Vorläuferprotein in drei Fragmente spalten, von denen eines dem

Amyloidprotein entspricht. Eine α-Sekretase spaltete das Aβ-Vorläuferprotein in

nicht-amyloidogene Fragmente. Als in Frage kommende Enzyme wurden Metallopro-

teinasen, Matrix-Proteasen und verschiedene Cathepsine diskutiert, die ausgehend

von Mikrogliazellen wirken [56].

Im Falle der AA-Amyloidose bestehen die Fibrillen aus N-terminalen Fragmen-

ten des SAA. Cathepsin B spaltete SAA unter Bildung eben dieser amyloidogenen

Fragmente [156, 222], während Cathepsin D die Amyloidbildung verhinderte [221].

Auch hier wurden Zellen des Retikuloendothelialen Systems, insbesondere deren Ly-

sosomen, in enger morphologischer Beziehung zu den Amyloidfibrillen gefunden und

mit der Genese der Fibrillen in Zusammenhang gebracht.

Bei AL-Amyloid konnte nachgewiesen werden, dass Mesangialzellen in der La-

ge sind AL-Amyloid in vitro zu formen [195]. Die Amyloidbildung aus zugesetzten

Leichtketten wurde durch Chloroquin vermindert [91]. Chloroquin beeinträchtigt

durch pH-Verschiebungen die Lysosomen. Daher wurde eine Fragmentation der Leicht-

ketten durch post-sekretorische Proteolyse der intakten Leichtketten vermutet.
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Seeding

Der Begriff ”Seeding“ kann am ehesten mit Keimsetzung übersetzt werden. Er be-

zieht sich auf die Beobachtung, dass sich die Zeit bis zur Ausbildung von Amyloidfi-

brillen durch bereits vorhandene Amyloidfibrillen deutlich verkürzen läßt [94, 100].

Es konnte bei der murinen AA-Amyloidose gezeigt werden, dass i.v.-applizierte

synthetische Fibrillen die Bildung von AA-Amyloid beschleunigen. Es wurde disku-

tiert, dass die synthetischen Fibrillen als Keim für die Anlagerung und Bildung neuer

Fibrillen fungieren [59, 95]. Für die Wirkungsweise des Amyloid-Enhancing Faktors

(AEF), der üblicherweise zur Auslösung einer experimentellen AA-Amyloidose inji-

ziert wird, wird derselbe Mechanismus angenommen [212, 5].

Bei der Amyloidbildung unterscheidet man zwei Phasen: Die präamyloidotische

und die amyloidotische Phase der eigentlichen Amyloidbildung. Es wird angenom-

men, dass in der präamyloidotischen Phase wenige amyloidogene Proteine poly-

merisieren und einen Kern bilden. Diese Kernbildung ist eine kinetisch ungünstige

Reaktion und dauert relativ lange. Ist die Kernbildung erfolgt, lagern sich weitere

Monomere uneingeschränkt an. Es bilden sich Fibrillenprotein-Polymere aus denen

sich schließlich Amyloid formt. Man nimmt an, dass durch Gabe von synthetischen

Fibrillen oder AEF als sogenanntes Seeding, die präamyloidotische Phase verkürzt

wird oder sogar ganz wegfällt [94].

Konformationelle Mimikry

Bei der Spongioformen Enzephalopathie besagt ein Modell, dass die Konversion des

nicht-pathogenen Prion Proteins in ein amyloidbildendes Scrapie Prion Protein die

Voraussetzung für die Amyloidbildung ist [147]. Die Konversion, im Sinne einer α-

Helix- zu β-Faltblatt-Transformation [35], kann spontan stattfinden, es kann aber

auch das pathologische Prion, als unlösliches Aggregat des Scrapie Prion Prote-

ins, zwischen Spezies übertragen werden [58, 20, 65]. Man geht davon aus, dass in

einer Kettenreaktion die Konversion des physiologischen Prion Proteins durch ei-

ne pathologische Chaperonfunktion des Scrapie Prion Protein ausgelöst wird: Das

Scrapie Prion Protein wirkt als eine Art Matrize für die Umfaltung, bei der das

Wildtyp-Prion Protein die Tertiärstruktur des pathogenen Scrapie Prion Proteins

nachahmt und dadurch ebenfalls zum pathogenen, amyloidbildenden Protein wird,

ein Vorgang, der als konformationelle Mimikry bezeichnet wird.
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Auch im Falle der Aβ-Amyloidose bei M. Alzheimer wird eine pathologische

Chaperonfunktion des Apolipoprotein E vermutet, da die Inzidenz und Morbidität

der sporadischen Alzheimer-Krankheit von der Konstellation der ApoE-Allele be-

einflusst wird [191].

Serum Amyloid P-component

Serum Amyloid P-component (SAP) ist ein nicht fibrilläres Plasmaprotein, das

Calcium-abhängig Amyloidfibrillen bindet. Es ist Vorläufer des strukturgleichen

Amyloid P-component, welches ein obligater Bestandteil von Amyloidablagerung-

en ist [145]. Die Plasmaclearance dieses Proteins ist bei Patienten mit systemischer

Amyloidose massiv erhöht: Es findet eine Umverteilung aus dem Gefäßpool in den

extravaskulären Raum statt [92].

Es konnte gezeigt werden, dass die Amyloidbildung bei SAP-defizienten Mäusen

verlangsamt ist [16]. Auch lässt sich die proteolytische Spaltung von isolierten Amy-

loidfibrillen durch Zugabe von SAP hemmen [200]. Daraus ist die Hypothese ent-

standen, dass Amyloid P-component für die relative Proteaseresistenz der Fibrillen

verantwortlich ist.

In der klinischen Anwendung wird Iod123-markiertes SAP benutzt, um Amyloid-

ablagerungen im Hinblick auf Organbefall, Ausdehnung und Therapieerfolg szinthi-

graphisch darzustellen [73].

Proteoglykane und Glykosaminoglykane

Proteoglykane und Glykosaminoglykane können aus amyloidbeladenen Organen in

größeren Mengen isoliert werden als aus entsprechenden Organproben von Gesunden

[119, 120, 188, 187]. Heparansulphatproteoglykan und Chondroitinsulphatproteogly-

kan gelten als fixe Bestandteile von Amyloid, unabhängig vom zugrundeliegenden

Protein, aber auch Dermatansulphat scheint spezifisch in den amyloidbefallenen Or-

ganen zu akkumulieren [186]. Die gesteigerte Synthese der Glykosaminoglykane be-

ginnt noch vor Detektion mikroskopisch nachweisbarer Amyloidablagerungen [186].

Desweiteren ließ sich eine enge Assoziation mit Amyloid P-component zeigen.

Bei der fibrillären Glomerulopathie bestehen die Ablagerungen aus amyloid-

ähnlichen-IgG-Fibrillen ohne nachweisbare Glykosaminoglykane. Hier weisen die Fi-

brillen keine β-Faltblattstruktur auf [224]. Verschiedene mögliche Einflüsse der Gly-
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kosaminoglykane auf die Pathogenese der Amyloidosen wurden daraus abgeleitet:

Dass sie die Bindung zwischen Amyloidfibrillen und Amyloid P-component vermit-

teln, die Konformationsänderung der Vorläuferproteine zu β-Faltblattstrukturen in-

duzieren, als Nidus für die initiale Fibrillenbildung dienen oder die Fibrillen vor

proteolytischem Abbau schützen [86].

Auch andere Proteine treten räumlich assoziiert mit Amyloid auf. Die Basalmem-

brankomponenten Fibronektin, Laminin, Typ-IV-Kollagen und Perlecan wurden 36

bis 48 Stunden nach Induktion von AA-Amyloid bei der Maus neben den ersten

Amyloidablagerungen immunhistochemisch nachgewiesen [116]. In einem gleichartig

angelegten Experiment wurde auch ein 4-facher Anstieg des mRNA-Spiegels von

Perlecan 72 Stunden nach Gabe des amyloidogenen Stimulus gefunden [1]. Ein An-

steigen des mRNA-Spiegels konnte ebenfalls für Laminin B2 und Typ IV-Kollagen

gezeigt werden [219, 86], so dass möglicherweise auch das umgebende Bindegewebe

einen Einfluss auf die Bildung des Amyloids hat.

AGE und RAGE

Hyperglykämie, wie bei Diabetes mellitus und oxidativer Stress, wie bei Urämie,

führen zur verstärkten Bildung von nicht-enzymatisch glykosilierten Endproduk-

ten (AGE) [208, 209, 128]. Auch in, bzw. um Prion Plaques, Aβ-Amyloid, Aβ2M-

Amyloid, AL- und AA-Amyloid wurden sie nachgewiesen [162, 133, 129, 155].

Über den Rezeptor für AGE (RAGE) können eine Reihe von zellulären Antwor-

ten stimuliert werden, z.B. Chemotaxis von Monozyten, Knochenresorption durch

Osteoklasten, Proliferation von glatten Muskelzellen, oxidativer Stress, Sekretion

von Zytokinen, Kollagenase und verschiedenen Wachstumsfaktoren [128, 165, 226,

143].

RAGE bindet SAA und AA-Amyloid. Die RAGE-Expression in der Milz korre-

lierte eng mit der Ablagerung von AA-Amyloid und nach Injektion von RAGE bei

Mäusen mit experimentell ausgelöster Amyloidose ließen sich hiernach RAGE-AA-

Amyloid-Komplexe isolieren. Ebenso ließ sich durch Antagonisierung von RAGE die

Ablagerung von Amyloid vermindern, woraufhin die Autoren einen direkten Zusam-

menhang zwischen RAGE, Amyloidablagerung und Zellstress postulierten [223].
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1.2 Cathepsine

Die Funktion der Zellen des Retikuloendothelialen Systems beim Abbau von körperei-

genen und körperfremden Strukturen und Proteinen beruht auf einer hohen lysoso-

malen Aktivität. Mononukleäre Zellen synthetisieren hierzu eine Vielzahl von Enzy-

men, u.a. sind sie reich an den Cysteinproteinasen Cathepsin B, K und L.

Proteolyse durch Cathepsine ist irreversibel. Sie werden daher als Mediatoren des

endgültigen lysosomalen Verdaus sowohl endozytierter als auch endogen gebildeter

Proteine angesehen [29].

Cathepsine wirken nicht nur intrazellulär, sondern auch extrazellulär. Spezi-

ell Osteoklasten, aber auch Makrophagen sind in der Lage, innerhalb der Zwi-

schenräume zwischen Zelloberfläche und Substrat ein saures Millieu zu schaffen [10],

Cathepsine (auch gezeigt für Cathepsin B und L) in diesen Spalt zu sezernieren und

Inhibitoren daraus zu verdrängen [151].

Cathepsine sind streng regulierte Enzyme. Zu ihrer Aktivierung durch Abspal-

tung der Pre- und Prosequenz [28] ist ein saurer pH-Wert notwendig [218, 36], zusätz-

lich kommt es unter basischen pH-Werten zu Konformationsänderungen, welche die

Inaktivierung der Enzyme bedingen [204, 203].

Um Zellen und Gewebe vor ungewolltem Angriff zu schützen, liegt im Gewebe

ein physiologischer Überschuss an Cathepsininhibitoren vor.

1.2.1 Cathepsin B und L

Cathepsin B und L konnten in einer Vielzahl von Organen nachgewiesen werden.

In der Leber in Hepatozyten und Kupfferzellen [87, 227], und zwar in Sekundärly-

sosomen, Endosomen und Autophagosomen [228]. In den Nieren, als punktförmige

Anfärbung der Lysosomen hauptsächlich in den proximalen Tubuli, in welchen auch

die Heterophagozytose von Proteinen aus dem Ultrafiltrat stattfindet [229, 230, 164].

Im Pankreas wurde Cathepsin B in B- und A-Zellen nachgewiesen [88], und es wan-

delt in vitro Proinsulin in Insulin um [9]. Weiterhin wurde Cathepsin B in der Ne-

bennierenrinde [196] und Cathepsin B und L in Vagina, Milz, Makrophagen, Nerven-

system und in geringer Konzentration in Herz, Skelettmuskel, Gastrointestinaltrakt,

Testis und Lymphozyten gefunden [108, 8].

Die Cathepsine B und L wurden mit Vorgängen wie Lungenentwicklung [23],

Umwandlung des Endometriums [96], Tumormetastasierung [150, 180, 181, 130] und
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der Immunfunktion in Verbindung gebracht.

Als gesichert gilt, dass Cathepsin B, Cathepsin L (in Epithelzellen des Thymus)

und Cathepsin S (in B-Zellen und dendritischen Zellen) dafür verantwortlich sind,

Proteine in antigen wirksame Peptide zu spalten. Sie spalten ebenfalls die invariante

Kette, die ansonsten das MHC II-Molekül blockiert [207, 136, 111, 11]. Desweiteren

spielen Cathepsin B und L eine Rolle bei der Differenzierung von Th1- und Th2-

Zellen [118, 231], T-Lymphozytenmigration und -degranulation [7, 113].

Cathepsin B und L gelten als wichtige, am Umbau von Bindegewebe und Kno-

chensubstanz beteiligte Enzyme [43]. Beide Enzyme werden in Phagozyten expri-

miert [131, 40, 153], und der Proteinumsatz von Makrophagen ließ sich in vitro durch

einen Cathepsininhibitor deutlich senken [167]. Zu den Substraten zählen Elastin,

Laminin, Fibronectin und verschiedene Kollagentypen [21, 175, 117].

1.2.2 Cathepsin K

Cathepsin K wurde erstmals beim Durchsuchen einer Kaninchen-cDNA-Osteoklasten-

Bibliothek identifiziert [202]. Humanes Cathepsin K wurde - damals noch Cathepsin

O bzw. O2 benannt - als erstes relativ zeitgleich von Brömme et al. und Shi et al.

isoliert und molekular geklont [17, 168].

Cathepsin K spaltet hochpotent verschiedene Komponenten der extrazellulären

Matrix. Es ist in der Lage Typ I-Kollagen komplett aufzulösen [61] und spaltet Typ

II- und denaturiertes Kollagen. Die elastinolytische Aktivität wird bei pH 5,5 als 9

mal höher als die des Cathepsin L angegeben [99, 18].

Cathepsin K wird als diejenige Protease angesehen, die einen Haupt-, wenn nicht

den Hauptanteil an Knochenumbauprozessen hat [210, 90]. Cathepsin K-Knockout-

Mäuse leiden unter Osteopetrose, einer der Glasknochenkrankheit ähnlichen Erkran-

kung [161], und die erbliche Erkrankung Pyknodysostosis deformans ist am wahr-

scheinlichsten durch eine Mutation des Cathepsin K-Gens bedingt [62] .

Durch Inhibition von Cathepsin K lassen sich Knochenumbauprozesse hemmen

[210, 90]. Es stellte sich heraus, dass die sogenannten Cross-linked N-Telopeptide, die

als Marker für gesteigerten Knochenabbau z.B. bei Osteoporose dienen, maßgeblich

durch Cathepsin K aus Typ I-Kollagen freigesetzt werden (in geringerem Ausmaß

auch durch Cathespin S, L und B) [4].

Neuere Untersuchungen befassen sich zunehmend mit der Funktion von Cathep-
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sin K in anderen Geweben und bei anderen Erkrankungen. Cathepsin K mRNA

wurde in Fibroblasten und in geringerem Ausmaß in mehrkernigen Riesenzellen und

Makrophagen im Zusammenhang mit Rheumatoidarthritis nachgewiesen [146, 82].

In artheriosklerotischen Gefäßen fanden sich Cathepsin K und S in Schaumzel-

len, Endothelzellen der Intima, glatten Muskelzellen und Makrophagen, während in

gesunden Arterien nur eine vernachlässigbare Expression zu finden war [192].

Zwei weitere Untersuchungen befassten sich mit Cathepsin K bei granulomatösen

Entzündungsreaktionen. Aus Echinokokkus granulosus-Zysten konnte Cathepsin K

sowohl aus der Zystenwand als auch aus mehrkernigen Riesenzellen und Epitheloid-

zellen isoliert werden [47]. Auch in mehrkernigen Riesenzellen und Epitheloidzellen

bei Sarkoidose, Tuberkulose, Fremdkörperreaktion und Sarkoid-ähnlichen Reaktio-

nen im Zusammenhang mit malignen Tumoren konnte immunhistologisch und durch

in situ-Hybridisierung Cathepsin K nachgewiesen werden. Bei Riesenzellen und Epi-

theloidzellen handelt es sich um stimulierte Phagozyten. Ortsständige Makrophagen

dagegen exprimierten zwar Cathepsin B und L, aber kein Cathepsin K. Daraus wur-

de die Schlussfolgerung gezogen, Cathepsin K könnte ein Differenzierungsmarker

für die Ausreifung von Makrophagen sein und eine Verstärkung der proteolytischen

Kapazität dieser Zellen anzeigen [22].

1.3 Amyloid und proteolytische Enzyme

Amyloidfibrillen galten lange Zeit als resistent gegen chemische, physikalische und

proteolytische Agenzien [138, 102].

Für Kollagenase, sowie Kollagenase nach Vorinkubation mit Hyaluronidase konn-

te kein Effekt auf AA-Amyloid nachgewiesen werden (als positive Kontrolle diente

die erfolgreiche Spaltung von Kollagenfibrillen durch die oben genannten Enzyme)

[33].

In Experimenten mit AA- und AL-Amyloid wurde eine Degradation von 90%

des Fibrillenproteins für Pronase, 80% für Nagarse und 70% für Papain postuliert

[102]. In einer späteren Arbeit charakterisierten die Autoren die Spaltung der Amy-

loidfibrillen durch Pronase elektronenmikroskopisch als sehr unvollständig [169].

Es konnten keine Veränderungen in der Aktivität von Cathepsin D, saurer Phos-

phatase und β-Glukuronidase im Verlauf der experimentellen AA-Amyloidose der

Maus festgestellt werden [110], woraus die Schlussfolgerung gezogen wurde, dass
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eine Hydrolyse von Amyloid nur in minimalem Ausmaß stattfinden könne.

Dennoch gibt es Hinweise für einen möglichen Abbau von Amyloid. Bei effizienter

Therapie der Grundkrankheit, die letzten Endes dazu führt, dass das entsprechende

Vorläuferprotein nicht mehr nachgeliefert wird, läßt sich im Zeitverlauf eine deutliche

Besserung der Funktion der betroffenen Organe nachweisen. In Fallbeschreibungen

konnte auch eine Abnahme der Amyloidablagerungen direkt gezeigt werden [220,

176, 199, 49, 38, 75, 80, 198, 66].

