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1. Einleitung 

 

1.1  Multiple Sklerose 

 

1.1.1 Das Krankheitsbild der Multiplen Sklerose 

 
Die Multiple Sklerose (MS) ist in Mitteleuropa eine der häufigsten neurologischen 

Erkrankungen des jungen Erwachsenenalters. Es handelt sich um eine chronisch-

entzündliche Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS) mit unterschiedlicher 

Ausprägung von Demyelinisierung und axonalem Schaden. Nach heutigem 

Wissensstand wird sie zu den Autoimmunkrankheiten gezählt. Der Verlauf der MS ist 

sehr variabel und durch symptomatische Läsionen (Plaques) im ZNS und progrediente 

neurologische Störungen gekennzeichnet. Trotz neuerer Therapieansätze in den letzten 

Jahren bleibt sie bei der weißen Bevölkerung eine der häufigsten Ursachen für eine 

Behinderung (Norsworthy, 2000). Aufgrund des häufigen Auftretens dieser Erkrankung, 

des frühen Krankheitsbeginns und des meist mit erheblichen alltagsrelevanten 

Behinderungen einhergehenden chronischen Krankheitsverlaufes ist die weitere 

Erforschung der Pathogenese und Ätiologie aus medizinischer und sozialer Sicht von 

großem Interesse. 

Die Inzidenz der Multiplen Sklerose wird in Mitteleuropa mit 3-7 Erkrankten, die 

Prävalenz mit 30-60 pro 100.000 Einwohner angegeben. Etwa 8% der Patienten, die in 

einer Neurologischen Klinik in unseren Breitengraden behandelt werden, leiden an einer 

MS (Poeck und Hacke, 2006). Allein in Deutschland sind etwa 120.000-150.000 

Menschen betroffen (Hein et al., 2000). Bei der Mehrzahl der Patienten manifestiert 

sich die Multiple Sklerose zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, wobei Frauen doppelt 

so häufig betroffen sind wie Männer. Bis heute ist die Ätiologie der Multiplen Sklerose 

nicht bekannt, man geht von einer multifaktoriellen Genese aus. Die weltweite 

Verteilung der MS wurde durch mehrere hundert epidemiologische Untersuchungen 

ermittelt (Kurtzke, 1993). Betrachtet man die globale Verteilung, so fällt ein 

Zusammenhang zwischen Breitengrad und Prävalenz auf. Da sie mit größerer 

Häufigkeit bei der kaukasischen weißen Bevölkerung auftritt (Kurtzke et al., 1979), 

scheinen neben geographischen auch genetische Faktoren eine Rolle zu spielen. Für die 

Beteiligung genetischer Faktoren sprechen Familien- und Zwillingsstudien: In 

Familienstudien fand sich bei einem von 6 MS-Patienten (13-19%) zumindest ein 
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ebenfalls an MS erkrankter Familienangehöriger, außerdem zeigten Familienangehörige 

von MS-Patienten ein bis zu fünfzigfach erhöhtes Risiko gegenüber der 

Normalbevölkerung an Multipler Sklerose zu erkranken (Sadovnick 1981; Sadovnick 

1988; Sommer et al., 1996). In Zwillingsstudien zeigte sich eine Konkordanzrate von 

30% für monozygote und von 3% für dizygote Zwillinge (Sommer et al., 1996). 

Weitere genetische Untersuchungen zeigten wie bei anderen Autoimmunerkrankungen 

einen Zusammenhang mit bestimmten Haplotypen des MHC-(Major Histocompatibility 

Complex)-Komplexes. So fand man bei Kaukasiern eine Assoziation zwischen den 

Haplotypen HLA-DRB1*15 und HLA-DQB1*6 des humanen Leukozytenantigens 

Klasse II (HLA-II) und einer MS-Prädisposition (Haines et al., 1996; Oksenberg und 

Hauser, 1997). HLA-DR15 und HLA-DQ6 gehen mit einem zwei- bis vierfach 

erhöhtem Risiko für die Manifestation einer MS bei der weißen Bevölkerung einher 

(Olerup und Hillert, 1991). Weiterhin spielen Suszeptibilitätsvarianten im Interleukin-7 

Gen sowie im Interleukin-2 Gen und andere eine Rolle (Klotz und Wiendl, 2012). Alle 

diese identifizierten Gene sind aber aufgrund ihrer Überlappung mit weiteren 

Autoimmunerkrankungen am ehesten als genetische Suszeptilität gegenüber 

Autoimmunerkrankungen zu sehen (Klotz und Wiendl, 2012).  

Obwohl Familien- und Zwillingsstudien für eine genetische Komponente in der Genese 

der Multiplen Sklerose sprechen, kann die geographische Verteilung nicht allein durch 

eine solche erklärt werden. Für die Beteiligung exogener Umweltfaktoren an der 

Pathogenese der MS sprechen Migrationsstudien, in denen gezeigt wurde, dass 

Menschen, die vor dem 15. Lebensjahr aus einem Gebiet mit hohem Erkrankungsrisiko 

in eines mit niedrigem emigrierten, das Risiko des neuen Landes annahmen, 

wohingegen Menschen, die nach dem 15. Lebensjahr umsiedelten, das Risiko ihres 

Herkunftslandes behielten (Dean und Kurtzke, 1971; Kurtzke et al., 1995). Eine Reihe 

von Umweltfaktoren, darunter Impfungen und Toxine, wurde diskutiert. Ein 

Zusammenhang zwischen einer Hepatitisimpfung und einer MS konnte nicht bestätigt 

werden (Zipp et al., 1999). Des Weiteren wird immer wieder eine infektiöse Genese der 

MS vermutet. Im Gespräch sind Viren wie das Masernvirus, Herpesviren, insbesondere 

HHV6 und das Epstein-Barr-Virus (EBV) sowie Chlamydia pneumoniae u.a. (Meinl, 

1999).  

Neue Erkenntnisse zeigen einen Zusammenhang zwischen der Genese der MS und einer 

EBV-Infektion. Dabei scheint EBV ein infektiöser Erreger zu sein, der viele der 
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epidemiologischen Daten der MS erklären könnte (Ascherio und Munger, 2007). 

Mehrere Studien zeigten, dass eine späte EBV-Infektion ein höheres Risiko für die 

Entwicklung einer MS mit sich bringt (Haahr et al., 1995; Thacker et al., 2006) und, 

dass die EBV-Reaktivierung mit der Krankheitsaktivität zu korrelieren scheint 

(Wandinger et al., 2000). Epidemiologische Studien scheinen einen Zusammenhang 

zwischen klinisch aufgetretener infektiöser Mononukleose und einer erhöhten 

Prädisposition für eine MS aufzuweisen (Ramagopalan et al., Zaadstra et al., 2008). Es 

sind eine höhere EBV-Seropositivität und höhre EBV-Antikörper-Titer im Serum von 

MS-Patienten als bei gesunden Probanden gefunden worden (Bagert, 2009). Zudem 

fand man in Studien, dass eine erhöhte Immunreaktivität früh im Verlauf einer MS 

auftritt und nicht etwa eine Folge der Erkrankung ist (DeLorenze et al., 2006). Ein 

klarer Beweis für einen infektiösen Erreger fehlt jedoch weiterhin.  

 

1.1.2 Klinik: Symptome und Verlaufsformen der MS 

 

Klinische Charakteristika der MS sind sich wiederholende Schübe, Befall verschiedener 

Anteile des ZNS und eine progrediente Behinderung im Verlauf der Erkrankung 

(Mummenthaler und Mattle, 2006). Ein akuter Schub ist definiert als ein oder mehrere 

neu oder erneut aufgetretene Krankheitszeichen mit einer Dauer von mehr als 24 

Stunden und anschließender Remission, die subjektiv berichtet oder durch die 

neurologische Untersuchung objektiviert werden können. Der Abstand zum 

vorangegangenen Schub muss mindestens 30 Tage betragen. Die neurologischen 

Defizite dürfen nicht durch Infekte, das Uhthoff-Phänomen, Begleiterkrankungen und 

Erschöpfung erklärbar sein (Schmidt und Hoffmann, 2002). Aufgrund der Vielzahl an 

Möglichkeiten für die Lokalisation von Läsionen im Gehirn ist die Multiple Sklerose 

durch eine multifokale Symptomatik gekennzeichnet: entsprechend ihrer Lage können 

die Läsionen die unterschiedlichsten neurologischen Defizite verursachen.  

Zur Quantifizierung des Schweregrades des neurologischen Defizits, wurden 

verschiedene Skalen entwickelt: 

Eine der am häufigsten in Studien verwendete ist die Expanded disability status scale 

(EDSS) nach Kurtzke (1983): acht Funktionssysteme (Pyramidenbahn, Kleinhirn, 

Hirnstamm, Sensorium, Vegetativum, Visuelles System, Psychische/ kognitive 

Funktionen) werden nach standardisierter neurologischer Untersuchung durch 
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Punktvergabe einzeln bewertet und anschließend wird unter Berücksichtigung dieser 

Teilsysteme der klinische Gesamtzustand auf einer Skala zwischen 0 (normaler 

neurologischer Befund) und 10 (Tod durch MS) beschrieben. Eine weitere Skala ist der 

„MS functional composite“ (MSFC), der die wesentlichen klinischen Dimensionen wie 

Arm- und Beinfunktion sowie die kognitive Beeinträchtigung umfasst und auf drei 

einfach schnell durchführbaren, quantitativen Untersuchungen beruht (Schmidt und 

Hoffmann, 2002).  

Beim Krankheitsverlauf lassen sich drei Hauptformen unterscheiden. International 

anerkannt ist die Differenzierung zwischen einem schubförmig remittierenden (RRMS), 

einem sekundär chronisch progredienten (SPMS) und einem primär chronisch 

progredienten Verlauf (PPMS) (Lublin und Reingold, 1996). Der schubförmig 

remittierende Verlauf ist durch rezidivierende Schübe mit nachfolgender 

Remission/Teilremission ohne Verschlechterung zwischen zwei Schüben 

gekennzeichnet. Etwa 80-85% der Patienten leiden an einem schubförmig 

remittierenden Verlauf, nach 10-15 Jahren gehen jedoch etwa die Hälfte der Verläufe in 

einen sekundär chronisch progredienten, der eine mehr oder weniger langsam 

schleichende Verschlechterung der Symptomatik beinhaltet, über (Flachenecker und 

Hartung, 1996). Ein primär chronisch progredienter Verlauf (PPMS) findet sich 

lediglich in 10-15% der Fälle (Cottrell et al., 1999); dieser Verlauf geht von 

Krankheitsbeginn an mit einer zunehmenden Verschlechterung der Symptomatik einher. 

