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Man soll an der Natur nicht verzweifeln: Vielleicht entwickelt
sie aus dem Kanguruh noch den FulBganger des

einundzwanzigsten Jahrhunderts.
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1. Vorwort

Das Fundament der Diagnostik und Therapie zentralnervoser Erkrankungen besteht im

wesentlichen aus 3 Komponenten.

Die wichtigste Komponente ist die klinisch neurologische Untersuchung des Patienten.
Bei bewuRtlosen oder bewultseinsgestorten Patienten gelangt man jedoch schnell an die

Grenzen ihrer Aussagekratft.

Ein bedeutender Fortschritt in Diagnostik und Therapiekontrolle konnte mit
bildgebenden Verfahren erzielt werden. Nach Einfuhrung der Computertomographie
wurde es erstmals moéglich nichtinvasiv intrakranielle Strukturen zu differenzieren. Es
konnte sowohl der knocherne Anteil, als auch der parenchymatdse Anteil gut
unterschieden werden. Bis heute hat sie insbesondere in der Neurotraumatologie und zur
Diagnostik von intrakraniellen Blutungen, eine eminente Bedeutung. Ein weiterer
Vorteil sind sehr kurze Untersuchungszeiten und die vielerorts gute Verfugbarkeit. In
den letzten Jahren erdffnete die Kernspintomographie vollig neue Mdoglichkeiten der
Bildgebung. Es ist nun méglich multiplanare und dreidimensionale Darstellungen des
Zentralnervensystems zu erstellen. Ein weiterer Fortschritt ist die Darstellung
intrakranieller Gefdle und damit verbundener Erkrankungsbilder in gutem
Weichteilkontrast. Neuerdings konnen mittels funktioneller Methoden (Diffusions-MRI,
Perfusions-MRI) auch die regionale Durchblutung, sowie akute Ischdmien in einzelnen
Arealen erfaldit werden. Diese Untersuchungen sind jedoch relativ empfindlich gegen
Bewegungsartefarkte und bei unruhigen Patienten schlecht durchfiihrbar. Der Transport
von intensivmedizinischen Patienten zum Untersuchungsgerat stellt eine Belastung und

Gefahrdung fiur den Patienten dar und ist mit einem relativ groRen Aufwand verbunden.



Die dritte Komponente besteht in nuklearmedizinischen und laborchemischen Verfahren
zur Diagnostik und Verlaufskontrolle neurologisch-neurochirurgischer
Krankheitsbilder. Die Positronenemissionstomographie (PET) erlaubt eine Bestimmung
des zerebralen Metabolismus. Allerdings ist mit dieser nur eine semiquantitative

Messung moglich.

Die neurologische Labordiagnostik stitzt sich hauptsachlich auf die Liquordiagnostik.
Hier werden zum Beispiel das Gesamteiweil3 und die Zellzahl routinemaRig untersucht.
Uber 80% des EiweilRes stammen aus dem Serum. Die ortsstandigen Proteine sind B-
trace-Protein, das Praalbumin und das t-Globulin. Des Weiteren werden Angiotensin
Converting Enzyme (ACE), autochthone Immunglobuline, Lactat und Glucose
bestimmt. Diese Parameter erlauben Ruckschliusse auf Genese und Differenzierung
verschiedener zentralnervoser Erkrankungen. Die Gewinnung von Liquor ist ein relativ
invasives Verfahren und ist bei supratentoriellen intrakraniellen Drucksteigerungen

kontraindiziert.

Seit Jahrzehnten wird versucht, spezifische Proteine oder Peptide zu bestimmen, deren
Konzentrationsdnderungen im Liquor und/oder im Blut eine diagnostische Aussage tber
den Zustand des ZNS, bzw. Uber das quantitative Ausmal? eines Schadens des Gehirns-
und des Riickenmarks zulassen. Besonders hdufig und intensiv wurde bisher das S-
100B Protein, die Neuronenspezifische Enolase (NSE), das basische Myeloprotein

(MBP) und das saure gliale Faserprotein (GFAP) untersucht.

In dieser Arbeit soll ein ergénzendes diagnostisches Verfahren zur Erfassung der
Schwere einer Schadigung des Zentralnervensystems vorgestellt werden. Es wurde eine

Methode entwickelt mit der saures gliales Faserprotein (GFAP) quantitativ im Blut



erfallit werden kann. Mit dieser Methode sind auch engmaschige Therapie- und

Verlaufskontrollen méglich.

2. Fragestellung in der vorgelegten Arbeit

S-100B und NSE gelten als viel versprechende Parameter zur Erfassung von
Hirnschadigung. Da jedoch beide Proteine nicht hirnspezifisch sind [255], haben sie bei
nicht ausschlieBlich das ZNS betreffende Erkrankungen nur eine eingeschrénkte
Aussagekraft. Daher wurde mit der Entwicklung des GFAP-Assays begonnen. Als die
hier vorgestellte Arbeit zur Messung des GFAP begann, gab es kein kommerzielles
Messbesteck. Es wurde daher eine eigene nichtisotopische MeBmethode flr das GFAP

im Liquor, aber insbesondere im Blut, entwickelt.

Im folgenden stelle ich eine Methode zur Messung von GFAP-Konzentrationen in
humanem Blut mit Hilfe eines zeitverzdgerten Immunfluoresenzassays (Dissociation

Enhanced Lanthanide Fluorescence Immunoassay = DELFIA) vor.

Es wurden mit der MelBmethode zur Quantifizierung von GFAP folgende
Patientenkollektive untersucht: 70 gesunde Blutspender und 25 Patienten mit Schadel-

Hirn-Trauma.

3. Einleitung

3.1. Das saure gliale Faserprotein (GFAP)

Der deutsche Pathologe Rudolf Virchow gebrauchte 1846 erstmalig den Begriff
Neuroglia. Virchow prégte diesen Begriff zur Beschreibung von Hirngewebe, das sich
zwischen den Neuronen befindet. Er nahm an, dal3 es die gleiche Funktion erfullt wie

das Bindegewebe in anderen Organen.



Der Nachweis solcher nichtneuronaler Zellen wurde durch die 1870 von Golgi
entwickelten histologischen Férbetechniken mdglich. Die spanischen Neuroanatomen
Ramon y Cajal und de Hortega entwickelten diese auf Metallimprégnation beruhende
Technik weiter und erstellten ein System zur Klassifikation von Gliazellen, dal} bis

heute weitgehend unverandert besteht.

Gliazellen werden in drei Kategorien eingeteilt: der epitheliale Typ, Neuroglia und
periphere Glia. Ependymale Zellen und Zellen im Plexus choroideus gehdren zum
epithelialen Typ, Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikrogliazellen zu den Neuroglia

und Schwann Zellen und Satellitenzellen zu den peripheren Glia.

Astrozyten existieren in zwei Hauptformen. Protoplasmatische Astrozyten findet man
hauptsdchlich in der grauen Substanz. Sie sind durch reichlich granuliertes Zytoplasma
und zahlreiche dicke Fortsatze charakterisiert. Fibrése Astrozyten kommen in der
weillen Substanz vor und besitzen lange, relativ dunne, unregelmél3ig verzweigte

Erweiterungen. Im Zytoplasma finden sich fibrillare Strukturen.

Die Entdeckung von saurem glialen Faserprotein (GFAP) im Jahre 1971 durch Eng war
ein Meilenstein in der weiteren Erforschung der Funktionen von Astrozyten. GFAP
kommt nur in Astrozyten vor und ist ein wertvoller biochemischer Marker fiir ihre
Identifikation. Die meisten Arbeiten zur Erforschung der Funktion von Astrozyten sind
nur aufgrund dieser eindeutigen Mdoglichkeit der Identifikation von GFAP Uberhaupt

maoglich gewesen.

1971 isolierte Eng ein saures Protein aus Multiple Sklerose Plaques mit einer schweren
fibrosen Sklerose. Dieses Protein wurde als Hauptbestandteil von astrozytdren
Filamenten angesehen [80] und als saures gliales

Faserprotein (GFAP) bezeichnet [234]. Zuvor wurde bereits von Mori ein Protein, 10B
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oder Astroprotein beschrieben, dal3 spezifisch fur Astrozyten zu sein schien. Es wurde
spater als GFAP identifiziert [169]. Die ZNS-spezifischen Proteine a-Albumin und

NSA-1 sollen ebenfalls dem GFAP entsprechen [76].

Die Gewinnung von GFAP aus normalem Gewebe stellte sich wegen seiner geringen
Wasserloslichkeit, der Tendenz zu aggregieren, sich mit anderen sauren Proteinen
zusammenzulagern, als schwierig dar [76]. Hinzu kommt, dafl die Gewinnung von
GFAP durch die Verunreinigung mit anderen Proteinen des Zytoskeletts, wie Tubulin
[117] und Neurofilamentproteinen [251] oder durch seine Abbauprodukte [234]
erschwert war. Verbesserungen bei der Reinigung von GFAP [78], wie die
Immunaffinitats-Chromatographie [208], die Isolierung von Intermedidrfilamenten [54]
und die Abtrennung von GFAP von Neurofilamentproteinen [142], haben die
Schwierigkeiten der GFAP-Isolierung tberwunden und die Kontamination mit anderen

Proteinen des Zytoskeletts reduziert.

Die Aminosauresequenz von Mause- und Menschen-GFAP wurde von geklonten DNA-
Fragmenten von Lewis [141] bzw. von Reeves [198] hergeleitet. Die DNA- Sequenz

von Maus-GFAP wurde auch von Balcarek und Cowan beschrieben [16].

Es wurde flr das Molekulargewicht eine groRe Bandbreite von 40-60 kDa angegeben
[169]. Diese grofRen Unterschiede hangen von labortechnischen Unterschieden in der
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl sulphate-poyacrylamide Gel Elektrophorese) und/oder in
Unterschieden zwischen kauflich erhdltlichen Proteinen, die zur Bestimmung des
Molekulargewichts verwendet werden, ab. Ahnlichkeiten in der Primérstruktur mit
verschiedenen Intermedidrfilament-Untereinheiten [36] konnten ebenfalls der Grund
sein, dal} sie mit GFAP verwechselt wurden. Ebenso scheinen GFAP-Abbauprodukte

die Bestimmung des Molekulargewichts zu beeintrachtigen [62, 234]. Es wird jetzt
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allgemein angenommen, dall GFAP ein einzelnes Protein mit einer molekularen Masse

von 50 £ 1 kDa darstellt [251].

Die Ladung von GFAP wurde als sehr heterogen beschrieben und der isoelektrische
Punkt liegt in einem Bereich von 5,6-5,8 [22, 25]. Die Autoren vermuteten, dal3 post-
translationale Ereignisse fur diese Heterogenitat verantwortlich waren. Tatsdachlich
wurde GFAP auch in einer phosphorylierten Form gefunden, wie sie auch in anderen
Klassen der Intermedidrfilamente zuvor gesehen wurde [44]. Andererseits ist GFAP
sehr empfindlich gegeniiber einer Ca™*-abhangige Protease und es wurde im Rahmen
der Proteolyse eine Verschiebung des isoelektrischen Punkts in den sauren Bereich
beobachtet [8, 65]. Aullerdem berichtet Yang [249], dass GFAP Kalzium-bindende
Stellen und einige intermediérfilamentdhnliche Sequenzen besitzt, die fur
Veranderungen in der Tertidrform und folglich auch fiir die Lage des isoelektrischen
Punktes verantwortlich sind. Insofern kénnten diese metabolischen Veranderungen fiir

die Heterogenitat der Ladungen verantwortlich sein.

GFAP existiert in zwei Formen, wasserloslich und nicht wasserloslich [80]. Beide
Formen reagieren mit GFAP-Antikdrpern gegen die wasserlosliche Form [36]. Es wird
also angenommen, daR wasserldsliches GFAP die nicht aggregierten Untereinheiten und
die nicht wasserlosliche Form ein Bestandteil von glialen Filamenten darstellt. Seitdem
GFAP-Abbauproukte in der schwimmenden Fraktion [65] gefunden wurden, scheint es
maoglich, dall zumindest ein Teil der wasserloslichen Form eine niedrigmolekulare
Gattung des abgebauten GFAP darstellt. In normalen Geweben besitzt die
wasserunlosliche Form des GFAP die grofite immunologische Aktivitat, wahrend die

der wasserléslichen Form nur 15-20 % der Gesamtaktivitat ausmacht [249].
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3.1.1. GFAP ist ein Mitglied der Intermediarfilament-Proteine

Das Zytoskelett ist ein komplexes Netzwerk von Protein-Filamenten, das sich im
gesamten Zytoplasma erstreckt und der Zelle ihre Form und Beweglichkeit gibt und ihre
Differenzierung mitbestimmt. Mittels Elektronenmikroskopie wurden in hdheren
eukaryontischen Zellen vier grole Filament-Systeme als das Zytoskelett identifiziert.
Diese sind Mikrotubuli (25nm), Myosin-Filamente (15nm), Intermediar-Filamente (8-
10nm) und Aktin-Filamente (6nm). Die einzelnen Untereinheiten von Mikrotubuli,
Myosin-Filamenten und Aktin-Filamente sind a- (Mr 56 kDa) und b- (53 kDa)
Tubuline, Myosin (200 kDa) und Aktin (43 kDa). Die Gruppe der Untereinheiten von
Intermediér-Filamenten ist heterogener. Zu ihr gehéren neben GFAP auch Desmin, Typ
1 und 2 Keratine, Neurofilament-Triplet-Proteine, nukledres Lamin, Peripherin und

Vimentin.

Die Intermediar-Filamente werden je nach Untereinheiten in Subklassen eingeteilt
[137]. Desmin-Filamente (10nm) befinden sich hauptséchlich in glatten Muskel- und
Herzmuskelzellen. Keratin-Filamente (8nm) befinden sich in Zellen epithelialen
Ursprungs. Neurofilamente (10nm) konnten bisher nur in Neuronen nachgewiesen
werden. Nukledres Lamin [92] als Bestandteil nukledrer Lamina in eukaryontischen
Zellen [72] und Peripherin in Neuronen des peripheren Nervensystems [193, 194] sind
neuere Subklassen im Zytoplasma [139] und Zellkern [85, 161]. Vimentin-Filamente
(10nm) erscheinen ubiquitdr in einer Reihe von Zellen. Gliale-Filamente (8nm) sind

bisher nur in Gliazellen und Zellen glialen Ursprungs gefunden worden.