Auch in experimentellen Studien gibt es Hinweise, dass Amyloid prinzipiell ab-

baubar ist. In einer elektronenmikroskopischen Untersuchung einer Makrophagen-

zellkultur nach Co-Kultivierung mit Amyloidfibrillen nahm mit zunehmender Inku-

bationszeit die räumliche Assoziation zwischen Makrophagen und Amyloidfibrillen

zu. Es bildeten sich intrazytoplasmatisch Amyloidfibrillen enthaltende Vesikel, die

mit der Zeit durch Typ III- und Typ IV-Vakuolen ersetzt wurden, die sich typischer-

weise im Rahmen eines lysosomalen Abbaus bilden [170, 169].

In humanem Serum wurden Enzyme, wahrscheinlich Serinproteasen, gefunden,

die die Sirius-Rot-Bindung von AA-Amyloid zerstören konnten, was bedeutet, dass

durch die Inkubation wenigstens eine Konformationsänderung der Amyloidfibrillen

stattgefunden haben muss. Durch Inkubation mit Chymotrypsin, Trypsin, Kallikrein

und Elastase war der gleiche Effekt zu erzielen [201].

Publiziert worden ist eine Spaltung von isolierten AA-, AL-, ApoA-I und Aβ-

Fibrillen durch Trypsin und Chymotrypsin (Pankreas), Pronase, sowie Elastase und

Cathepsin G aus humanen neutrophilen Granulozyten [200]. Wobei die Spaltung

durch Cathepsin G als am effektivsten beschrieben worden ist.

Desweiteren ließ sich die Degradation von AA-Amyloid in Zellkulturexperimen-

ten durch humane Monozyten nachweisen, in verstärktem Maße noch, wenn diese

durch Inkubation mit CRP aktiviert worden waren [200].

Die Infiltration des Amyloids durch Makrophagen ist wiederum bei der Insel-

amyloidose des Pankreas und der dialyseassoziierten Amyloidose in histologischen

Schnitten ein regelmäßig nachweisbares Phänomen [42, 3, 60]. Durch Markierung

wurden Fibrillen elektronenmikroskopisch mit Lysosomen assoziiert innerhalb der

Makrophagen gefunden. Sie waren nicht assoziiert mit dem rauhen endoplasmati-

schen Retikulum als Ort der Proteinsynthese. Daher wurden die Makrophagen in

den Gewebeschnitten als sekundäres Phänomen interpretiert und eine Phagozytose
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der Amyloidablagerungen postuliert [81].

Auch bei anderen Amyloidosen, einschließlich AA- und AL-Amyloidose, konnten

regelmäßig Makrophagen und mehrkernige Riesenzellen in direkter Nachbarschaft

zu den Ablagerungen nachgewiesen werden [157, 154, 15, 141], und es gibt Hinweise

für eine Proteolyse nach Fibrillenbildung [154]

Proteolyse könnte also sowohl bei der Bildung des Amyloids, als auch bei dessen

Abbau eine pathogenetisch wichtige Rolle spielen. Verschiedene Proteasen sind im

Zusammenhang mit Amyloidosen untersucht worden.

Bei Patienten mit AA-, AL-, AApoA-1-, ATTR- und Aβ2M-Amyloidose konnte

neutrophile Elastase- und Cathepsin G-Aktivität assoziiert mit den isolierten Amy-

loidfibrillen und teilweise auch immunhistochemisch nachgewiesen werden [190].

MMP-1, -2 und -3 wurden immunhistochemisch benachbart zu AA-Amyloid in

48 bis 80% der Proben und innerhalb von AA-Amyloid in 8 bis 16% gefunden. In

Proben von Patienten mit AL-Amyloidose waren sie neben dem Amyloid in 25 bis

60% jedoch nicht innerhalb der Ablagerungen nachweisbar [132].

Cathepsin B und D fanden sich innerhalb von Amyloidplaques des präfrontalen

Cortex bei M. Alzheimer. Ebenso fand sich eine starke Immunreaktivität in degene-

rierenden Perikarya innerhalb der Amyloidplaques [26]. Hieraus wurde geschlussfol-

gert, dass die absterbenden Neurone der Ursprung der Cathepsine sind und ihre

Freisetzung zur Spaltung des β-Amyloid Vorläuferproteins in amyloidogene Frag-

mente führt, zumal für Cathepsin B eine solche Spaltung nachgewiesen worden ist

[121]. Trotz alledem ließ sich aber auch zeigen, dass sich durch Applikation eines lyso-

somalen Aktivators die Amyloidablagerungen im Alzheimer-Mausmodell verringern

ließen [12].

Cathepsin K konnte in mehrkernigen Riesenzellen neben Amyloidablagerungen

bei 55% der Patienten mit AA- und 58% der Patienten mit AL-Amyloid nachgewie-

sen werden. Eine Immunfärbung der Ablagerungen selbst war bei 45% der AA- und

25% der AL-Amyloid-Patienten nachweisbar (bei insgesammt 23 Patienten) [157].

Cathepsin B und L wurden bei der Untersuchung von Proben von 21 Patienten in al-

len Fällen neben dem Amyloid gefunden, hauptsächlich in Makrophagen, Myozyten

und Endothelzellen von Gefäßen. In 30% der Fälle wurden auch Cathepsin B und

L positive mehrkernige Riesenzellen gefunden [15]. Cathepsin K war in der Lage,

sowohl SAA als auch AA-Amyloidproteine in vitro vollständig zu spalten [156, 157].
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Für Cathepsin B ist gezeigt worden, dass sich bei Inkubation mit SAA neun amyloi-

dogene Fragmente bilden, während Cathepsin L durch Spaltung der N-terminalen

Region nicht-amyloidogene Fragmente generiert [156]. Auch für AA-Amyloidproteine

selbst konnte die Degradation durch Cathepsin B und L in vitro demonstriert werden

[156].
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Kapitel 2

Fragestellung

Sowohl die Bildung von Amyloid als auch ein möglicherweise stattfindender Ab-

bau sind eng assoziiert mit proteolytischer Spaltung und mit den Lysosomen als

physiologischem Ort der Proteolyse. Lysosomen sind reich an Cysteinproteasen wie

Cathepsin B, K und L, die u.a. beim Umbau von Binde- und Knochengewebe eine

wichtige Rolle spielen und hochpotent in der Spaltung von Elastin und verschiedenen

Kollagentypen sind.

In Voruntersuchungen ist gezeigt worden, dass die Cathepsine B, K und L in

räumlicher Nähe zu humanem AA- und AL-Amyloid auftreten. Sie sind in der Lage,

im Falle des AA-Amyloids sowohl die Vorläufer- als auch die Amyloidproteine zu

spalten.

Die Hypothese der vorgelegten Arbeit ist, dass Cathepsin B, K und L an der

Pathogenese der systemischen Amyloidosen beteiligt sind. Die Zielsetzung war, zu

untersuchen, ob Cathepsine nicht nur AA- sondern auch AL-Amyloidproteine spal-

ten können und in welcher räumlich-zeitlichen Beziehung Cathepsin-exprimierende

Entzündungszellen zu Ablagerung und Regression von Amyloid stehen.

Hierzu wurden Degradationsexperimente mit aufgereinigten AL-Amyloidproteinen

und nativen Amyloidablagerungen bei saurem und physiologischem pH, unterschied-

lichen Inkubationszeiten und unterschiedlichen Cathepsinkonzentrationen durchgeführt.

Im Tierexperiment wurde nach Auslösung einer systemischen AA-Amyloidose

geprüft, ob im Verlauf von Entstehung und Verschwinden von Amyloidablagerung-

en ein räumlicher und/oder zeitlicher Zusammenhang mit der Expression von Ca-

thepsin B, K und L besteht. Hierbei wurde die Verteilung von Makrophagen und

neutrophilen Granulozyten in die Betrachtung miteinbezogen.
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Anhand der Untersuchung von Nude- und SCID-Mäusen wurde der immunmodu-

latorische Einfluss von T-Zell- bzw. kombinierter B- und T-Zell-Defizienz auf Amy-

loidogenese und Cathepsinexpression untersucht.
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Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gewebe

Die für die Versuche verwendeten Amyloidproteine stammten von zwei Patienten

mit systemischer Amyloidose. Patient 1 war 50-jährig an einer AL-Amyloidose bei

multiplem Myelom verstorben. Proben aus Herz und Milz wurden bei -80˚C aufbe-

wahrt.

Patient 2 (AR) war 57 Jahre alt und litt an einer primären AL-Amyloidose.

Aufgereinigte Amyloidproteine von Patient 2 wurden freundlicherweise von Prof.

Dr. Knut Sletten (Biotechnology Center, Universität Oslo) zur Verfügung gestellt.

3.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Degradationsexperimente

Von der Carl Roth GmbH (Karlsruhe) wurden bezogen: Aceton, Acrylamid/Bisacrylamid,

Natriumazid, Natriumchlorid, Natriumphosphat, Natronlauge, Salzsäure und SDS.

Ammoniumpersulfat, DTT, EDTA, Guanidin-HCl, Natriumcitrat, PonceauS-Lösung,

TEMED, Tris-Base, Tris-HCl und Tween 20 wurden von der SIGMA-Aldrich GmbH

(Steinheim) bezogen. Es wurden Essigsäure und Methanol von J. T. Baker (Deven-

ter, NL) verwendet. Aquacite II, Harnstoff, Perjodsäure wurde bei Merck KGaA

(Darmstadt) bezogen. Von der Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg) wurden β-

Mercaptoethanol, Bovines Serumalbumin und Coomassie-Blau geliefert. Schiffbase

stammte von Fisher Scientific (Pittsburgh, USA), Ethanol aus der Zentralapotheke
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der Medizinischen Fakultät, Glycerol von Invitrogen (Paisley, UK), Glycin von ICN

Biomedical Inc (Aurora, Ohio, USA), NBT/BCIP von Rockdale (Illinois, USA) und

E 64 von Bachem Biochemica (Heidelberg).

Proteinkonzentrationen wurden mit dem BioRad DC Protein Assay, BioRad

Laboratories (Hercules, CA, USA) bestimmt. Sterilfiltration erfolgte mit Millex-

Millipore Filtern der Millipore Corporation (Bedford, MA, USA). Als Dialysemem-

bran diente eine Spectra/Por molecularporous membrane MWCO 6-8 000 von Spec-

trum Laboratories Inc. (Rancho Dominguez, CA, USA). Membranen zum Einschwei-

ßen der Gele stammten von der Firma BioRad (München), die ImmunoPure Pro-

tein A-Säule und West Pico Supersignal von Pierce (Rockford, Illinois, USA). Die

Proteine wurden auf Hybond-ECL-Membranen von Amersham Pharmacia Biotech

(Braunschweig) geblottet.

Histochemische und Immunhistochemische Färbungen

Kongorot, Mayer’s Hämatoxylin, Gill’s Hämatoxylin, DAKO Target Retrieval So-

lution, DAKO Protein Block wurden bei der Dako Corporation (Carpinteria, CA,

USA) bezogen, Esel- und Schafserum von Chemicon International (Temecula, CA,

USA). Americlear wurde bei der Baxter Healthcare Corp. (Deerfield, Illinois, USA),

SuperMount Permanent Mounting Medium sowie SuperMount Aequeous Mounting

Medium bei BioGenex Laboratories (San Ramon, CA, USA) und Super Block bei

SkyTek Laboratories (Utah, USA) eingekauft. Avidin und Biotin sowie Wasserstoff-

peroxid stammten jeweils von Vector (Burlingame, CA, USA).

Als gebrauchsfertige Kits wurden der AS-D-Chloracetat-Esterase-Kit von SIG-

MA Diagnostics (St. Louis, USA) zur Anfärbung von neutrophilen Granulozyten,

der InnoGenex IHC Kit (InnoGenex, SanRamon, CA, USA) für die Makropha-

genfärbung und der DAB Substrate Kit for Peroxidase (Vector Laboratories, Bur-

lingame, CA, USA) für die Substratreaktion (jeweils letzter Färbeschritt) benutzt.

29



3.1.3 Antikörper

Tabelle 3.1:
Färbung Antikörper und Verdünnung Bezugsquelle/Hersteller

Anfärbung der Amy-

loidproteine - Primäran-

tikörper

polyklonaler Kaninchen-IgG-

Antikörper gegen humane AL-

Amyloidproteine von Patient 1,

1:10 000 bis 1:20 000

Pineda-Antibody-Service,

Berlin

Sekundärantikörper für

die Testung des Anti-AL-

Antikörpers

an alkalische Phospatase gekoppel-

ter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper,

1:1000

DakoCytomation, Glos-

trup, Dänemark

Sekundärantikörper

für die Chemilumines-

zenzfärbung

an Merrettichperoxidase gekoppelter

Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper, 1:50

000

Pierce Rockford, Illinois,

USA

Anfärbung von Ma-

krophagen - Primäran-

tikörper

Anti-F4/80-Ratte-Anti-Maus-IgG,

1:100

Serotec, Oxford, UK

Anfärbung von Makro-

phagen - Sekundäran-

tikörper

Ziege-Anti-Ratte-IgG InnoGenex DAB Kit, San

Ramon, USA

Anfärbung von Cathepsin

B - Primärantikörper

Ziege-Anti-Maus-IgG, 1:5000 Institut für Immunologie,

OvG-Universität, MD

Anfärbung von Cathepsin

L - Primärantikörper

polyklonaler Ziege-Anti-Maus-IgG-

Antikörper (D-20), 1:75

SantaCruz BT Inc, Santa

Cruz, USA

Anfärbung von Cathepsin

K - Primärantikörper

polyklonaler Ziege-Anti-Human-IgG-

Antikörper, 1:100

Santa Cruz BT Inc, Santa

Cruz, USA

Cathepsinfärbung - Se-

kundärantikörper

an DAB gekoppelter Esel-Anti-Ziege-

IgG-Antikörper, 1:1500

Chemicon International,

Temecula, USA
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3.2 Methoden

3.2.1 Präparation der Amyloidproteine

Die Amyloidproteine wurden mit der Wasserwaschmethode nach Skinner [177] iso-

liert. Hierzu wurden jeweils 6 g Milzgewebe in 60 ml 0,9% NaCl-Lösung homogeni-

siert, gleichmäßig auf Zentrifugenröhrchen verteilt und anschließend mit 2 500xg für

30 Min. bei 4˚C zentrifugiert. Die Überstände wurden abgegossen und verworfen.

Der für die weiteren Homogenisierungen benötigte Tris-Base-Puffer wurde aus 7,35

g Natriumcitrat und 0,61 g Tris-Base auf 1 Liter deionisiertem Wasser angesetzt

und auf pH 8 mittels Salzsäure eingestellt. Die entstandenen Pellets wurden in 60

ml NaCl homogenisiert, wieder auf Zentrifugenröhrchen verteilt, danach für 30 Min.

bei 2 500xg zentrifugiert und die Überstände verworfen. Dieser Schritt wurde zwei-

mal wiederholt. Die daraus entstehenden Pellets wurden in 60 ml Tris-Base-Puffer

homogenisiert, für 30 Min. bei 2 500xg zentrifugiert und die Überstände verwor-

fen. Dieser Schritt wurde einmalig wiederholt. Dann erfolgte die Homogenisierung

und Zentrifugation in 60 ml NaCl für jeweils 30 Min. bei 2 500xg, insgesamt fünf-

mal. Die entstandenen Pellets wurden nach Abgießen der Überstände zweimal in 60

ml deionisiertem Wasser bei 2 500xg für 200 Min. homogenisiert und zentrifugiert.

Der letzte Zentrifugationsschritt wurde in deionisiertem Wasser für 170 Min. bei 2

500xg ausgeführt. Die Überstände der letzten drei Zentrifugationsschritte wurden

abgegossen und bei -20˚C aufbewahrt. Auf den so erhaltenen Pellets hatte sich eine

weißliche Schicht gebildet, die die Amyloidproteine enthielt.

3.2.2 Gelfiltration

Kleinere Proben der amyloidproteinhaltigen Schicht der Pellets wurden in Aceton

entfettet, in Probenpuffer aus 6 M Guanidin-HCl, 0.1 M Tris-HCl pH 8, 0,2% EDTA

und 0.1 M DTT (nach [213]) gelöst und über Nacht inkubiert. Die Proben wurden

kurz zentrifugiert, der Überstand abpipettiert und steril filtriert.

Eine Sephacryl S-100HR Säule (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,

Schweden) wurde mit dem zweifachen Säulenvolumen deionisierten Wassers gespült.

Das Äkta prime-Chromatographiesystem (Amersham Pharmacia Biotech AB, Upp-

sala, Schweden) wurde mit deionisiertem Wasser, Ethanol und anschließend deioni-

siertem Wasser gespült. Die Säule und der Probenschlauch wurden mit dem zweifa-
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chen Säulenvolumen an Elutionspuffer aus 8 M Harnstoff und 0.01 M Natriumcitrat-

HCl pH 3 (nach [213]) über Nacht equilibriert.

Die sterilfiltrierte Probe wurde auf die Säule aufgetragen und mit dem Elutions-

puffer bei einer Flussrate von 1,3 ml/min bzw. 2,2 ml/min aufgetrennt. Chromato-

graphisch bei 280 nm und spektralphotometrisch wurde die relative Proteinkonzen-

tration der einzelnen gesammelten Fraktionen bestimmt.

Die das Fibrillenprotein enthaltenden Fraktionen wurden in einem Spectra/Por

Membranschlauch gegen 5 l deionisierten Wassers über 24 Std. unter mehrfachem

Wasserwechsel dialysiert, mittels Aquacite II und SpeedVac ankonzentriert und bei

-20˚C gelagert.

3.2.3 Aminosäuresequenzierung

Zur Aminosäuresequenzierung des Fibrillenproteins von Patient 1 wurde ein 477Å

Proteinsequenzierer, der mit einem 120Å PTH Aminosäureanalysegerät (Applied

Biosystems) verbunden war, eingesetzt. Die Proben von Patient 1 wurden über 39

Zyklen analysiert. Die Sequenzierung wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Knut

Sletten (Biotechnology Center, Universität Oslo) durchgeführt.

Die Aminosäuresequenz von Patient 2 (AR) ist vorbeschrieben [178].