 

1.1.3 Diagnostik 

 

Aufgrund der vielfältigen Symptomatik der Multiplen Sklerose ist eine 

Diagnosestellung nicht immer ganz einfach. Aus diesem Grund wurden standardisierte 

Diagnosekriterien entwickelt. Die lange geltenden Diagnose-Kriterien nach Poser 

(1983) wurden aufgrund neuerer apparativer Möglichkeiten und hier insbesondere durch 

die Fortschritte in der  Kernspintomographie praktisch durch die McDonald-Kriterien 

(2001) ersetzt. Die McDonald-Kriterien von 2001 haben sich mittlerweile im klinischen 

Alltag bewährt und wurden 2005 in revidierter Form (Tab.1-1) herausgegeben (Polman 

et al., 2005). 
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Tab 1-1: Diagnosekriterien nach McDonald et al., 2001 (Revision 2005 nach Polman et al.) 

 

Die Diagnose erfolgt demnach unter Betrachtung der klinischen Symptomatik (Anzahl 

der Schübe), der bildgebenden Diagnostik, des Liquorbefundes und der Visuell 

Evozierten Potenziale (VEP). Bei konsequenter Anwendung der revidierten McDonald-

Kriterien kann somit schon nach Auftreten einer ersten klinischen Symptomatik (engl.: 

clinically isolated syndrome (CIS)) die Diagnose einer MS bereits ab 31 Tagen nach 

Auftreten der Initialsymptomatik gestellt werden (Cursiefen und Mäurer, 2007) und ein 

schneller Therapiebeginn gewährleistet werden. Die McDonald-Kriterien (2001) weisen 

jedoch darauf hin, dass die vorliegenden Symptome „durch nichts besser als durch das 

Vorliegen einer MS“ erklärt werden können sollten, so dass bei jedem klinisch 

isoliertem Syndrom immer Differentialdiagnosen wie z.B. eine Borreliose, Sarkoidose, 

Vaskulitiden oder andere seltenere Krankheiten ausgeschlossen werden müssen. Diese 

Kritierien wurden 2010 erneut revidiert (Polman et al. 2011) und vereinfachten vor 

allem die kernspintomographischen Kriterien um eine noch frühre Diagnose zu 

ermöglichen (siehe Tab 1-2; Mäurer, 2011). Mittlerweile ist auch die Rede von einem 
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radiologisch isolierten Syndrom, wobei hierbei noch nicht welcher der optimale 

Zeitpunkt für eine Therapie ist (Klotz und Wiendl, 2012).  

 

 

Tab. 1-2: Revidierte MRT Kritierien nach Polmann 2011 (Mäurer 

2011) 

 

1.1.4 Therapie der Multiplen Sklerose 

 
Prinzipiell lässt sich bei der Therapie der Multiplen Sklerosen zwischen der 

symptomatischen Therapie, der akuten Therapie im Schub und der Intervalltherapie 

(Basistherapie und Therapieeskalation) unterscheiden (Abb. 1-3). Bei bisher nicht 

vollkommen verstandener Pathogenese der MS gibt es keine direkte kausale Therapie. 

Die Hauptziele der durchgeführten Therapien beruhen auf möglichst vollständiger 

Rückbildung der Symptome während eines Schubes, prophylaktischer Therapie zur 

Reduktion der Schubrate und einem möglichst Geringhalten des Behinderungsgrades.  

Ziel der symptomatischen Therapie ist die Verbesserung der Lebensqualität des 

Patienten, die Erhaltung seiner Selbstständigkeit und Vermeidung einer möglichen 

Behinderung und beinhaltet die medikamentöse Therapie von Symptomen sowie die 

nicht-medikamentöse Therapie in Form von regelmäßiger physiotherapeutischer und 

ggf. psychotherapeutischer Behandlung. 
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Abb. 1-1: Immunmodulatorische Stufentherapie der Multiplen Sklerose (DGN- 

Leitlinien der Therapie bei Multipler Sklerose 2012) 

 

 

Als Standardtherapie im akuten Schub gilt die Stoßtherapie mit intravenösen 

Glukokortikoiden, die eine antiinflammatorische, antiödematöse und immunsuppressive 

Wirkung besitzen, die Produktion von Zytokinen und Entzündungsmediatoren 

inhibieren und des Weiteren eine Apoptose in T-Lymphozyten induzieren (Leussink et 

al., 2001). Durch die Kortison-Stoßtherapie kommt es zur beschleunigten Rückbildung 

von frischen Entzündungsherden und zum Abklingen der Schubsymptomatik 

(Andersson und Goodkin, 1998). Bei Therapieresistenz stellt die Plasmapherese eine 

Alternative dar (Weinshenker, 1999; MSTCG, 2004). 

In der Basistherapie der Multiplen Sklerose des schubförmig-remittierenden 

Verlaufstyps spielen immunmodulatorische Substanzen eine entscheidende Rolle. 

Hierzu zählen die Beta-Interferone und das Co-Polymer Glatirameracetat als Mittel der 

ersten Wahl, für die in mehreren multizentrischen, randomisierten und 

plazebokontrollierten Studien gezeigt werden konnte, dass sie signifikant die Schubrate, 

die Schwere der Schübe und die in der MRT (Magnetresonanztomographie) 

nachweisbare Krankheitsaktivität reduzieren (IFNB Multiple Sclerosis study group, 

1993; Jacobs, 1996; PRISMS-Studie, 1998; Johnson et al., 1995; Comi et al., 2001b). 

Zudem zeigte sich die Wirksamkeit schon bei Erstmanifestation (Jakobs et al., 2000; 

Comi G., 2001a); für Avonex® und Rebif® belegen die CHAMPS- und ETOMS- 

Studien, für Betaferon die BENEFIT-Studie, dass ein früher Therapiebeginn schon beim 

CIS den Krankheitsverlauf günstig beeinflussen kann und dass das Auftreten einer 
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klinisch manifesten MS signifikant verzögert wird (Miller, 2004). Für den sekundär 

chronisch progredienten Verlauf sind die Präparate Betaferon® und Rebif® zugelassen, 

wobei ein Behandlungserfolg hier wahrscheinlicher ist bei noch deutlich vorhandener 

klinischer (Schübe) und kernspintomographisch nachweisbarer 

(gadoliniumanreichernde Läsionen im MRT) Krankheitsaktivität (McFarland and 

IFNB-1B SPMS Study Group, 2000; MSTKG, 2006). Bei der primär chronisch 

progredienten MS können Cortisonstoßtherapien versucht werden (Cursiefen und 

Mäurer, 2007). Bei Unverträglichkeit und Kontraindikationen für Interferone und 

Glatirameracetat stehen als Mittel der zweiten Wahl in der Basistherapie 

Immunglobuline und Azathioprin zur Verfügung. Bei ansteigender und/ oder 

unveränderter Schubrate mit schlechter Remission unter einer der Basistherapien, MR-

tomographisch fassbarem deutlichem Progress mit Anzeichen der Floridität sowie bei 

akzeleriert progredientem Verlauf mit zunehmender Einschränkung der Gehfähigkeit ist 

die Indikation für eine Eskalationstherapie mit Natalizumab (seit 2006 zugelassen) 

Mitoxanthron oder Cyclophosphamid gegeben (Hartung et al., 2002; Frischholz und 

Rieckmann, 2006). 

Aktuell werden orale Immuntherapeutika getestet. Dabei ist 2011 das orale Fingolimod 

zugelassen worden, das in der Eskalationstherapie angewandt wird. Empfehlungen 

entsprechen dabei denen der Natalizumabtherapie (Korn und Meuth, 2011). 

 

1.1.4.1 Beta-Interferone 

 

Die Beta-Interferone gehören zur Familie der Zytokine und werden vom Körper als 

Antwort auf virale Infekte sezerniert. Bei der MS wirken sie im Sinne einer 

Immunmodulation und beeinflussen sowohl die Aktivierung von Immunzellen als auch 

deren Wechselwirkung untereinander (Frischholz und Rieckmann, 2006). 

Betainterferone modifizieren die Zytokinproduktion zugunsten antiinflammatorischer 

Zytokine (Interleukin (IL)10 und 4) und die Inhibierung inflammatorischer (wie z.B. 

Tumornekrosefaktor (TNF)). Sie haben eine Wirkung auf die T-Zellproliferation und 

Migration, auf die Bluthirnschranke und die Produktion von Adhäsionsmolekülen. Es 

sind drei rekombinante Interferon-β-Präparate in der MS-Therapie zugelassen, die sich 

hinsichtlich ihrer Dosierung und Applikationsform unterscheiden: Interferon-β-1b, 
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Betaferon®, s.c., jeden zweiten Tag; Interferon-β-1a, Avonex®, i.m., einmal 

wöchentlich; Interferon-β-1a, Rebif®, s.c., 3x wöchentlich).  

 

1.1.5 Die Pathogenese der Multiplen Sklerose 

 

Die Multiple Sklerose galt lange als typische ausschließlich entzündlich-

demyelinisierende Erkrankung des ZNS. Die Pathogenese beinhaltet inflammatorische 

und apoptotische Vorgänge im ZNS (Kornek und Lassmann, 2003; Barnett und Prineas, 

2004). Man geht von einer autoimmunen Genese durch Autoimmunreaktion gegen 

Autoantigene der Myelinscheiden aus. Dafür sprechen vor allem die Assoziation mit 

dem HLA-II-Komplex, die autochthone Antikörperproduktion im Liquor und die 

Induzierbarkeit eines MS-ähnlichen Krankheitsbildes im Tiermodell der EAE 

(Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis). Zudem wurden in Blut und Liquor 

von MS-Patienten autoreaktive T-Lymphozyten nachgewiesen, welche gegen Myelin 

und Nichtmyelinantigene des ZNS gerichtet sind (Hohlfeld et al., 1995; Martin und 

McFarland, 1995). Histopathologische Untersuchungen belegen, dass außerdem schon 

früh im Krankheitsverlauf eine axonale Schädigung auftritt und diese gut mit dem Grad 

der Krankheitsaktivität korreliert (Ferguson, 1997; Trapp, 1998).  