Eukaryonten exprimieren oft gleichzeitig zwei Arten zytoplasmatischer Intermediar-
Filamente. Diese existieren als Bestandteile von unfertigen Filamenten oder als

Copolymere eines Filaments.
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Alle Untereinheiten der Intermedidr-Filamente werden von Mitgliedern der gleichen
Multigenfamilie kodiert [16, 92] und erscheinen deshalb elektronenmikroskopisch
ahnlich. lhre Aminosauresequenzen indizieren, daf3 jede
Intermedi&rfilamentpolypeptidkette (Monomer) drei klardefinierte Domanen besitzt
[90]. Diese sind ein nicht-helikales, amino-terminales Kopfstuck variabler Lange, ein
zentraler a-helikaler Abschnitt mit immer gleicher Lange und Sequenz und ein nicht-
helikales, carboxyl-terminales Schwanzstiick mit betrdchtlichen Langenunterschieden

zwischen den unterschiedlichen Intermediarfilamentproteinen.

Die Aminosduren in der helikalen Domane zeigen ein immer gleiches Bild: eine
Wiederholung einer sieben Aminoséduren langen Sequenz mit hydrophoben
Aminosduren in der Position 1 und 4, die fir die a-helikale Struktur verantwortlich
sind. Die Doppelhelix wird durch zwei Monomere mittels hydrophobischer Seit-an-
Seit-Interaktion des zentralen Abschnitts gebildet. Zwei Dimere bilden ein
Protofilament. Das fertige Intermediarfilament mit 10 nm Durchmesser soll aus acht
Protofilamenten bestehen. Das Review von Alberts [4] beschreibt ein Modell zur

Zusammensetzung von Intermediérfilamenten.

Alle Untereinheiten der Intermediarfilamente scheinen in vivo und in vitro
phosphoryliert zu werden [6, 16, 111]. Die Phosphorylierung spezifischer Orte in der
amino-terminalen Doméane von Intermediarfilament-Proteinen wird als wichtiger Faktor
bei der Regulation von Auf- oder Abbau von Intermedidrfilamenten betrachtet [112,
113]. Es wird ebenfalls vermutet, dal3 die limitierte Proteolyse durch Ca++-abhangige
Proteasen, die das Kopfstick der Intermediarfilamentuntereinheiten entfernen, die

Fahigkeit Filamente zu bilden beeintrachtigt [232].
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Die molekularen Eigenschaften von GFAP entsprechen denen anderer
Intermediérfilamentproteine. Unter pathologischen Bedingungen [27] und bei einer

Akkumulation glialer Filamente zeichnet sich GFAP durch einen Anstieg aus [237].

3.1.2. Lokalisation von GFAP

Uyeda [234] zeigte, dal GFAP nur im Gehirn vorkommt. Elektronenmikroskopische
Studien fanden GFAP in glialen Filamenten, die sich im Zytoplasma von Astrozyten
und anderen Typen von Gliazellen befinden [210]. Die meisten Filamente in Astrozyten
bestehen allerdings nicht nur aus GFAP, sondern auch aus Vimentin [208, 213, 252].
Tatsachlich wurden Copolymere aus GFAP und Vimentin in Intermediarfilamenten in
Gliomzellen mittels Immunelektronenmikroskopie dargestellt [219]. Bjorklund [31],
Calvo [45], Abnet [1] und Lopez-Munoz [152] zeigten ebenfalls, daB eine
Vimentin/GFAP Coexpression existiert und sich Copolymere aus GFAP und Vimentin
bilden kdénnen. Es wurde jedoch andererseits auch berichtet, daf} Astrozyten in der
granul&ren Schicht des Zerebellums ausschlieBlich GFAP enthalten und das die meisten

Schwann-Zellen im peripheren Nervensystem ausschlielich Vimentin enthalten [210].

Der Grund fir diese Unterschiede im GFAP/Vimentin-Gehalt der einzelnen Zelltypen
ist unbekannt. Lazarides [137] nimmt an, daR die Expression von Vimentin in einigen
Gliazellen benétigt wird, um spezifisch die Struktur von glialen Filamenten zu
veradndern. Andere Untersucher folgerten, da wahrend der Zellreifung von Gliazellen
im Rahmen der Entwicklung des Zentralnervensystems Vimentin durch GFAP ersetzt
wird [231, 252]. Die Variabilitdt von GFAP- und Vimentin-Gehalt scheint dennoch mit

dem Reifegrad der Gliazellen zusammenzuhéngen.
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Viele Studien haben bisher bewiesen, daR GFAP hauptsdachlich in Astrozyten im
Zentralnervensystem vorkommt [28, 155, 234]. GFAP kommt sowohl in
protoplasmatischen, als auch in fibrosen Astrozyten vor [28]. Protoplasmatische
Astrozyten enthalten wenig GFAP, fibrose hingegen enthalten im Zellkérper und in den
Fortsatzen reichlich GFAP [28]. Die radialen Fasern von Bergmannzellen im
zerebellaren Kortex des Zerebellums, die zum Typ der fibrosen Gliazellen gehdren,
enthalten ebenfalls reichlich GFAP [8, 28, 231]. Deshalb wird GFAP als spezifischer
Marker fur Astrozyten angesehen und fur das Studium von Astrozyten wahrend der
embryonalen Entwicklung und unter normalen und pathologischen Bedingungen

herangezogen.

3.1.3. Aggregation von GFAP

Unter physiologischen Bedingungen existieren 80-85% des GFAPs in der
wasserunloslichen Form [77]. Dennoch steht die Synthese von GFAP in keinem
direkten Zusammenhang mit der Bildung von glialen Filamenten, weil humane
Neoplasien, Astroblastome [64] und Zellen von Ratten C-6 Gliomen [30]
immunzytochemisch farbbares GFAP enthalten, obwohl keine glialen Filamente
nachgewiesen werden kénnen. GFAP wird perikarial im Zytoplasma von Astrozyten
gebildet und von dort in die Zellfortsatze transportiert, wo es aggregiert und Biindel
bildet [127]. Dieses wurde typischerweise in Bergmannglia im Zerebellum von Ratten
gezeigt. Es wurde GFAP-mRNA im Perikarium nachgewiesen, wéhrend dort
immunzytochemisch nur ein niedriger GFAP-Gehalt bestimmt werden konnte [8, 28,

155].

Demzufolge mull es Faktoren geben, die die Formation von glialen Filamenten

vermitteln.
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Es wurde vermutet, da die Aggregation/Disaggregation von Desmin und Vimentin
durch den Mechanismus der Phosphorylierung von bestimmten Orten im Kopfstuck
dieser Molekdle geregelt wird [81, 91, 112, 113]. Die ortspezifische Phosphorylierung
fuhrt zu einer instabilen Intermediérfilament-Untereinheit, eine Dephospholyrierung
verursacht eine Depolymerisation dieser Filamente. Andererseits berichten Yang und
Babitch [248], daR nach der Behandlung von GFAP mit alkalischer Phosphatase, dessen
Fahigkeit zu aggregieren zwar leicht eingeschrénkt war, aber dal? die dephosphorylierte
Form immer noch aggregationsfahig ist. Phosphorylierungen auf3erhalb der Kopfstlicke

zeigten keinen direkten Zusammenhang mit Einschrankungen bei der Filamentbildung.

Es wird angenommen, dafl sich Phosphorylierungsstellen hauptsachlich im
Schwanzstuck befinden, welches reich an Serin und Threonin ist [248]. Die
Widerspruche zwischen den Daten von Vimentin/Desmin und von GFAP kdnnen
dadurch erklart werden, dal der Mechanismus der Polymerisation von GFAP ein
anderer ist, als der von Vimentin/Desmin und nur bis zu einem gewissen Grad mit einer
Phosphorylierung einhergeht. Pollenz und Mc Carthy [192] unterstitzen diese Annahme
mit Experimenten an Astrozytenkulturen, die zeigen, daR die Phosphorylierung von
GFAP von morphologischen Veranderungen, die mit einer Akkumulation von glialen

Filamenten einhergehen, getrennt werden kann [237].

GFAP ist bei niedriger lonenstérke wasserloslich, zeigt aber bei steigender lonenstérke
eine starke Tendenz zu aggregieren. Zweifach geladene Kationen sind bei millimolaren
Konzentrationen effektivere Promotoren bei der Bildung von glialen Filamenten, als
einfach geladene Kationen [248]. Tatsachlich wurde bewiesen, daR GFAP drei

Kationenbindungsstellen  fur zweifach geladene Kationen besitzt und dal
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zweifachgeladene Kationen bei der Formation glialer Filamente strukturelle und

regulatorische Funktionen tibernehmen [249].

3.1.4. Abbau von GFAP

Die limitierte chymotryptische Spaltung entfernt die zwei Endstiicke von GFAP und
beldalt den Zentralabschnitt [209]. Die Zentralregion allein ist nicht in der Lage
morphologisch erkennbare gliale Filamente zu bilden [248]. Dieselben Beobachtungen
wurden mit anderen Intermediérfilament-Proteinen gemacht [90]. Yang und Babitch
[248] schlagen wvor, dall die Endstiicke, insbesondere das Kopfstick zur
Filamentbildung beitragen. Es ist bekannt, dal GFAP genau wie andere
Intermediarfilamentproteine [93, 175] Ca2+ abhdngig abgebaut wird [9, 59, 65].
Deshalb konnte, wie es bei anderen Intermediérfilament-Proteinen auch vermutet wird
[232], Ca2+-abhéngige Protease das Kopfstiick von GFAP entfernen und die Fahigkeit
Filamente zu bilden beeintrachtigen. De Armond [65] zufolge ist Ca2+-abhéngige
Protease an der Kontrolle des Umsatzes von glialen Filamenten beteiligt. In der Tat
wurde in differenzierten Astrozyten, in denen die Filamentbildung beschleunigt sein

soll, eine erhdhte Aktivitat der Protease festgestellt [59].

Obwohl die biologische Halbwertszeit von GFAP in Astrozytenkulturen auf 7,5 bis 8
Tage geschatzt wird [53, 171], ist der in vivo Umsatz im Rickenmark von M&usen
wesentlich langsamer [66]. Auf dieser Basis ist der Abbau von GFAP sowohl in vivo

[9], als auch in intakten Zellen [58] sehr schwer nachzuweisen.

Dennoch bewiesen Studien mit Praparaten aus erkranktem menschlichen ZNS-Gewebe

[234] und mit Astrozytenkulturen [59] den Abbau. Niedrigmolekulare Abbauprodukte

18



von GFAP wurden ebenfalls in Kleinhirn-Homogenat von Gunn-Ratten mit

umschriebenen Entwicklungsstorungen nachgewiesen [9].

Das legt nahe, dal? zwei verschiedene Arten des GFAP-Abbaus existieren: in vitro/post
mortem und in vivo/umsatzabhangig. Beide werden durch Ca2+-abhdngige Proteasen
katalysiert. Im ersten Fall verlieren Astrozyten die Kontrolle tber die intrazellulare
Ca2+-Konzentration und vollziehen einen Abbau von GFAP, der in der Bildung von
Abbauprodukten kleinerer Molekiilmasse und oder sogar dem Verschwinden von GFAP
mindet. Dies stimmt mit den Beobachtungen von Schlaepfer und Zimmermann [212]
Uberein, dal ein Kalzium-Einstrom zu einem Verlust von glialen Filamenten und zu
deren Ersatz mit amorphen granuldrem Material fihrt. Demzufolge sollte in vivo, wo
die intrazelluldare Ca2+-Konzentration geregelt wird, nur eine limitierte Proteolyse

stattfinden.

GFAP verandert seinen isoelektrischen Punkt in Anwesenheit von Ca2+ und einigen
Proteaseinhibitoren in den sauren Bereich (Punkt A) [9]. Der Punkt A wird in der
wasserloslichen Form gemessen und scheint sensibler auf Ca2+-abhéngige Proteasen zu
sein. Wie bereits zuvor erwahnt, wird die Bildung von glialen Filamenten durch Ca2+
beschleunigt. Demzufolge kann Ca2+ in vitro sowohl die Bildung von glialen
Filamenten beschleunigen, als auch den GFAP-Abbau in Bewegung setzen. Es ist

jedoch unklar, ob diese in vitro Prozesse ebenfalls in vivo stattfinden.

3.1.5. Regulation der GFAP-Synthese

Der Anstieg von GFAP in Astrozyten wird bei zahlreichen traumatischen Lé&sionen,
entzindlichen  Autoimmunerkrankungen und neurodegenerativen Erkrankungen

histochemisch und biochemisch erfal3t. Genetisch verénderte Tiere mit neurologischen
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Veranderungen wie zitternde Mause [164], torkelnde Mause [7, 8], gestreifte Mause
[218] und Gunn Ratten [7, 8, 10, 120, 181] =zeigen in Homogenaten und
immunhistochemischen Préparaten alle hohe GFAP-Spiegel in den betroffenen
Hirnregionen. Ein hoher GFAP-Spiegel im ZNS ist charakteristisch fir seine
Schédigung, ganz gleich welcher Pathogenese. Dieses legt nahe, dal3 verschiedene
Faktoren direkt oder indirekt die Regulation der GFAP-Synthese in Astrozyten

beeinflussen kdnnen.

Mehrere Hormone und Woachstumsfaktoren regulieren den GFAP-Gehalt in
Astrozytenkulturen [53, 171]. Hormone wie Hydrokortison und Prostaglandin F-2a
konnen die Synthese von GFAP induzieren [171]. Folgende Wachstumsfaktoren haben
ebenfalls eine Wirkung auf Astrozyten: Glia-Wachstumsfaktor (Glia Growth Factor:
GGF) [43], Glia-Reifungsfaktor (Glia Maturation Factor: GMF) [144], GMFb [143],
Astrozyten Wachstumsfaktor (Astrocyte Growth Factor: AGF) [191], Platelet-derived
Growth Factor (PDGF) [241], Fibroblasten Wachstumsfaktor (Fibroblast Growth
Factor: FGF) [171], hirnstandiger Wachstumsfaktor (Brain Derived Growth Factor:

BDGF) [216] und Interleukin I [95].