3.2.4 Gelelektrophorese

Der SDS-Gelpuffer wurde aus 90,7 g Tris-Base, 0,75 g SDS in deionisiertem Wasser

auf 250 ml angesetzt und der pH mit Salzsäure auf 8.45 eingestellt. Zur Herstellung

der Gele wurde zuerst die 16,5%-Polyacrylamid-Lösung aus 3,1 ml Acrylamid/Bisacrylamid,

1 ml Glycerol, 2,5 ml SDS-Gelpuffer, 0,95 ml deionisiertem Wasser und 50 µl Am-

moniumpersulfat 10% gemischt. Die 10%-Polyacrylamidlösung bestand aus 1,875

ml Acrylamid/Bisacrylamid, 2,5 ml Gelpuffer, 3,125 ml deionisiertem Wasser und

25 µl Ammoniumpersulfat. Nach Zugabe von 5,0 bzw. 2,5 µl TEMED wurden die

Lösungen zwischen zwei in der entsprechenden Halterung (BioRad, München) fixier-

ten Glasplatten pipettiert. Nach 90-minütiger Aushärtung wurde das Sammelgel aus

0,635 ml Acrylamid/Bisacrylamid, 1,55 ml Gelpuffer, 4,075 ml deionisiertem Was-

ser, 50 µl Ammoniumpersulfat und 5 µl TEMED zupipettiert, mit einem Kamm für

die Geltaschen versehen und nochmals 15 Min. lang aushärten gelassen.

Der 2-fach Probenpuffer bestand aus 125 µl 0,5 M Tris HCl, 0,24 g Urea, 200
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µl 10% SDS, 50 µl β-Mercaptoethanol auf 1 ml deionisiertem Wasser mit wenig

Coomassie-Blau. Die Versuchsansätze wurden im Verhältnis 1:1 in diesem gelöst,

für 5 Min. auf 100˚C erhitzt und auf Raumtemperatur abgekühlt.

Die gewünschte Probenmenge wurde auf die Zwei-Phasen-Polyacrylamidgele auf-

getragen (nach [163]) und für ca. 90 Min. bei 150 V in einem Elektrophoresesystem

(Bio-Rad, München) aufgetrennt. Der hierzu verwandte Elektrodenpuffer wurde als

10-fach Puffer aus 30,38 g Tris-Base, 144 g Glycin und 10 g SDS angesetzt (pH 8.3)

und die benötigte Menge vor Benutzung entsprechend verdünnt.

Die Gele wurden entweder im Westernblot weiterverwendet oder mit den unten

beschriebenen Färbungen angfärbt und danach 15 Min. in der Konservierungslösung

aus 150 ml Ethanol und 25 ml Glycin aufgefüllt auf 500 ml mit deionisiertem Wasser,

inkubiert, in Membranen eingeschweißt und trocknen gelassen.

3.2.5 Coomassieblau-Färbung

Die Gele wurden für 15 Min. in der Coomassie-Färbelösung aus 1,5 g Coomassie-

Blau, 60 ml Methanol, 20 ml Essigsäure auf 200 ml mit deionisiertem Wasser auf-

gefüllt, abgedeckt unter leichtem Schwenken inkubiert und anschließend in einer

Mischung aus 300 ml Methanol und 100 ml Essigsäure mit deionisiertem Wasser auf

1 l aufgefüllt, entfärbt.

3.2.6 Perjodsäure-Schiff-Reaktion

Das Gel wurde für 20 Min. in 20% Trichloressigsäure fixiert, einige Min. unter flie-

ßend Wasser gewaschen und für 20 Min. in 1% Perjodsäure gelegt. Die Färbung

erfolgte in 1% Perjodsäure plus Schiffbase im Verhältniss 1:5 für 10 Min. Nach Abgie-

ßen dieser Mischung wurde frische Schiffbase zugegeben, wodurch das Gel aufklarte

und die PAS-positiven Banden sichtbar wurden (nach [2]). Es wurde glykosiliertes

BSA als Positiv- und ein nichtglykosilierter Proteinstandard als Negativkontrolle

verwendet.

3.2.7 Herstellung und Charakterisierung des polyklonalen Antikörpers

Es wurden Kaninchen nach einem standardisierten Protokoll (Pineda Antibody-

Service, Berlin) mit sterilfiltriertem AL-Amyloidprotein von Patient 1 immunisiert.

Das Kaninchenblut wurde zentrifugiert, das Serum abpipettiert, mit einem Millex
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Millipore Filter sterilfiltriert und 1:1 in 20 mM Natriumphosphatpuffer gelöst. Das

Äkta prime-Chromatographiesystem wurde mit deionisiertem Wasser, Ethanol und

nochmals deionisiertem Wasser gespült und die Säule mit 20 mM Natriumphosphat-

puffer equilibriert.

Ein Milliliter Serumprobe wurde auf die ImmunoPure Protein A-Säule aufge-

tragen (Säulenvolumen 2 ml) und mit 10 ml Natriumphosphatpuffer nachgespült.

Anschließend wurden mit 5 ml 0,1 M Glycin-HCl (pH 2.8) die gebundenen IgG-

Antikörper eluiert. Der relative Proteingehalt wurde mittels UV-Absorption bei 280

nm bestimmt und die Peak-Fraktionen neutralisiert, ankonzentriert und in TBS-

Puffer unter Zusatz von Natriumazid bei 4˚C gelagert.

Die Spezifität und die für die Färbung günstigste Antikörperkonzentration wurde

im Westernblot an AA- und AL-Amyloid getestet.

3.2.8 Westernblot und Immundetektion

Proteine in ungefärbten Polyacrylamidgelen wurden mit einem Tank-Blotting-System

(Bio-Rad Laboratories, München) auf Hybond-ECL-Membranen übertragen.

Hierzu wurden das Filterpapier und die ECL-Membranen auf Gelgröße zuge-

schnitten. Gel, Fiberpads und Filterpapiere wurden 10 bis 15 Min. in Blottingpuffer

equilibriert. Der Blotting-Puffer bestand aus 3,03 g Tris-HCL, 14,4 g Glycin und 200

ml Methanol mit deionisiertem Wasser auf 1000 ml aufgefüllt. Die Membran wurde

1-2 Sek. in Methanol geschwenkt, mit deionisiertem Wasser 1-2 Min. gewässert und

3 Min. im Blotting-Puffer equilibriert.

Das Sandwich wurde in der Reihenfolge Fiberpad, Filterpapier, Gel, ECL-Membran,

Filterpapier, Fiberpad zusammengelegt, in den Elektrodenstand geschoben und im

Blottingpuffer gekühlt für 1 Std. bei 100 Volt geblottet.

Nach Entnahme der Membranen aus dem Blottingsystem wurde durch Färbung

mit PonceauS-Lösung der Erfolg des Blots überprüft und nach Entfärben mit der

jeweiligen Immunfärbung fortgefahren.

Die Membranen wurden nach dem Blotten zweimal je 5 Min. in TBST-Puffer

gespült. Dieser wurde aus 9 g Tris-Base, 68,5 g Tris-HCL und 87,8 g Natriumchlorid

als 10-fach Puffer angesetzt, vor Gebrauch entsprechend verdünnt und mit 0,5 ml

Tween 20 pro Liter versetzt (pH 7.4 bis 7.6). Nach Blockierung über Nacht mit 3%

BSA in TBST-Puffer erfolgte die Inkubation mit dem als Primärantikörper benutz-
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ten Anti-AL-Antikörper (1:10 000 bis 1:20 000 verdünnt in TBST plus 3% BSA,

für 90 Min. bei 37˚C). Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Antikörperlösung

abgespült und die Membranen 4 Mal 10 Min. in TBST gewaschen.

Für die Austestung des Primärantikörpers wurden die Membranen mit einem an

alkalische Phosphatase gekoppelten Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper als Sekundäran-

tikörper inkubiert (1:1000, 60 Min. bei Raumtemperatur). Dieser wurde wiederum

mit deionisiertem Wasser abgespült und die Membranen 4 Mal in TBST für je 10

Min. gewaschen. Als Substrat wurde NBT/BCIP benutzt und die Farbreaktion durch

Spülen mit deionisiertem Wasser beendet.

Für die Chemilumineszenzfärbung wurden die Membranen nach dem Anti-AL-

Antikörper mit einem an Meerrettichperoxidase gekoppelten Ziege-Anti-Kaninchen-

Antikörper (1:50 000, 60 Min. bei Raumtemperatur) inkubiert. Zwischen den ein-

zelnen Inkubationen wurden die Membranen wie oben beschrieben in deionisiertem

Wasser und TBST-Puffer gewaschen.

Als Substrat diente West Pico Supersignal, welches auf die Membran pipettiert

wurde, die auf der Ablage der Fotokammer lag und anschließend in diese eingescho-

ben wurde. Das erste Foto wurde nach 2 Min. gemacht.

3.2.9 Herstellung der humanen Cathepsine

Rekombinantes humanes Cathepsin B und L wurden freundlicherweise von Dr. Ro-

bert Menard (Biotechnology Research Institute, NRCC, Montreal) zur Verfügung

gestellt [32].

Rekombinantes humanes Cathepsin K wurde freundlicherweise von Dieter Brömme

(Department of Human Genetics Mount Sinai School of Medicine, New York) über-

lassen.

3.2.10 Degradationsexperimente mit monomeren Amyloidprotei-

nen

Für die Degradationsexperimente wurden die aufgereinigten Amyloidproteine der

Patienten 1 und 2 benutzt. Der Reaktionspuffer wurde als Zweifach-Puffer aus 0,6

ml konzentrierter Essigsäure, 0,4 g Natronlauge, 10 mM EDTA und 5 mM DTT,

welches kurz vor Gebrauch zugegeben wurde, angesetzt. Der pH wurde mit konzen-

trierter Essigsäure, bzw. Natronlauge auf pH 5.2, 5.5 oder 7.4 eingestellt. Der Puffer
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wurde im Inkubator auf 37˚C angewärmt und 1:1 mit den in deionisiertem Wasser

gelösten Amyloidproteinen gemischt. Die Cathepsine wurden je nach der benötigten

Verdünnung entweder direkt zu diesem Ansatz pipettiert oder im Reaktionspuffer

vorverdünnt und anschließend sofort dazupipettiert. Die Eppendorftubes mit den

Versuchsansätzen wurden gevortext und bei 37˚C im Schüttler inkubiert. Die Inku-

bationszeiten betrugen 10 Min., 30 Min., 2 Std., 4 Std. und 12 Std. Die Inkubation

wurde mit 20 mM E 64 unterbrochen und die Versuchsansätze bei -20˚C gelagert.

Als Kontrollen dienten ein Ansatz, der ohne Enzym bei -20˚C gelagert worden

war, ein Ansatz, der ohne Enzym 12 Std. unter Versuchsbedingungen inkubiert wor-

den war und ein Ansatz, der mit Enzym unter Zusatz von 20 mM E 64 12 Std. unter

Versuchsbedingungen inkubiert worden war.

Die optimalen Versuchsbedingungen für die Spaltungsexperimente und deren

Auswertung mittels Fluoreszensfärbung wurden in Vorversuchen ausgetestet. Da-

nach wurden die Versuche in der Weise durchgeführt, dass sich in jedem Ansatz 5

µg Fibrillenproteine gelöst in 2,5 µl Reaktionspuffer befanden. Zu diesen Ansätzen

ist jeweils 0,25 µl Enzym-Reaktionspuffer-Mischung pipettiert worden. Cathepsin K

und L wurden jeweils in einer Endkonzentration von 0.15 µM, 30 nM und 15 nM

eingesetzt, Cathepsin B in einer Konzentration von 1.5 µM, 0.3 µM und 0.15 µM.

Es wurde der gesamte Ansatz aus dem Eppendorftube in eine Geltasche pi-

pettiert, so dass man von einer Ausgangsproteinmenge von 5 µg ausgehen kann.

Elektrophorese, Westernblot und Chemilumineszenzfärbung wurden wie beschrie-

ben ausgeführt.

3.2.11 Degradationsexperimente mit amyloidhaltigen nichtfixierten

Gefrierschnitten

Für die Degradationsexperimente mit intakten, nativen Amyloidablagerungen wur-

den je ein 10 µm dicker unfixierter Gefrierschnitt der Milz von Patient 1 in ein Ep-

pendorftube geschnitten. Das Vorhandensein von Amyloid wurde durch Anfertigen

von Kongorotfärbungen am jeweils ersten und letzten Gefrierschnitt der Schnittserie

überprüft. Der Reaktionspuffer und anschließend das Enzym wurden in die Eppen-

dorftubes mit den Gefrierschnitten pipettiert und die einzelnen Ansätze bei 37˚C 12

Std. inkubiert. Das Endvolumen je Ansatz betrug etwa 7,5 µl. Cathepsin K und L

wurden in Konzentrationen von 1 µM und 0,15 µM eingesetzt, Cathepsin B in einer
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Konzentration von 10 µM und 1,5 µM. Die Versuche wurden bei pH 5.2, 5.5 und 7.4

durchgeführt. Die Blockierung des Enzyms nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte

mit E 64 (20 mM), die Ansätze wurden anschließend bei -20˚C weggefroren.

Als Negativkontrollen dienten ein Gefrierschnitt, der im Reaktionspuffer bei

37˚C ohne Enzym 12 Std. inkubiert worden war, ein Schnitt, der unter Zugabe

der entsprechenden Enzymkonzentration plus E 64 (20 mM) 12 Std. bei 37˚C in-

kubiert worden war und ein Gefrierschnitt, der bis zum Auftragen auf das Gel bei

-20˚C gelagert worden war.

Die Ansätze wurden wie die Versuchsansätze am isolierten Amyloidprotein wei-

terbehandelt, wobei 1,5 µl des Ansatzes je Geltasche aufgetragen wurde.

Es ist anzumerken, dass bei diesen Ansätzen durch das geringe Volumen nicht

zu ermitteln war, wieviel Protein und auch wieviel Amyloid sich im jeweiligen An-

satz befand. Da alle Schnitte 10 µm dick waren, kann man von einer Protein- bzw.

Amyloidmenge in der gleichen Größenordnung ausgehen. Gewisse Schwankungen

zwischen den einzelnen Ansätzen müssen aber einkalkuliert werden, weshalb diese

Versuchsansätze zwar ebenfalls mittels Chemilumineszenzfärbung angefärbt wurden,

auf eine Angabe der Proteinmenge in Prozentwerten jedoch verzichtet wurde.

Für jedes der drei Enzyme wurde ein weiterer Versuchsansatz für sauren und phy-

siologischen pH-Wert auf Objektträgern ausgestrichen und nach Antrocknung und

Methanolfixierung mit Kongorot angefärbt. Als Kontrollen dienten Gefrierschnitte,

die ohne Enzym inkubiert worden waren. Die Ansätze wurden unter dem Polarisa-

tionsmikroskop auf die Amyloidmenge hin verglichen.

3.2.12 Auswertung der Degradationsexperimente

Anhand der mittels Chemilumineszenzfarbstoff gefärbten Membranen wurde eine

Quantifizierung der Proteinmenge in den einzelnen Versuchsansätzen vorgenommen.

Hierzu wurden die Programme GeneGenome und GeneTools (Syngene BioImaging

Systems, Synoptics Ltd.) verwandt, mittels derer die Membranen eingescannt und

die Intensität des Chemilumineszenzsignals in den einzelnen Bahnen analysiert wer-

den konnte.

Das Messsystem wurde kalibriert, indem Membranen mit verschiedenen Kon-

zentrationen der Amyloidproteine von Patient 1 (0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 µg Ge-

samtproteinmenge pro Bahn) mit der Chemilumineszenzfärbung angefärbt und die
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Signalintensitäten gemessen wurden. Dies ergab, dass die Signalintensität in dem in

den Versuchsansätzen verwandten Konzentrationsbereich linear verläuft (Pearson-

scher Korrelationskoeffizient r=0.95), also der vom Rechner ausgegebene Messwert

direkt mit der Proteinmenge korreliert.

Die Auswertung der einzelnen Versuchsansätze erfolgte folgendermaßen: Das

Computerprogramm gibt anhand der Fläche und Intensität des Chemilumineszenz-

signals ein Rohvolumen für jede einzelne Bahn an. Das Rohvolumen des Kontrol-

lansatzes wurde gleich 100% gesetzt. Anhand des Rohvolumens in den Bahnen mit

den Degradationsansätzen auf derselben Membran wurde die Relation zwischen dem

Kontrollansatz und den Degradationsansätzen errechnet und für die entsprechende

Inkubationszeit ein Wert in Prozent des Ausgangswertes angegeben.

3.2.13 Induktion der AA-Amyloidose bei der Maus

Bei den Mäusen handelte es sich um Balb/c, SCID (C.B.-17/IcrCrl-scid-bgBR) und

Nude (Balb/cAnCrl-nuBR)-Mäuse (Charles River Laboratories, Wilmington, MA).

AEF wurde gemäß dem Protokoll von Skinner et al. isoliert [177]. Die AA-

Amyloidose wurde durch jeweils zwei Injektionen ausgelöst: Die erste mit 500 µl

1% Silbernitrat s.c. in den Nackenbereich, die zweite zeitgleich mit 100 µg Amyloid-

Enhancing-Factor in 100 µl sterilem Phosphatpuffer gelöst i.v. in die Schwanzve-

ne. Eine Kontrollgruppe der Balb/c-Mäuse erhielt nur die Silbernitrat-Injektion als

Entzündungsstimulus. Jeweils drei Tiere aus Balb/c-, Nude-, SCID- und Kontroll-

gruppe wurden an den Tagen 0, 10, 17, 24 und 35 durch zervikale Dislokation getötet.

Die Tiere wurden vor den Injektionen und vor der Tötung durch Isofluraninhalation

anästhesiert.

Nach der Tötung wurden Leber, Milz, Pankreas, Niere, Nebenniere, Herz, Lunge

und Zunge entnommen, in Carson’s Fixationsmittel fixiert und in Paraffin eingebet-

tet. Alle Organe eines Tieres wurden in demselben Paraffinblock eingebettet. Gewe-

beschnitte von 6 µm Dicke wurden auf Poly-L-Lysin-beschichtete Glasobjektträger

aufgezogen. An den Schnitten wurden die unten aufgeführten Färbungen ausgeführt.
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3.2.14 Kongorotfärbung

Entparaffinierung

Die Gewebeschnitte wurden zweimalig für je 5 Min. in Americlear entparaffiniert

und danach in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 95%, 80%, 70%) und

deionisiertem Wasser für je 1 Min. rehydriert.