Pathologisch kennzeichnend für die MS sind disseminiert auftretende 

Entmarkungsherde (Plaques), die typischerweise periventrikulär zu finden sind. 

Makroskopisch erkennt man die Plaques als grau- bis graurosafarbene Läsionen, die bis 

zu mehrere Zentimeter groß sein können und mehr oder weniger gut abgrenzbar sind 

(Genain und Hauser, 1997). Mikroskopisch ist das histologische Bild vom Alter und der 

Aktivität des Prozesses abhängig. Man unterscheidet akute, chronisch akute und 

chronisch stumme Läsionen, je nach zeitlichem Verlauf und Progredienz. Relativ junge 

aktive Herde zeigen neben einer Demyelinisierung die Infiltration mononukleärer 

Zellen, vor allem Makrophagen und T-Lymphozyten, weniger B-Lymphozyten und 

Plasmazellen (Adams et al., 1989; Hartung, 1993). In über längere Zeit bestehenden, 

chronischen Läsionen finden sich relativ zellarme gliöse Gewebe  (Allen, Kirk, 1997). 

Die Arbeiten von Lucchinetti et al. (1996; 2000) verweisen auf Unterschiede bei 

Demyelinisierungsprozessen und in der Oligodendrozyten-Pathologie in MS-Plaques. 

Bei ihren Untersuchungen mithilfe immunpathologischer Methoden zeigte sich eine 

deutliche Heterogenität in den Mustern der Entmarkung verschiedener Patienten, was 



 

  Einleitung 

   

   

10 

 

für unterschiedliche pathogenetische Vorgänge spricht. Vier histopathologische Muster 

der Entmarkung bei MS-Patienten lassen sich aufgrund ihrer Eigenschaften in Bezug 

auf Inflammation, Antikörperablagerung und Oligodendrozyten-dystrophie 

differenzieren (Lucchinetti et al., 2000).  

 

1.1.5.1 Immunpathogenese 

 

Man geht davon aus, dass sich die Pathogenese der Multiplen Sklerose aus einer 

inflammatorischen Phase und einer neurodegenerativen Phase zusammensetzt. So 

können  Schübe als das klinische Korrelat von akuter Entzündung und 

Demyelinisierung im ZNS angesehen werden, wohingegen die chronische 

Demyelinisierung, Gliose und der Axonverlust ein Korrelat für die klinische 

Progression der Erkrankung darstellen (Frohmann et al., 2005).  

Ein Großteil der Erkenntnisse in der Erforschung der pathogenetischen Grundlagen der 

Multiplen Sklerose beruht auf dem Tiermodell der Experimentellen Autoimmunen 

Enzephalomyelitis (EAE). Die EAE ist eine T-Zell-vermittelte entzündliche Erkrankung 

des ZNS mit unterschiedlicher Ausprägung von Demyelinisierung, die durch 

Immunisierung in empfänglichen Tieren ausgelöst wird (Hemmer et al., 2006). 

Aktivierte T-Zellen bewirken durch zusätzliche Aktivierung von Mikrogliazellen und 

unter Rekrutierung von Monozyten eine Entzündungsreaktion und Demyelinisierung im 

ZNS. B-Zellen spielen eine untergeordnete Rolle für die Induktion der EAE, jedoch 

können Antikörper gegen Myelin-Protein (MOG) die Demyelinisierung verstärken 

(Linington et al., 1988). Die Autoimmunreaktion gegen Myelinantigene wird 

zurückgeführt auf eine Kreuzreaktivität gegen Proteine von Bakterien oder Viren (nach 

einem stattgefundenen Infekt) und gegen körpereigene Proteine, die zur Aktivierung 

von autoreaktiven T-Zellen führt (Fujinami und Oldstone, 1985; Wucherpfennig und 

Strominger, 1995; Hemmer, 1997). Ausschlaggebend für die Entwicklung einer 

schubförmig remittierenden und einer chronischen EAE ist das „Epitope Spreading“. 

Das Epitope Spreading beschreibt einen Prozess, der zur Bildung von weiteren 

autoreaktiven T-Zellen führt, die, nachdem die T-Zellen zunächst nur gegen einige 

wenige Epitope gerichtet waren, nun gegen weitere, zusätzliche Myelin-Epitope 

gerichtet sind (Lehmann, 1993). Basierend auf dem Tiermodell der EAE wurde die 

Multiple Sklerose lange Zeit ebenfalls als ausschließlich T-Zell-mediierte Erkrankung 
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angesehen, bei der es zu sekundärer Makrophagen-Anschoppung und Demyelinisierung 

kommt. Bestätigt werden konnten diese Vermutungen durch mehrere Untersuchungen, 

die zeigten, dass CD (Cluster of differentiation)4+-Th1-Zellen eine entscheidende Rolle 

bei der MS spielen (Laman, 1998). Da aber therapeutische Maßnahmen häufig im 

Tiermodell erfolgreich waren, jedoch bei der humanen Erkrankung versagten oder sogar 

zur Verschlechterung des Krankheitsverlaufes führten, wird für die Multiple Sklerose 

eine komplexere Pathogenese vermutet und der Forschungsschwerpunkt konzentriert 

sich nun wieder mehr auf das Verständnis der humanen Form der Erkrankung (Hohlfeld 

und Wiendl, 2001). 

 

Die Bedeutung von Blut-Hirn-Schranke und Adhäsionsmolekülen: 

Die das Gefäßlumen auskleidenden Zellen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) sind durch so 

genannte „Tight Junctions“ eng miteinander verbunden, zusätzlich stabilisieren 

Astrozytenausläufer den Zellverband (Kniesel und Wolburg, 2000). Die 

Durchwanderung der BHS wird durch das Multi-Step-Modell beschrieben. Aktivierte 

T-Lymphozyten werden mit dem Blutstrom angeschwemmt, verringern ihre 

Geschwindigkeit und rollen  mit losem Kontakt am Endothel entlang. Auf diese Weise 

sind die Entzündungszellen für chemotaktische Reize aus dem ZNS besser zugänglich. 

Die in der entzündlichen Phase gebildeten Zytokine Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) 

und Interferon-γ (IFN-γ) führen zur Expression von Adhäsionsmolekülen wie VCAM 

(vascular cell adhesion molecule) und ICAM (Inter-Cellular Adhesion Molecule) 

(Brosnan et al., 1995; Lee und Benveniste, 1999) und MHC-II-Molekülen auf 

Endothelzellen und Astrozyten (Traugott, 1987; Vass und Lassmann, 1990). Die 

aktivierten T-Zellen bilden Integrine (z.B. α4-Integrin) und exprimieren CD4 auf ihrer 

Zelloberfläche. Integrine und CD4 sind in der Lage, VCAM bzw. MHC-II zu binden 

(Steinman, 2001a). So wird die Transmigration durch das Endothel in das 

Hirnparenchym oder den Liquorraum- unter Beteiligung weiterer Moleküle - wie z.B. 

Metalloproteasen- ermöglicht. In der Regel ist VCAM in den Blutgefäßen des Gehirns 

wenig exprimiert; in Tiermodellen und bei MS-Patienten findet man jedoch eine erhöhte 

Konzentration (Frohmann, 2005).  

Autoreaktive T-Lymphozyten, die gegen Myelin-Bestandteile gerichtet sind, finden sich 

nicht nur bei MS-Patienten, sondern auch im Blut und Liquor von gesunden 

Kontrollgruppen (Hohlfeld et al., 1995), führen bei Gesunden jedoch nicht zu einer 
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pathologischen Reaktion. Ein Erklärungsversuch ist, dass entweder das 

Expressionsniveau des Autoantigens bei gesunden Personen zu gering ist, oder, dass 

zusätzlich ein anderer Faktor vorliegen muss, wie z.B. eine Schädigung der Blut-Hirn-

Schranke (Barker und Billingham, 1977; Guerder et al., 1994). Hinzu kommt, dass die 

Penetration autoreaktiver T-Lymphozyten in das ZNS allein noch keine 

Entzündungsreaktion bewirkt. Vielmehr muss es nach Überwinden der BHS zur 

Reaktivierung von T-Lymphozyten kommen. Diese erneute Aktivierung erfolgt durch 

Antigen-präsentierende Zellen des ZNS (Mikrogliazellen oder Astrozyten), welche die 

entsprechenden antigenen Epitope (Myelinbestandteile) zusammen mit MHC-II-

Molekülen präsentieren. Nach Wiedererkennung ihrer Zielantigene und anschließender 

Proliferation setzen die eingewanderten autoreaktiven T-Lymphozyten Zytokine frei, 

sodass  es in den entzündlichen MS-Plaques wiederum zu einer Hochregulation von 

Zytokinen kommt (Cannella und Raines, 1995). Durch diese Zytokine wird eine 

Entzündungskaskade ausgelöst, in die weitere T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und 

Zellen des Makrophagen-Monozyten-Systems mit einbezogen werden. Zytokine 

induzieren die Produktion von NO (ein freies Radikal, das ein Mediator bei 

Autoimmunerkrankungen ist und zum durch Mikrogliazellen bedingten Untergang von 

Oligodendrozyten führt) und Osteopontin durch Makrophagen, Mikrogliazellen und 

Astrozyten, sodass es durch das Zusammenwirken von Antikörpern, 

Komplementsystem, NO und TNFα sowie B-und T-Zellen zur Demyelinisierung 

kommt (Steinman, 2001a). 