GGF und Interleukin 1 fungieren als Mitogen, wahrend GMFb als
Differenzierungsfaktor wirkt. GMF, AGF und FGF sollen beide Eigenschaften besitzen.
PDGF und BDGF scheinen zuséatzlich zur Mitogenitat [23, 241] und zur Wirkung als
Differenzierungsfaktor [23] noch als chemischer Anziehungsstoff zu wirken [40].
Perraud [188] berichtet zudem, dal} verschiedene Protease-Inhibitoren ebenso die
Proliferation von Ratten-Astrozyten stimuliert haben. Viele andere Faktoren aus dem
Gehirn, Kulturmedium und Serum haben ebenfalls mitogene Eigenschaften und/oder

wirken als Differenzierungsfaktoren auf Astrozyten.

20



Evans [82] berichtet, daR einige Peptidhormone einen Anstieg von zyklischem AMP
(cCAMP) in Astrozytenkulturen bewirken. GMF, ein Induktor der GFAP-Synthese [123],
erhoht ebenfalls die cAMP-Konzentration in Glioblasten-Kulturen [146]. Ein Analogon
von CcAMP, das dBCAMP, induziert umschriebene morphologische [145] und
biochemische [217] Verdnderungen in Astrozyten. Solche dBCAMP induzierten zuvor
flachen polygonalen Zellen nehmen eine sternformige Form an, &hnlich wie reaktive

Astrozyten und enthalten hohe Mengen an GFAP.

3.2.  Astrozyten und gliale Filamente

3.2.1. Embryonale Entwicklung

Wahrend der embryonalen Entwicklung bilden Astrozyten ein Gerist, an welchem die
Neuronen entlangwachsen und so zu den richtigen Stellen gelangen. Dieser Effekt
wurde erstmals von Eckenhoff [73] fur einen bestimmten Typ von Nervenzelle, der
Kornerzelle im Affen-Zerebellum, gezeigt. Die Kornerzellen wandern, unterstiitzt durch
lange Fasern von radialen Gliazellen, den Bergmannglia, von den duf3eren Schichten des
sich entwickelnden Kleinhirns nach innen. Smith [221] zeigte in Experimenten, daB in
Méusegehirnen eine Schlinge <bEstehend aus Astrozyten, das Wachstum von Axonen
von einer Hemisphére zur anderen unterstlitzt und mit diesem Vorgang das Corpus
callosum ausgebildet wird. Bei Tieren, die diese Schlinge nicht besitzen, findet keine
Ausbildung des Corpus callosum statt. Nach Implantation eines Kunststoffmaterials, auf
dem Astrozyten wachsen kdnnen, konnten sich die Axone ausbilden und ein neues

Corpus callosum bilden.

In folgenden Studien wurden auf der Grundlage von immunzytochemischen Methoden

die Expression von GFAP wéhrend der Entwicklung des ZNS untersucht:
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Bei Ratten und M&usen ist die Expression von GFAP hauptséchlich ein postnatales
Phanomen. Wahrend der embryonalen Phase zeigten sich mittels Immunfluoreszenz am
Tag 18 wenig zerstreutes GFAP in der Peripherie des Rickenmarks [195] und in der
medialen Wand des lateralen Ventrikels [26]. In Zellsuspensionen von embryonalen
Rattengehirnen, Tag 16-19, wurden sehr wenige GFAP positive Zellen gefunden [2].
Einige Tage nach der Geburt kénnen jedoch immunzytochemisch GFAP in der
subkortikalen und zerebelldren weien Substanz, in subpialen und supraventrikuldren

Regionen, sowie in den zerebelldaren Bergmann Glia nachgewiesen werden [26, 37].

Bei Primaten wird GFAP wahrend des ersten Drittels der Gestation exprimiert [55,
140]. Deshalb sind beim Rhesusaffen und im menschlichen Gehirn radiale Gliazellen
GFAP-positiv, wahrend sie es in prénatalen radialen Gliazellen von Ratten nicht sind.
Der Zeitunterschied im Auftauchen von GFAP indiziert, daB die GFAP-Expression
nicht nur von den Hauptphdnomenen neuronale Wanderung, axonalem Wachstum oder
Myelinisierung wahrend der Entwicklung abhdngt. Andere Faktoren wie Hormone und
die extrazellulare Matrix der subpialen und vaskularen Basallaminae kénnen ebenfalls
potentielle Stimuli sein. Unterschiede zwischen den Spezies konnen aber auch damit
begriindet werden, da die GFAP-Expression unabhangig von anderen molekularen

Charakteristika der radialen Gliazellen oder Astrozyten reguliert wird.

Ganz im Gegensatz dazu stehen neuere Ergebnisse von Pekny [187]. Sie zeigen, daR
sich GFAP-Gen-negative Mdause normal entwickeln, das Erwachsenenalter erreichen
und sich normal fortpflanzen. Sie zeigen keine Auffalligkeiten im Verhalten, in ihrer
Beweglichkeit und in IThrem Gedé&chtnis. AuBerdem wurden keine Abnormalitaten in der

histologischen Struktur des ZNS und der Blut-Hirn-Schranke gefunden.
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3.2.2 Astrozyten und ihre Rolle in physiologischen und pathologischen Prozessen

Eine der bemerkenswertesten Eigenschaften von Astrozyten ist ihre ausgepréagte
Antwort auf neurologische Ereignisse. Die astrogliale Reaktion tritt schnell auf und
kann bereits innerhalb einer Stunde nach einem fokalen mechanischem Trauma

nachgewiesen werden [173].

Die ausgepragten astroglialen Reaktionen bei verschiedensten neurologischen
Erkrankungen, ihre Schnelligkeit und das evolutiondre Fortbestehen von reaktiver
Astrozytose legen nahe, dal’ sie eine wichtige Funktion im ZNS darstellt. Allerdings
bleibt die genaue Rolle von Astrozyten bei Vorgangen nach Verletzungen des ZNS bis

heute schwer fallbar.

Die Umwandlung von Astrozyten vom ruhenden in den aktivierten Zustand geht mit

zum Teil dramatischen Verénderungen einher, die folgende Funktionen erfiillen sollen:

- Mechanische Funktionen und Reparatur von Gewebe

- Beteiligung am Immunsystem

- Bildung der Blut-Hirn-Schranke

- Neurotrophische Unterstiitzung

- Kontrolle von Neurotoxinen

3.2.3. Mechanische Funktionen und Reparatur von Gewebe

Es bleibt bis heute unklar, ob die astrogliale Reaktion eine nitzliche ist oder ob sie von
schadlicher Natur ist [200]. Es ist denkbar, dall das Ansteigen zytoskelettarer Proteine

in den reaktiven Astrozyten ein Zeichen darstellt, nach Verletzung die Wundheilung
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durch Stabilisierung des umgebenden Gewebes zu unterstutzen. Die gliale Narbe, die
durch reaktive Astrozyten gebildet wird, konnte ebenfalls dazu dienen nekrotisches
Gewebe zu entfernen und den entstehenden Raum nach neuronalem Verlust aufzufillen

[199].

Andererseits kann genau diese gliale Narbe auch regenerative Prozesse wie ein
einsprossen neuronaler Fortsatze in das verletzte Gebiet verhindern [199, 201]. Zentrale
Neuronen regenerieren sich nicht ausreichend nach einer Verletzung. Studien von
Aguayo [3] fuhren dies nicht auf ein intrinsisches Unvermdgen dieser Neuronen,
sondern auf das sie umgebende Gewebe zuriick. Elektronenmikroskopische Analysen
von sich regenerierenden Axonen zeigen, dal? die Blockierung des axonalen Wachstums
im ZNS in unmittelbarer Umgebung von reaktiven Astrozyten auftritt [149]. Es wurde
aullerdem gezeigt, dal Astrozyten in vivo Molekile exprimieren, die axonales

Wachstum in vitro verhindern [162].

Wahrend es in vivo schwierig zu beweisen ist, dal3 dichte gliale Narben nicht das
axonale Wachstum mechanisch blockieren, gibt es in vitro Beweise, dal} Astrozyten
ihrerseits nicht notwendigerweise die Regeneration unterbinden [100, 156]. Reaktive
Astrozyten verhindern nicht, dal PC12 Zellen, in Explantaten des optischen Nervs
durch gliale Narben aussprossen [63]. In vivo Experimente von Kawaja [124] zeigen,
dal? in Anwesenheit von NGF (hergestellt durch transplantierte Fibroblasten), reaktive
Astrozyten in der Tat ein Substrat fir das Wachstum von sympathischen Neuriten

liefern.

Dal} reaktive Astrozyten bei der Regeneration und Reparatur von Gewebe eine Rolle
spielen, wird durch ihr molekulares Profil belegt, das ihnen die Produktion von

Bestandteilen extrazellularer Matrix und ihre Interaktion mit dieser ermdglicht.
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In vivo exprimieren Astrozyten Molekiile der extrazelluldaren Matrix, wie Laminin,
Chondroitin-6-Sulfat, Proteoglykan und gliales Hyaluronadhdsionsprotein, einem
hyaluronbindenden Protein. In vitro sind sie zusatzlich in der Lage Glycosaminglykane
zu sezernieren [11, 118]. Reaktive Astrozyten konnen mit der extrazellularen Matrix
und anderen Zellen des ZNS mittels Adh&sionsmolekiilen wie embryonales neurales

Zelladhésionsmolekul und Zytotactin/Tenascin interagieren.

Transforming Growth Factor (TGF)-b-1 war in reaktiven Astrozyten nach
Stichverletzungen des ZNS erhéht [150]. Logan [150] schlagt vor, dal} von Astrozyten
sezerniertes TGF-b-1 Fibroblasten in das geschadigte Gebiet anzieht, die Ausschittung
von extrazelluldren Matrixproteinen und die Synthese von abbauenden Enzymen
reguliert und eine Rolle bei der Angiogenese in der Narbe spielt. Folglich kdnnten
Astrozyten wichtig fur die kontrollierte Bildung von Narbengewebe und dessen

Vaskularisation nach einer Verletzung sein.

Die Produktion von Proteasen und Proteaseinhibitoren kdnnte es den Astrozyten
erlauben, die extrazellulare Matrix in verletzten Arealen umzuwandeln und die
Trimmer von degenerierenden Zellen zu beseitigen. Wahrend die Aktivitat solcher
Molekile einerseits die Wundheilung unterstitzt, ist es aber andererseits auch moglich,
dal} astrogliale Proteasen oder Proteaseinhibitoren nachteilige Effekte in bestimmten
pathologischen Zustdnden haben. Zum Beispiel wird die Produktion von
kalziumaktivierten Proteasen durch reaktive Astrozyten mit der Degeneration von
Neuronen nach Ischdmie und der Produktion von b-Amyloid, einem Protein das bei
Patienten mit Morbus Alzheimer im Gehirn pathologisch akkumuliert, in

Zusammenhang gebracht [196].
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Die Zerstorung von Bahnen in der weil3en Substanz des ZNS fihrt zu einer Freisetzung
von groRen Mengen von Myelinlipiden. Apo E (Apolipoprotein E) ist ein
Hauptbestandteil von niedrig- und hochdichten Lipoproteinen und spielt eine wichtige
Rolle im Fetttransport und —metabolismus. Im ZNS wird ApoE von Astrozyten
produziert [39, 174, 227] und wahrend der Astrozytose zeigt sich eine Erhéhung der
astroglialen Expression vom Apo E [67]. Astrozytéres ApoE scheint an der Abgabe von
Lipiden an andere Zellen des ZNS zur Membranbiosynthese beteiligt zu sein und die

Entsorgung von Cholesterin in die Peripherie zu erleichtern.

3.2.4. Beteiligung am Immunsystem

Eine der Hauptfunktionen von reaktiven Astrozyten ist die Initiierung der
Immunantwort im ZNS [103]. Bei der Zugabe von gInterferon werden Astrozyten in
vitro dazu angeregt, Molekiile wie zum Beispiel Major Histocompability Complex
(MHC) Antigene und Adhé&sionsmolekiile wie Intercellular Adhesion Molecule | zu
produzieren. Diese beiden Molekile sind an der Immunantwort beteiligt.
Astrozytenkulturen sind in der Lage auf MHC Kilasse | und Klasse Il Antigene zu
préasentieren und viele verschiedene Zytokine herzustellen [87, 88, 148, 229]. Zusatzlich
haben einige immunhistochemische Studien in vivo gezeigt, da wenige reaktive
Astrozyten in  pathologischen  Zustdanden = MHC-Molekiile  exprimieren.
Zusammengefal3t unterstiitzen diese Ergebnisse die Annahme, da zum einen die
Antigenprésentation von MHC produzierenden Astrozyten und die astrogliale
Produktion von Zytokinen eine zentrale Rolle in Interaktionen des Immunsystems
spielen und zum anderen, dal} Astrozyten kausal an der Pathogenese von mehreren

immunvermittelten neurologischen Erkrankungen beteiligt sein kénnen [84, 89, 103].
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Neuere in vivo Experimente stellen allerdings die postulierten immunologischen
Funktionen von Astrozyten in Frage. Wahrend die Injektion von g-Interferon in den
Liquor eine ausgepragte Induktion der MHC Kilasse | und Klasse Il auf Mikroglia
bewirkt, wurde auf Astrozyten nur eine eingeschrankte Induktion von MHC-Molekilen
festgestellt [236, 247]. Die systemische Injektion von g-Interferon [135, 225] oder die
intrazerebrale Injektion von Lipopolysacchariden induzierte ebenfalls hauptséchlich auf
Mikroglia eine Expression von MHC Klasse Il. Auflerdem zeigen Studien bei
experimenteller allergischer Enzephalomyelitis (EAE), amyotrophischer Lateralsklerose
und intrazerebraler Transplantation von Allografts, da Immuninteraktionen im ZNS
vornehmlich von Mikroglia vermittelt werden [94, 105-107, 125, 135, 136, 157]. Diese
Studien lassen den SchluB zu, dal3 Astrozyten moglicherweise doch nicht den Hauptteil
der antigenprasentierenden Zellen im ZNS darstellen und sprechen gegen lhre
Hauptrolle bei immunvermittelten neurologischen Erkrankungen. Astrozyten scheinen
dennoch einen wichtigen regulatorischen Effekt auf entziindliche und immunologische

Antworten im ZNS zu haben.