Färbung

Für die Kongorotlösung wurde 2 g Kongorot, 0,5 g Kalilauge, 200 ml Ethanol und

50 ml deionisiertes Wasser über Nacht gründlich vermischt, filtriert und in einer

dunklen Flasche aufbewahrt. Die entparaffinierten Gewebeschnitte wurden in Kon-

gorotlösung für 30 Min. gefärbt. Nach Gegenfärbung in Mayer‘s Hämatoxylin und

kurzem Waschschritt erfolgte die Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe

(70%, 90%, 95%, 100%) und Americlear und schließlich die Einbettung in Perma-

nentemedium. Die Menge und Lokalisation der Amyloidablagerungen wurde unter

dem Mikroskop (Carl Zeiss) durch die typische apfelgrüne Polarisationsfarbe im po-

larisierten Licht beurteilt.

3.2.15 AS-D-Chloracetat-Esterase-Färbung

Alle Reagenzien sowie 40 ml deionisiertes Wasser wurden auf 37˚C erwärmt. 1 ml

Natriumnitrit und 1 ml FastRed Violet LB Base-Lösung wurden gemischt und für

10 Min. inkubiert. Die Mischung wurde zusammen mit 5 ml Trizmal 6.3-Puffer-

Konzentrat dem vorgewärmten deionisiertem Wasser zugefügt und gut verrührt.

1 ml Naphthol-AS-D-Chloracetat-Lösung wurde zugemischt. Die Objektträger mit

den entparaffinierten Gewebeschnitten wurden in die Färbelösung gestellt und für 1

Std. dort belassen. Nach Spülen in fließendem Wasser wurde in Gill’s Hämatoxylin

gegengefärbt und die fertigen Schnitte in wässrigem Medium eingedeckt.

3.2.16 Immunhistochemie

Die Schnitte wurden wie oben beschrieben entparaffiniert, mit DAKO Target Re-

trieval Solution für 30 Min. bei 95˚C vorbehandelt und für 20 Min. bei Raum-

temperatur abgekühlt. Danach wurden folgende Blockierungen vorgenommen: 3%

Hydrogenperoxid für 1 Std., Super Block für 5 Min., 5% Serum der Spezies aus der
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der Sekundärantikörper stammte (Ziege bzw. Esel) für 20 Min., Avidin 15 Min., Bio-

tin 15 Min., 3% BSA für 20 Min., DAKO Protein Block 5 Min. Die Waschschritte

wurden zwischen den Blockierungen jeweils mit PBS (pH 7,4), TBST und nochmals

PBS für je 5 Min. durchgeführt.

Die Gewebeschnitte wurden über Nacht bei 4˚C mit dem entsprechenden Primäran-

tikörper inkubiert. Hierbei wurde Anti-F4/80 in einer Verdünnung von 1:100, Anti-

Cathepsin B 1:5000, Anti-Cathepsin K 1:100 und Anti-Cathepsin L 1:75 eingesetzt.

Anschließend wurden die Schnitte in PBS, TBST und PBS für insgesamt 1 Std.

gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper erfolgte bei Raumtempe-

ratur für 20 bis 30 Min. Der für die Cathepsinfärbungen verwendete Sekundäran-

tikörper wurde in einer Verdünnung von 1:1500 eingesetzt. Anschließend wieder-

um Waschschritte für 30 Min. in PBS - TBST - PBS. Die Schnitte wurden mit

Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat für 20 Min. bei Raumtemperatur in-

kubiert und wiederum 30 Min., wie oben beschrieben, gewaschen. DAB-Substrat

und Substrat-Puffer wurden gemischt, auf die Schnitte pipettiert und nach 3 Min.

Inkubationszeit unter fließendem Wasser abgespült. Nach Gegenfärbung in Mayer’s

Hämatoxylin und einem weiteren Waschschritt in Wasser für 10 Min., wurden die

Schnitte kurz in Ammoniumwasser eingetaucht, in deionisiertes Wasser gebracht, in

einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und schließlich in SuperMount Perma-

nent Mounting Medium eingedeckt.

Weglassen des Primärantikörpers und Inkubation mit Ziegen- bzw. Eselserum in

der entsprechenden Konzentration diente als Negativkontrolle.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Degradationsexperimente

4.1.1 Charakterisierung der AL-Amyloidproteine

Für die Degradationsexperimente wurden AL-Amyloidproteine von zwei Patienten

benutzt. Die Amyloidproteine von Patient 1 bestanden sowohl in Coomassieblau

gefärbten Polyacrylamidgelen als auch im Anti-AL-Antikörper gefärbten Western-

blot aus mehreren Banden im Bereich von 10 bis 31 kDa. Alle Banden waren in der

PAS-Färbung positiv, was auf eine Glykosilierung schließen läßt. Die Sequenzierung

der einzelnen Banden ergab, dass alle die gleiche N-terminale Sequenz hatten und

somit als Amyloidproteine unterschiedlicher Länge interpretiert wurden (Abb. 4.1).

Die AL-Amyloidproteine von Patient 2 waren bereits im Vorfeld sequenziert

worden [178]. Die Amyloidproteine dieses Patienten hatten ebenfalls alle die glei-

che N-terminale Sequenz, wiesen allerdings keine Glykosilierung auf. Auf dem nach

Coomassieblau gefärbten Polyacrylamidgel waren zwei Banden im Bereich von 32

kDa sichtbar. Unter Benutzung des Anti-AL-Antikörpers am Westernblot waren

noch zwei weitere Banden nachweisbar. Die Bande oberhalb 52.5 kDa ist am wahr-

scheinlichsten ein Dimer des Amyloidproteins und die Bande unterhalb 28.4 kDa am

ehesten ein proteolytisches Spaltprodukt (Abb. 4.1).

Die N-terminalen Sequenzen aller bei den Patienten 1 und 2 identifizierten Amy-

loidproteine entsprachen Immunglobulinfragmenten von Leichtketten der VλV I-Subgruppe.

Dies ist eine der zwei häufigsten Leichtkettenuntergruppen, die man bei AL-Amyloidosen

findet.
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Abbildung 4.1: AL-Amyloidproteine von zwei Patienten

A Gelelektrophorese und Coomassieblau-Färbung der Amyloidproteine von Patient 1 (Bahn

1) und Patient 2 (Bahn 4). Durch den Anti-AL-Antikörper wurden bei Patient 2 im Western-

blot noch zwei weitere Banden detektiert (Bahn 5). Die Amyloidproteine von Patient 1 waren

glykosiliert wie in der PAS-Färbung gezeigt (Bahn 2, man beachte den nicht-glykosilierten

Standardmolekulargewichtsmarker auf Bahn 3). Quelle: [15]

Patient 1:

1 10 20 30
39
↓ ↓ ↓ ↓
↓
N F M L T Q P H S V S E S P G K T V I I S C T R S S G S I A N N Y V Q W Y Q
Q

Patient 2:

1 10 20 30
↓ ↓ ↓ ↓
D F M L T Q P H S V S E S P G K T V T F S C T G S G G S I A D S F V Q W Y
Q Q
40 50 60 70
↓ ↓ ↓ ↓
R P G S A P T T V I Y D D N Q R P S G V P D R F S G S I D D S A N S A S L T
I S
80 90 100 110
↓ ↓ ↓ ↓
G L K T E D E A D Y Y C E S Y N S N H H V V F G G G T K V T V L G Q P K
A A P S
120 130 140 150
↓ ↓ ↓ ↓
V T L F P P S S E E L Q A N K A T L V C L I S D F Y P G A V T V A W K

B N-terminale Aminosäuresequenz von Patient 1, Quelle: [15]. Aminosäuresequenz von Pa-

tient 2 [178].
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4.1.2 Charakterisierung des Anti-AL-Antikörpers

Der durch Immunisierung von Kaninchen mit den aufgereinigten AL-Amyloidproteinen

von Patient 1 generierte und aufgereinigte Anti-AL-Antikörper wurde im Western-

blot an AA- und AL-Amyloid getestet. AA-Amyloidproteine wurden vom Antikörper

nicht detektiert.

Bei Patient 2 detektierte der Antikörper zwei zusätzliche Banden, die in der

Coomassieblaufärbung nicht sichtbar waren (Abb. 4.1). Angesichts der Tatsache,

dass bei den Austestungen (wie in den Degradationsexperimenten) 5 µg Protein je

Bahn eingesetzt wurden, demonstriert dies eine hohe Sensitivität des Antikörpers

für λVI-Leichtketten-Amyloidproteine.

4.1.3 Degradationsexperimente mit AL-Amyloidproteinen

Alle drei Proteasen waren prinzipiell in der Lage, die Amyloidproteine beider Pati-

enten zu spalten, jedoch in unterschiedlichem Ausmaß.

Die Untersuchungen wurden hauptsächlich mit den Amyloidproteinen von Pati-

ent 1 durchgeführt. Da von Patient 2 nur eine kleine Probe zur Verfügung stand,

wurden hier die Versuche mit Enzymkonzentrationen durchgeführt, die sich bei den

Proteinen des Patienten 1 als optimal erwiesen hatten.

Cathepsin B

Cathepsin B baute bei einer Konzentration von 1,5 µM und einem pH von 5.2 circa

80% der eingesetzten Amyloidproteinmenge in 12 Std. ab (Abb. 4.2). Dies entspricht

einer 10-fach höheren Konzentration im Vergleich zu Cathepsin K und Cathepsin L.

Bei Konzentrationen von 0.3 µM und 0.15 µM spaltete das Enzym lediglich

Banden im höhermolekularen Bereich des Proteins 1, was keine messbare Reduktion

der Gesamtproteinmenge zur Folge hatte.

Cathepsin L

Cathepsin L spaltete die Amyloidproteine bereits bei einer Konzentration von 0.15

µM und pH 5.2 (Abb. 4.2), bei Konzentrationen von 30 nM und 15 nM ließ sich

keine Spaltung nachweisen.
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Cathepsin K

Cathepsin K führte bereits bei einer Konzentration von 30 nM zu einer deutlichen

Reduktion der Amyloidproteinmenge auf unter 20% des Ausgangswertes (12 Std.

Inkubation, pH 5.5, Abb. 4.2). Selbst bei 15 nM ließ sich noch eine geringe Spal-

tungsaktivität nachweisen (nicht gezeigt).

Bei 0,15 µM war es das einzige der drei Enzyme, dass in der Lage war, die

Amyloidproteine komplett zu spalten. Die aus dem Chemilumineszenssignal für das

sichtbare Spaltprodukt (Abb. 4.2) ermittelte Proteinmenge lag bei unter 4% des

Ausgangswerts. Bemerkenswert war, dass Cathepsin K in dieser Konzentration die

Amyloidproteine innerhalb der ersten 10 Min. auf unter 50% des Ausgangswertes

reduzierte.
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Abbildung 4.2: Degradationsexperimente mit Amyloidproteinen von Patient 1

In vitro Degradationsexperimente mit CathB, CathK und CathL für jeweils 10 Min., 30

Min., 2 Std., 4 Std. und 12 Std. bei 37˚C und pH 5.2-5.5, Inkubation für 4 bzw. 12 Std.

ohne Protease diente als Kontrolle. A Gelelektrophorese und Coomassieblau-Färbung. B

Chemilumineszenzfärbung am Westernblot mit Anti-AL-Antikörper. C Die Chemilumines-

zenzfärbungen wurden mit den Programmen GeneGenome und GeneTools eingescannt und

analysiert: Die Proteinmenge im jeweiligen Degradationsansatz wurde in Relation zum Kon-

trollansatz (Inkubation der monomeren Amyloidproteine ohne Protease) dargestellt. Der

Kontrollansatz wurde hierbei gleich 1 gesetzt (siehe auch Abb. 4.3). D Kontrollexperimente

ohne nachweisbare Degradation: Bahn 1: AL-Amyloidproteine nach Gelfiltration bei -20˚C

gelagert, Bahn 2: AL-Amyloidproteine nach 12 Std. Inkubation bei 37˚C ohne Enzym, Bahn

3: Inkubation für 12 Std. bei 37˚C ohne Enzym mit E 64, Bahn 4: Inkubation (12 Std., 37˚C)

mit CathK 0.15 µM plus E64, Bahn 5: Inkubation (12 Std., 37˚C) mit CathB 1.5 µM plus

E64, Bahn 6: Inkubation (12 Std., 37˚C) mit CathL 0.15 µM plus E64. Quelle: [15]
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Das Spaltungsverhalten der Enzyme zeigte keine merklichen Unterschiede zwi-

schen den Fibrillenproteinenen von Patient 1 und 2, was darauf hindeutet, dass die

Glykosilierung keinen Einfluss auf die Enzyme hatte.

Abbildung 4.3: Degradationsexperimente mit Amyloidproteinen von Patient 2

Westernblot und Chemilumineszenzfärbung mit Anti-AL-Antikörper: Inkubation für 10

Min., 30 Min., 2 Std., 12 Std., bei 37˚C, pH 5.2-5.5, Inkubation für 2 Std. bzw. 12 Std.

ohne Protease diente als Kontrolle. A Inkubation mit CathK 0,15 µM, B Inkubation mit

CathL 0,15 µM, C Inkubation mit CathB 1,5 µM

Physiologischer pH

Dieselben Experimente wurden bei pH 7.4 an den Amyloidproteinen von Patient

1 durchgeführt. Diese zeigten eine Spaltung der Proteine bei physiologischem pH

durch Cathepsin K und Cathepsin B, die jedoch zeitlich eng limitiert war.

Nach einer Inkubationszeit von 2 Std. zeigte sich bei Cathepsin K keine weitere

Abnahme der Proteinmenge und auch keine Veränderung im Bandenmuster (Abb.

4.4). Für Cathepsin B betrug die Zeitspanne, in der das Enzym das Protein spaltete

nur 10 Min. Für Cathepsin L ließ sich keine Degradation des Proteins nachweisen

(Abb. 4.4). Immerhin ließ sich in den oben genannten Zeitspannen durch Cathep-

sin B eine Reduktion des Proteins auf ca. 70% des Ausgangswertes erreichen und

durch Cathepsin K auf 60 %. In Kontrollansätzen durch Weglassen der Proteasen

und Zufügen von E64 zum Ansatz wurde keine Degradation der Amyloidproteine

nachgewiesen.
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Abbildung 4.4: Degradationsexperimente mit Amyloidproteinen von Patient 1 bei

physiologischem pH

Quelle: [15]

Westernblot und Chemilumineszenzfärbung: Inkubation für 10 Min., 30 Min., 2 Std., 12

Std., bei 37˚C, pH 7.4, Inkubation für 12 Std. ohne Protease diente als Kontrolle.

4.1.4 Degradationsexperimente mit amyloidhaltigen Gefrierschnit-

ten

Die in den intakten Gefrierschnitten der Milz von Patient 1 enthaltenen Amyloid-

proteine konnten durch die Verwendung des Anti-AL-Antikörpers selektiv angefärbt

werden. In der Chemilumineszenzfärbung zeigte sich dasselbe Bandenmuster wie

bei Auftrag der durch Wasser-Wasch-Methode und Chromatographie aufgereinigten

Amyloidproteine desselben Patienten.

Alle drei Proteasen waren in der Lage, das Amyloid aus den intakten Ablagerun-

gen bei saurem pH zu spalten, wobei für keines der Enzyme ein kompletter Abbau

beobachtet werden konnte.

Cathepsin K und L spalteten die Amyloidproteine bei einer Konzentration von

0,15 µM, besonders die Banden im Bereich 22 bis 15 kDa verringerten sich und

verschwanden bei einer Enzymkonzentration von 1 µM vollständig. Währenddessen

blieb die Bande um 12 kDa erhalten. Cathepsin K zeigte, wie bei den vorhergehenden

Versuchen, eine etwas stärkere Spaltungsaktivität als Cathepsin L und eine deutlich

höhere als Cathepsin B (Abb. 4.5).

Bei pH 7.4 war die Spaltung des Amyloids zwar nachweisbar, jedoch bei allen

drei Enzymen deutlich schwächer ausgeprägt als bei saurem pH.
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Abbildung 4.5: Degradationsexperimente mit amyloidhaltigen Gefrierschnitten

Westernblot und Chemilumineszenzfärbung: Jeweils 12 Std. Inkubation bei 37˚C, Inkubati-

on für 12 Std. ohne Protease diente als Kontrolle A Die Bande bei 12 kDa bleibt erhalten,

während die Banden zwischen 21,5 und 14,4 kDa aufgelöst werden, B Gleiche Enzymkon-

zentrationen wie bei den Experimenten an monomeren Amyloidproteinen: CathK spaltet

das Amyloid stärker als CathL und CathB, C deutlich verringerte Spaltungsaktivität bei

physiologischem pH

Kongorotfärbung

Bei den auf Objektträgern ausgestrichenen und mit Kongorot gefärbten Ansätzen

waren in den Kontrollansätzen zahlreiche Amyloidablagerungen mit typischer Pola-

risationsfärbung nachweisbar. In den Ansätzen, die mit Enzym (1 µM für Cathepsin

K und L, 10 µM für Cathepsin B) bei saurem pH inkubiert worden waren, waren

diese Amyloidablagerungen stark reduziert. Am deutlichsten wiederum bei Inkuba-

tion mit Cathepsin K, nach der nur noch wenige sehr kleine Amyloidablagerungen

nachweisbar waren (Abb. 4.6).

Bei physiologischem pH waren, vergleichbar mit den oben beschriebenen Ergeb-

nissen, noch große Ansammlungen von Amyloid zu finden.
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Abbildung 4.6: Kongorotfärbung nach Degradation von amyloidhaltigen Gefrier-

schnitten

G Gefrierschnitt nach 12 Std. Inkubation mit CathK 1 µM, nur noch geringste Amyloid-

mengen sichtbar

H Kontrolle, Gefrierschnitt nach 12 Std. Inkubation ohne Enzym: reichlich Amyloid, Quelle:

[15]
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4.2 AA-Amyloidose der Maus

4.2.1 Amyloidentwicklung bei Balb/c-, Nude- und SCID-Mäusen

In der Gruppe der Balb/c-Mäuse entwickelten 10 von 12 Mäusen Amyloid. In Leber

und Milz fanden sich regelmäßig Amyloidablagerungen, teilweise - besonders bei

Tieren, die sehr ausgedehnte Ablagerungen hatten - fanden sich auch in anderen

Organen Ablagerungen. Hier zumeist in der Nebenniere, Niere und im Pankreas

(Tabelle 4.1). Keine der Mäuse aus der Kontrollgruppe (Entzündungsreaktion durch

Silbernitratinjektion ohne AEF-Gabe) entwickelte Amyloid.