 

Die Bedeutung von Lymphozyten , Zytokinen und Antikörpern: 

T-Lymphozyten lassen sich in CD4+ und CD8+-Zellen unterteilen. CD4+-T-Zellen 

erkennen Antigene, die durch den MHC-II-Antigen-Komplex von 

antigenpräsentierenden-Zellen präsentiert werden. Durch die Ausbildung des MHC-

Antigen-TCR-(T cell receptor)-Komplexes werden sie aktiviert und differenzieren sich 

unter dem Einfluss verschiedener Mediatoren entweder in Th1- oder in Th2-Zellen, die 

ihrerseits ein unterschiedliches Zytokinprofil aufweisen (Seder und Paul, 1994): Th1-

Zellen sezernieren proinflammatorische Zytokine, vor allem TNF-α und IFN-γ sowie 

Interleukin-2 (IL-2) und Lymphotoxin (LT / TNF-β). Sie sind an der Abwehr 

intrazellulärer Krankheitserreger und Hypersensitivitätsreaktionen vom verzögerten Typ 

beteiligt (Crucian et al., 1996; Oksaranta et al., 1996; Olsson, 1995a). 
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Abb. 1-2: Ein Modell der Pathogenese der Multiplen Sklerose. (nach Baranzini, Hauser in 

Genome Biology, 2002) 

 

Im ZNS führen sie zu einem gesteigerten Einstrom von Entzündungszellen und zu einer 

Aktivierung von Makrophagen und Mikrogliazellen. Th2-Zellen sezernieren 

antiinflammatorische Zytokine wie die Interleukine IL-4, -5, -10 und -13 und TGF 

(Transforming Growth Factor)-β und regulieren die humorale Immunantwort, indem sie 

die Expansion und Immunglobulinsekretion von B-Lymphozyten induzieren. Außerdem 

sind sie an Hypersensitivitätsreaktionen vom Soforttyp und der Bekämpfung von 

Parasiten beteiligt (Navikas und Link, 1996). Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass 

Zytokine eine zentrale Rolle in der Pathogenese der MS spielen, wobei die Th1-

Zytokine eher eine Krankheitsprogression und die Th2-Zytokine eher eine 

Verbesserung der klinischen Symptomatik zu bewirken scheinen (Navikas and Link, 

1996; Olsson, 1995a). Dass die Th2-Zytokine für die Reparatur und Regeneration 

förderlich sind, wurde durch Experimente belegt, die zeigten, dass TGF-β und IL-10 mit 

der Reparatur der Läsionen und dem Ende der Entzündungsaktivität korrelieren 

(Olsson, 1995b). Das gleichzeitige Auftreten proinflammatorischer wie regulatorischer 

Zytokine in aktiven Läsionen kann ein Hinweis darauf sein, dass bei der MS 

demyelinisierende und reparative Prozesse nebeneinander ablaufen. CD8+-Zellen 
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(zytotoxische T-Zellen) erkennen im Gegensatz zu CD4+-Zellen Moleküle der MHC-I-

Klasse, die von allen kernhaltigen Zellen präsentiert werden. CD8+-Zellen sind in der 

Lage, Zytokine zu produzieren, jedoch haben sie vor allem eine direkte zytotoxische 

Wirkung. In MS-Läsionen lassen sich sowohl CD4+- als auch CD8+-T-Lymphozyten 

finden. Dabei sind CD4+-Zellen vor allem perivaskulär lokalisierbar und CD8+-Zellen 

im Zentrum und am Rand einer Läsion (Gay et al., (1997). Lange Zeit galten 

ausschließlich CD4+-Zellen als die entscheidenden T-Zellen bei der MS. Neure 

Untersuchungen belegen jedoch zunehmend die Bedeutung von CD8+-Zellen als 

mögliche Effektoren in der Pathogenese der MS (Steinman, 2001b; Hemmer, 2002; 

Lassmann und Ransohoff, 2004). Bitsch et al. (2000) zeigten eine Assoziation der 

Anzahl von Makrophagen und CD8+-Zellen mit der Axonschädigung in Läsionen. Auch 

wurde nachgewiesen, dass CD8+-T-Zellen für Oligodendrozyten und Neurone direkt 

zytotoxisch sein können (Jurewicz et al., 1998; Medana et al., 2000). Aus diesem Grund 

wird vermutet, dass der Beginn der MS durch CD4+-Zellen initiiert wird, aber das 

Ausmaß des Schadens und die Chronifizierung und Progression durch CD8+-Zellen 

vermittelt sein könnte (Friese und Fugge, 2005).  

 

Neben T-Lymphozyten lassen sich auch B-Lymphozyten und Monozyten in MS-

Läsionen finden. Die Bedeutung von B-Lymphozyten in der Pathogenese der MS wurde 

lange Zeit vernachlässigt, da sie bei der EAE eine geringere Rolle spielt. Jedoch zeigen 

neueste Erkenntnisse, dass sich B-Zellen in ektopischen, intrameningealen 

lymphatischen Folikeln und in Läsionen der weißen Substanz ansammeln und, dass eine 

beachtliche Zahl dieser B-Zellen EBV-infiziert sind. Auf dem Boden dieser Funde ist es 

gerechtfertigt und von großem Interesse die B-Zell-vermittelten Mechanismen weiter zu 

untersuchen (Franciotta et al., 2008). Bestehende Therapieformen zeigen einen Einfluss 

auf die B-Zellen. Besonders das seit langem in der Therapieeskalation verwendete 

Mitoxantron hat einen antiproliferativen Effekt auf B-Zellen und kann zudem direkt 

deren Zelltod bewirken (Chan et al., 2005). Zudem konnte eine kürzlich durchgeführte 

Studie mit dem monoklonalen, gegen CD20-gerichteten Antikörper Rituximab, der zu 

einer Depletion von B-Lymphozyten führt, eine Reduktion von aktiven Läsionen im 

MRT aufzeigen und somit die Vermutung unterstützen, dass B-Zellen aktiv an der 

Entwicklung akuter Läsionen bei der schubförmig remittierenden MS beteiligt sind 

(Hauser et al., 2008). Außerdem sprechen für eine B-Zell-Beteiligung die in 90% bei 



 

  Einleitung 

   

   

15 

 

MS-Patienten nachweisbaren oligoklonalen Banden im Liquor, die auf eine autochthone 

IgG-Produktion durch Plasmazellen hinweisen und einen wichtigen diagnostischen 

Marker in der Diagnosestellung der MS darstellen. Des Weiteren finden sich 

Plasmazellen in hoher Anzahl in chronischen Läsionen (Prineas, 1978; Mallison, 1991) 

und Autoantikörper gegen Myelinproteine und andere Antigene in MS-Plaques und im 

Liquor sind beschrieben worden (Genain et al., 1999; Cross et al., 2001), wobei nicht 

geklärt ist, ob sie an der Entwicklung der pathologischen Veränderungen beteiligt sind 

oder lediglich als Antwort auf bereits entstandenen Gewebeschaden sezerniert werden 

(Cross et al., 2001).  Histopathologische Analysen zeigten, dass Antikörper eine 

wichtige Rolle beim Beginn der Plaque-Bildung  spielen könnten und bei gesicherter 

MS an Demyelinisierung beteiligt sind (Gay und Esiri, 1991; Breij et al., 2008; 

Franciotta et al. 2008). 

Weiterhin werden neben demyelinisierenden auch remyelinisierende Eigenschaften 

durch B-Lymphozyten vermutet (Duddy und Bar-Or, 2006). B-Zellen bilden z.B. 

BDNF (brain derived neurotrophic-factor), ein Zytokin mit sowohl 

proinflammatorischen als auch re-generatorischen Eigenschaften im ZNS 

(Kerschensteiner et al., 1999) und auch Antikörper können anstatt dem Gewebe zu 

schaden die Regeneration unterstützen (Rodriguez et al., 1990).  

 

Neurodegeneration: 

Die axonale Schädigung bei der MS ist in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus 

wissenschaftlichen Interesses gerückt. Neben pathologischen Untersuchungen konnte 

der Axonverlust auch im MRT dargestellt werden (Evangelou et al., 2000). Man geht 

mittlerweile davon aus, dass Axonschäden für die anhaltenden neurologischen Defizite 

der MS verantwortlich sind (Trapp, 1998; Bitsch et al., 2000; Bjartmar und Trapp, 

2001). Ein axonaler Schaden tritt schon in frühen Stadien der Erkrankung auf (Trapp, 

1998). Mögliche Pathomechanismen für die Entstehung des Axonverlusts werden zur 

Zeit erforscht und beinhalten folgende Ansätze: Zum einen kann es während einer 

akuten entzündlichen Episode durch Entzündungsmediatoren (Proteasen, Zytokine, freie 

Radikale), Neurotoxine (z.B. N-Methyl-D-Aspartat / NMDA) und eine lokale 

Druckwirkung durch Ödembildung im Sinne eines Kollateralschadens zur zusätzlichen 

direkten Schädigung von Axonen kommen (Kapoor et al., 2003). Weiterhin zeigen 

neuere Untersuchungen, dass aktivierte T-Zellen Neurone direkt attackieren und 



 

  Einleitung 

   

   

16 

 

dadurch schädigen können (Guliani et al., 2003; Nitsch et al., 2004). Auf der anderen 

Seite gibt es Hinweise für indirekte Mechanismen, die für eine neurodegenerative, 

nichtentzündliche Komponente bei der MS sprechen: Aufgrund des Verlustes der 

trophischen Unterstützung nach der Demyelinisierung kann es durch den Verlust des 

schützenden Myelins, durch eine Fehlfunktion von Mitochondrien und durch 

Freisetzung von Glutamat und NO zur axonalen Degeneration kommen (Griffiths et al., 

1998; Lappe-Siefke et al., 2003). 

 

 

1.2  Die Tumornekrosefaktor (TNF) / TNF-Rezeptor (TNFR)-

Superfamilie  

 

Die TNF / TNFR-Superfamilie beinhaltet eine Gruppe von Molekülen, die eine 

entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der Homöostase des Immunsystems 

spielt. Die ersten Moleküle, die vor etwa 40 Jahren identifiziert wurden, waren 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α / Kachektin) und Lymphotoxin-α (LT-α/ TNF-β) 

(Granger et al., 1969; Helson et al., 1975; Aggarwal et al., 1996). Mittlerweile sind bis 

zu 40 weitere Ligand- und Rezeptor-Mitglieder dieser Familie bekannt (s. Anhang). 

Dabei handelt es sich um ein Zytokinsystem, dass viele entscheidende biologische 

Funktionen steuert; unter anderem ist es an entscheidenden Effekten bei der Kontrolle 

von Inflammation und Immunantwort von Infektionskrankheiten beteiligt, außerdem hat 

es eine ausschlaggebende Bedeutung in der Organogenese vor allem des Lymphsystems 

(Hehlgans und Pfeffer, 2005). Auf der anderen Seite können einige Mitglieder dieser 

Familie, vor allem TNF-α, an schädigenden Wirkungen wie Sepsis, Fieber-Syndromen, 

Kachexie und Autoimmunkrankheiten beteiligt sein. 