3.2.5. Bildung der Blut-Hirn-Schranke

Astrozyten sind an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt. Endothelzellen
kleiden die Kapillaren in Form von losen Zellverbanden aus. Sie erlauben kleinen
wasserloslichen Substanzen, die sich im Blut befinden, ins Gewebe zu passieren. Im
Gehirn jedoch sind in den Kapillaren die Endothelzellen durch tight-junctions < <
verbunden und fur wasserlosliche Substanzen fast impermeabel. Diese Blut-Hirn-
Schranke erlaubt den Erhalt eines konstanten chemischen Milieus im Gehirn, ist aber

auch ein Hindernis bei der Therapie von Erkrankungen.
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Die Interaktion des ZNS mit Faktoren und Zellen aus dem Blut sind von
aulRerordentlicher Wichtigkeit fur die Pathogenese einer Reihe neurologischer
Erkrankungen. Diese Interaktionen werden teilweise von der Blut-Hirn-Schranke,
gebildet durch einzigartige Fahigkeiten der Endothelzellen in den Kapillaren des ZNS,
kontrolliert. Astrozyten stehen mit ihren Endfufien in direktem Kontakt mit diesen
Zellen [190] und es wurde mehrfach gezeigt, dal? sie an der Kontrolle der Blut-Hirn-
Schranke beteiligt sind. Reese und Brightman [41, 42, 197] widerlegten die Annahme,
dall die Astrozyten selbst die Blut-Hirn-Schranke bilden. Sie zeigten, da nur die
Endothelzellen die Schranke bilden und dal Astrozyten lediglich die Bildung von

Light-junctions <ufid charakteristischen Enzymen induzieren.

Astrozyten kénnten sowohl den Eintritt von Blutzellen, als auch ihre intraparenchymale
Aktivitat im ZNS mittels der Sekretion vom Zytokinen beeinflussen. Astrozyten bilden
in vitro eine grofRe Anzahl von Zytokinen und inflammatorischen Mediatoren.
Unglucklicherweise fehlt in vivo in den meisten Fallen die Bestatigung dieser
Ergebnisse und es scheint, dafl eine Kontamination der Astrozytenkulturen mit
Mikroglia in vielen in vitro Studien nicht absolut ausgeschlossen wurde. Es existieren
dennoch einige wenige in vivo Studien, die das Postulat unterstiitzen, dal3 astrogliale
Zytokine an der Pathogenese von viral und immunologische vermittelten Erkrankungen
beteiligt sind. Wahl [238] zeigte zum Beispiel, daB reaktive Astrozyten bei Infektionen
des Gehirns mit Humanem Immundefizienz Virus | (HIV-1) TGFb bilden und
spekuliert, dall dieses Zytokin die Rekrutierung von HIV-I infizierten Monozyten
verstarkt. Demzufolge konnte die astrogliale TGFb die Verdnderungen bei
entztndlichen Veranderungen wie bei HIV-1 assoziierten Enzephalomyelitis und die
Ausbreitung des blutstandigen Virus in das ZNS verursachen. Es sollte jedoch in diesem

Kontext gesagt werden, daB viele Zytokine eine Vielzahl von Funktionen Gbernehmen
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[224] und daB das Verstandnis ihrer Effekte im intakten ZNS des Erwachsenen gerade
am Anfang steht [48]. Es ist deshalb keine Uberraschung, daR die Wirkung von
Zytokinen bei bestimmten neurologischen Krankheiten schwer vorherzusagen ist [29,

46, 116, 128].

Protease und Proteaseinhibitoren kdnnten von den Astrozyten verwendet werden, um
die Konzentration einer Reihe von Proteinen im Parenchym, Zytokine und Proteasen
aus dem Blut oder von anderen Gehirnzellen eingeschlossen, zu regulieren. Solch eine
Rolle wird auch dem Proteaseinhibitor NEXIN | [56, 108], der bei reaktiven Astrozyten
in immunhistochemischen Préparaten erhoht ist, zugeschrieben. In vitro durchgefihrte
Studien legen nahe, dal Protease-Proteaseinhibitor-Komplexe im Falle einer Verletzung
die Synthese von Akutphaseproteinen induzieren [130, 133] und die gerichtete

Wanderung von Neutrophilen stimulieren [17].

Bei Schadel-Hirn-Trauma und intrazerebraler Blutung ist die Blut-Hirn-Schranke des
ZNS plétzlich unterbrochen. Diese Unterbrechung 143t Erythrozyten extravasal
auftreten, die dort lysieren und eisenhaltige Bestandteile ins ZNS abgeben. Die Folgen
solcher Lé&sionen sind die fokale Enzephalomalazie, Hamosiderinablagerungen und
gelegentlich die Entwicklung wvon wiederholten epileptischen Anféllen. Aus
tierexperimentellen Studien wird geschlossen, daR die klinische Abfolge des Schédel-
Hirn-Traumas mit der Bildung von freien Radikalen aus Eisen des ausgetretenen Blutes
zusammenhangt [244]. Die Expression von Transferrin, welches Eisen mobilisiert und
transportiert und sein Rezeptor auf reaktiven Astrozyten [60, 97, 182] legen nahe, daR
diese Zellen helfen kdnnen, Gberschiissige Eisenladungen aus der Umgebung der Ldsion

Zu entfernen.
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Die Blut-Hirn-Schranke schutzt das ZNS vor toxischen Metallen, die im Blut
vorkommen. Dennoch ist die Blut-Hirn-Schranke an einigen Stellen undicht [24]. In der
Umgebung dieser Lecks findet man GFAP-positive Zellen, die als Gomori Astrozyten
bezeichnet werden [211] und eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Toxizitat von
Metallen zu haben scheinen. Diese Zellen vermehren sich nach Bestrahlung [224] und
akkumulieren Silber, Quecksilber und Blei nach systemischer Gabe dieser Substanzen
[211]. Gomori Astrozyten exprimieren Metallothionin [254], ein Protein welches
Schwermetalle, wie Cadmium und Quecksilber binden und es im weiteren Verlauf
unschadlich machen kann. Das Protein kann durch Schwermetalle in verschiedenen
Geweben induziert werden und es gibt Hinweise, dal dies in Astrozyten nach Gabe von

Cadmium der Fall ist [177].

Gewebsfaktor oder Gewebsthromboplastin ist ein transmembranéres Glycoprotein, das
als Initiator der extravaskuldren Blutgerinnung fungiert. Im Hirngewebe wird der
Gewebsfaktor hauptsachlich in Astrozyten exprimiert [74]. Astrozyten treten in Form
von EndfuBen mit den Endothelzellen in Kontakt und es konnte es sein, daf der
Gewebsfaktor den Astrozyten hilft einen bamostatischen Umschlag <utn das vaskulare
System des ZNS zu bilden. Die Steigerung der Expression des Gewebsfaktors durch
reaktive Astrozyten in nichthd&morrhagischen Bedingungen wie Scrapie l&i3t den Schlul}

zu, dal} dieser Umschlag zusétzliche Funktionen innerhalb des ZNS erfillt.

3.2.6. Neurotrophische Unterstiitzung

Obwohl es schon lange bekannt ist, dal} Astrozyten Faktoren sezernieren, die in
Kulturen explantierter Neuronen das Wachstum férdern und die Lebenszeit verlangern,
konnte bislang nur eine geringe Anzahl von astroglialen Molekdilen identifiziert werden,

die trophische Effekte auf Neuronen austiben [18]. Einige astrogliale neurotrophe
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Faktoren scheinen direkt auf Neuronen zu wirken. Andere haben indirekt durch die
Unterstitzung anderer Zellen des ZNS eine fordernde Wirkung auf Neuronen. Sowohl
Nervenwachstumsfaktor (Nerve Growth Factor: NGF) und
Fibroblastenwachstumsfaktor  (Fibroblast Growth Factor: FGF) haben eine
wachstumsfordernde Wirkung auf Neuriten und wirken auf einige Typen von Neuronen
in Kulturen lebensverlangernd [170, 239, 250]. Astrozyten sind im Gegensatz zu
Mikroglia in der Lage in vitro NGF zu produzieren [253]. Nach einem Trauma war
sowohl im optischen Nerv als auch im Hippocampus das NGF erhéht [134, 154, 242]
und in einer separaten Studie waren die zelluldare Quellen des NGF Astrozyten [15].
Astrozyten produzieren als Antwort auf verschiedene Faktoren in vitro ebenfalls FGF
und bei Morbus Alzheimer wurde FGF den Astrozyten zugeordnet. Neuere Studien
zeigen, dal’ Wachstumsfaktoren wie NGF und FGF in der Lage sind zentrale Neuronen
gegen hypoglykadmische/exotoxische Ereignisse zu schitzen, indem sie neuronale
Kalziumkonzentrationen stabilisieren [52, 159, 160]. Reaktive Astrozyten produzieren
nach Ischdamie insulindhnlichen Wachstumsfaktor-1 (Insulin Like Growth Factor 1:
IGF-1) [96, 138]. Weil IGF-1 neurotrophische Effekte hat, kénnte diese astrogliale

Antwort den Verlust von Neuronen verhindern [49, 96].

IGF-1 stimuliert die Entwicklung von Oligodendrozyten und Myelinisierung in vitro
[172]. In Ubereinstimmung mit der postulierten Rolle des IGF-1 bei der Myelinisierung
verschwindet es selbst und sein Rezeptor im erwachsenen Gehirn fast vollstdndig [50].
Oligodendrozyten bilden am Ort der L&sion IGF-1-Rezeptoren. Reaktive Astrozyten
exprimieren in diesem Areal gleichzeitig IGF-1. Dies legt den Schlul? nahe, daR

Astrozyten eine wichtige Rolle in der Remyelinisierung des ZNS spielen.
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Dennoch wurde auch gezeigt, dal reaktive Astrozyten bei Multipler Sklerose in
Lasionen Tumor Nekrose Faktor a (Tumor Necrosis Factor a: TNFa) exprimieren

[109, 214]. Dieses Zytokin wirkt auf Oligodendrozyten toxisch [202, 215].

Es bleibt also weiterhin unklar, ob die Rolle von Astrozyten in entzlndlichen

demyelinisierenden Prozessen nutzlich oder zerstérerisch ist.

3.2.7. Kontrolle von Neurotoxinen

Hohe Konzentrationen exzitatorischer Neurotransmitter sind toxisch fir Neuronen [57].
Es verdichtet sich die Annahme, daB das Absterben von Neuronen oder ihre
Beschadigung nach akuten neurologischen Ereignissen zum grof3ten Teil durch einen
Anstieg der extrazellularen Konzentration von exzitatorischen Aminosauren wie
Glutamat bedingt ist. Beim chronischen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer [129,
158], AlDS-assoziierte Demenz [147], Sulfit-Oxidase Insuffizienz, Amyotrophische
Lateralsklerose und Morbus Huntington wird ebenfalls eine Toxizitat durch Glutamat

angenommen [57].

In Anwesenheit von hohen Glutamat-Konzentrationen fihrt die Entfernung der
Astrozyten aus gemischten Kulturen zu einem raschen Absterben der Neuronen [203,
204, 228]. In vitro Studien zeigen, dal} die Aminosduretransmitter durch astrozytare
Aufnahmemechanismen aus dem Extrazellularraum entfernt werden [86, 104, 110].
Astrozyten nehmen eine Schlisselfunktion bei der Metabolisierung der Transmitter
Glutamat und gamma-Aminobuttersaure (GABA) ein. Diese Transmitter werden nach
Ausschiittung in den synaptischen Spalt von Gliazellen aufgenommen und zu Glutamin
metabolisiert [19, 230]. Das entstandene Glutamin wird an die Neuronen abgegeben und

dient dort als Ausgangsstoff zur Produktion von GABA [20, 223]. Astrozyten enthalten
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ebenso Glutamin-Synthetase, welches Glutamat in Glutamin umwandelt und bei der
Entgiftung von Ammoniak im ZNS mitwirkt. Dieses Enzym wird unter pathologischen
Bedingungen in aktivierten Astrozyten hochreguliert [47, 180]. Demzufolge ist es
moglich, da Astrozyten an der Entfernung von Neurotoxinen sowohl durch vermehrte
Aufnahme, als auch durch erhdhte Verstoffwechselung beteiligt sind. Das in letzter Zeit
durchgefuhrte Klonen des GABA-Transporters und der Amine: Noradrenalin, Serotonin
und Dopamin kénnte molekulare Werkzeuge herstellen, die beim Verstandnis der Rolle
von reaktiven Astrozyten in der Kontrolle von Neurotransmittern behilflich sind [222,

233].

Freie Radikale stellen eine andere Gruppe von Substanzen dar, die extrem toxisch fiir
das Nervensystem sein kénnen [98, 99]. Die Fahigkeit solche Substanzen zum Beispiel
nach einer intrazerebralen Blutung zu eliminieren oder zu kontrollieren, konnte
entscheidend fir das ZNS sein [244]. Obwohl diese Eigenschaften nicht direkt an
reaktiven Astrozyten untersucht wurden, gibt es dennoch Beweise, daR sie eine Rolle im
antioxidativen System spielen. Die Pigmente Biliverdin und Bilirubin sind potente
Antioxidantien [226]. Die Synthese wird durch die Enzyme HO-1 und HO-2 reguliert.
HO-1 wird in Astrozytenkulturen exprimiert und in Gliazellen nach Hitzeschock im
Gehirn von Ratten induziert [71, 83]. Apolipoprotein D, ebenfalls ein Enzym welches
an der Produktion von Antioxidantien beteiligt ist, wird in Astrozyten im normalen ZNS
exprimiert [38, 186]. Im peripheren Nervensystem steigt es nach Verletzung an [38].
Antioxidative Enzyme wie Superoxid Dismutase und Catalase scheinen in aktivierten

Astrozyten bei der Alzheimer Erkrankung ebenfalls induziert zu werden [185].