Leber

In der Leber fanden sich die ersten Ablagerungen (Tag 10) um die kleinen Arterien

in der Läppchenperipherie (Azinuszone 1). Später (Tag 17) fanden sich beginnende

Ablagerungen im Parenchym, ausgehend von den Sinusoiden, typischerweise in der

Läppchenperipherie, bzw. in der Übergangszone zwischen den Lobuli (Abb. 4.8). Bei

zwei Mäusen (B19 und B27) fanden sich auch runde Ablagerungen im Leberparen-

chym.

Amyloidablagerungen um die Gefäße in Azinuszone 1 waren beim hier durch-

geführten Versuch am konstantesten nachweisbar. In dieser Lokalisation waren auch

an Tag 24 und 35 noch vergleichsweise große Ablagerungen vorhanden, während die

Ablagerungen in der Milz und anderen Organen zu diesem Zeitpunkt stark dezimiert

bzw. ganz verschwunden waren. Desweiteren war Amyloid um kleine Lebergefäße

auch bei jenen Tieren zu beobachten, die sehr wenig Amyloid entwickelt hatten

bzw. in keinem anderen Organ Ablagerungen aufwiesen (beispielsweise bei Nude-

und SCID-Mäusen).

Andere Lokalisationen

In der Milz fand sich Amyloid typischerweise perifollikulär, bei ausgeprägter Amy-

loidose auch in der roten Pulpa (Abb. 4.12). Sofern in Nieren und Pankreas Amyloid

vorhanden war, waren die Ablagerungen nicht sehr ausgeprägt und fanden sich vor-

wiegend um Gefäße herum. In den Nebennieren fand sich bei drei Tieren Amyloid

in der Zona fasciculata (B15, B19, B27).

Im Zeitverlauf nahm die Amyloidmenge von Tag 10 auf Tag 17 zu und an Tag
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24 und 35 wieder ab. Zwei der Balb/c-Mäuse (B19 und B27) wiesen an Tag 24 bzw.

35 noch große Amyloidmengen auf.

Nude- und SCID-Mäuse

Sowohl Nude- als auch SCID-Mäuse hatten deutlich weniger Amyloid als Balb/c-

Mäuse.

Sechs von 10 Nude-Mäusen entwickelten Amyloid, 6 in der Leber und 4 davon

noch zusätzlich in der Milz. Die Ausdehnung der Ablagerungen war dabei deutlich

geringer als bei den Balb/c-Mäusen. Die Ablagerungen in der Leber waren auf die

Gefäße begrenzt und auch in der Milz fand sich nur ein schmaler Saum um die

Follikel.

Von den SCID-Mäusen entwickelten 5 von 9 Amyloid. Amyloidablagerungen wa-

ren bis auf zwei Ausnahmen ausschließlich um die Lebergefäße herum nachweisbar.

Lediglich eine SCID-Maus hatte gleichzeitig geringe Ablagerungen in der Milz.

Tabelle 4.1:
Amyloidentwicklung bei Balb/c-, Nude- und SCID-Mäusen

in Leber(L), Milz(M) und anderen Organen(O), hierbei N für Niere, P für Pankreas, S für Nebenniere

Tag 10 Tag 17 Tag 24 Tag 35

L M O L M O L M O L M O

Balb/c B7 1 3 N B13 2 3 - B19 4 4 NPS B25 1 1 -

B8 0 0 - B14 3 1 NP B20 2 1 - B26 0 0 -

B9 2 2 P B15 3 3 NPS B21 2 1 - B27 3 3 S

Nude N4 2 0 - N7 0 0 - N10 0 0 - N13 0 0 -

N5 1 2 - N8 1 0 - N11 2 2 - -

N6 2 1 S N9 1 1 - N12 0 0 - -

SCID S4 0 0 - S7 1 0 - S10 0 0 - -

S5 0 0 - S8 0 0 N S11 1 0 - -

S6 1 0 - S9 2 2 - S12 0 0 - -

0: keine Amyloidablagerungen

1: wenige kleinere Amyloidablagerungen

2: regelmäßig Ablagerungen um Lebergefäße und Milzfollikel

3: zusätzlich beginnende Ablagerungen im Leberparenchym, breite Ablagerungen um die Milzfollikel

4: zusätzlich ausgedehnte Amyloidablagerungen in Leberparenchym und roter Pulpa der Milz

2 der Nude- und 3 der SCID-Mäuse starben vor Ablauf des Experimentes
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Abbildung 4.7: Entwicklung von Amyloid bei Balb/c-, Nude- und SCID-Mäusen
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4.2.2 Neutrophile Granulozyten

Die Neutrophilen wurden immunhistochemisch über die AS-D-Chloracetat-Esterase-

Reaktion angefärbt. Bei den Kontrolltieren ohne Entzündungsreaktion fand sich nur

eine geringe Anzahl an neutrophilen Granulozyten. Hier fanden sich die meisten

Granulozyten in der roten Pulpa der Milz. In der Leber fanden sich praktisch keine

und in den anderen Organen nur gelegentlich wenige dieser Zellen.

Die Anzahl der Neutrophilen stieg an Tag 10 der Entzündungsreaktion insbeson-

dere in der roten Pulpa der Milz massiv an. Die Marginalsinus waren jedoch relativ

frei. In der Leber fanden sich Gruppen von Granulozyten am häufigsten in enger

Nachbarschaft zu Gefäßen, seltener auch innerhalb der Lobuli.

Die Anzahl an neutrophilen Granulozyten sank bis Tag 17 rapide und hatte an

Tag 24 den Ausgangszustand (ohne Vorliegen einer Entzündungsreaktion) wieder

erreicht.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen neutrophilen Granulozyten und Amy-

loidablagerungen hergestellt werden. Weder fanden sich Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen mit und ohne Ausbildung von Amyloid hinsichtlich Menge oder

Verteilung der Neutrophilen, noch ließ sich eine räumliche Nachbarschaft zwischen

diesen Zellen und den Ablagerungen zeigen. In der Leber fanden sich die meisten

Granulozyten abseits der Ablagerungen. In der Milz waren die Massen von Neutro-

philen in der roten Pulpa von den Amyloidablagerungen, die sich um die Follikel

herum befanden, durch die Marginalsinus regelrecht getrennt.

4.2.3 Makrophagen

Die Anfärbung der Makrophagen erfolgte durch einen gegen F4/80 gerichteten An-

tikörper. F4/80 gilt als hochspezifischer Marker für monozytoide Zellen und wird

bereits in frühen Entwicklungsstadien in deren Zellmembran exprimiert [77].

Im Falle der Makrophagen konnten keine Unterschiede bezüglich der Anzahl

zwischen Mäusen mit und ohne Amyloid festgestellt werden. Jedoch fanden sich

regelmäßig Makrophagen in direkter Nachbarschaft zum Amyloid.
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Abbildung 4.8:

Balb/c-Maus (B14) 17 Tage nach Amyloidinduktion, Polarisierung der Kupfferzellen in Rich-

tung Läppchenperipherie (Zentralvenen mit ZV markiert), in derselben Region liegen die

Amyloidablagerungen (mit o markiert) in deren Nähe die F4/80-Färbung abgeschwächt ist.

Leber; Immunfärbung mit Anti-F4/80-Antikörper; Hämatoxylin-Gegenfärbung; 160-fache

Vergrößerung

Leber

In der Leber waren F4/80-positive Kupfferzellen generell in der Azinuszone 1 kon-

zentriert, während sich um die Zentralvenen herum weniger Zellen fanden (Abb.

4.8). Am Tag 10 (B7 und B9) fand sich Amyloid in der Leber ausschließlich um

kleine Gefäße in Azinuszone 1. Direkt um die Ablagerungen ließen sich kaum F4/80-

positive Kupfferzellen nachweisen, wogegen im selben Leberpräparat - mit gewis-

sem Abstand zu den Amyloidablagerungen - reichlich, intensiv F4/80-immunreaktive

Kupfferzellen zu finden waren (Abb. 4.9). Am Tag 17 (B13, B14, B15) fanden sich

sowohl Amyloidablagerungen um die Gefäße, als auch beginnende perisinusoidale

Ablagerungen. Besonders dort ließen sich Makrophagen direkt neben dem Amyloid

nachweisen, die jedoch eine deutlich schwächere Anti-F4/80-Immunfärbung aufwie-
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sen als Makrophagen an anderer Lokalisation in demselben Leberpräparat (Abb.

4.10). Bei zwei Tieren (B19 und B27) fanden sich typische runde Ablagerungen im

Parenchym, in diesen Fällen war jede Ablagerung, ohne Ausnahme von stark F4/80-

immunreaktiven Makrophagen umgeben (Abb. 4.11).
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Abbildung 4.9:
Balb/c-Maus (B9)

10 Tage nach Amy-

loidinduktion. Kaum

Anfärbung von Kupf-

ferzellen um die

Amyloidablagerung-

en (um die Gefäße

gelegen), während

Kupfferzellen mit

größerem Abstand

deutlich positiv

sind. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

F4/80-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.10:
Balb/c-Maus (B14)

17 Tage nach Amy-

loidinduktion. Nur

schwache Färbung der

Kupfferzellen um die

Amyloidablagerungen

(um das Gefäß im

Zentrum des Bildes),

Kupfferzellen mit Ent-

fernung zum Amyloid

zeigen eine intensivere

Anfärbung. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

F4/80-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

640-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.11:
Balb/c-Maus (B19) 24

Tage nach Amyloidin-

duktion. Die runden im

Parenchym verteilten

Amyloidablagerungen

sind von F4/80 po-

sitiven Makrophagen

umgeben. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

F4/80-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung
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Andere Lokalisationen

Die Milz enthielt am Tag 0, also ohne Entzündungsreaktion, eine große Anzahl von

F4/80-immunreaktiven Makrophagen. Mit Einsetzen der Entzündungsreaktion (Tag

10) nahm die Intensität der F4/80-Immunreaktivität rapide ab, um dann am Tag 17

und 24 graduell anzusteigen, bis sie am Tag 35 wieder mit dem Tag 0 vergleichbar

war. Leider war durch die große Anzahl von Makrophagen in der Milz der räum-

liche Zusammenhang mit Amyloid schwer zu beurteilen. Es ließen sich wiederum

Makrophagen zahlreich neben den Amyloidablagerungen nachweisen (Abb. 4.12).

Bei Tieren ohne Amyloid waren F4/80-positive Makrophagen in vergleichbarer Lo-

kalisation (im Bereich von roter Pulpa und Marginalsinus, die Follikel umgebend)

zu finden.

Abbildung 4.12:
Balb/c-Maus (B19)

24 Tage nach Amy-

loidinduktion, peri-

follikuläres Amyloid,

teilweise von F4/80-

positiven Zellen

durchsetzt. Milz; Im-

munfärbung mit Anti-

F4/80-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

100-fache Vergröße-

rung
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Bei zwei Tieren (B15 und B19) fanden sich deutliche Amyloidablagerungen in den

Nebennieren, um die herum sich ebenfalls sehr viele F4/80-positive Makrophagen

nachweisen ließen. Generell waren in den Nebennieren nur wenige Makrophagen zu

finden. In den Präparaten mit Amyloid fanden sich tendenziell mehr Makrophagen

in den Nebennieren als bei Tieren ohne adrenale Amyloidablagerungen (Abb. 4.13/

Abb. 4.14).

Abbildung 4.13:
Balb/c-Maus (B19) 24

Tage nach Amyloidin-

duktion: Deutliche

F4/80-Färbung um,

teils auch innerhalb der

Amyloidablagerungen.

Nebenniere; Im-

munfärbung mit Anti-

F4/80-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

1000-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.14:
Balb/c-Maus (B18)

ohne Amyloid: ver-

gleichsweise wenig

positiv gefärb-

te Makrophagen.

Nebenniere; Im-

munfärbung mit Anti-

F4/80-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung
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4.2.4 Expression und Lokalisation von Cathepsin K

Cathepsin K war erst ab dem 24. Tag in nennenswertem Ausmaß nachweisbar, am

Tag 0, 10 und 17 fanden sich nur äußerst wenige, schwach positive Makrophagen

(Abb. 4.24/ Abb. 4.16).

Die Cathepsin K-Expression in der Leber stieg am Tag 24 an, insbesondere in

den Hepatozyten. Einige Leberzellen, die üblicherwiese zwei Kerne hatten, enthielten

Cathepsin K positive Vakuolen (Abb. 4.17), besonders ausgeprägt bei B19, bei dem

sie verstärkt um Amyloidablagerungen zu finden waren (Abb. 4.15).

Eine verstärkte Anfärbung der Makrophagen zeigte sich erst an Tag 35. Der

Großteil der Kupfferzellen war kräftig positiv gefärbt, während die Hepatozyten zu

diesem Zeitpunkt praktisch negativ waren (Abb. 4.19).

Die zeitliche Entwicklung der Cathepsin K-Immunreaktivität verlief bei Amyloid-

und Nicht-Amyloid-Mäusen gleich. Es konnten keine wesentlichen Unterschiede in

der Expression des Enzyms in Makrophagen zwischen den Gruppen nachgewiesen

werden. Es sei darauf hingewiesen, dass Cathepsin K erst an Tag 24 und 35 in nen-

neswertem Ausmaß nachweisbar war und zu diesem Zeitpunkt nur zwei der Mäuse

größere Amyloidablagerungen hatten. Bei einem Tier (B19) war eine leicht verstärk-

te Immunreaktivität in den Hepatozyten festzustellen (Abb. 4.15/Abb. 4.16).

Bei den Tieren von Tag 35 mit Amyloid ließen sich häufig Cathepsin K-positive

Makrophagen um Amyloid herum nachweisen (Abb. 4.19/ Abb. 4.21). Diese traten

sowohl um die Ablagerungen im Leberparenchym als auch um die Gefäßablagerungen

herum auf.

In der Milz fanden sich bis Tag 17 ebenfalls nur sehr selten Cathepsin K-positive

Zellen. An Tag 24 stieg die Zahl der positiven Zellen an. Es ließen sich keine Unter-

schiede in der Expression zwischen den Versuchsgruppen nachweisen.
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Abbildung 4.15:
Balb/c-Maus (B19)

24 Tage nach Amy-

loidinduktion, leichte

Induktion in den He-

patozyten, besonders

direkt neben den Ab-

lagerungen. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

CathK-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.16:
Balb/c-Maus (B17)

desselben Alters aus

der Kontrollgruppe

(alleinige Silberni-

tratinjektion - kein

Amyloid), geringere

Anti-CathK-Färbung,

auch kaum positive

Makrophagen, wie

für diesen Zeitpunkt

typisch. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

CathK-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.17:
Balb/c-Maus (B19) 24

Tage nach Amy-

loidinduktion,

Detailaufnahme

zweier Hepatozy-

ten mit intensiver

punktförmiger CathK-

Immunreaktivität.

Leber; Immunfärbung

mit Anti-CathK-

Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

1600-fache Vergröße-

rung
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Abbildung 4.18:
Balb/c-Maus (B27)

35 Tage nach Amy-

loidinduktion, runde

Ablagerung im Zen-

trum des Bildes

mit umgebenden

CathB-positiven Kupf-

ferzellen. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

CathB-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

1600-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.19:
Balb/c-Maus (B27)

35 Tage nach Amy-

loidinduktion: CathK-

positive Kupfferzellen

um Amyloid (um

zwei Gefäße gela-

gert). Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

CathK-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

1000-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.20:
Balb/c-Maus (B27) 35

Tage nach Amyloidin-

duktion, Amyloidab-

lagerungen teils um

Gefäße, teils als runde

Ablagerungen im Pa-

renchym umgeben von

CathL-positive Kupf-

ferzellen. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

CathL-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung
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Abbildung 4.21:
Nude-Maus (N11) 24

Tage nach Amyloidin-

duktion, minimale

doppelbrechende

Amyloidablagerungen

um ein Gefäß mit

CathK-positiven

Zellen. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

CathK-Antikörper;

Kongorotfärbung;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

1000-fache Vergröße-

rung

4.2.5 Expression und Lokalisation von Cathepsin B

Im Unterschied zu Cathepsin K wurde Cathepsin B bereits bei Mäusen ohne Vorhan-

densein einer Entzündungsreaktion exprimiert. Es zeigte sich eine feine punktförmi-

ge Anfärbung im Zytoplasma der Leberzellen sowie Anfärbung von etwa der Hälf-

te der Makrophagen bereits bei den Kontrollmäusen vom Tag 0. Mit Beginn der

Entzündungsreaktion war Cathepsin B verstärkt nachweisbar. Vergleichbar zu Ca-

thepsin K ging die Expression im Leberparenchym an Tag 35 zurück, während die

Anzahl und Intensität der Anfärbung der Cathepsin B-positiven Makrophagen zu-

nahm.

Es ließen sich wiederum regelmäßig Cathepsin B-positive Makrophagen neben

Amyloidablagerungen der Leber nachweisen. Im Falle von B19 (viel Amyloid) war

auch die Färbung innerhalb der Hepatozyten deutlich verstärkt.

In der Milz war Cathepsin B im Vergleich zu Cathepsin K und L vermehrt nach-

weisbar. Es fanden sich von Tag 0 an regelmäßig Cathepsin B-positive Makrophagen

in den Milzpräparaten. Die Anzahl der Cathepsin B-positiven Makrophagen nahm

an Tag 24 und 35 zu. In diesem Zeitraum fanden sich auch stark positive Zellen im

Zentrum der Milzfollikel.

In der Nebenniere fanden sich generell stark Cathepsin B-positive Zellen in der

Zona fasciculata. Bei Vorhandensein von Amyloid fanden sich auch stark positive

Zellen um das Amyloid.
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4.2.6 Expression und Lokalisation von Cathepsin L

Färbungsmuster und zeitliche Verteilung der Cathepsin L-Immunreaktivität ähnelte

sehr der von Cathepsin B. Bei Tieren mit ausgeprägten Amyloidablagerungen in

der Leber war die Anti-Cathepsin L-Immunreaktion in den Hepatozyten verstärkt

(Abb. 4.22/ Abb. 4.23).

Abbildung 4.22:
Balb/c-Maus (B19) 24

Tage nach Amyloidin-

duktion, die Maus

hatte eine ausgeprägte

Amyloidose und

zeigt eine deutlich

stärkere CathL-

Immunreaktivität als

das Vergleichstier.

Die CathB-Färbung

ist vergleichbar. Le-

ber; Immunfärbung

mit Anti-CathL-

Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.23:
Balb/c-Maus (B20)

ebenfalls 24 Tage nach

Amyloidinduktion je-

doch mit nur geringen

Amyloidablagerungen,

typisches Färbe-

muster für CathL

und B. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

CathL-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung
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Tendenziell war in der Leber das Parenchym eher stärker und die Makropha-

gen eher schwächer angefärbt als bei Cathepsin B. Es ließen sich wie bei den ande-

ren zwei Cathepsinen regelmäßig Cathepsin L-positive Makrophagen neben Amyloid

nachweisen (Abb. 4.20).