Bei allen Mitgliedern der TNFR-Familie handelt es sich um Typ-II-

Transmembranproteine, die in der Regel in ihrer aktiven Form als Trimere vorliegen 

(Peschon et al., 1998). Sie unterscheiden sich in ihren extrazellulären Oberflächen, 

wodurch eine Rezeptorspezifität gewährleist wird (Eck et al., 1989; Loetscher et al., 

1993; Fesik, 2000). Ein typisches Kennzeichen aller TNFR-Mitglieder sind multiple, 

extrazelluläre cysteinreiche Domänen (CRDs), die sich in bestimmten Abständen 

wiederholen (so genannte Pseudorepeats) und sich je nach Rezeptor in ihrer Anzahl 
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unterscheiden. Die Cystein-Reste bilden stabile Disulfid-Bindungen aus, die die 

Struktur der Rezeptoren beeinflussen (Smith et al., 1994). Durch Bindung der Liganden 

an spezifische Regionen der extrazellulären Bereiche kommt es zur Aktivierung der 

Rezeptoren und zur Signaltransduktion. Die Signaltransduktion erfolgt dabei nicht 

direkt, sondern über die Rekrutierung weiterer intrazellulärer Adaptor-Proteine. 

Aufgrund ihrer Signaltransduktions-Eigenschaften lassen sich die Mitglieder der TNFR- 

Superfamilie in drei größere Subgruppen einteilen (Dempsey et al., 2003). Die erste 

Gruppe ist  durch so genannte „Todesdomänen“ (Death Domains, abgekürzt DD) am 

intrazellulären Ende des jeweiligen Rezeptors gekennzeichnet. Dazu gehören TNFR1, 

CD95/FAS/Apo1, DR3, DR4 und DR5. Die zweite Gruppe, die nicht DD-tragende 

Gruppe, ist durch TIMs (TRAF-interacting motifs) gekennzeichnet und diese 

Rezeptoren interagieren direkt mit TRAF2. TNFR2, CD30, CD40, RANK (Receptor 

Activator of NF-κB), Ox40 und andere Rezeptoren gehören zu dieser Gruppe (siehe 

Abb.1-6). Eine dritte Gruppe ohne bestimmte Region interagiert mit den intrazellulären 

Regionen (DD/ TIMs) der anderen Rezeptoren. In letzter Zeit wird der TNF/TNFR-

Superfamilie immer mehr Bedeutung bei Abwehr, Inflammation, Apoptose, 

Autoimmunität und Organogenese beigemessen und die Erkenntnisse auf diesem Gebiet 

stellen neue Möglichkeiten für Therapieansätze vor allem bei Autoimmunkrankheiten, 

Osteoporose und Tumorerkrankungen dar (Hehlgans und Pfeffer, 2005). In der 

vorliegenden  Arbeit wurden die Adaptorproteine TNF-Receptor-associated-DD 

(TRADD), Fas associated DD (FADD), TNF-Receptor associated factor 2 (TRAF2) 

und Receptor-interacting-protein (RIP) untersucht. Sie spielen eine entscheidende Rolle 

in der Signaltransduktion der TNF-Rezeptoren 1 und 2. 
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Abb.1-3: TNF/TNFR-Superfamilie. TNF-verwandte Liganden (blau) und ihre Interaktionen (Pfeile). 
Extrazelluläre Oberflächen sind als graue, intrazelluläre death domains als rote Zylinder dargestellt. 
Alle nicht DD-tragenden Rezeptoren übermitteln die Signale über TRAF-Moleküle (nach Hehlgans, 
Pfeffer, 2005). 

 

 

1.2.1 Das Zytokin TNF-α 

 

TNF-α zählt zu den proinflammatorischen Zytokinen. Es ist bekannt, dass es das 

Überleben von Zellen, den Zelltod und das Wachstum regulieren kann (Tracey und 

Cerami, 1993) und somit bei vielen wichtigen Funktionen in der Pathophysiologie von 

Immunzellen sowie Nicht-Immunzellen eine Rolle spielt (Kollias und Kontoyiannis, 

2002). TNF-α wird von Makrophagen, aber auch von vielen anderen Zellen wie T- und 

B-Lymphozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und Zellen des neuronalen Gewebes 

freigesetzt (Wajant et al., 2003). Es wird als Antwort auf Infektionen und 

immunologische Reize ausgeschüttet. In der Regel wird TNF-α als überwiegend 

proinflammatorischer Mediator angesehen, der fakultativ apoptotische Reaktionen 

auslösen kann; es zeigt hierbei eine bemerkenswerte funktionelle Dualität: so ist es 

sowohl an Regeneration und Proliferation als auch an Destruktion von Gewebe beteiligt 

(Wajant et al., 2003).  
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Zunächst liegt TNF-α als transmembranes, homotrimeres Protein vor (memTNF), kann 

aber durch proteolytische Spaltung durch die Metalloprotease TNF-alpha-converting-

enzyme (TACE) in die lösliche Form sTNF umgewandelt werden (Black et al., 1997). 

Über die Bindung der beiden transmembranen Rezeptoren TNFR1 und 2 (siehe unten) 

transduziert TNF-α seine Signale und hat die Aufgabe, physiologische Homöostase und 

Immunregulation aufrechtzuerhalten. Dabei sind Höhe, Zeitpunkt und Dauer der TNF-

α-Aktivität von ausschlaggebender Bedeutung für die Immunantwort. Veränderungen 

dieser Faktoren führen zu Veränderungen der TNFR-vermittelten Aktivität, die sowohl 

proinflammatorisch, immunaktivierend oder immunsuppressiv ausfallen kann (Kollias 

und Kontoyiannis, 2002). Eine fehlregulierte TNF-α-Produktion charakterisiert viele der 

Autoimmunkrankheiten wie z.B. Rheumatoide Arthritis, chronisch-entzündliche  

Darmkrankheiten, systemischer Lupus Erythematodes und Multiple Sklerose. Ein 

weiterer Mechanismus, über den TNF-α einen organspezifischen Schaden vermitteln 

kann, ist die direkte Beeinflussung der Differenzierung, Proliferation und des Zelltodes 

vieler Zelltypen, die nicht zu den Immunzellen zählen, aber dennoch von 

entscheidender Bedeutsamkeit für diese Prozesse sind. Typische Beispiele sind direkte 

Effekte von TNF-α auf die Physiologie von Synoviozyten (Kontoyiannis und Kollias, 

2000), das Epithel des Intestinaltraktes (Piguet et al., 1998), die B-Zellen des Pankreas 

(Benoist, Mathis, 1997) und die Physiologie von Oligodendrozyten (Robbins et al., 

1987; Selmaj, Raine, 1988). Diese Zelltypen stellen wiederum relevante Zielzellen in 

der Pathogenese der entsprechenden Autoimmunkrankheiten dar. Die vielfältigen 

Effekte der Signalvermittlung durch TNF-α zeigen, dass ein besseres Verständnis dieser 

Mechanismen neue Möglichkeiten für das Eingreifen in das TNF/TNFR-System 

ermöglichen. 

 

1.2.2 Struktureller Aufbau der TNF-Rezeptoren 1 und 2 

 

Die Mitglieder der TNF-Familie üben ihre biologischen Funktionen über Interaktionen 

mit den verwandten membranständigen Rezeptoren (TNF-Rezeptor-Familie) aus 

(Locksley et al., 2001). TNF-α (wie auch  LT-α), sowohl in löslicher als auch in 

membrangebundener Form, kann prinzipiell an zwei Rezeptoren binden, den 55kDa-

TNF-Rezeptor 1 (TNFR1; CD120a; p55/60) und den 75kDa-TNF-Rezeptor 2 (TNFR2; 

CD120b; p75/80). Dabei kann der Rezeptor TNFR2 nur durch membrangebundenes 
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TNF-α vollständig aktiviert werden, TNFR1 jedoch durch die membranöse und die 

lösliche TNF-Form (Grell et al., 1995; Grell et al., 1998). Die Ursache dafür ist bislang 

ungeklärt, jedoch könnten unterschiedliche Halbwertszeiten, und damit eine 

unterschiedliche Stabilität, des Rezepor-Ligand-Komplexes daran beteiligt sein (Grell et 

al., 1995; Grell et al., 1998). TNFR1 und TNFR2 enthalten beide vier extrazelluläre 

CRDs und bilden längsförmige Strukturen, die mit dem trimeren Liganden interagieren 

können. Man geht mittlerweile davon aus, dass es unabhängig von einer 

Ligandenbindung zu einer Homotrimerisierung einzelner Rezeptormoleküle kommt. 

Die dafür verantwortliche Region in den CRDs wird PLAD (Preligand assembly 

domain) genannt (Chan et al., 2000). Diese Region ist nicht identisch mit der Region für 

die Ligandenbindung, aber entscheidend bei der Bindung des Liganden und der darauf 

folgenden  Rezeptoraktivierung (Chan et al., 2000). Beide Rezeptoren können wie das 

membrangebundene TNF durch proteolytische Spaltung von der Oberfläche gelöst 

werden  und in löslicher Form vorkommen (Wallach et al., 1991; Hehlgans und Mannel, 

2002). Dabei behalten sie die Fähigkeit, ihre Liganden zu binden. Dieser Vorgang stellt 

einen zellulären Mechanismus dar, der es ermöglicht, die Rezeptorantwort zu 

kontrollieren und der Rezeptorstimulierung durch den Liganden entgegenzuwirken 

(Dermott et al., 1999; Hehlgans und Mannel, 2002). Für TNFR2 ist bekannt, dass die 

proteolytische Spaltung wie bei membranständigem TNF durch die TACE (TNFα-

Converting enzyme) erfolgen kann (Solomon et al., 1999), für den TNFR1 ist das 

entsprechende Enzym bisher noch nicht bekannt.  

Obwohl beide Rezeptoren in der Regel auf den meisten Zelltypen zusammen exprimiert 

werden können (Kinouchi et al., 1991), scheint es so, dass die Verteilung von TNFR1 

weiter verbreitet ist und dass TNFR1 von den meisten Gewebetypen exprimiert wird. 

Die TNFR2-Expression hingegen ist begrenzter und stärker reguliert und ist eher auf 

Immunzellen beschränkt, findet  aber auch auf Endothelzellen und neuronalem Gewebe 

statt (Wajant et al., 2003). Die beiden TNF-Rezeptoren unterscheiden sich in ihrer 

Affinität zu TNF-α und in ihren intrazellulären Signaltransduktionswegen. Der TNFR1-

Rezeptor zählt zur ersten Gruppe der TNFR-Superfamilie, der Death Domain tragenden 

Gruppe (Tartalgia, 1993; Dempsey et al., 2003). Über die DD können weitere Proteine 

rekrutiert werden und es kann sowohl Apoptose als auch Inflammation ausgelöst 

werden. TNFR2 hingegen kann nur den über TRAF-Moleküle vermittelten Signalweg 
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aktivieren. Der TNFR2 interagiert direkt mit TRAF-Molekülen und zählt zur zweiten 

großen Gruppe der Superfamilie (Dempsey et al., 2003).  