Eine weitere wichtige Funktion ist der Erhalt der extrazelluldaren lonenkonzentrationen.

Mitte 1960 zeigten Kuffler, Nicholls und Orkand [131, 132, 183], dal3 Astrozyten hohe
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Konzentrationen von Kalium enthalten. Newman und Karwoski [119, 176] konnte auf
der Zelloberflache von Miller Zellen, einer speziellen Form von Astrozyten, Kalium-
Kanéle darstellen. Dies unterstutzt die Annahme, daB Astrozyten extrazelluléres
Kalium, welches bei neuronaler Aktivitat entsteht, aus dem Extrazellularraum entfernen

und so fur gleichbleibende lonen-Konzentrationen sorgen.

4, GFAP Messungen in der Literatur

GFAP konnte bisher in wéaRrigen Gewebsextrakten mittels Immundiffusion und
Elektrophorese [234], Immunradiometrie [79, 153], Rocket Immunelektrophorese [68]
und Doppel Antikorper Radioimmunoassays [184] nachgewiesen werden. Ein

immunhistochemischer Nachweis in Geweben ist ebenfalls mdglich [70].

Im Liquor gelang der direkte Nachweis von GFAP mittels Radioimmunoassay (RIA)
[168, 179] und Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) [5, 205, 207]. Es
konnten bei einigen neurologischen Erkrankungen wie zum Beispiel Schlaganfall,
Schédel-Hirn-Trauma, intrakranielle Tumoren oder anderen Erkrankungen, die mit einer
reaktiven Gliose einhergehen, erhohte GFAP-Konzentrationen im Liguor nachgewiesen

werden [101, 168].

Bei vielen Erkrankungen des Zentralnervensystems ist die Blut-Hirn-Schranke gestort
und es kommt zu einem Ubertritt von Bestandteilen aus dem Zentralnervensystem in die
Blutbahn. Es kommt daraufhin zu einer Bildung von Autoantikdrpern gegen diese
Bestandteile. Insbesondere bei Erkrankungen mit chronischen Geféal3verdnderungen
konnten Autoantikdrper gegen neurale Strukturen nachgewiesen werden [151]. So
gelang ein indirekter Nachweis von GFAP in Korperflissigkeiten, der jedoch keinen

Rickschluf? auf die tatsdchliche GFAP-Konzentration zum Beispiel im Blut erlaubte. In
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zahlreichen Artikeln wird der Nutzen von GFAP als biochemischen Marker in Liquor
bei zentralnervosen Erkrankungen hervorgehoben [13, 32, 34, 69, 205, 207].
Albrechtsen [5] berichtete 1985 iber Versuche mit einem Immunosandwichassay GFAP
nicht nur im Liquor, sondern auch im Blut zu messen. Dies gelang jedoch aufgrund
Unklarer Interferenzen <rftht. Weitere Arbeiten tber Messungen von GFAP im Blut

lagen zu diesem Zeitpunkt nicht vor.

Nach Fertigstellung dieser Arbeit erschienen weitere Arbeiten zur Messung von
Neuronalen Markern im Blut. Von Missler [165] wurde gezeigt, daB die Anstiege der S-
100 Spiegel im Blut bei herzchirurgischen Patienten nicht auf zentralnervose
Schédigungen allein zurtckzufiihren ist. In dieser Studie traten bei den Patienten keine
melbaren Erhéhungen von GFAP im Serum auf. Woertgen [246] konnte in einem
Rattenmodell mit eperimentellen Schéadel-Hirn-Traumen einen signifikanten Anstieg
von S-100 und GFAP in der Frihphase nach dem Trauma feststellen. Allerdings war
eine zeitliche Korrelation von Serum-Spiegeln und Schwere des Traumas nicht moglich.
Beems [21] konnte bei Patienten mit Hydrozephalus ebenfalls keinen Zusammenhang
zwischen Liquor- und Blutspiegeln von neuralen Proteinen finden. In einer Arbeit von
Herrmann [102] scheint mittels eines eigenen GFAP-Assays sogar eine Differenzierung
von Infarkttypen anhand von S-100 und GFAP-Spiegeln im Blut von Patienten nach
akutem Schlaganfall mdglich zu sein. Hier lagen die Referenzwerte des gesunden
Patientenkollektivs bei 0,3ng/l. Die untere Nachweisgrenze wird nicht erwahnt. Bei
lakundren Infarkten wurden GFAP-Konzentrationen bis 0,5ng/l, bei Infarkten im
anterioren Stromgebiet bis 0,7ng/l und bei Infarkten im kompletten anterioren
Stromgebiet bis 8,5ny/l gemessen. GFAP scheint laut dieser Arbeit ein sensitiverer
Marker bei lakundren und Kkleinen Infarkten im anterioren Stromgebiet zu sein, als S-

100. Chekhonin [51] konnte mittels Messungen von GFAP-Spiegeln im Blut den Erfolg

35



von Transplantationen von embryonalem Nervengewebe in Ratten mit Hemiparkinson
uberwachen. Nach erfolgreicher Transplantation fielen die GFAP-Spiegel im Blut im
Verlauf ab, wéhrend sie bei Abstoliungsreaktionen erhdht blieben. 2002 wurde von Van
Geel [235] ebenfalls ein Assay zur Messung von GFAP im Blut vorgestellt. Bei diesem
ELISA lag die untere Nachweisgrenze bei 0,15 ng/l. Der Referenzwert des
Referenzkollektivs ist in diesem Assay mit 0,49 ng/l. Bei den untersuchten 32
Schlaganfallpatienten korrelierten die GFAP-Spiegel und die S-100-Spiegel signifikant
miteinander. Bei einem beispielhaft vorgestellten Patienten stieg der GFAP-Spiegel auf

uber 12 ny/l an.

5. Das S-100 Protein

S-100 bezeichnet eine sehr heterogene Familie von Proteinen, deren Name vom
Erstbeschreiber Moore [167] stammt. Man unterscheidet das S-100 Al und das S-100B.
S100A1 wurde bisher in Gehirn, Aorta, Blase, Fettgewebe, Kolon, Herz, Niere,
Dinndarm, Pankreas, Skelettmuskel, Milz, Hoden, Uterus und in der Haut
nachgewiesen. Das S-100B konnte bisher in Gehirn, Aorta, Blase, Fettgewebe, Kolon,
Dunndarm, Pankreas, Skelettmuskel, Hoden, Fettgewebe, Haut und Nerven
nachgewiesen werden. Die physiologische Funktion dieser Proteine ist bis heute

ungeklart [255].

5.1  S-100 Messungen in der Literatur

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Untersuchungen tber Erhéhung der S-
100 Konzentrationen im Liquor bei Schadigungen des Zentralnervensystems publiziert
[121, 122, 163, 178, 220]. Persson [189] berichtete 1987 erstmals tiber S-100 Protein

Messungen im Blut und konnte erhdhte Konzentrationen  bei Patienten mit
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Schlaganfall, Subarachnoidalblutungen, intrazerebralen Blutungen, sowie Schadel-Hirn-
Traumen nachweisen. Ingebrigsten [114, 115] und Waterloo [240] und Woertgen [245]
beschrieben erstmals einen Zusammenhang zwischen leichten und schweren Schédel-

Hirn-Traumen und der S-100 Konzentration im Serum.
6. Material und Methode

6.1. Material und Methode (GFAP)

6.1.1. MeRmethode fir GFAP

Die hier beschriebene MeRmethode ist eine immunofluorometrischer Sandwich-
Festphasenassay mit Flachboden-Mikrotiterplatte von Nunc® (Maxisorp F 96%) als
Festphase. Zur Messung wird die zeitverzogerte Immunfluoreszenz (DELFIA®
=Dissociation Enhanced Lanthanide Fluorescence Immuno Assay) der Firma Wallac,
Turku, Finnland verwendet. Um den Verbrauch des sehr kostspieligen DELFIA®
Labelling Reagent® (Pharmacia, Uppsala Schweden) zu reduzieren, wird der zweite
Antikorper biotinyliert und als Signaltrager mit Europium markiertes Streptavidin
(Biomol,Hamburg, BRD) verwendet. So wird ausschliel3lich spezifisch immunreagibles

Protein mit Europium markiert.

Zunachst werden die Mikrotiterplatten mit einem polyklonalen
antigenaffinitatsgereinigten Ziegenantikdrper (Medac) gegen Maus Immunglobulin (1g-
G) Antikorper von Medac beschichtet. Auf diese Weise konnten mehr anti-GFAP-
Antikorper als feste Phase gebunden werden. Dieser polyklonale anti-Maus Antikorper
bindet den monoklonalen anti-GFAP Antikdrper von Sigma (Klon G-A-5). Nach
Antigen (GFAP) Bindung wird ein polyklonaler Kaninchenantikérper (Dako) als

FlussigphasenantikOrper eingesetzt, der zuvor biotinyliert wurde. Es folgt die
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Inkubation mit Streptavidin markiertem Europium. Zuletzt wird die Platte mit einer
sogenannten Enhancementlésung inkubiert. Die Messung und Auswertung erfolgt auf

dem DELFIA® 1234 Fluorometer.

6.1.2. Plattenbeschichtung

Fir jeden Assay wird eine Mikrotiter-Platte mit 400 ng/well eines affinitatsgereinigten
Ziegen anti-Maus Immunglobulin Antikorpers in 200 pl/well Karbonatpuffer 0,05 mol/I
pH 9,6 beschichtet. Die Platte wird mit Mikrotiterplattenversiegler verschlossen und bei
4°C inkubiert. Die minimale Beschichtungszeit betrdgt bei Zimmertemperatur 18

Stunden.

AnschlieBend wird die Platte zweimal im Plattenwascher mit Waschpuffer gewaschen
(Plattenwascher von Wallac) und mit 600 ng/well monoklonalem Maus anti-GFAP
Antikorper in 200 pl/well Assaypuffer beschichtet. Die Platte wird wieder verschlossen,

Uber Nacht bei 4°C inkubiert und dann so bei 4°C gelagert.

6.1.3. Biotinylierung des 2. Antikorpers

Es wurde ca. 10 mg Antikorper nach Féallung mit 20-prozentigem Polyethylenglycol
(PEG) 6000 (Merck, Darmstadt, BRD) in Karbonatpuffer 0,05 Mol/l, pH 9,6 (Merck
resolubilisiert, mit 1,5 mg Biotinamidocaproylester (Sigma) gelost in 50ul wasserfreiem
Dimethylformid ber Nacht bei 4°C inkubiert. Das nicht gebundene Biotin wurde
anschlieBend mittels Gelfiltration tiber eine Sephadex G100®-Saule (Pharmacia), eluiert
mit TRIS/HCI 0,05 mol/l (Merck), pH 7,5 getrennt. Die den Antikdrper enthaltende
Fraktion, bestimmt mittels photometrischer Absorption bei 280nm, wurde gepoolt und

zu je 200ul fraktioniert bei -80°C gelagert.
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6.1.4. Markierung des Streptavidin mit Europium

20 mg Strepatividin  (Biomol, Hamburg, BRD) wurden entsprechend der
Herstellervorgaben mit dem Europium Labelling-Reagent® (Pharmacia) markiert. Der
nicht gebundene Europiumkomplex wurde in gleicher Weise wie bei der Trennung der
biotinylierten Antikorper (iber Sephadex G100® mit TRIS/HCI 0,05 mol/l, pH 7,5
getrennt, die Protein-enthaltende Fraktion gesammelt und zu je 200ul eingefroren. Der
Markierungserfolg wurde durch Messung von 10ul einer 1:10000-Verdiinnung im

Fluorometer kontrolliert.
6.1.5. Herstellung des TRIS/HCI/NaCl-Puffer

6 g/l TRIS, 9 g/l NaCl, 1 g/l NaN3, 0,1 ml Tween 20, 80 mg/l DTPA (Diethylen-
triaminpentaacetat) (Sigma), 10 g/l bovines Serumalbumin (Sigma) und 0,5 g/l bovines

?-Globulin (Sigma) wurden in Aqua bidest gelost.

6.1.6. Herstellung des Waschpuffers

Zunachst wurde ein Konzentrat des Waschpuffers hergestellt, aus dem durch 1:50

Verdinnung die fertige Waschlosung hergestellt wurde.

Auf einem Liter Aqua bidest wurden 15g TRIS (Merck), 225 g NaCl (Merck) und 50 ml

Tween 20 (Sigma) gegeben und anschlieRend mit HCI auf einen pH von 7,5 eingestellt.
6.1.7. Herstellung der Enhancement-L3dsung

Die Enhancementlésung wurde in Abwandlung der beschriebenen Methode hergestellt
[126]. Auf einen Liter Aqua bidest wurden 6,25 ml konzentrierte Essigsdure (Merck),
38 mg Tris-n-octylphosphinoxid (Merck), zusammen mit 222 mg/Thenoyltrifluoraceton

(Sigma) in 2 ml Ethanol 100 Prozent (Merck) geldst, 1,3 g Kaliumphtalat (Sigma) und 2
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ml Triton X-100 (Sigma) gegeben. Die Losung war unter LichtabschluR bei

Raumtemperatur Gber mehr als ein Jahr stabil.

6.1.8. Standard

Fur die Kalibrierung und internen Kontrollen wird gereinigtes GFAP von Progen in

Humanplasma-Pool ohne GFAP-Immunreaktivitat verwendet.

6.1.9. Herstellung der Kalibrierungsldsungen

1 mg GFAP wird in 1ml NaCl gelést und mit Humanserum auf eine Konzentration von
12,5 pg/l verdinnt. Die weiteren Standards werden durch weitere Verdiunnung von
Teilen der Ursprungslosung hergestellt. Die Konzentrationen der Kalibrierungslosungen

betragen 12,5; 6,25; 1,25; 0,25; 0,05 und 0,01 pg/I.