In der Milz fanden sich am Tag 0 und 10 nur wenige immunreaktive Zellen. Bei

den Tieren von Tag 35 stieg die Zahl der positiven Zellen in der roten Pulpa, den

Marginalsinus und im Zentrum der Follikel an.

4.2.7 Unterschiede zwischen Balb/c-, Nude- und SCID-Mäusen

Nudemäuse

Cathepsin K wurde bei den Nude-Mäusen ab Tag 10 also zu einem früheren Zeit-

punkt als bei den Balb/c-Mäusen in den Lebermakrophagen regelmäßig exprimiert

(Abb. 4.24/ Abb. 4.25). Bei der Cathepsin B und L-Expression in der Leber be-

standen keine wesentlichen Unterschiede zwischen Nude- und Balb/c-Mäusen. Es

bestand eine Tendenz, dass für Cathepsin B und L stark positive Makrophagen bei

Nude-Mäusen etwas früher nachweisbar waren als bei den Balb/c-Mäusen.
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Abbildung 4.24:
Balb/c-Maus (B15)

17 Tage nach Amy-

loidinduktion, kaum

CathK positive

Zellen. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

CathK-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.25:
Nude-Maus (N8) 17

Tage nach Induk-

tion, im Vergleich

zahlreichere und

stärker positive

Kupfferzellen bei

Nude-Maus gleichen

Alters. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-

CathK-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung
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In der Milz finden sich bei den Nude-Mäusen sehr stark für Cathepsin B und

L, seltener für Cathepsin K positive Zellen im Zentrum der follikulären Strukturen

(Abb. 4.26/ Abb. 4.27). Zellen ähnlicher Morphologie finden sich auch in Milzfollikeln

der Balb/c-Mäuse, jedoch in weit geringerer Anzahl.

Abbildung 4.26:
Nude-Maus (N5), 10

Tage nach Injektion,

stark immunreaktive

Zellen im Zentrum des

Milzfollikels. Milz; Im-

munfärbung mit Anti-

CathL-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

200-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.27:
Nude-Maus (N11), 24

Tage nach Injektion,

Detailaufnahme: Die

gezeigten Zellen sind

ebenfalls positiv für

CathB und seltener

für CathK und finden

sich bei Nude-Mäusen

weitaus zahlreicher

als bei Balb/c-

Mäusen. Milz; Im-

munfärbung mit Anti-

CathL-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

1600-fache Vergröße-

rung
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SCID-Mäuse

Die SCID-Mäuse unterschieden sich in der Cathepsin K-Expression nicht auffällig

von den Balb/c-Mäusen.

In der Leber fand sich für Cathepsin B und L bei SCID-Mäusen ein anderes

Färbungsmuster als bei Balb/c-Mäusen: In den Hepatozyten fanden sich perinukleär

große und stark angefärbte Granula, so dass die Färbung insgesamt intensiver wirkte.

Kupfferzellen waren bei SCID-Mäusen nicht häufiger positiv als bei Balb/c-Mäusen.

In der Leber waren an Tag 10 und 17, F4/80-immunreaktive Makrophagen um

vaskuläre Amyloidablagerungen regelmäßig nachweisbar (S6 und S9), während sich

bei Balb/c-Mäusen zum gleichen Zeitpunkt in dieser Lokalisation die Zellen kaum

anfärben ließen (Abb. 4.28/ Abb. 4.29).
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Abbildung 4.28:
Balb/c-Maus (B15) 17 Ta-

ge nach Injektion, kaum

F4/80-Positivität um die

doppelbrechenden Amyloid-

ablagerungen. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-F4/80-

Antikörper; Kongorotfärbung;

Hämatoxylin-Gegenfärbung;

400-fache Vergrößerung

Abbildung 4.29:
SCID-Maus (S6) 10 Tage nach

Amyloidinduktion, regelmäßig

F4/80 positive Kupfferzellen

direkt um die Amyloidabla-

gerungen um das Gefäß im

zentrum des Bildes. Leber; Im-

munfärbung mit Anti-F4/80-

Antikörper; Kongorotfärbung;

Hämatoxylin-Gegenfärbung;

320-fache Vergrößerung
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Die SCID-Mäuse hatten keine Milzfollikel (Abb. 4.31) und auch keine verstärkt

für Cathepsine positiven Zellen. Es ließ sich nur bei einem einzigen Tier Amyloid

nachweisen, welches um ein von Bindegewebe begleitetes Gefäß abgelagert war (Abb.

4.30).

Abbildung 4.30:
SCID-Maus (S9) 17

Tage nach Injektion,

spärliche Amyloid-

ablagerungen (mit

o markiert), bei der

einzigen SCID-Maus

mit Amyloid in der

Milz knapp oberhalb

des Gefäßes. Milz; Im-

munfärbung mit Anti-

F4/80-Antikörper;

Kongorotfärbung;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

400-fache Vergröße-

rung

Abbildung 4.31:
SCID-Maus (S10) 24

Tage nach alleiniger

Silbernitratinjektion,

typische Morpho-

logie der Milz bei

SCID-Mäusen: Völli-

ges Fehlen von

Milzfollikeln. Milz; Im-

munfärbung mit Anti-

F4/80-Antikörper;

Hämatoxylin-

Gegenfärbung;

100-fache Vergröße-

rung
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Kapitel 5

Diskussion

5.1 Degradationsexperimente

Die Cathespine B, K und L sind Cysteinproteasen, die maßgeblich am lysosoma-

len Proteinabbau und -umbau beteiligt sind. Sie werden in Makrophagen, Histio-

zyten und mehrkernigen Riesenzellen, aber auch in einer Vielzahl anderer Gewe-

be exprimiert. Cathepsin B, K und L ließen sich bei Patienten mit systemischen

Amyloidosen neben den Amyloidablagerungen nachweisen [15], die nicht so inert im

Gewebe verbleiben, wie es lange Zeit postuliert worden ist. Es mehren sich deut-

liche Hinweise, dass Amyloidablagerungen einem dynamischen Umbau unterliegen

[49, 75, 80, 199, 198, 66]. Die hier untersuchten Cathespine spalten AA-Amyloid in

vitro [157, 156]. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass auch AL-Amyloid ein Substrat für

Cathepsin B, K und L ist und die Enzyme aufgereinigte Amyloidproteine und nati-

ve Ablagerungen spalten. Damit könnten diese weiträumig exprimierten Proteasen

in der Pathogenese der systemischen Amyloidosen eine Rolle spielen sowohl in der

Entstehung als auch in der Regression der Ablagerungen.

5.1.1 Degradationsexperimente mit monomeren Amyloidproteinen

Bei den Degradationsexperimenten bei saurem pH wurde für alle drei Cathepsine

eine Reduktion der monomeren Amyloidproteine auf unter 20% des Ausgangswertes

bei Konzentrationen im micromolaren Bereich gefunden.

Dies macht deutlich, dass Cathepsine auch AL-Amyloidproteine in relevantem

Ausmaß spalten können. Besonders die Effizienz des Cathepsin K, welches bei 0.15

µM zu einer Reduktion des Fibrillenproteins auf unter 50% innerhalb der ersten 10
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Min. führte, ist eindrücklich.

Nach 12-stündiger Inkubation mit 0.15 µM Cathepsin K waren die Amyloid-

proteine im Westernblot vollständig verschwunden. Für die im niedermolekularen

Bereich sichtbaren Spaltfragmente ließ sich noch eine Restaktivität von 4% bestim-

men (S. 45, Abb. 4.2). Damit ist Cathepsin K das erste humane Enzym, für das

eine vollständige Spaltung von AL-Amyloidproteinen in vitro demonstriert werden

konnte [15].

Für Cathepsin B und K ließ sich auch eine gewisse Spaltungsaktivität bei phy-

siologischem pH zeigen, mit einer Reduktion des Proteins um circa 30 bzw. 40% (S.

47, Abb. 4.4).

Die beobachtete Aktivität der Enzyme bei der Spaltung geht im Wesentlichen

konform mit der Literatur. Cathepsin K kann sowohl Elastin als auch Typ-I-Kollagen

als auch denaturietes Kollagen spalten [18] und gilt als das effizienteste kollageno-

lytische und elastinolytische Enzym. Die enzymatische Aktivität des Cathepsin K

war hierfür in entsprechenden Untersuchungen deutlich höher als die von Cathep-

sin L und S, speziell im neutralen pH-Bereich, in dem sich für Cathepsin K immer

noch eine relevante Aktivität nachweisen ließ [61, 29]. Berücksichtigt man, dass die

Proteasen bei physiologischem pH nur kurzzeitig stabil sind, im Organismus jedoch

kontinuierlich nachsynthetisiert werden können, wäre eine gewisse Spaltungsakti-

vität auch bei physiologischem pH denkbar.

Es lässt sich kritisch anmerken, dass in der vorliegenden Studie die Experimente

mit AL-Amyloidproteinen von zwei Patienten durchgeführt worden sind. Beide wur-

den durch die Cathepsine, die bekanntermaßen eine sehr breite Substratspezifität

haben [19, 107, 70], in vergleichbarem Ausmaß abgebaut, so dass eine Spaltung von

AL-Amyloid mit anderer Primärstruktur möglich erscheint.

5.1.2 Degradationsexperimente mit amyloidhaltigen Gefrierschnit-

ten

Amyloid besteht nicht nur aus Amyloidproteinen, sondern enthält auch Amyloid

P-component und Glycosaminoglykane [137, 186]. Auch ein Einfluss verschiede-

ner Strukturproteine des Bindegewebes auf die Pathogenese der Amyloidablager-

ungen wurde postuliert. Durch Extraktion mittels Wasser-Wasch-Methode werden

die Amyloidfibrillen aus dem umgebenden Gewebe isoliert und von Amyloid P-
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component getrennt [177]. Sie geben den nativen Zustand des Amyloids daher nur

unvollständig wieder.

Um zu prüfen, ob Cathepsine auch im Gewebeverband vorliegende Fibrillen spal-

ten, wurden Degradationsexperimente mit Amyloid enthaltenden Gewebeschnitten

von Patient 1 durchgeführt.

Diese wurden aus bei -80˚C konserviertem Milzgewebe in ein Eppendorftube

geschnitten, und der Puffer mit der entsprechenden Enzymkonzentration wurde di-

rekt zugegeben - das Gewebe war also keiner Extraktion oder anderen chemischen

Behandlung ausgesetzt. Durch den hergestellten Anti-AL-Antikörper ließen sich die

Amyloidproteine aus der Vielzahl der sich naturgemäß im Gewebe befindlichen Pro-

teine heraus selektiv anfärben.

Auch hier ließ sich die Degradation der Amyloidproteine bei saurem, aber auch

in geringem Ausmaß bei physiologischem pH nachweisen (S. 48, Abb. 4.5). Die En-

zymkonzentrationen mussten in diesen Versuchen deutlich höher gewählt werden als

bei den Versuchen an isolierten Amyloidproteinen, und auch Cathepsin K konnte

die Fibrillenproteine nicht vollständig auflösen. Dies mag dadurch erklärbar sein,

dass sich in den Gewebeschnitten eine Vielzahl von Proteinen befanden, die ein

Substrat für Cathepsine darstellen, so dass diese weniger Valenzen zur Spaltung des

Amyloids hatten. Auch eine Hemmung des jeweiligen Cathepsins durch im Gewebe

befindliche Faktoren wäre denkbar, beispielsweise durch Amyloid P-component. Für

diese Komponente ist die Hemmung verschiedener Enzyme bei der Spaltung von

Amyloidfibrillen gezeigt worden [200]. Da bei den Degradationsexperimenten mit

isolierten Amyloidproteinen nur 5 µg Protein je Ansatz eingesetzt wurden, könnte

auch schlicht die Amyloidmenge in den Gewebeschnitten größer gewesen sein.

Die Spaltungsmuster in den beiden Versuchsansätzen unterschieden sich leicht:

Bei den isolierten Amyloidproteinen war die Bande bei 15 kDa diejenige, die bis

zuletzt erhalten blieb, bei den Versuchen an Gewebeschnitten wurde diese bei saurem

pH vollständig aufgelöst. Dagegen blieb bei Degradation der Gewebeschnitte die

Bande bei 12 kDa erhalten.

Matrixproteine können einen Einfluß auf Enzyme haben. Es ist gezeigt worden,

dass Aggrecan, Hyaluronsäure und Chondroitinsulphat eine Aktivitätssteigerung

von Cathepsin K bewirken, sowie eine deutliche Änderung des Spaltungsmusters

von Typ I und Typ II-Kollagen. Schon geringste Strukturveränderungen im Chon-
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droitinsulphat bedingen eine Änderung in der Stabilität des Enzyms um den Faktor

10 [114].

Es ist also durchaus denkbar, dass durch Interaktion mit im Nativgewebe vor-

handenen Proteinen die Cathepsine in ihrem Spaltungsverhalten verändert worden

sind. Trotzdem wurden die Fibrillen auch hier von den Enzymen gespalten.

Größere Modifikationen der Amyloidstruktur selbst, durch die Aufreinigung sind

auszuschließen, da sich das Bandenmuster von isolierten Amyloidproteinen und Ge-

webeamyloid nicht unterschied.

Die Aktivität der einzelnen Enzyme war bei den Versuchen an den Amyloid ent-

haltenden Gefrierschnitten mit den Vorexperimenten vergleichbar. Auch hier spal-

tete Cathepsin K das native Fibrillenprotein am stärksten, gefolgt von Cathepsin L

und in schwächerem Ausmaß Cathepsin B. Bei physiologischem pH fiel die Spaltung

der Proteine schwächer aus, war jedoch auch hier nachweisbar.

Die apfelgrüne Polarisationsfarbe unter polarisiertem Licht nach Kongorotfärbung

ist ein charakteristisches, Amyloid definierendes Merkmal. Da bisher kein falsch po-

sitiver Fall beschrieben worden ist, wird die Spezifität dieser Methode mit 100%

angegeben. Ein positives Ergebnis gilt als beweisend für Amyloid [148, 149].

Die Versuchsansätze mit amyloidhaltigen Gewebeschnitten wurden auf Objekt-

trägern ausgestrichen und mit Kongorot angefärbt. Hierbei bestätigten sich die in

den Westernblots ermittelten Ergebnisse: In den Ausstrichen mit hohen Cathepsin-

konzentrationen bei saurem pH-Wert war insbesondere nach Inkubation mit Cathep-

sin K kaum noch Amyloid sichtbar, während die ausgestrichenen Kontrollansätze

reichlich Amyloid enthielten (S. 49, Abb. 4.6).

Damit ist demonstriert worden, dass Cathepsin K, L und in geringerem Maße

B in der Lage sind, sowohl AL-Amyloidproteine als auch natives AL-Amyloid zu

spalten. Wenn nun Cathepsine in räumlicher Nähe zum Amyloid zu finden und in

der Lage sind Amyloid zu spalten, bleibt die Frage, warum sich Amyloid in vivo

anreichert.

Die Ablagerung von Amyloid muss zwangsläufig aus einem Ungleichgewicht zwi-

schen überschießender Bildung und zu geringem Abbau resultieren. Welche Mecha-

nismen hierbei beteiligt sind, ist weitgehend ungeklärt. Gewisse Parallelen zum Um-

bau der extrazellulären Matrix erscheinen gerechtfertigt, zumal Amyloid ebenfalls

hier abgelagert wird. Kollagenfibrillen müssen hierbei zunächst über einen mem-
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brangebundenen Rezeptor erkannt werden, werden dann unvollständig gespalten und

schließlich intrazellulär lysosomal verdaut [54]. Insuffiziente extra- oder intrazelluläre

Spaltung führt zu Bindegewebsakkumulation und Fibrose.

Faktoren, die an der Amyloidbildung beteiligt sein könnten, sind, im Sinne ei-

ner überschießenden Bildung, massive Produktion des entsprechenden Vorläufer-

proteins und das Auftreten von Proteinen, die aufgrund ihrer Stuktur beschleunigt

Amyloidablagerungen bilden (siehe Einleitung). Hierbei können Veränderungen im

Aktivierungsmuster und im umgebenden Millieu proteolytisch wirksamer Enzyme

eine Rolle spielen, beispielsweise wenn die Enzyme durch entsprechende Spaltung

erst zur Bildung der amyloidogenen Vorläufer führen oder eben diese verhindern.

Auch eine mangelnde Erkennung der Amyloidablagerungen und dadurch man-

gelnde Aktivierung von proteolytisch wirksamen Zellen ist denkbar.

Ein Abbau von Amyloid funktioniert bei Mäusen offensichtlich sehr suffizient,

wenn die Amyloidablagerungen durch Injektion eines humanen Leichtkettenproteins

ausgelöst werden. Dieses stellt für Mäuse ein Fremdprotein dar. Im Rahmen der aus-

gelösten Immunreaktion wurden neutrophile Granulozyten durch Antikörperbildung

aktiviert und infiltrierten die Amyloidtumore, die daraufhin aufgelöst wurden [83].

Neutrophile Granulozyten haben sich aber in immunhistochemischen Untersuchun-

gen und auch in der hier vorliegenden Arbeit nie in enger räumlicher Assoziation

zu Amyloidablagerungen nachweisen lassen, so dass man annehmen kann, dass eben

eine solche Immunreaktion bei Patienten nicht stattfindet.

Makrophagen und mehrkernige Riesenzellen werden im Zusammenhang mit Amy-

loid regelmäßig, aber im Vergleich zu entzündlichen Erkrankungen wie Sarkoidose

oder Tuberkulose vergleichsweise spärlich gefunden [22]. Es sieht also so aus, als ob

das Immunsystem nicht ausreichend auf die Amyloidablagerungen reagiert, was wie-

derum darin begründet liegen könnte, dass die zugrundeliegenden Vorläufer körperei-

gene Proteine sind.

Eine Beobachtung, für die man bis heute keine ausreichende Erklärung hat, ist

die, dass jeweils nur ein kleiner Teil von Patienten mit entsprechender Grunderkran-

kung bzw. Genmutation eine systemische Amyloidose ausbildet.