 

1.2.3 Signaltransduktion durch TNF-α: Apoptose und Inflammation 

 

1.2.3.1 Signalübertragung durch TNFR1 

 

Durch die Bindung von TNF-α an TNFR1 sind prinzipiell zwei Signalwege möglich: 

Die Induktion von Apoptose und die Vermittlung von Inflammation und Überleben der 

Zelle. Micheau und Tschopp (2003) vermuteten, dass die zwei verschiedenen 

Signaltransduktionswege, die durch TNFR1 aktiviert werden können, über die Bildung 

zweier verschiedener Komplexe zustande kommen. Dabei wird der erste Komplex an 

der Zellmembran aus TNFR1, TRADD, RIP, TRAF2 und dem IκB-Kinase-(IKK)-

Komplex geformt und ist für die Aktivierung von nuclear factor-(NF)-κB und der Jun-

N-terminalen Kinase (JNK) verantwortlich. Der zweite Komplex entsteht durch 

Internalisierung von TNFR1 und Bindung von TRADD, FADD und der Kaspasen 8/10 

und führt zu apoptotischen Vorgängen (Micheau und Tschopp, 2003; Schneider-

Brachert et al., 2004). Zunächst liegt der Rezeptor in trimerer Form (siehe oben) vor. So 

genannte silencer of death domains (SODDs) verhindern die ligandenunabhängige 

Aktivierung, indem sie die DD des Rezeptors binden. Durch Aktivierung des Rezeptors 

nach Bindung von TNF-α dissozieren die SODDs von der Todesdomäne und die 

Rekrutierung des zytoplasmatischen Adaptor-Moleküls TRADD wird ermöglicht (Hsu 

et al., 1995; Jiang et al., 1999). Somit kann TRADD über seine „Todesdomäne“ (DD) 

an die intrazelluläre DD des TNFR1-Rezeptors binden (Chen und Goeddel, 2002). 

TRADD stellt einen Knotenpunkt in der Signalübertragung dar, da es als Plattform für 

die Rekrutierung der weiteren Adaptormoleküle TRAF2 und RIP  sowie FADD dient 

und den Aufbau der jeweiligen Komplexe ermöglicht (Hsu et al., 1996a; Hsu et al., 

1996b). Die Bindung von TRAF2 und RIP an TRADD führt zur Rekrutierung weiterer 

Adaptormoleküle und darüber zur Aktivierung des NF-κB-Signalweges (Stanger et al., 

1995; Hsu et al., 1996b). NF-kB zählt zu einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die 

Inflammation, Immunantwort und nicht apoptotische Antworten regulieren (Karin und 

Lin, 2002) In TRAF2- und RIP-defizienten Zellen konnte gezeigt werden, dass TRAF2 
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für die Rekrutierung und RIP für die Aktivierung des IKK-Komplexes verantwortlich 

ist (Devin et al., 2000; Devin et al., 2001).  

Neben der Aktivierung des NF-κB-Weges induziert TNF-α durch TNFR1 auch über 

mehrere weitere Adaptormoleküle und Signalwege die Aktivierung der c-Jun-Kinase 

(JNK) und die Induktion von MAPK(mitogen-activated protein kinase)  und darüber die 

Aktivierung von AP-1 (activating-protein-1) (Yeh et al., 1997). Über TRAF2-defiziente 

Zellen konnte gezeigt werden, dass TRAF2 essentiell für diese Signalwege durch 

TNFR1 ist (Yeh et al., 1997). Die AP-1 Proteine spielen eine bedeutende Rolle in einer 

Vielzahl von zellulären Prozessen inklusive Proliferation, Differenzierung und 

Induktion sowie bei der Vorbeugung von Apoptose (Chang, Karin, 2001). 

Wie andere Rezeptoren der Subgruppe 1 der TNFR-Superfamilie, trägt der TNFR1 eine 

intrazelluläre Todesdomäne, über die der pogrammierte Zelltod induziert werden kann. 

Dazu wird, wie bereits erwähnt, der TNFR1 internalisiert und bindet TRADD, das 

wiederum  FADD und die Prokaspasen 8/10 rekrutiert. Weitere Moleküle, die 

Bestandteil dieses Komplexes sind, sind TRAF2 und RIP. In der Folge wird eine 

Kaspasenkaskade induziert, an deren Ende die Kaspase 3 aktiviert wird und zur 

Apoptose führt (Micheau und Tschopp, 2003). Das Gleichgewicht der verschiedenen 

Signalwege wird an vielen Stellen reguliert, dazu gehören die Expression von Rezeptor 

bzw. Ligand, lösliche Rezeptorkomplexe und antiapoptotische Ligandeninduktion 

(Krippner-Heidenreich et al., 2002). In der Regel kommt es nach TNF-Bindung an 

TNFR1 zu Aktivierung des NF-kB und JNK-Signalweges. TNFR1 scheint apoptotische 

Vorgänge nur dann zu vermitteln, wenn die Proteinsynthese gebockt ist. Die 

antiapoptotischen Faktoren scheinen NF-kB-abhängig reguliert zu werden (Wang et al., 

1998; Karin und Lin, 2002). Die Kontrolle der TNFR1-mediierten Induktion von 

Apoptose wird über das Herunterregulieren von Kaspasen gesteuert, dazu werden 

Apoptose-Inhibitoren (IAPs) exprimiert (Roy et al., 1997).  

Unter anderem ist z.B. c-FLIP  ein NF-kB regulierter Apoptose-Inhibitor, der an die 

Death effector domain von FADD (siehe unten) binden kann, und so über die 

Inaktivierung der Prokaspase 8 eine Apoptose verhindert (Krueger et al., 2001; Thome 

und Tschopp, 2001).  
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Es konnte außerdem gezeigt werden, dass der membranständige Komplex 1 des TNF-

Rezeptors 1 innerhalb von Minuten  in cholesterin- und sphingolipidreiche 

Plasmamembran-Mikrodomänen (lipid rafts) transloziert und dies essentiell für die 

Aktivierung des NF-kB-Signalweges ist (Legler et al., 2003). 

Abb. 1-4: Der Signalweg des TNF-Rezeptors 1. Apoptose und Inflammation (nach Schneider, 
2005). 

 
Doan et al. (2004) zeigten des Weiteren, dass der TNF-Rezeptor jedoch sowohl in lipid 

rafts als auch in so genannten „nonraft“ Fraktionen zu finden ist, und vermuteten, dass 

die „lipd rafts“ einen weiteren Mechanismus darstellen, durch den die entsprechenden 

Signaltransduktionwege gesteuert werde könnten. Insgesamt scheint die 

Signaltransduktion der einzelnen Wege jedoch um ein Vielfaches komplizierter und 

wird bis heute noch nicht vollständig verstanden. 

 

1.2.3.2 Signalübertragung durch TNFR2 

 

Die Signalübertragung durch TNFR2 ist weniger gut verstanden als die durch TNFR1. 

TNFR2 ist ein typisches Mitglied der nicht DD-tragenden Untergruppe der TNFR-

Superfamilie und bindet direkt TRAF2 über sein zytoplasmatisches Ende. Die 
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Signalkaskade, die durch TRAF2-Bindung an TNFR2 ausgelöst wird, ist der durch 

TNFR1 ausgelösten relativ ähnlich. Durch TNF-α Bindung kommt es zur Rekrutierung 

von TRAF2 und auch von RIP und führt ebenso zur NF-κB und MAPK-Aktivierung. 

Diese ähnlichen Abläufe bei der Signaltransduktion beider Rezeptoren deuten auf eine 

wichtige Interaktion zwischen den TNF-Rezeptoren hin (Reinhard et al., 1997; Jupp et 

al., 2001). TNFR2 galt lange lediglich als „Liganden-Bereitsteller“ für TNFR1 

(Tartalgia et al., 1993). Es gibt jedoch Hinweise dafür, dass TNFR2 neben dem 

inflammatorischen Signalweg die über TNFR1 vermittelte apoptotische Kaskade 

verstärken kann. Einige Studien zeigten, dass die Stimulation von TNFR2 mit 

agonistischen Antikörpern in einigen Zellen ausreichend ist, um den Zelltod zu 

induzieren (Grell et al., 1993; Bigda et al. 1994; Meldvedev et al., 1994). Man geht 

dabei davon aus, dass eine Signaltransduktion über TNFR2 zur Bildung von endogenem 

TNF-α und damit zur Aktivierung von TNFR1 führt (Grell et al., 1999). Zusätzlich kann 

die Aktivierung von TNFR2 über einen TRAF2-abhängigen intrazellulären 

Mechanismus zu einem stark vermehrten TNFR1 induzierten Zelltod führen (Weiss et 

al., 1997; Declercq et al., 1998; Chan, Leonardo, 2000). Fotin-Mleczek et al. (2002) 

zeigten, dass die Stimulation von TNFR2 zu einer starken Rekrutierung von 

zytosolischem TRAF2 führt, und vermuteten, dass TNFR1 und TNFR2 um 

intrazelluläres TRAF2 konkurrieren. Dadurch wäre dann die Konzentration an 

zytosolischem TRAF2, das für den TNF-Rezeptor1 verfügbar ist, verringert und könnte 

so zur Verschiebung des Gleichgewichts und zur Apoptose-Kaskade führen. 

 

1.2.4 Das Adaptormolekül TRADD 

 

TRADD (TNF-Receptor associated-DD) ist ein aus 312 Aminosäuren aufgebautes 

34kDa-Protein, mit einer C-terminalen Todesdomäne. TRADD interagiert über seine 

DD mit TNFR1 und wird in allen untersuchten humanen Geweben in geringen Mengen 

exprimiert (Hsu et al., 1995). Die Todesdomäne von TRADD hat eine hohe Homologie 

zu den Todesdomänen von FADD (Chinnaiyan et al., 1995) und RIP (Stanger et al., 

1995). Über Interaktionen kann TRADD sowohl RIP als auch FADD binden (Hsu et al., 

1996a; Hsu et al., 1996b).  