6.1.10. Assaybeschreibung fur das GFAP

Die mit monoklonalem Maus anti-GFAP Antikorper beschichtete Platte wird zweimal
mit Waschpuffer gewaschen und es werden 200ul/well Standardlésung, Kontrolle und
Proben aufgetragen. AulRerdem werden 100ul/well Assay-Puffer hinzugefugt und die

Platte 60 min lang inkubiert.

Die Platte wird zweimal mit Waschpuffer gewaschen. Zu Reduktion der unspezifischen
Bindungen werden zu dem markierten Antikorper aus dem S&uleneluat in Assaypuffer
Neugeborenen-Kalberserum (NCS) von GIBCO in 50% Vol/Vol hinzugefigt. Davon

werden 200 ul/well auf die Platte aufgetragen. Es folgt eine 60 mindtige Inkubation.

Die Platte wird dreimal mit Waschpuffer gewaschen und es werden 200ul/well des

Streptavidin-Europiums in Assaypuffer (25ug/1) hinzugefigt und 30 min inkubiert.
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Es folgt nochmals eine dreimalige Waschung mit Waschpuffer und es werden 200

pl/well der Enhancement-Losung hinzugefugt und fiir 20 min inkubiert.
Die Messung erfolgt wie beschrieben auf dem DELFIA®1234 Fluorometer.

Alle Messungen finden als Doppelmessungen bei Raumtemperatur statt. Die
Inkubationen erfolgten auf einem Mikrotiterplattenschittler (Heidolph, Kehlheim,

BRD) bei 200/ min.

6.2. Material und Methode fiir das S-100 Protein

6.2.1. MelRmethode flir das S-100 Protein

Die Messungen der S-100 Konzentration im Blut wurden wie von Missler [166]
beschrieben durchgefiihrt. Als Referenzwerte fir diese MelRmethode wurden von
Wiesmann [243] S-100 Plasma Konzentrationen von 0,059 + 0,038 pg/l in einem

Kollektiv von 200 gesunden Personen ermittelt.

6.3.  Probenasservation und Lagerung

Die Asservation des entnommenen Blutes war bei allen Patienten gleich. Das Blut
wurde innerhalb von 24 Stunden nach der Entnahme zentrifugiert, zu je 500ul

aliquotiert und bei -80” C gelagert.

6.4. Kollektive

6.4.1. Referenzkollektiv

Als Referenzgruppe fur die GFAP-Messung wurden 70 Blutproben von 20 bis 65

jahrigen gesunden Blutspendern (35 mannliche und 35 weibliche, Mittleres Alter
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38,6+13,2, Jahre MWxs) entnommen. Bei diesen war Kkeine vorangegangene
neurologische Erkrankung oder eine andere schwere Erkrankung bekannt. Die
Probanden nahmen keine Medikamente ein. Die korperliche Untersuchung und

Laborparameter dieser Probanden waren ohne Auffalligkeiten.

6.4.2. Patientenkollektiv und Blutentnahmen

Die Blutproben stammen von 25 Patienten, die innerhalb von 24 Stunden auf die
Intensivstation der Klinik fur Neurochirurgie der Medizinischen Universitat zu Lubeck
wegen eines schweren Schadel-Hirn-Traumas (Glasgow-Coma-Scale =6) aufgenommen
wurden. Davon waren 19 mannlich und 6 weiblich. Das Alter lag zwischen 16 und 72
Jahren (38,6 £ 19,0 Jahre MWzs). Da die Patienten zu diesem Zeitpunkt der Aufnahme
nicht einwilligungsféahig waren, wurde das Einverstandnis der Angehorigen eingeholt.
Jedem Patienten wurden insgesamt 3 Blutproben jeweils als Heparinplasma (fur die S-
100 Messung) und als Serum (fiir die GFAP Messung) entnommen. Die erste Abnahme
erfolgte unmittelbar nach Aufnahme, die zweite 24 Stunden nach dem Trauma und die

dritte nach 48 Stunden.

6.5. Statistische Methoden

Die statistische Signifikanz von Gruppenunterschieden wird mit dem Mann-Withney-U-
Test gepruft. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner als 5 Prozent wird als
signifikant eingestuft (p<0,05). Korrelationen werden mit der Spearman Rank-Methode

errechnet. Zahlenangaben erfolgen als Mittelwert £ Standardabweichung.
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7. Ergebnisse

7.1.  Assaycharakteristik fir das GFAP

7.1.1. Standardkurve

Die GFAP Standardkurve reichte von 0,01 pg/l bis 12,5 pg/l. Eine typische Kurve in

doppelt logarithmischer Darstellung findet sich in folgender Abbildung:

Standardkurve
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Abbildung 1: GFAP-Standardkurve
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7.1.2. Untere Nachweisgrenze

Die untere Nachweisgrenze der Methode wurde mittels einer 33-fachen Messung des
Verdinnungsmediums ermittelt. Zum Mittelwert (MW) der hierbei gemessenen
Impulsraten wurde die dreifache Standardabweichung (s) addiert. Die bei MW+3s an
der Standardkurve ermittelte Konzentration ist die untere Nachweisgrenze. Sie liegt bei

<0,01 pg/l GFAP (0+3s, n=33).

7.1.3. Spezifitat der Melimethode

Da andere Melimethoden fur das GFAP nicht verfugbar waren, wurde die Spezifitat der
Methode fir GFAP aus der Wiederfindungsrate und dem Ergebnis der

Linearitatsuntersuchung geschlossen.

7.1.4. Prazisionsprofile

Die Intra-Assay Varianz liegt bei 4,7% bei einer mittleren Konzentration von 0,2 pg/|
(n=33), 4,2% bei einer mittleren Konzentration von 2,0 pug/l (n=24) und bei 3,5% bei
einer mittleren Konzentration von 10 pg/l (n=32). Die Inter-Assay Varianz fir 43 an 15
Tagen durchgefiihrten Assays lag bei 8,8% bei einer GFAP-Konzentration von 0,74 pg/l

und 10,4% bei einer Konzentration von 7,7 pg/l.
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Intra-Assay Varianz

Messung erwartete Konzentration |erwartete Konzentration  erwartete Konzentration

0,20 ul/l 1,96 pg/l 9,58 pg/l

Messwerte (ug/l) Messwerte (ug/l) Messwerte (ug/l)
1 0,217 2,100 9,500
2 0,200 2,000 9,100
3 0,204 1,800 9,000
4 0,203 2,000 9,500
5 0,221 2,000 9,700
6 0,218 2,000 9,900
7 0,215 2,000 9,900
8 0,205 1,900 9,400
9 0,200 1,900 9,200
10 0,200 1,900 9,500
11 0,206 2,000 9,500
12 0,201 2,000 10,000
13 0,203 2,000 9,700
14 0,193 1,900 9,200
15 0,189 2,000 9,200
16 0,191 2,000 9,500
17 0,199 2,000 9,600
18 0,202 2,100 10,200
19 0,204 2,000 9,700
20 0,195 2,000 9,500
21 0,190 1,800 9,200
22 0,194 1,800 8,800
23 0,203 1,900 9,700
24 0,198 1,900 9,900
25 0,209 9,500
26 0,192 9,500
27 0,195 9,700
28 0,190 9,700
29 0,192 10,100
30 0,194 10,100
31 0,214 9,900
32 0,187 9,900
33 0,183

Tabelle 1: Dreiunddreiflig Messungen von drei Proben mit bekannten GFAP-Konzentrationen in
Folge zur Ermittlung der Intra-Assay Varianz.

7.1.5. Linearitat des Assays

Die Linearitdt des Assays wurde mit einer Reihenverdiinnung von drei Humanseren

nach Zugabe von GFAP bestatigt.
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Linearitat des Assays

'Verdiinnungsfaktor Probe 1 Probe 2 Probe 3
Hg/l pg/l Hg/l
1 8,080 3,630 8,240
2 4,050 1,640 3,950
4 1,880 0,790 1,910
8 0,880 0,340 0,920
16 0,370 0,140 0,390
32 0,160 0,060 0,170

Tabelle 2: Reihenverdinnung von drei Humanserumproben nach Zugabe GFAP.
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Abbildung 2: Reihenverdiinnung von drei Humanserumproben nach Zugabe GFAP

7.1.6. Wiederfindung

Die analytische Wiederfindung von GFAP wurde durch die Zugabe von zwei bekannten
Mengen von gereinigtem GFAP zu 10 Patientenproben getestet. Die Wiederfindung von
GFAP bei 10 Proben war 68%-103% (Mittelwert 88%, n=10) fir eine erwartete
Konzentration von 0,475 pg/l und 61%-95% (Mittelwert 77%, n=10) flr eine erwartete

Konzentration von 4,75 pg/I.



Analytische Wiederfindung des GFAP Assay nach Zugabe von GFAP

Proben |Leer- Erwartete Konzentration: [Wiederfindung |erwartete Konzentration: |[Wiederfindung
Messung [0,475ug/I in % 4,75 pg/l in %
1 0,005 0,437 92 4,370 92
2 0,013  |0,486 102 4,526 95
3 0,015 0,425 89 3,390 71
4 0,014 0,490 103 4,429 93
5 0,003 0,411 87 3,650 77
6 0,018 |0,455 96 3,426 72
7 0,008 |0,322 68 2,884 61
8 0,009 0,435 92 3,535 74
9 0,004 |0,361 76 3,007 63
10 0,003  |0,400 84 3,259 69

Tabelle 3: Analytische Wiederfindung nach Zugabe von zwei bekannten Konzentrationen zu zehn
Humanseren.

Zuvor gemessene Patientenproben mit GFAP-Konzentrationen von 0,04ug/l bis 0,12

pg/l 1:1 (V:V) wurden gemischt. Die Mel3werte lagen in einem Bereich von 91%-111%

(Mittelwert 100, n=21) um die rechnerisch erwarteten Werte.

Analytische Wiederfindung des GFAP Assay

Proben Gemessene Mischung  derGemessene Erwartete Gemessene
Konzentration  |Proben 1:1 Konzentration |Konzentration  [Konzentration
pg/l pg/l pg/l %

3 0,057 3+4 0,071 0,069 103

4 0,081 345 0,060 0,063 96

5 0,068 4+5 0,080 0,075 107

6 0,067 4+6 0,068 0,074 92

7 0,049 6+7 0,053 0,058 01

8 0,040 6+8 0,050 0,054 93

9 0,074 7+8 0,047 0,045 106

10 0,042 749 0,057 0,062 93

11 0,090 8+9 0,059 0,057 104

12 0,052 8+10 0,042 0,041 102

13 0,097 9+10 0,057 0,058 98

14 0,102 0+11 0,081 0,082 99

15 0,066 10+11 0,067 0,066 102

16 0,075 10+12 0,052 0,047 111

17 0,078 11+12 0,077 0,071 108

18 0,116 11+13 0,092 0,094 98

13+14 0,103 0,100 104
13+15 0,077 0,082 94
14+15 0,078 0,084 93
14+16 0,084 0,089 95
17+18 0,100 0,097 103

Tabelle 4: Analytische Wiederfindung nach 1:1 (V:V) Mischung von zuvor gemessenen Proben.
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7.1.7. Stabilitat von GFAP im Serum

Um die Stabilitdt von GFAP im Blut uber einen bestimmten Zeitraum zu untersuchen,
wurden 5 Proben eine bestimmte Menge GFAP zugesetzt, sofort und nach 1, 2 und 3
Tagen gemessen. Die Proben wurden (ber diesen Zeitraum bei 4°C aufbewahrt. Die
Differenzen zwischen den gemessenen GFAP-Konzentrationen erreichte keine

statistische Signifikanz.

Lagerungsstabilitédt von GFAP im Serum

Auf- GFAP-
bewahrung |Konzentration pg/I
Zeitraum  |Probe 1 Probe 2 Probe 3

0. Tag 0,002 0,760 6,595 0,003 0,731 6,743 0,002 0,678 6,429
. Tag 0,006 0,679 6,960 0,006 0,682 6,449 0,005 0,705 6,676
. Tag 0,005 0,620 5,539 0,006 0,678 5,901 0,005 0,754 5,207
Tag 0,004 0,593 5,155 0,003 0,643 4,915 0,003 0,637 4,522

Probe 4 Probe 5
Tag 0,002 0,639 6,099 0,002 0,648 6,284
Tag 0,005 0,680 6,730 0,006 0,615 5,412
. Tag 0,004 0,698 5,717 0,005 0,562 4,654
3. Tag 0,002 0,679 5,715 0,003 0,581 4,419
Tabelle 5: Fiinfmalige Messung von GFAP in funf, Uber drei Tage bei 4°C gelagerten
Humanserumproben, nach Zugabe von GFAP.
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Viermaliges Einfrieren und Auftauen der Proben hatte ebenfalls keinen Einfluf? auf die

gemessenen GFAP-Konzentrationen.

48



Stabilitat von GFAP im Serum bei mehrmaligen Einfrieren und Auftauen

\Wiederholungen  [GFAP Konzentration in
Einfrieren/Auftauen|ug/I
Probe 1 Probe 2 Probe 3
0 0,003 0,818 7,524 0,728 0,003 6,290 (0,002 0,681 6,206
1 0,007 0,777 7,687 0,648 0,005 6,460 (0,005 0,626 5,982
2 0,001 0,710 6,766 0,640 0,041 5,780 (0,003 0,622 5,949
3 0,003 0,814 8,086 (0,750 0,012 6,538 (0,003 0,733 7,048
4 0,002 0,900 8,284 |0,807 0,007 6,647 (0,004 0,798 6,619
Probe 4 Probe 5
0 0,002 0,618 5,692 |0,003 0,631 5,623
1 0,021 0,629 57744 0,006 0,707 6,441
2 0,004 0,958 5,240 [0,003 0,631 6,440
3 0,003 0,692 6,304 [0,004 0,664 6,017
4 0,003 0,715 6,092 |0,002 0,711 6,315

Tabelle 6: Fiinfmalige Messungen von fiinf Humanserumproben nach mehrmaligem Einfrieren
und Auftauen nach Zugabe von GFAP.