Denkbar wäre, dass bei Patienten mit Amyloidbildung Modulationen der pro-

teolytischen Enzyme vorliegen, die eine Amyloidbildung durch Bildung von amy-

loidogenen Vorläufern erst ermöglichen. Auch der umgekehrte Fall wäre möglich:
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Dass prinzipiell alle Patienten, bei denen die Vorraussetzungen hierzu erfüllt sind,

Amyloid ausbilden und bei einigen eine Ineffizienz des proteolytischen Abbaus dazu

führt, dass sich eine klinisch relevante Amyloidose ausbildet.

In beiden Fällen wäre die proteolytische Aktivität von Zellen von Bedeutung. Cy-

steinproteasen, die sowohl AL-Amyloid als auch AA-Amyloid spalten und ubiquitär

am Umbau der extrazellulären Matrix beteiligt sind, könnten ein Ansatzpunkt sein,

genau diese proteolytische Aktivität zu beeinflussen und damit auch Einfluss auf die

Ablagerung oder den Abbau von Amyloid zu nehmen.

5.2 AA-Amyloidose der Maus

Die Untersuchungen zur AA-Amyloidose und die vorgestellten Ergebnisse zeigen,

dass Cathepsin B, K und L in unterschiedlichem Ausmaß in der Lage sind, Vorläufer-

und Amyloidproteine der beiden häufigsten systemischen Amyloidosen zu spalten.

Unklar ist, in welchem räumlichen und zeitlichen Zusammenhang ihre Expression zu

Ausbildung und Regression von Amyloid steht. Dies ist anhand von immunhistoche-

mischen Färbungen an Gewebeschnitten von Patienten nur bedingt beurteilbar, da

keine Einschätzung möglich ist, an welchem Punkt des dynamischen Zusammenspiels

von Amyloidaufbau und -regression man sich gerade befindet.

Bei dem hier verwendeten etabliertesten Modell für eine systemische Amyloidose

werden die Amyloidablagerungen bei der Maus durch das Auslösen einer Entzündungs-

reaktion und die gleichzeitige Gabe von AEF induziert.

Bei den so behandelten Mäusen wurden die Amyloidablagerungen über Tag 10

bis 17 aufgebaut und verschwanden zwischen Tag 24 und 35.

Die Vorteile dieses Modells sind, dass man durch die Beobachtung der Verteilung

von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen einen guten Überblick über den

Ablauf der Entzündungsreaktion hat und die Cathepsinexpression im Hinblick auf

deren räumliche und zeitliche Verteilung im Verlauf von Entzündung, Entstehung

von Amyloid und Regression von Amyloid untersuchen kann.

Da vermutet wird, dass immunmodulatorische Prozesse in der Pathogenese der

Amyloidosen eine Rolle spielen, sollte anhand von Nude- und SCID-Mäusen unter-

sucht werden, ob der Wegfall immunkompetenter T-Zellen, bzw. T- und B-Zellen

Auswirkungen auf die Amyloidbildung und die Expression der Cathepsine hat.

Die Immunhistochemische Färbung erschien hierzu als geeignetste Methode, da
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hier die Morphologie einzelner Zellen und damit die Lokalisation von Cathepsinen

im Bezug auf Amyloidablagerungen und Makrophagen beurteilt werden kann.

5.2.1 Bildung von Amyloid

Die Ablagerungen um die kleinen Lebergefäße der Läppchenperipherie traten im

Zeitverlauf mit am frühzeitigsten auf und waren am konstantesten nachweisbar:

Auch bei Tieren mit geringer Amyloidmenge, wie beispielsweise den Nude- und

SCID-Mäusen, ließen sich diese Ablagerungen immer nachweisen (sofern die Tiere

Amyloid entwickelt hatten). Die Parenchymablagerungen fanden sich beginnend ab

Tag 17, also etwas später und in größerem Ausmaß nur bei Tieren mit viel Amyloid.

Das Amyloid entstand in der Leber zuerst in der Peripherie der Lobuli (Azi-

nuszone 1), hier finden sich auch die meisten Kupfferzellen unabhängig vom Vor-

handensein von Amyloid (S. 54, Abb. 4.8). Kupfferzellen treten am zahlreichsten in

der Zone 1 auf, im Verhältniss von circa 4:3:2 im Vergleich zur 2. und 3. Zone des

Leberläppchens [179]. Experimentell haben Periportalzonenkupfferzellen, verglichen

mit Kupfferzellen der anderen Zonen, eine erhöhte Phagozytoserate von Latexparti-

keln, sowie eine erhöhte Cathepsin D-Aktivität [179].

Die ersten Amyloidablagerungen in der Leber entstehen also in jener Zone, in

der die Anzahl und phagozytotische Aktivität der Kupfferzellen besonders hoch ist.

Dies deckt sich mit Untersuchungen, in denen Kupfferzellen eine entscheidende Rolle

bei der Amyloidentstehung zugeschrieben worden ist.

Nude- und SCID-Mäuse entwickelten deutlich weniger Amyloid als Balb/c-Mäuse

(S. 52, Abb. 4.7). Es ist vorbeschrieben, dass Nude-Mäuse, die keine oder kaum

funktionierende T-Zellen besitzen, relativ resistent gegen die Induktion von Amyloid

sind [206, 193]. Wobei in Makrophagenzellkulturen mit Nude-Maus-Makrophagen in

vergleichbarer Art Amyloid gebildet wird wie mit Wildtyp-Makrophagen [105], so

dass die relative Amyloidresistenz scheinbar nicht an einer Funktionsstörung der

Makrophagen an sich liegt, sondern seine Ursache in Veränderungen der Regulation

und Aktivierung des Immunsystems hat. Dafür spricht auch eine Studie, in der

gezeigt worden ist, dass bei CD2-Fas-Transgenen Mäusen eine gesteigerte T-Zell-

Aktivität mit spontaner Bildung von AA-Amyloid in den Nieren bei 50% der Mäuse

assoziiert ist. Auf Stimulation mit BCG zeigten die Mäuse eine gesteigerte Akut-

Phase-Reaktion [84].
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SCID-Mäuse besitzen weder funktionierende T- noch B-Zellen. Die Beobachtung,

dass diese Tiere noch weniger Amyloid entwickeln als Nude-Mäuse, weist darauf hin,

dass die Bildung von Amyloid mit dem Grad der Immundysfunktion abnimmt und

dass hierbei insbesondere die Abminderung der Akut-Phase-Reaktion von Bedeu-

tung ist.

Trotzdem bleibt festzuhalten, dass beide Mäusestämme prinzipiell Amyloid ent-

wickeln und damit offensichtlich weder funktionierende B- noch T- Zellen für die

Amyloidbildung zwingend erforderlich sind.

Die Amyloidablagerungen um die Milzfollikel waren ebenfalls frühzeitig (ab Tag

10) und regelmäßig nachweisbar. Bei ausnahmslos allen Balb/c-Mäusen, die Amy-

loid entwickelt hatten, war Amyloid in der Milz nachweisbar, bei Nude-Mäusen bei

4 von 6 Tieren mit Amyloid, bei SCID-Mäusen lediglich bei einem Tier (von 4).

SCID-Mäuse haben im Gegensatz zu Balb/c- und Nude-Mäusen keine follikulären

Strukturen in der Milz (S. 69, Abb. 4.31) . Zusammen mit der Beobachtung, dass

bei der SCID-Maus mit Milzamyloid, dieses um ein Gefäß herum gelagert war (S.

69, Abb.4.30), kann man schlussfolgern, dass die strukturelle Organisation der Milz

mit roter und weißer Pulpa sowie Ausbildung von Lymphfollikeln für die Ablagerung

von Amyloid notwendig ist.

5.2.2 Neutrophile Granulozyten

Die hier gezeigten Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass neutrophile Granulo-

zyten an der Entstehung oder am Abbau von Amyloid nicht beteiligt sind. Es ließ

sich weder ein räumlicher noch ein zeitlicher Zusammenhang zwischen neutrophi-

len Granulozyten und Amyloid nachweisen. In der Leber waren an Tag 10 und 17

nur wenige in Gruppen angeordnete Granulozyten in der Nähe von Gefäßen zu fin-

den. In der Milz waren die in der roten Pulpa reichlich vorhandenen Granulozyten

durch die Marginalsinus von den Amyloidablagerungen deutlich räumlich getrennt.

Es ließ sich weder eine Infiltration von Amyloid noch eine direkte Nachbarschaft von

Granulozyten und Amyloid demonstrieren.

5.2.3 Makrophagen

Es ließen sich durchgängig, bei allen drei Mausstämmen, Makrophagen direkt ne-

ben Amyloidablagerungen nachweisen und zwar unabhängig vom Zeitpunkt oder
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untersuchtem Organ.

Da sich weder Lymphozyten noch neutrophile Granulozyten um die Ablagerun-

gen fanden, sind Makrophagen die Immunzellen, die am wahrscheinlichsten mit der

Pathogenese des Amyloids in Verbindung stehen.

Bei der AA-Amyloidose wird das Vorläuferprotein SAA im Rahmen der Entzündungs-

reaktion in Hepatozyten synthetisiert und als Bestandteil von HDL (high density li-

poproteins) in den Disse-Raum sezerniert [115, 41, 172]. SAA wiederum wird durch

proteolytische Spaltung zum Amyloid A Protein, welches ein N-terminales Frag-

ment darstellt. Am wahrscheinlichsten sind Zellen des Reticuloendothelialen Systems

für diese Spaltung verantwortlich [50, 112, 106, 72]. Es ließ sich sowohl eine enge

morphologische Nachbarschaft zwischen reticuloendothelialen Zellen und Amyloid

nachweisen [170] als auch die intralysosomale Bildung von Amyloid [171, 197]. Im

Zellkulturexperiment ließ sich zeigen, dass Makrophagen nach Kokultivierung mit

rekombinantem SAA2 Amyloid bilden [105]. In einem anderen Experiment wurden

Peritonealmakrophagen von Mäusen mit experimentell ausgelöster AA-Amyloidose

Balb/c-Mäusen i.v. injiziert, zusammen mit Casein und Freundschem Reagenz als

Entzündungsstimulus. Hierdurch ließ sich bei den Mäusen eine systemische AA-

Amyloidose induzieren, sowohl mit abgetöteten Peritonealmakrophagen und noch

in stärkerem Ausmaß mit lebenden Makrophagen [173].

In der vorgelegten Arbeit zeigen sich deutliche Hinweise, dass die Makropha-

gen im Verlauf von Amyloidbildung und Verschwinden ihren Phänotyp und damit

eventuell auch ihren Aktivierungsstatus und ihre Funktion ändern.

Bei Balb/c- und Nude-Mäusen war um die frühen Amyloidablagerungen um

die Lebergefäße herum die Intensität der F4/80-Färbung der Makrophagen deutlich

gemindert. Es sei betont, dass Makrophagen im selben Leberpräparat in gewissem

Abstand zum Amyloid stark immunreaktiv waren (S. 56, Abb. 4.9/ Abb. 4.10; S.

68, Abb. 4.28).

Bei SCID-Mäusen war diese Beobachtung nicht zu machen (S. 68, Abb. 4.29):

Hier waren Kupfferzellen auch in Nachbarschaft zu Amyloidablagerungen kräftig

mit dem Anti-F4/80-Antikörper anfärbbar, so dass zu vermuten ist, dass gewisse

immunmodulatorische Mechanismen, die die Expression von F4/80 beeinflussen, bei

den stark immunsupprimierten SCID- Mäusen nicht ablaufen.

F4/80 ist ein Marker, der als hochspezifisch für Makrophagen gilt und bereits in
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frühen Entwicklungsstufen auf monozytoiden Zellen expremiert wird [77]. Die Ex-

pression wird mit Ausreifung der Zellen heraufreguliert, sie ist aber auch abhängig

vom Aktivierungsgrad der Makrophagen. Bei murinen Peritonealmakrophagen, die

nach BCG-Injektion in die Peritonealhöhle gewonnen wurden, war die Expressi-

on von F4/80 deutlich reduziert (18 000 bis 20 000 Moleküle pro Zelle versus 70

000 auf nicht aktivierten Makrophagen) [55]. Diese BCG-aktivierten Makrophagen

zeigten, neben Wasserstoffperoxid- und Superoxidanionensekretion, eine erhöhte Ia-

Antigen-Expression und eine auf 20% des Ausgangswertes verringerte mannosere-

zeptorvermittelte Endozytose. In einer ähnlich angelegten Untersuchung [78] wurden

vier Formen von Makrophagen anhand der Morphologie der Peroxidaseaktivität un-

terschieden: Ortsständige, exsudative, Peroxidase-negative Makrophagen und eine

Mischform. F4/80 wurde fast ausschließlich auf ortsständigen Makrophagen expri-

miert, die im Ruhezustand circa 90% der Makrophagenpopulation ausmachten und

zu 100% positiv für F4/80 waren. In den anderen drei Makrophagengruppen waren

nur bis maximal 10% der Zellen positiv. Desweiteren wurde beschrieben, dass in vitro

adhärente Zellen zu 98% F4/80 exprimierten, während dies bei nicht-adhärenten bei

maximal 31% der Fall war [77]. Nach Infektion von Mäusen mit dem Zytomegalie-

oder Herpes simplex Virus fand sich eine herabgesetzte F4/80-Expression der mo-

nozytären Zellen [76].

Man kann daher vermuten, dass die deutlich verringerte Immunreaktivität der

Kupfferzellen für F4/80 auf eine verringerte Expression dieses Moleküls zurück-

zuführen ist, eventuell im Sinne einer Aktivierung.

Dass um die frühen Amyloidablagerungen keine Kupfferzellen vorhanden sind, ist

aus folgenden Gründen sehr unwahrscheinlich: Die Amyloidablagerungen entstehen

in der Zone des Leberläppchens, in der Kupfferzellen am zahlreichsten auftreten,

sie müssten also zu Beginn der Amyloidbildung dort verschwinden und zu einem

späteren Zeitpunkt wieder zurückwandern. Wie bereits erläutert, wurden Kupffer-

zellen in diversen Untersuchungen mit der Bildung von AA-Amyloid in Verbindung

gebracht und neben den Ablagerungen nachgewiesen. Bei den Gewebeschnitten von

Tag 17 war eine schwächere, aber deutliche F4/80-Immunreaktivität nachweisbar

(S. 56, Abb. 4.10/S. 68, Abb. 4.28), d.h. die Intensität der Färbung nahm graduell

wieder zu, was ebenfalls für eine Veränderung in der Expression des Markers spricht,

bedingt durch eine Änderung im Aktivierungsmuster der Makrophagen.
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Eine Veränderung der Spaltungsaktivität von Makrophagen scheint bei der Bil-

dung von AA-Amyloid eine Rolle zu spielen. Bereits 1978 wurden Unterschiede

im SAA-Spaltungsmuster zwischen Monozyten aus Blutproben von Patienten mit

Amyloidose und gesunden Spendern festgestellt [112]. Dieselbe Arbeitsgruppe be-

schrieb, dass Kupfferzellen von Mäusen mit Casein-induzierter Amyloidose SAA un-

vollständig spalteten, während bei Tieren ohne Caseininjektionen die SAA-Spaltung

vollständig war. Interessanterweise war dieser Effekt auch dann nachweisbar, wenn

die entsprechenden Versuchstiere noch gar kein Amyloid entwickelt hatten und wur-

de mit der Anzahl der Caseininjektionen verstärkt. Daraus schlussfolgerten die Auto-

ren, dass der Amyloidbildung eine Hemmung der Spaltungsaktivität der Kupfferzel-

len vorausgeht und diese durch die Casein-induzierte Entzündungsreaktion bedingt

ist [57]. Morphologisch zeigten die Casein-stimulierten Makrophagen Zeichen einer

Aktivierung.

Bei den hier untersuchten Mäusen war die verminderte Expression von F4/80 an

Tag 10 und 17 nicht systemisch vorhanden, sondern räumlich eng mit den Amyloid-

ablagerungen assoziiert. Das deutet darauf hin, dass ein lokaler Co-Faktor vorhanden

ist, der die Makrophagen beeinflusst.

Bekannt ist, dass SAA Monozyten chemotaktisch anlockt, die Expression be-

stimmter Adhäsionsmoleküle und die Anheftung von Monozyten und polymorph-

kernigen Leukozyten an Endothelzellen induziert [6]. Es sei noch angemerkt, dass

SAA durchaus nicht in allen Hepatozyten gleichermaßen gebildet wird, sondern in

maximal 20% der Leberzellen [174], so dass ein lokal begrenztes Wirken am Ort der

Amyloidbildung denkbar wäre.

Denkbar wäre auch ein Einfluss von Basalmembranbestandteilen, wie Laminin,

Fibronektin, Typ IV Kollagen oder Heparansulphatproteoglykan, die innerhalb von

Amyloid zu finden sind und deren Synthese bereits vor Auftauchen der ersten Ab-

lagerungen gesteigert ist [186, 116].

Beschrieben wurde auch ein möglicher Zusammenhang zwischen RAGE und

Amyloid. Dieser Rezeptor wird unter anderem von Makrophagen exprimiert und

bindet selektiv und dosisabhängig SAA1.1 (die amyloidbildende Isoform des SAA)

und AA-Amyloid. Im Tiermodell korrelierte die RAGE-Expression in der Milz eng

mit der Ablagerung des Amyloids. RAGE fungiert dabei als Signaltransduktionsre-

zeptor: Die Inkubation einer Makrophagenzellkultur mit SAA1.1 oder AA-Amyloid,
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wie auch Induktion einer systemischen Amyloidose im Tiermodell resultierte in einer

verstärkten Translokation des Transkriptionsfaktors NFκB und dadurch Induktion

von Hämoxygenase 1, Interleukin 6 und M-CSF (macrophage colony stimulating

factor) [155, 223]. Die drei letztgenannten Faktoren gelten als Signalmoleküle bei

oxidativem Stress, und zumindest für M-CSF wurden bei Patienten mit systemi-

schen Amyloidosen erhöhte Spiegel nachgewiesen [160].