TRADD wird neben seiner wichtigen Rolle in der Signaltransduktion durch den TNF-

Rezeptor-1 außerdem eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion des viralen latenten 
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Membranproteins-1 (LMP-1) des EBV-Virus zugeschrieben. EBV maskiert über die 

LMP1 Bindung an TRADD die proapoptotischen Eigenschaften von TRADD und 

vermittelt Zell-Überleben und Wachstum (Schneider et al., 2008). Über seinen N-

Terminus kann TRADD LMP-1 sowie die TRAF-Moleküle binden (Kieser et al., 1999; 

Inoue et al., 2000). Über die Rekrutierung von TRAF2 kommt es zu Aktivierung des 

NF-κB und JNK Signalweges (siehe oben).  

 

 

 

 

Abb. 1-5: Schematische Darstellung 

der Rolle von TRADD im durch die 

Bindung von TRADD an LMP1 

induzierten nicht apoptotischen 

Signaltransduktionsweg des EBVs 

(Schneider et al., 2008). 

 

 

 

 

Des Weiteren ist TRADD an Prozessen im Zellkern beteiligt. TRADD kann in den 

Zellkern translozieren und ist dort in nukleären Strukturen, den PML (Promyeloisches 

Leukämieprotein)-Nuklearkörperchen, zu finden und kann über bislang unklare 

Vorgänge eine p53-abhängige Apoptose induzieren (Morgan et al., 2002). Eine weitere 

nukleäre Funktion ist die Interaktion von TRADD mit STAT (Signal transduction and 

transcription protein ) 1-α und die dadurch verursachte Beeinflussung der Interferon-γ 

Signaltransduktion (Wesemann et al., 2004). 

 

1.2.5 Die Familie der TRAF-Moleküle und TRAF2 

 

Bisher sind 6 typische TRAF-Moleküle der TRAF-Protein-Familie bei Säugetieren 

bekannt, von denen alle bis auf TRAF4 an der Signaltransduktion der TNFR-

Superfamilie beteiligt sind (Chung et al., 2007). Charakteristisch für TRAF-Moleküle 

ist ihre C-terminale TRAF-Domäne. Über die TRAF-Domäne wird die 

Rezeptorbindung und die Interaktion mit einer Vielzahl an Adaptor- und 
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Signalmolekülen vermittelt. Außerdem können die TRAF-Moleküle über diese Domäne 

mit weiteren TRAF-Molekülen interagieren (Au und Yeh, 2007).  

TRAF2 (TNF-associated factor 2) ist ein 56kDA Protein und wurde durch „yeast two-

hybrid screening”  über seine Interaktion mit dem C-terminalen Ende des TNF-R2 

entdeckt (Rothe, 1995). Über die Bindung der C-terminalen TRAF-Domäne an das N-

terminale Ende von TRADD interagiert TRAF2 mit TNF-R1 (Hsu et al., 1996a). In der 

Regel interagiert TRAF2 aber direkt mit vielen Rezeptoren der nicht DD-tragenden 

Subgruppe der TNFR-Superfamile über so genannte TIMs (siehe oben). Folgende 

Rezeptoren der TNFR-Superfamilie rekrutieren TRAF2 zur Signaltransduktion und 

aktivieren entweder den NF-kB oder JNK Signalweg: TNF-R2, CD40, CD30, CD27, 

Ox 40, LTβ-R, RANK, Troy  und einige andere (Au und Yeh; 2007). Eine 

entscheidende Rolle spielt TRAF2 in der Aktivierung des NF-κB-Weges (siehe Kapitel 

1.2.3.1). Neben der bereits beschriebenen Rekrutierung des IKK-Komplexes ist TRAF2 

an der Ubiquitinierung von TRAF2 und RIP beteiligt; ein weiterer wichtiger Vorgang 

für die NF-κB-Aktivierung (Lee et al., 2004). Neben dem klassischen NF-κB-Signalweg 

konnte gezeigt werden, dass TRAF2 auch an einem alternativen NF-κB-Signalweg 

beteiligt ist, der überwiegend in B-Zellen gefunden wird (Grech et al., 2004). Der 

alternative Weg ist abhängig von der Aktivierung von NIK (NF-κB inducing kinase) 

und IKKα. Vor allem bei der Signaltransduktion durch CD40 konnten TRAF2-

knockout-B-Zellen einen Hinweis für die inhibierende Wirkung von TRAF2 auf diesen 

alternativen Weg geben (Grech et al., 2004). Über die Interaktion mit verschiedenen 

MAP-Kinasen, wie z.B. MEKK1 und ASK1, ist TRAF2 in der Lage, den JNK-Weg zu 

aktivieren (Yuasa et al., 1998; Baud et al., 1999; Hoeflich et al., 1999).  

 

1.2.6 Die rezeptorinteragierende Kinase: RIP 

 

RIP ist ein 76 kDa-Protein, das aus 671 Aminosäuren besteht und zuerst über seine 

Interaktion mit dem Fas-Rezeptor entdeckt wurde (Stanger et al., 1995). An seinem C-

terminalen Ende trägt RIP eine DD, über die es zur Induktion von programmiertem 

Zelltod führen kann. Das N-terminale Ende enthält ca. 300 Aminosäuren, die homolog 

zu Serin/Threonin- sowie Thyrosin-Kinasen sind. Somit hat RIP im Gegensatz zu 

TRADD, TRAF2 und FADD enzymatische Aktivität. Des Weiteren trägt RIP eine 

besondere, innen liegende intermediäre Domäne, über die TRAF2 gebunden werden 
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kann. Hsu et al. (1996b) zeigten, dass RIP sowohl mit TRADD und TNFR1 über die 

DD interagieren kann, als auch mit  TRAF-Molekülen über seine N-terminale und 

intermediäre Domäne. RIP ist in der Lage, sowohl die Aktivierung des NF-κB-

Signalweges (siehe oben) als auch den programmierten Zelltod zu induzieren. Dabei 

sprechen neuere Erkenntnisse dafür, dass in der Aktivierung des nekrotischen Zelltodes 

durch RIP ein System involviert ist, das ROS (reactive oxygen species) genannt wird 

(Zheng et al., 2006). Der programmierte Zelltod, durch DD-tragende Rezeptoren 

induziert, beinhaltet beides: Apoptose und nicht-apoptotische Mechanismen (Nekrose-

ähnlicher Zelltod), und für TNF-α ist bekannt, dass es unterschiedliche Wege des 

programmierten Zelltodes triggern kann (Holler et al., 2000; Jaattela und Tschopp, 

2003; Chan et al., 2003; Maianski et al., 2003). Zu den Liganden, die in der Lage sind, 

über die Aktivierung ihrer Rezeptoren eine RIP-abhängige Induktion nekrotischer 

Signalwege auszulösen, zählen FasL, TNF und TRAIL (Holler et al., 2000). Obwohl 

RIP eine eigene DD besitzt, scheint es für seine Interaktion mit dem TNF-Rezeptor 1 

auf TRADD angewiesen zu sein (Hsu et al., 1996b); Zheng et al. (2006) hingegen 

zeigten, dass nach TNF-α-Stimulierung TRADD und RIP zum Rezeptor rekrutiert 

werden, und vermuteten, dass beide um die Bindung an TNFR1 konkurrieren. So 

könnten Modifikationen von TRADD und RIP innerhalb des TNFR1 Signalkomplexes 

zur Regulation der Signaltransduktion beitragen (Zheng et al., 2006). 

 

1.2.7 FADD und die Induktion von Apoptose über TNFR1 und Fas 

 

FADD ist ein 23kDA schweres Protein, sein C-terminales Ende trägt eine DD und das 

N-terminale eine Domäne, die Death effector Domain (DED) genannt wird. Über die 

DD interagiert FADD mit weiteren DD-tragenden Rezeptoren und Adaptormolkülen. Es 

gibt Hinweise dafür, dass alle Todesrezeptoren, die bisher untersucht wurden, von der 

DED Domäne des FADD-Moleküls abhängig sind (Chinnaiyan et al., 1995; Boldin et 

al., 1996; Varfolomeev et al., 1998; Zhang et al., Yeh et al., 1998; Kischkel et al., 

2000). FADD erhielt seinen Namen über die Interaktion mit dem Fas Rezeptor. Es 

konnte mittels Immunopräzipitation gezeigt werden, dass FADD in der 

Signaltransduktion von Fas und DR3 unter Rekrutierung der Kaspasen 8 und 10 einen 

so genannten „death inducing signalling complex“ (DISC) bildet. Man geht davon aus, 

dass der Fas-DISC ein supramolekularer Komplex ist, der aus mehreren trimeren Fas-
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Komplexen gebildet wird (Algeciras-Schimnich et al., 2002). Rezeptorgebundenes 

FADD kann über seine DED mehrere Pro-Kaspasen 8 und 10 rekrutieren. Die 

Prokaspasen werden durch Dimerisierung aktiviert und durch autoproteolytische 

Spaltung in die aktive Form, die Kaspasen 8 und 10, gebracht (Boatright et al., 2003; 

Donepudi et al., 2003). Diese wiederum führen zur Rekrutierung weiterer Kaspasen, 

insbesondere der Kaspase 3, und zur Ausführung der letzten Schritte der Apoptose 

(Barnhart et al., 2003). TNFR1 hingegen kann, trotz DD, nur unter Rekrutierung des 

Adaptormoleküls TRADD mit FADD interagieren (Hsu et al., 1996a; Zheng et al., 

2006). Wie bereits in Kapitel 1.2.3.1 näher erläutert, kommt es durch Internalisierung 

von TNFR1 zur Bildung des Komplexes 2 (Micheau und Tschopp, 2003) und erst dann 

zur Rekrutierung der Prokaspasen und weiteren Signaltransduktionsschritte. 

 

 

1.3 Die Rolle der TNF-Superfamilie bei der Multiplen Sklerose 

 

Bisher wird die Rolle der TNFR-Signaltransduktion in der Multiplen Sklerose noch 

wenig verstanden. Bekannt ist, dass sich im peripheren Blut und im Liquor von MS-

Patienten erhöhte Konzentrationen von TNF-α finden und dass diese mit dem Grad der 

Krankheitsprogression korrelieren (Sharief et al., 1991; Maimone et al., 1991). Des 

Weiteren findet man TNF-α in aktiven MS-Läsionen im Gehirn (Hofmann et al., 1989) 

und ein direkter zytotoxischer Effekt von TNF-α auf Oligodendrozyten sowie ein 

proliferativer Effekt auf Astrozyten konnte gezeigt werden (Selmaj und Raines, 1988; 

Selmaj et al., 1990). Im Tiermodell der EAE bestätigte sich der Einfluss von TNF-α: 

eine Behandlung mit TNF-α führte zu einer verstärkten Krankheitsaktivität (Kuroda und 

Shinamoto, 1991) und eine Neutralisierung von TNF-α konnte die Tiere vor der 

Entwicklung einer EAE schützen (Ruddle et al., 1990; Selmaj et al., 1991; Baker et al., 

1994). Auf dieser Basis wurde vermutet, dass die Neutralisierung von TNF-α auch bei 

der MS die Progression der Erkrankung vermindern oder zumindest aufhalten könnte. 