7.1.8. Verhalten des Assays bei hohen GFAP-Konzentrationen

Es konnte kein Hochdosiseffekt (high dose hook effect) bei GFAP-Konzentrationen bis
500 pg/l festgestellt werden. Die Anzahl der Impulse betréagt fur die Konzentration 12,5

pg/l: 1530235 Impulse und fiir eine Konzentration von 500 pg/l: 4231950 Impulse.

Verhalten des Assays bei hohen GFAP-Konzentrationen

high dose hook

GFAP pg/l 12,5 50 500
Impulsrate 1530235 3256430 4231950
Tabelle 7: Messung von 3 Proben nach Zugabe von GFAP

7.1.9. Referenzwert von GFAP im Blut

Bei 9 von 70 Blutproben waren GFAP-Konzentrationen nachweisbar, die im Bereich

der Standardkurve der Methode lagen (Bereich 0,002-0,070 pg/l GFAP, Mittelwert
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0,005 ug/l, 97,5 Perzentile 0.033ug/l). Ein Referenzbereich im Blut konnte aufgrund der

oben genannten Daten nicht definiert werden.

Bestimmung der GFAP-Konzentration in gesunden Personen

GFAP- GFAP- GFAP- GFAP-

Probe Konzentration Konzentration Probe Konzentration Konzentration
< Nachweisgrenze > Nachweisgrenze < Nachweisgrenze [> Nachweisgrenze
Hg/l Hg/l

1 0,005 36 0,003

2 0,004 37 0,003

3 0,004 38 0,004

4 0,004 39 0,004

5 0,005 40 0,003

6 0,006 41 0,003

7 0,049 42 0,002

3 0,014 43 0,012

¢] 0,012 44 0,003

10 0,004 45 0,003

11 0,005 46 0,003

12 0,005 47 0,002

13 0,007 48 0,003

14 0,006 49 0,002

15 0,005 50 0,003

16 0,004 51 0,003

17 0,005 52 0,004

18 0,005 53 0,005

19 0,006 54 0,003

20 0,005 55 0,002

21 0,008 56 0,002

22 0,004 57 0,070

23 0,004 58 0,003

24 0,005 59 0,002

25 0,008 60 0,002

26 0,005 61 0,002

27 0,003 62 0,002

28 0,004 63 0,003

29 0,005 64 0,002

30 0,012 65 0,002

31 0,011 66 0,003

32 0,005 67 0,028

33 0,010 68 0,007

34 0,003 69 0,002

35 0,003 70 0,004

Tabelle 8: Messung der GFAP-Konzentration in siebzig Humanserumproben von gesunden
Blutspendern.
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7.2.  Klinische Studie

Im folgenden werden die Ergebnisse der Messungen von GFAP und S-100 im Blut von
Patienten mit akutem schweren Schadel-Hirn-Trauma vorgestellt. Beide wurden mit

zerfallsunterstiitzten Lanthanide-Fluoreszenz Immunoassays (DELFIA) gemessen.

Von den 25 Patienten wurden 6 innerhalb der ersten 3 Stunden nach dem Trauma
aufgenommen, 9 zwischen 4-6 Stunden und 10 innerhalb der 7.-16. Stunde. Bei allen 25
Patienten konnte unmittelbar nach Aufnahme sowie nach 24 Stunden Blut entnommen
werden. Nach 48 Stunden war dies nur noch bei 16 Patienten méglich, da die anderen 9
inzwischen verstorben oder entlassen waren. GFAP-Werte oberhalb von 0,033 pg/l
wurden als erhoht eingestuft. Dies entspricht der 97,5 Perzentile der Werte des

Referenzkollektivs.

Es fanden sich in 12 der 25 Blutproben zum Aufnahmezeitpunkt; jedoch nur in einer der
25 nach 24 Stunden und einer der 16 nach 48 Stunden entnommenen Blutproben
erhohte GFAP-Werte. Die mittleren GFAP-Werte lagen bei 0,10 £ 0,18 mg/l zum
Aufnahmezeitpunkt, bei 0,012 £ 0,026 pg/l nach 24 Stunden und bei 0,017 £ 0,052 pg/|
nach 48 Stunden nach dem Trauma. Je friher nach dem Trauma die Blutentnahmen
erfolgten, desto hoher war die Wahrscheinlichkeit erhohte GFAP-Werte zu finden. So
fanden sich erhohte GFAP-Werte bei allen 6 Proben, die innerhalb der ersten 3 Stunden,
bei 5 von 9 Proben die zwischen 4-6 Stunden und nur in einer von 10 Proben, die

zwischen 7-16 Stunden nach dem Trauma entnommen worden waren.

Erhohte S-100-Werte fanden sich bei 2 von 25 Proben zum Aufnahmezeitpunkt, bei 23
von 25 Proben nach 24 Stunden und bei 10 von 16 Proben nach 48 Stunden nach dem
Trauma. Die mittleren S-100-Konzentrationen betrugen 1,50 = 1,65 pg/l zum Zeitpunkt

der Aufnahme, 1,24 + 1,92 ug/l nach 24 Stunden und 1,49 + 2,15 ug/l nach 48 Stunden
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nach dem Trauma. Die GFAP- und S-100-Blutkonzentrationen der 15 Patienten, die
innerhalb von 6 Stunden zur Aufnahme gekommen waren, korrelierten signifikant

miteinander: r?= 0,781; y=8,03x + 0,67; p<0,05.

W s L N
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L]
0 " | ] I 1 ] 1 | |
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Abbildung 3: Korrelation der S-100- zu den GFAP Werten im Blut von Patienten mit schwerem
Schédel-Hirn-Trauma.

8. Diskussion

8.1 MeRmethode

Die im folgenden diskutierte Me3methode basiert auf der Bindung von GFAP an einen
Festphasenantikorper und die anschliefende Bindung eines Biotin-markierten
Nachweisantikorpers. Die Bindung wird durch Europium-markiertes Streptavidin
melbar gemacht. Die MeRmethode soll innerhalb eines Arbeitstages (Verzicht auf
Inkubationen Gber Nacht) durchgefuhrt werden kénnen, stabil und zuverléssig sein und

von jeder Labor-MTA oder eingearbeiteten Hilfskraften durchgefiihrt werden kénnen.
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Da das S-100 Protein nicht nur in Zellen des Zentralnervensystems vorkommt, wurde
ein Parameter gesucht, der spezifsch fur das Zentralnervensystem ist. Nach dem Stand
der Literatur entsprach das GFAP dieser Anforderung, da es ausschlieflich in
Astrozyten vorkommt. Bisher konnte GFAP bereits im Liquor bei neurologisch
erkrankten Patienten nachgewiesen werden [5, 13, 32-35, 69, 75, 169, 179, 205-207].
Bei der Bestimmung des GFAP im Liquor gilt jedoch, dal? bei Patienten mit erhghtem
intrakraniellen Druck die Entnahme von Liquor problematisch, oft sogar gefahrlich, ist.
Daher sollte in dieser Arbeit nicht die Reihe der Arbeiten (ber
Konzentrationsédnderungen im Liquor fortgesetzt werden, sondern der Versuch
unternommen werden, GFAP im Blut zu messen. Dies ist in der Literatur nur ein
einziges Mal in einer russischen Arbeit beschrieben, die jedoch nur in Russisch
erschienen ist [12]. Eine Bewertung dieser Arbeit ist mir nicht moglich. In einem
Artikel von Herrmann [102], der nach AbschluR dieser Arbeit erschien, wurde mittels
eines eigenen GFAP-Assays ein Zusammenhang zwischen Serumkonzentrationen und
einzelnen Infarkttypen hergestellt. Die Beschréankung auf Infarkte im anterioren
Stromgebiet und die mit 25 Patienten kleine Patientengruppe schréanken die allgemeine
Aussagekraft dieser Studie jedoch ein. Es wird sowohl die untere Nachweisgrenze, als
auch der Nachweis von GFAP-Konzentrationen oberhalb dieser Nachweisgrenze im
Referenzkollektiv nicht erwahnt. Solch spezifische Interpretationen erscheinen
angesichts der minimalen Anstiege der GFAP-Konzentrationen in dieser Studie kritisch.
Der von van Geel [235] vorgestellte GFAP-Assay konnte in 22 von 72 gesunden
Personen GFAP nachweisen. Aullerdem ergab sich mit 0,49ng/l ein deutlich héherer
Referenzwert als im hier vorgestellten Assay. Bei dem beispielhaft vorgestellten
Patienten lag im Verlauf ein maximal 26-facher GFAP-Spiegel vor. Dies entspricht in

etwa den Anstiegen bei den in dieser Arbeit vorgestellten Schadel-Hirn-Trauma
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Patienten, bei denen bis zu 21-fache Werte des Referenzwertes gemessen wurden. Van
Geel kommt in seiner Studie ebenfalls zu dem SchluR, dafl} die Messung von GFAP ein
vielversprechender Marker fiir einen astrozytéren Schaden ist. Im Vergleich sind die
Leistungsdaten des von van Geels vorgestellten Assays dem hier vorgestellten Assay
sehr dhnlich. Es bleibt also das Problem der zu hohen unteren Nachweisgrenze und der

minimalen Anstiege der GFAP-Spiegel bei pathologischen Ereignissen ungeldst.

Das GFAP stammt ausschliel3lich aus dem Zentralnervensystem, daher konnen GFAP-
Molekile im Blut nur aus dem Zentralnervensystem stammen. Das Molekulargewicht
ist, verglichen mit zum Beispiel S-100, mit 52 kDa doppelt so hoch und es muR eine
ausgepragte Schrankenstérung vorliegen, damit es in den Blutkreislauf Gbertreten kann.
Aus der Literatur ist bekannt, daB GFAP von kalziumabh&ngigen Proteasen gespalten
wird [65]. Ob diese Prozesse als mogliche Storfaktoren wirklich zum Tragen kommen
ist jedoch zweifelhaft, da von Aurell [14] und in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
dall GFAP im Liquor und Serum ohne Zusatz von Kalziumchelatoren tiber mindestens 2
Tage stabil bleibt. AuRerdem konnte von Dahl [61] nachgewiesen werden, dal3 die
Proteolyse keine Abschwédchung der Antigenitdt zur Folge hat. Aus diesen
Uberlegungen heraus stimmen die Ergebnisse, daR nur bei 10 von 70 Gesunden erhéhte
GFAP-Werte zu messen waren gut mit den theoretischen Uberlegungen Uberein. Die
untere Nachweisgrenze lag im Vergleich 50% unterhalb des S-100 Assays. Dies konnte
erreicht werden, in dem der Festphasenantikdrper nicht direkt an die Mikrotiterplatte
gebunden wurde, sondern zunéchst ein affinitatsgereinigter Antikdrper gegen Maus-
Immunglobuline adsorptiv an die Platte gebunden wurde. An diese koppelten sich dann
in einem zweiten Schritt die gegen das GFAP gerichteten 1gG Molekiile aus dem
Mausaszites. Dieses Verfahren wurde gewéhlt, da die als Aszites gelieferte

Antikorperlésung auch einen groflen Anteil unspezifischer Proteine enthielt. Es
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existieren zwar zuverlassige und qualitativ ausreichende Verfahren die Immunglobuline
zu reinigen, diese sind jedoch mit dem Nachteil einer sehr geringen Ausbeute von

Immunglobulin behaftet und waren deshalb sehr teuer gewesen.

Trotz dieser Probleme hat der GFAP-Assay sich als prazise und zuverlassig erwiesen.
Mit dieser Methode konnten ca. 1000 Proben von Patienten mit unterschiedlichen
neurologischen Erkrankungen gemessen werden. Die hdchsten Serumkonzentrationen
des GFAP wiesen Patienten mit schwerem Schadel-Hirn-Trauma auf, die ebenfalls zum
Teil exzessiv erhohte S-100 Spiegel im Blut hatten. Die GFAP Konzentrationen lagen
etwa um den Faktor 10 niedriger, als die des S-100. Dennoch wurde eine signifikante
Korrelation zwischen S-100 und GFAP im Blut nachgewiesen (r* = 0,781; y=8,03x +
0,67; p<0,05). Dies ist der erste Nachweis von GFAP im Blut von Patienten, der eine
Aussage uber den moglichen diagnostischen Nutzen zuldRt. Allerdings mufte die untere
Nachweisgrenze dieser Methode noch einmal deutlich gesenkt werden, um auch bei

anderen neurologischen Erkrankungen diagnostisch eingesetzt werden zu kénnen.
8.2.  Klinische Studie

Jahrlich erleiden in der Bundesrepublik Deutschland ca. 150.000 bis 200.000 Menschen
ein Schadel-Hirn-Trauma bei Unféllen im StraRenverkehr, im Haushalt, bei der Arbeit
und in der Freizeit, die eine Krankenhausbehandlung erforderlich machen. Bei 30.000
bis 50.000 Patienten sind diese Verletzungen schwer. Ca. 20.000 Patienten mussen
operativ versorgt werden. Bei 10.000 Patienten liegen intrakranielle Blutungen vor.
Schéadel-Hirn-Traumen sind bei ca. 60% aller todlichen Unfalle und bei 70% der
todlichen Verkehrsunfalle die Todesursache. Die Prognose héngt in erster Linie von

einer schnellen und ad&quaten d&rztlichen Versorgung ab. Diese setzt sich aus
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neuroradiologischer Erstdiagnostik, gegebenenfalls der neurochirurgischen Therapie

und der intensivmedizinischen Betreuung der Patienten zusammen.

Der Zusammenhang von erhéhten S-100 Konzentrationen im Serum und dem
klinischen Ergebnis ist in der Literatur bereits mehrfach beschrieben worden [115, 245].
Ingebrigsten fand als Erster erhéhte S-100 Konzentrationen im Serum von Patienten,
die unmittelbar (im Mittel 3,6 Stunden) zuvor ein Schadel-Hirn-Trauma erlitten hatten.
Diese Werte fielen innerhalb der ersten 12 Stunden auf 50% des Ausgangswertes ab.
Auch bei leichten Schéadel-Hirn-Traumen fand er erhthte S-100 Konzentrationen.
Allerdings konnte der von ihm verwendete Assay aufgrund der hohen unteren
Nachweisgrenze bei gesunden Personen kein S-100 nachweisen, so daR kein
Referenzbereich bei Gesunden existierte und insbesondere die erhfhten S-100 Werte bei
Patienten mit leichten Schéadel-Hirn-Traumen sehr vorsichtig zu interpretieren sind. Zu
dem ist es moglich, dal bei den Patienten kein Monotrauma des Kopfes vorlag, so dal
das S-100 durchaus auch aus anderen geschéadigten Korperregionen stammen kann, da

das S-100 nicht spezifisch fur das Zentralnervensystem ist.