Möglicherweise zeigt auch der AEF eine Wirkung auf die Makrophagen. Hier-

zu passt, dass sich dieser nach intravenöser Injektion vor allem in der perifolli-

kulären Zone der Milz und in Kupfferzellen anreichert [5] - in Milz und Leber ist

auch die F4/80-Herabregulation zu beobachten. AEF ist nicht zwingend notwendig

um eine systemische Amyloidose bei Mäusen auszulösen. Bei alleiniger Gabe eines

Entzündungsstimulus dauert es jedoch zwei bis vier Wochen bis zur Ausbildung ei-

ner Amyloidose [34]. Bei gleichzeitiger Gabe von AEF wird diese Zeit auf wenige

Tage verkürzt. Die genaue Wirkungsweise des AEF ist nicht bekannt. Beobachtet

wurde, dass eine Amyloidose durch Gabe von Amyloidfibrillen und amyloidhaltiger

Milzexstrakte ähnlich der AEF-Wirkung verstärkt wird [205, 140]. AEF wird eben-

falls aus amyloidhaltigem Milzgewebe gewonnen [177]. Es wird angenommen, dass

sowohl AEF als auch Fibrillen einen Aggregationskeim darstellen, der ohne deren

Gabe erst über längere Zeitdauer gebildet werden muss. Nach dieser Theorie würde

AEF also lediglich die erste Phase der Amyloidbildung verkürzen, den Mechanismus

der Amyloidbildung aber nicht verändern. AEF zeigte auch eine direkte Wirkung

auf Makrophagen: Inkubation einer Zellkultur mit AEF blockierte die Superoxidan-

ionenproduktion und Ia-Oberflächenantigenexpression [152]. Interessanterweise war

eine geringe Superoxidanionproduktion und Ia-Antigenexpression mit einer gestei-

gerten F4/80-Expression assoziiert [55]. Dies und die Beobachtung, dass die F4/80-

Herabregulation bei den SCID-Mäusen nicht stattfindet, zeigt, dass nicht AEF allein

für die Veränderung des Phänotyps der Makrophagen verantwortlich sein kann (denn

die SCID-Mäuse hatten in gleicher Weise AEF erhalten). Es müssen noch andere

Faktoren beteiligt sein, die vermutlich durch die Entzündungsreaktion modifiziert

werden.

Festzuhalten bleibt, dass anhand des Markers F4/80 eine Änderung im Phänotyp

der Makrophagen zu beobachten ist. In Anbetracht des früzeitigen Auftretens und

der direkt dem Amyloid benachbarten Lokalisation deutet diese Phänotypänderung
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auf eine Funktionsänderung hin, die mit-ursächlich für die Amyloidentstehung sein

könnte.

Die Expression der Cathepsine in Makrophagen ändert sich ebenfalls im Verlauf

der Entzündungsreaktion. Cathepsin B und L sind in Makrophagen während der

akuten Entzündungsreaktion vergleichsweise schwach, Cathepsin K ist praktisch gar

nicht nachweisbar. Nachdem die akute Entzündungsreaktion abgelaufen ist (Tag 35)

sind Makrophagen für alle drei Enzyme zahlreich und intensiv positiv anfärbbar. Der

Zeitverlauf der Cathepsinexpression korreliert grob mit einer Zellkulturstudie in der

humane Monozyten Cathepsin B, L und S mRNA innerhalb weniger Tage exprimier-

ten, während Cathepsin K mRNA erst in späten Reifungsstadien nachweisbar war

[168]. Hierzu sei angemerkt, dass sich in immunhistochemischen Studien Cathepsin

K in humanen (nichtaktivierten) Makrophagen nicht nachweisen ließ. Riesenzellen

und Epitheloidzellen, welche sich nach Aktivierung von Makrophagen bilden, sind

positiv für das Enzym, woraufhin die Hypothese entstand, Cathepsin K könnte ein

Marker für Differenzierung und Aktivierung von Makrophagen sein [22].

Somit stützen die Tierversuche die Hypothese, dass Makrophagen an Bildung

und Abbau von Amyloid beteiligt sind. Sie exprimieren Cathepsine in Abhängigkeit

von ihrem Aktivierungsstatus unterschiedlich stark, Cathepsin K vor allem in der

Spätphase der Entzündungsreaktion.

5.2.4 Cathepsine

Alle drei Cathepsine konnten bei allen drei untersuchten Mäusestämmen immunhi-

stochemisch in Makrophagen direkt neben Amyloidablagerungen nachgewiesen wer-

den (S. 61, Abb. 4.18/ Abb. 4.19/ Abb. 4.20; S. 62, Abb. 4.21). Innerhalb der Ma-

krophagen wurden die Cathepsine bei allen Mäusen verstärkt zu einem Zeitpunkt

exprimiert, als die Entzündungsreaktion bereits abgelaufen war (Tag 35). Dies gilt

insbesondere für Cathepsin K, welches bei Balb/c- und SCID-Mäusen in Makro-

phagen vor Tag 35 kaum anfärbbar war, so dass eine Rolle dieses Enzyms bei der

Entstehung von Amyloid sehr unwahrscheinlich wird.

Gewisse Unterschiede in der Cathepsinexpression zwischen Balb/c-, Nude- und

SCID-Mäusen ließen sich feststellen. Cathepsin K war in Makrophagen von Nude-

Mäusen bereits am Tag 10 regelmäßig und damit deutlich frühzeitiger nachweisbar

als Balb/c- und SCID-Mäusen (S. 65, Abb. 4.24/ Abb. 4.25). Nude-Mäuse sind para-
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doxerweise relativ resistent gegen verschiedene Krankheitserreger (Listeria monocy-

togenes [30, 51, 139], Brucella abortus [30], Salmonella typhimurium [139], Staphy-

lococcus aureus [139] und Candida albicans [158]). Diese Resistenz wurde auf eine

verstärkte unspezifische Abwehr, insbesondere Heraufregulation der Makrophagen-

funktion zurückgeführt. Bemerkenswerterweise fanden sich bei Nude-Mäusen bereits

3 Stunden nach Applikation von Erregern (Staph. aureus, S. typhimurium, L. mo-

nocytogenes) geringere Erregerzahlen in Blut und lymphatischen Organen als bei

Balb/c-Mäusen. Daraus wurde gefolgert, dass bei Nude- im Gegensatz zu Balb/c-

Mäusen die Makrophagen zu einem weit früheren Zeitpunkt bzw. bereits im Ruhe-

zustand aktiviert sind [139].

Die Beobachtung, dass bei Nude-Mäusen, die Makrophagen für Cathepsin K

weit früher anfärbbar waren (Tag 10 versus Tag 35) und auch für Cathepsin B und

L eine intensivere Färbung zeigten, könnte darauf hindeuten, dass Cathepsine zur

verstärkten Aktivität der Makrophagen beitragen. Dazu passt auch, dass Cathepsin

K, wie bereits erwähnt, als Aktivierungsmarker für Makrophagen gilt.

Eine nebenbefundlich, unabhängig von der Amyloidentwicklung gemachte Beob-

achtung bezüglich der Cathepsin-Expression bei Nude-Mäusen ist, dass diese Mäuse

stark Cathepsin-positive Zellen im Zentrum der Milzfollikel besitzen (S. 66, Abb.

4.26/ Abb. 4.27). Diese Zellen lassen sich prinzipiell auch bei Balb/c-Mäusen nach-

weisen, jedoch in augenscheinlich geringerer Anzahl (SCID-Mäuse haben keine fol-

likulären Strukturen in der Milz). Von der Lokalisation und Morphologie der Zellen

könnte es sich um sogenannte Sternenhimmel-Makrophagen handeln. Mit diesem

Begriff werden Makrophagen bezeichnet, die im Zentrum von Lymphfollikeln lokali-

siert sind und Zelldebris von Lymphozyten phagozytiert haben [194, 182]. Sie sollen

eine Rolle bei der Regulation der Keimzentrumsreaktion spielen [182]. Zumindest für

Cathepsin B ist eine sehr starke Expression des Enzyms in diesen Zellen beschrieben

worden [40].

Der zeitliche Verlauf der Cathepsinexpression während der Entzündungsreaktion

unterscheidet sich grundsätzlich nicht zwischen Amyloid- und Nicht-Amyloidmäusen.

Ob sich die Cathepsinexpression in den einzelnen Makrophagen quantitativ zwischen

Amyloid- und Nicht-Amyloidmäusen unterscheidet, lässt sich anhand der immun-

histochemischen Färbungen nicht abschließend sagen. Zumindest ließen sich keine

augenscheinlichen Unterschiede zeigen.
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Dazu sei angemerkt, dass am Tag 35, als die Cathepsin-Expression in den Kupf-

ferzellen am intensivsten war, nur noch eines der Tiere größere Amyloidmengen

aufwies. Überdies sind andere Methoden zur Quantifizierung der Expression geeig-

neter, als die zwangsläufig subjektive Beurteilung der Intensität einer histologischen

Färbung.

Cathepsin B und L wurde in dem Leberpräparat, das substantielle Mengen von

Amyloid aufwies, vermehrt innerhalb der Leberzellen exprimiert (S. 63, Abb.4.22/

Abb. 4.23). Für Cathepsin B ist eine wichtige Rolle bei der Apoptose von Hepato-

zyten sehr wahrscheinlich. Es wurde gezeigt, dass sich eine Apoptose von Leberzel-

len nach toxischer Schädigung durch Knockout von Cathepsin B verhindern lässt

[71]. Es lässt sich vermuten, dass die Leberzellen auch durch Amyloid in der Weise

geschädigt werden, dass sie mit verstärkter Cathepsin B und L Expression reagie-

ren. Dies ist insofern interessant, als dass lange Zeit galt, dass Amyloid durch einen

reinen Verdrängungseffekt die Zellen von der Blutzufuhr abnabelt. Inzwischen sind

direkte toxische Effekte von in vitro synthetisierten Amyloidfibrillen auf Körperzel-

len demonstriert worden [225, 122, 97]. Als Mechanismen für die toxische Wirkung

sind oxidativer Stress [166, 69], Destruktion der Zellmembran [93, 52] und die Bil-

dung pathologischer Ionenkanäle [126, 52] diskutiert worden. Der Zelltod scheint

jeweils durch einen apoptotischen Mechanismus ausgelöst zu werden [211], was zu

einer verstärkten Cathepsin B-Expression passen würde. Die starke Anfärbbarkeit

von Cathepins B und L in Hepatozyten könnte also auf eine tatsächliche toxische

Wirkung des Amyloids auf diese Zellen hindeuten.

Alle drei Cathepsine wurden am Ende der Entzündungsreaktion innerhalb der

Makrophagen heraufreguliert, unabhängig davon, ob die Tiere Amyloid entwickelt

hatten oder nicht. Es sieht folglich nicht danach aus, als ob Cathepsine als spe-

zifische Reaktion auf das Amyloid verstärkt exprimiert werden. Dies muss jedoch

nicht ausschließen, dass sie im Rahmen einer entzündungsbedingten Heraufregu-

lation Amyloid abbauen könnten. Die Amyloidablagerungen verschwinden bei der

AA-Amyloidose der Maus bekanntermaßen im Zeitverlauf. Bezieht man ein, dass

neutrophile Granulozyten zum Zeitpunkt dieses Verschwindens nicht in der Nähe

der Ablagerungen zu finden sind, Ablagerungen in der Spätphase der Entzündung

regelhaft von Makrophagen umgeben sind und diese in der Zellkultur isolierte AA-

Amyloidfibrillen auch spalten können [200], dann lässt sich vermuten, dass es am
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ehesten die Makrophagen sind, die für die Regression des Amyloids verantwortlich

sind. Wenn Makrophagen nun regelmäßig Cathepsine exprimieren, könnten diese

auch für die Auflösung des Amyloids mitverantworlich sein.

Insbesondere für Cathepsin K lässt sich eine Art Abräumfunktion im Rahmen der

Entzündungsreaktion vermuten, und weiterführende Untersuchungen haben gezeigt,

dass Cathepsin K-Knockout-Mäuse signifikant mehr Amyloid bilden als Balb/c-

Mäuse (unveröffentlichte Untersuchungen), so dass ein Zusammenhang mit einem

Abbau von Amyloid naheliegt.

Eine Beeinflussung und ggf. Verstärkung der metabolischen Funktion von Ma-

krophagen auf der Ebene der Cathepsine wäre ein neuer Ansatzpunkt zur Therapie

von Amyloidosen, der im Gegensatz zu den bisherigen Therapieoptionen den Abbau

von bereits entstandenen Amyloidablagerungen ermöglichen würde.
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Kapitel 6

Zusammenfassung

Amyloid unterliegt nach heutigem Wissensstand dynamischen Umbauprozessen. Wel-

che Faktoren an Aufbau und Regression der Ablagerungen beteiligt sind ist bisher

nicht bekannt. Die Cysteinproteasen Cathepsin B, K und L sind ubiquitär am ly-

sosomalen Abbau von Proteinen beteiligt, u. a. spielen sie beim Umbau von Binde-

und Knochengewebe eine wichtige Rolle. Insbesondere Cathepsin L und K sind hoch-

potent in der Spaltung von Elastin und verschiedenen Kollagentypen. Cathepsin B

und L konnten in allen, Cathepsin K in rund der Hälfte der untersuchten Präparate

von AA- und AL-Amyloidpatienten immunhistochemisch neben den Ablagerungen

nachgewiesen werden. Alle drei Enzyme spalten SAA und AA-Amyloidproteine.

Die Hypothese der vorgelegten Arbeit ist, dass Cathepsin B, K und L als ubi-

quitär, auch neben Amyloid exprimierte Proteasen, im Sinne ihrer bekannten Funk-

tionen an der Pathogenese der systemischen Amyloidosen beteiligt sein könnten.

In diesem Zusammenhang wurde untersucht, ob Cathepsine AL-Amyloidproteine

und Amyloidablagerungen spalten können und in welchem räumlichen und zeitlichen

Zusammenhang ihre Expression mit Aufbau und Regression des Amyloids steht.

Hierzu wurden Degradationsexperimente an aufgereinigten AL-Amyloidproteinen

und nativen AL-Amyloidablagerungen bei saurem und physiologischem pH durch-

geführt. Desweiteren wurde immunhistochemisch die Lokalisation von neutrophi-

len Granulozyten, Makrophagen, Cathepsin B, Cathepsin K und Cathepsin L bei

Balb/c-, Nude- und SCID-Mäusen nach Induktion einer systemischen AA-Amyloidose

zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass auch AL-Amyloid ein Substrat für Cathepsin B,

K und L darstellt. Cathepsin B, K und L konnten aufgereinigte Amyloidproteine
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und im Nativzustand im Gewebe vorliegende Amyloidablagerungen bei sauren pH-

Werten effizient spalten. Cathepsin K war in der Lage die Amyloidproteine komplett

aufzulösen. Die Degradation der Amyloidproteine ließ sich in abgeschwächtem Maße

auch bei physiologischem pH-Wert nachweisen.

Bei allen drei Mausspezies waren Makrophagen unabhängig vom Zeitpunkt regel-

haft um Amyloidablagerungen zu finden, während sich ein Zusammenhang zwischen

neutrophilen Granulozyten und Amyloid nicht feststellen ließ. Es zeigte sich in der

Leber eine selektiv um die Amyloidablagerungen stattfindende Herabregulation des

Markers F4/80 an Tag 10 und 17, was eine Veränderung der metabolischen Funk-

tionen der Kupfferzellen vermuten lässt. Damit ist, unter Berücksichtigung auch

der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, eine Beteiligung von Makrophagen in der

Pathogenese der experimentellen AA-Amyloidose als wahrscheinlich zu werten.

Makrophagen wiederum sind reich an Cysteinproteasen wie Cathepsin B, K

und L. In der hier vorgestellten Untersuchung waren die Cathepsine bei allen drei

Mausstämmen immunhistochemisch innerhalb von Makrophagen um die Amyloidab-

lagerungen regelmäßig nachweisbar. Die Immunreaktion innerhalb der Makrophagen

war generell an Tag 35 nach Gabe des Entzündungsstimulus am intensivsten, was

auf eine “Abräumfunktion“ im Rahmen der Entzündungsreaktion hindeuten könnte.

Damit ist demonstriert worden, dass Cathepsin B, K und L prinzipiell Vorläufer-

proteine, Amyloidproteine und native Ablagerungen der beiden häufigsten systemi-

schen Amyloidosen spalten können und in einer Lokalisation und zeitlichen Expres-

sion nachweisbar sind, die eine solche Spaltung auch ermöglichen würde.

Es drängt sich die Frage auf, warum sich Amyloid bei Patienten anreichert.

Gründe hierfür könnten unter anderem auf der Ebene des lysosomalen Proteinabbaus

durch Cathepsine liegen, beispielsweise, wenn die entsprechenden Vorläuferproteine

durch proteolytische Spaltung überschießend gebildet werden oder durch Insuffizienz

des lysosomalen Proteinabbaus die Bildung von Amyloid dessen Abbau übersteigt.

Weitere Untersuchungen, welche Faktoren Makrophagen und die Aktivität von

Cathepsinen beeinflussen, wären für ein besseres Verständnis von Amyloidentstehung

und -regression hilfreich. Darüber hinaus könnten sich daraus neue Therapieoptio-

nen eröffnen, die spezifisch am Amyloid, insbesondere an der Ermöglichung eines

Abbaus von bestehenden Ablagerungen, ansetzen würden.
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105



Curriculum vitae

Persönliche Daten:

Name:

Geburtsdatum:

Geburtsort:

Anschrift:

Bildungsweg:

1985-1989

1989-1998

1998-2005

14.09.2000

17.09.2001

11.09.2003

06.10.2003-15.03.2004

08.04.2004-25.02.2005

10.05.2005

seit 01.07.2005

Silvia Bohne

07.11.1978

Rahden

Schellheimerplatz 1

39108 Magdeburg

Grundschule Oppenwehe
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Ich erkläre hiermit, dass ich die der Medizinischen Fakultät der Otto-von Guericke-

Universität zur Promotion eingereichte Dissertation mit dem Titel

In vitro und in vivo Untersuchungen

zur funktionellen Bedeutung

der Cathepsine B, K und L

bei der systemischen AA- und AL-Amyloidose

im Institut für Pathologie,

Medizinische Fakultät der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg
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schungsaufenthaltes an ihrem Institut, die freundliche Aufnahme und gute Betreu-

ung. Besonderer Dank geht an Sallie D. Macy für die technische Einarbeitung.

Ich bedanke mich bei den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Instituts für Patho-

logie der Otto-von-Guericke-Universität für die konstruktive Arbeitsathmosphäre,
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108


	Dokumentationsblatt
	Abkürzungen
	Inhaltsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Systemische Amyloidosen
	1.2 Cathepsine
	1.3 Amyloid und proteolytische Enzyme
	2 Fragestellung
	3 Material und Methoden
	3.1 Material
	3.2 Methoden
	4Ergebnisse
	4.1 Degradationsexperimente
	4.2 AA-Amyloidose der Maus
	5Diskussion
	5.1 Degradationsexperimente
	5.2 AA-Amyloidose der Maus
	6Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Veröffentlichungen
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Curriculum vitae
	Erklärung
	Danksagung