Mit dem Gelingen, GFAP zuverlassig und empfindlich nachzuweisen und quantitativ zu
bestimmen, ist es erstmalig mdglich, ein fir das Zentralnervensystem spezifisches
Protein zu messen und diese Schwierigkeiten zu Uberwinden. Bisher gelang es nur mit
dem Kollektiv der Schéadel-Hirn-Trauma Patienten eine Korrelation zwischen klinisch
gesicherten Affektionen des Zentralnervensystems und dem Ansteigen des GFAP-
Spiegels im Blut nachzuweisen. Dennoch liegen die Serumspiegel bei nur ca. 10% des

Serumspiegels von S-100.

Das Molekulargewicht von GFAP ist mehr als doppelt so hoch, wie das von S-100, so

daR fir den Ubertritt in die Blutbahn neben einem Zelluntergang im
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Zentralnervensystem auch eine sehr ausgepragte Schrankenstérung vorliegen mul. Es
konnte jedoch auch ein aktive Sekretion des GFAP von reaktiven Astrozyten vorliegen,
die in Verbindung mit einer Schrankenstérung den Ubertritt von GFAP in das Blut
bewirkt. Dieses ist jedoch nur spekulativ, da der Freisetzungsmechanismus von GFAP
bis heute unbekannt ist. Es bleibt also die Frage offen, ob mit der Messung des GFAP-
Spiegels im Blut die Menge an untergegangenen Gewebe oder die Kombination aus
Schrankenstorung und Aktivitat der reaktiven Astrozyten gemessen wird. Des Weiteren
erschweren die niedrigen Serumspiegel, knapp oberhalb der Nachweisgrenze der
MeRmethode (=0,01pg/l), eine Interpretation. Dieses gilt insbesondere auch flir andere
neurologische Erkrankungen, bei denen die GFAP-Spiegel zum Teil noch niedriger

liegen. Hier ist es notwendig die untere Nachweisgrenze nochmals deutlich zu senken.

Die wesentlichen Ergebnisse der hier vorgestellten Studie wurden im Januar 1999 im

Journal Clinical Chemistry; Band 45(1); Seite: 138-141, vorgestellt.

9. SchluRfolgerung und Ausblick

Der vorgestellte Assay zur Messung des GFAP-Spiegels im Blut ist ein zuverlassiges
und prazises Verfahren. Die Messung von GFAP als Parameter bei neurologischen
Erkrankungen ist vielversprechend, da es spezifisch flr das Zentralnervensystem ist. In
der Liquordiagnostik wurde bereits mehrfach der hohe diagnostische Wert des GFAP
dargelegt. Die derzeitige untere Nachweisgrenze von 0,01 pg/l reicht noch nicht far
sichere diagnostische Aussagen aus. Die niedrigen Konzentrationen erfordern ein
deutliches Absenken der unteren Nachweisgrenze, die mit den derzeit verfugbaren

Methoden nicht so ohne weiteres zu realisieren ist.
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Der Nachweis von neuralen Proteinen im Blut kann allenfalls erganzend zur
bildgebenden Diagnostik eingesetzt werden. Denkbar ware eine Prognoseeinschétzung
in der friihen Phase nach einem akuten neurologischen Ereignis wie zum Beispiel dem
Schadel-Hirn-Trauma und eine relativ wenig invasive MaBnahme zur Uberwachung von
intensivmedizinisch betreuten Patienten, ohne diese der Geféahrdung des Transportes

und des Umlagerns flr die Untersuchung auszusetzen.

Ein gutes Vorbild stellt die Kardiologie dar, in der herzspezifsche Marker, wie Troponin
I und T im Blut zusammen mit der kardiologisch-bildgebenden Diagnostik wesentliche

Bausteine der Herzinfarktdiagnostik darstellen.

10. Zusammenfassung

Seit Jahrzehnten wird versucht, spezifische Proteine oder Peptide zu bestimmen, deren
Konzentrationsdnderungen im Liquor und oder im Blut eine diagnostische Aussage tber
den Zustand des ZNS bzw. Uber das quantitative AusmaR des Schadens im Gehirn und
Ruckenmark zulassen. Der Wert eines biochemischen Markers insbesondere bei akuten
Ereignissen, dhnlich wie die Herzenzymdiagnostik in der Kardiologie, erscheint hoch.
Mit Hilfe der bildgebenden Diagnostik, wie der Computertomographie, der
Magnetresonanztomographie und der konventionellen und kernspintomographischen
Angiographie konnten ernorme Fortschritte in der Diagnostik und Therapie
neurologischer Erkrankungsbilder erzielt werden. Dennoch ist und bleibt den
zahlreichen Publikationen auf diesem Gebiet zufolge, das Interesse an der Messung und

Quantifizierung neuraler Strukturproteine im Liquor und Blut grof3.

Als Astrozyten 1846 von Rudolf Virchow erstmalig beschrieben wurden, postulierte er,

dal sie die Funktionen von bindegewebigen Stitzzellen innehaben. 1870 entwickelte
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Golgi histologische Férbetechniken, mit denen der Nachweis solcher nichtneuronaler
Zellen ermdglicht wurde. Spater wurde diese Férbetechnik von Ramon Y C4jal und de
Hortega weiterentwickelt und sie flhrten eine Klassifikation von Gliazellen ein, die bis
heute Gultigkeit besitzt. Ein weiterer Meilenstein in der Erforschung von Astrozyten
und Ihrer Funktion war 1971 die Entdeckung von saurem glialen Faserprotein (GFAP).
Astrozyten stellen weit mehr als nur ein Gerlst fir Neuronen dar und besitzen eine
aktive und zentrale Rolle im Zentralnervensystem. Sie sind an der Reparatur des
Gewebes nach Schédigung beteiligt, initiileren und steuern die Bildung von
Narbengewebe, Neubildung von Gefélen, erleichtern die Wiederherstellung von Zell-
Zellkontakten und den Abtransport von Uberresten degenerierter Zellen. Sie besitzen
einen regulatorischen Effekt auf entzindliche und immunologische Antworten im
Zentralnervensystem. Die Beteiligung an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke ist
unbestritten. Eine Reihe wvon Erkrankungen wie zum Beispiel Virusinfektionen,
Schédel-Hirn-Traumen oder Metallintoxikationen gehen mit der Stérung der Blut-Hirn-
Schranke einher und flihren zur vermehrten Ausschittung von Enzymen. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dall Astrozyten sowohl einen neurotrophischen, als auch
toxischen Effekt bei der Reparatur des Gewebes nach Schadigung besitzen. Nach akuten
Schéadigungen des ZNS kommt es zu einem Anstieg von Neurotoxinen, die durch
Astrozyten aus dem Extrazellularraum entfernt und metabolisiert werden. Bei
neuronaler Aktivitdt kommt es zu einem Anstieg von extrazelluldrem Kalium.
Astrozyten nehmen dieses Kalium auf und stabilisieren so die extrazellularen

lonenkonzentration.

GFAP wurde 1971 von Eng erstmalig aus Multiple Sklerose Plaques isoliert. GFAP ist
ein 50 £ 1 kDa grofRes Protein, welches in einer wasserloslichen und wasserunléslichen

Form existiert. GFAP gehort zu der Gruppe der Intermedidrfilament-Proteine, die am
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Aufbau des Zytoskeletts beteiligt sind. GFAP konnte bisher nur in Gliazellen und Zellen
glialen Ursprungs gefunden werden. Es kommt sowohl in protoplasmatischen Zellen,
als auch in fibrosen Astrozyten vor. Der GFAP-Gehalt in protoplasmatischen
Astrozyten ist niedrig, wahrend er in fibrosen Astrozyten hoch ist. Die Aggregation von
GFAP zu glialen Filamenten wird durch Phosphorylierung, Hormone und

Wachstumsfaktoren gesteuert. Der Abbau erfolgt durch Ca2+-abhéngige Proteasen.

Fast jede Reaktion von Astrozyten geht mit einer morphologisch sichtbaren
Veranderung einher. Die Zellform veréndert sich von einer runden protoplasmatischen
Zelle mit wenigen Zellfortsdtzen in eine verzweigte Zelle mit zahlreichen
Zellfortsatzen. Diese Vorgéange sind immer mit einer Vermehrung zytoplasmatischer
Filamente und einer Veranderung des GFAP Gehaltes verknupft. Deshalb ist GFAP ein

wichtiger Funktionsmarker.

Bisher konnte GFAP in walirigen Gewebsextrakten mittels Immundiffusion und
Elektrophorese, Immunradiometrie, Immunelektrophorese und Radioimmunoassays
nachgewiesen werden. Die hauptsdachlich angewendeten Nachweise beruhen auf
immunhistochemischen Verfahren. Es gelang auch GFAP im Liquor mittels
Radioimmunoassay und Enzyme Linked Immunosorbent Assay nachzuweisen und bei
Erkrankungen, die mit einer Gliose einhergehen, erhohte GFAP-Konzentrationen
nachzuweisen. Man nimmt an, daR bei vielen Erkrankungen des Zentralnervensystems
eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke vorliegt und es so zu einem Ubertritt von GFAP
aus dem Zentralnervensystem in die Blutbahn kommt. Mit dem Nachweis von
Autoantikérpern konnte bewiesen werden, dal3 dies tatsachlich der Fall ist. Es gelang

ein indirekter Nachweis von GFAP in Korperflissigkeiten, der allerdings keinen
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Rickschlull auf die tatséchliche GFAP-Konzentration erlaubte. Der genaue

Mechanismus der Freisetzung ist ungeklart.

Der in dieser Arbeit vorgestellte Nachweis von GFAP in humanem Serum basiert auf
der Messung von GFAP in humanem Blut mit Hilfe eines zerfallsunterstiitzten
Lanthanide Immunfluoresenzassays (Dissociation Enhanced Lanthanide Fluorescence

Immunoassay = DELFIA).

Die Messung beruht auf der Bindung von in Standardlésungen und Proben enthaltenem
GFAP an Festphasen-Anti-GFAP. Anschlielend wird das gebundene GFAP in
mehreren Schritten mittels eines anti-GFAP Antikorpers und Europium detektiert. Die
Fluoreszenz des gebundenen Europiums wird nach Anregung durch einen Lichtimpuls
gemessen und so die in der Probe enthaltene Menge GFAP quantifiziert, die der Menge

des gebundenen GFAP proportional ist.

Die untere Nachweisgrenze des Assays liegt bei <0,01 pg/l GFAP. Die Wiederfindung
von GFAP bei 10 Proben war 68%-103% fiir eine erwartete Konzentration von 0,475
Mg/l und 61%-95% fir eine erwartete Konzentration von 4,75 pg/l. Die analytische
Wiederfindung nach 1:1 (V:V) Mischung von zuvor gemessenen Proben lagen in einem
Bereich von 91%-111% um die rechnerisch erwarteten Werte. Die Linearitat des Assays
wurde mit einer Reihenverdinnung von drei Humanseren nach Zugabe von GFAP
bestatigt. Die Inter-Assay Varianz liegt bei 4,7% bei einer mittleren Konzentration von
0,2 pg/l, 4,2% bei einer mittleren Konzentration von 2,0 pg/l und bei 3,5% bei einer
mittleren Konzentration von 10 pg/l. Die Inter-Assay Varianz fir 43 an 15 Tagen
durchgefiihrte Assays lag bei 8,8% (VK= Variationskoeffizient) bei einer GFAP-
Konzentration von 0,74 pg/l und 10,4% (VK) bei einer Konzentration von 7,7 pg/l. Es

konnte kein Jigh-dose hook = Effekt bei GFAP-Konzentrationen bis 500 pg/l
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festgestellt werden. Bei der Untersuchung der Lagerungsstabilitdt erreichten die
Differenzen zwischen den innerhalb von 3 Tagen gemessenen GFAP-Konzentrationen
keine statistische Signifikanz. Viermaliges Einfrieren und Auftauen der Proben hatte
ebenfalls keinen EinfluR auf die gemessenen GFAP-Konzentrationen. Es wurden 70
Seren von gesunden Blutspendern mit dem Assay gemessen. Bei 9 von 70 Blutproben

war GFAP nachweisbar. Ein glltiger Referenzbereich konnte nicht erstellt werden.

Der Zusammenhang von erhohten S-100 Konzentrationen im Serum und dem
klinischen Ergebnis nach Schadel-Hirn-Trauma ist in der Literatur bereits mehrfach
beschrieben worden. Da es moglich ist, dal} bei den Patienten kein Monotrauma des
Kopfes vorlag und da das S-100 nicht spezifisch fiir das Zentralnervensystem ist, kann

das S-100 durchaus auch aus anderen geschéadigten Korpergeweben stammen.

In dieser Arbeit konnte erstmalig GFAP zuverlassig, empfindlich und quantitativ
bestimmt werden. Damit wird es erstmalig moglich ein fir das Zentralnervensystem
spezifisches Protein im Blut zu messen. Uns gelang es mit einem Kollektiv von
Schédel-Hirn-Trauma Patienten eine Korrelation zwischen klinisch gesicherten
Affektionen des Zentralnervensystems und dem Ansteigen des GFAP-Spiegels im Blut

nachzuweisen.

Der Nachweis von neuralen Proteinen im Blut kann allenfalls ergédnzend zur
bildgebenden Diagnostik eingesetzt werden. Denkbar ware eine Prognoseeinschétzung
in der friihen Phase nach einem akuten neurologischen Ereignis und zur Uberwachung
von intensivmedizinisch betreuten Patienten, ohne diese der Gefdhrdung des

Transportes und des Umlagerns fur die Untersuchung auszusetzen.
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