Klinische Studien mit TNF-Inhibitoren wie die Lenercept-Studie zeigten entgegen der 

Erwartungen eine geringe Wirksamkeit und führten in einem Großteil der Fälle zur 

Aktivierung des Immunsystems und Exazerbation des Krankheitsverlaufes (The 

Lenercept Multiple Sclerosis Study Group, 1999). Aufgrund dieser Beobachtungen ist 

anzunehmen, dass TNF-α bei der MS neben proinflammatorischen schädigenden 
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Wirkungen auch an immunsuppressiven und reparativen Vorgängen beteiligt ist. Aus 

diesem Grund ist es interessant, die Signaltransduktion durch TNF-α und seine 

Rezeptoren näher zu verstehen.  

Die Signaltransduktion durch TNFR1 spielt in der EAE eine entscheidende Rolle für die 

T-Zell-Apoptose (Bachmann et al., 1999). Eine Reduktion der Apoptose in Leukozyten 

führt zu einer verlängerten Lebensdauer von Leukozyten, insbesondere autoreaktiver T-

Zellen, und somit zu einer vermehrten Migration dieser Zellen in das ZNS und damit 

einhergehend einer längeren Persistenz der Inflammation (Gomes et al., 2003). Arnett et 

al. (2001) zeigten eine duale Rolle für TNF-α bei Demyelinisierung und 

Remyelinisierung. Unter inflammatorischen Bedingungen kommt es zur 

Hochregulierung von TNFR1 und TNFR2 in Oligodendrozyten. Dabei führt die 

Signaltransduktion über TNFR1 zur Apoptose von Oligodendrozyten und über TNFR2 

zu Remyelinisierung und Regeneration (Arnett et al., 2001; Hövelmeyer et al., 2005). 

Bei der MS scheint die Apoptose eine duale Rolle zu spielen; auf der einen Seite ist sie 

essentiell für die Eliminierung autoreaktiver T-Zellen, auf der anderen Seite bewirken 

Immunzellen im ZNS einen Gewebeschaden über die Induktion von Zelltod in 

Neuronen und myelinproduzierenden Oligodendrozyten (Gold et al., 1997; Zipp 1999; 

Krammer, 2000). 

Über das Verhalten von FADD, TRADD, TRAF2 und RIP  bei der MS ist bisher wenig 

bekannt. In einer Studie unserer Forschungsgruppe wurden mittels real time PCR die 

Unterschiede zwischen RR-MS, SP-MS und PP-MS sowie einer Gruppe gesunder 

Probanden in der Gen-Expression der Parameter FADD, TRADD, TRAF2 und RIP 

untersucht (Reuss et al., 2007). Es zeigte sich ein deutlicher Unterschied für TRAF2 

und FADD im Vier-Gruppen-Vergleich. Zudem konnte man sehen, dass TRAF2 und 

FADD bei RR-MS vermehrt exprimiert wurden. Aus diesem Grund war es interessant 

auf diesem Gebiet weitere Nachforschungen zu treffen und auch auf Proteinebene die 

Unterschiede in den einzelnen Leukozytensubpopulationen zu untersuchen. 

 

 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

 

Obwohl man bis heute viele Erkenntnisse in der Pathogenese der Multiplen Sklerose 

gewonnen hat, ist sie immer noch nicht vollkommen verstanden. Thema der 
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vorliegenden Arbeit ist  das Zytokinsystem der TNF-/ TNFR-Superfamile und die 

Signaltransduktion durch TNF-α über seine beiden TNF-Rezeptoren bei Patienten mit 

Multipler Sklerose; insbesondere  geht es um die Proteinexpression der 

Adaptormoleküle FADD, TRADD, TRAF2 und RIP in Leukozyten des peripheren 

Blutes. Wie zuvor bereits ausführlich beschrieben, ist das detaillierte Verständnis der 

Signaltransduktion durch TNF-α insbesondere aufgrund des Therapieversagens der 

TNF-Inhibitoren interessant geworden. Ein besseres Verständnis dieser Signalwege bei 

der MS könnte von diagnostischer Relevanz sein und neue Therapieansätze aufzeigen. 

Basierend auf den zuvor durchgeführten Arbeiten in unserer Abteilung ergab sich 

folgende Aufgabenstellung: 

1. Zunächst einmal die Etablierung einer durchflusszytometrischen Methode zur 

Messung der intrazellulären Proteinexpression der Adaptormoleküle FADD, 

TRADD, TRAF2 und RIP in Leukozyten, die aus peripherem Blut gewonnen 

werden. Dabei sollte die Methode der Durchflusszytometrie gewählt werden, da 

sie im Gegensatz zum Western Blot quantitative Aussagen ermöglicht. 

2. Extrazelluläre Färbung der Oberflächenmarker CD3, CD14 und CD19 zur 

Differenzierung der Leukozytensubpopulationen und Zuordnung der 

intrazellulär gemessenen Proteinexpressionen. 

3. Nach erfolgreicher Etablierung der Methode Anwendung der 

durchflusszytometrischen Methode an verschiedenen Kollektiven:  

a. Zum einen bei untherapierten MS-Patienten im Vergleich zu einer 

Kontrollgruppe gesunder Probanden. 

b. Zum anderen bei mit Interferon-Beta therapierten MS-Patienten im 

Vergleich zu untherapierten Patienten. Da der vollständige 

Wirkmechanismus der Beta-Interferone noch nicht bekannt ist, ist es 

interessant den Einfluss der Interferontherapie auf diese Parameter zu 

erfassen. Dazu wurden Patienten gewählt, die über unterschiedlich lange 

Zeiträume mit Interferon-β behandelt  wurden. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Geräte und Chemikalien 

 

2.1.1 Chemikalien, Lösungen und Puffer  

 

Fetales Kälber Serum   HyClone, Bonn 

Ficolle-PaqueTmPlus   GE Healthcare, München 

CELL Permeabilization Reagents 

Fix & Perm®    Caltag Laboratories, Invitrogen, Karlsruhe 

D-PBS-GIBCO     Invitrogen, Karlsruhe 

Methanol     Fluka, Steinheim 

NaN3     Fluka, Steinheim  

Paraformaldehyd    Fluka, Steinheim 

Trypanblau (…%)   Sigma-Aldrich, München 

 

FACS-Puffer 

2,5% Fetales Kälber Serum 

0,1% NaN3  

In PBS bei pH 7,2–7,4, Sterilfiltration mit 0,45 µm Filter 

 

Reagenzien für das Durchflusszytometer 

FACS Clean  Becton Dickinson, Heidelberg 

FACS Flow  Becton Dickinson, Heidelberg 

FACS Rinse  Becton Dickinson, Heidelberg 

 

2.1.2 Antikörper 

 

Oberflächenmarker/ Monoklonale Antikörper 

CD3-PerCP T-Lymphozyten   Becton Dickinson, 

Heidelberg 

CD14-PerCP Monozyten/ Makrophagen  Becton Dickinson, 

Heidelberg 
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CD19-APC B-Lymphozyten   Becton Dickinson, 

Heidelberg 

 CD45-FITC alle hämatopoetischen Zellen  Beckman-Coulter, Krefeld 

 

Intrazelluläre Markierung 

FADD: Polyklonaler Antikörper, rabbit Ig (Immunglobulin 

G) (sc-5559), 

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

TRADD:  Polyklonaler Antikörper, rabbit IgG (sc-7868), 

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

TRAF2:  Polyklonaler Antikörper, rabbit IgG (sc-7187), 

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

Sekundärantikörper:  Goat anti-rabbit IgG-FITC (sc-2012), 

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

Isotypkontrolle:   Chrompurerabbit-IgG (#011-000-003),  

Jackson Immunoresearch, Suffolk, Großbritannien 

RIP:  Polyklonaler Antikörper, rabbit IgG (#4926), 

Cell Signaling Technology, Boston, USA 

Alexa Fluor®488   F (ab´) 2 fragment goat anti-rabbit IgG (H+L), 

Invitrogen, München 

 

2.1.3 Geräte und sonstiges Material 

 

Geräte 

Durchflusszytometer  FACS-Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg 

Heizrührer    IKA, Staufen 

Neubauer-Zählkammer  Hecht-Assitent, Sondheim 

pH-Meter    Schott Geräte, Mainz 

Vortexer    IKA, Staufen 

Waage    Fischer, Goslar 

Zentrifugen: 

1) Universal 32R   Hettich, Tuttlingen 

2) Rotixa    Hettich, Tuttlingen 
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Sonstiges Material 

15ml Tubes   Becton Dickinson, Heidelberg 

Blutentnahmesystem 

Eppendorgefäße   Eppendorf, Hamburg 

Monovette Li-Heparin  Sarstedt, Nümbrecht 

Pipetten    Eppendorf, Hamburg 

Pipetten(5ml, 10ml)  Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 

Pipettenspitzen   Eppendorf, Hamburg 

Rundbodenröhrchen  Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 

Spritzen (10ml)   Braun, Melsungen 

Sterilfilter, 0,45 µm Filter  Sartorius, Göttingen 

 

2.1.4 Auwertungssoftware 

 

Cellquest 3.1    Becton Dickinson, Heidelberg 
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2.2 Patienten und Probanden 

 

Untersucht wurden die Unterschiede in der Proteinexpression der Parameter FADD, 

TRAF2 und TRADD bei Patienten mit Multipler Sklerose. Es wurden insgesamt 31 

Patienten (29 weibliche und 2 männliche) der Neurologischen Universitätsklinik 

Gießen, die nach den erweiterten McDonald–Kriterien an einer MS erkrankt sind, in die 

Studie aufgenommen. Die Patienten wurden in der Poliklinik der Neurologischen Klinik 

betreut und im Rahmen einer dreimonatigen Routineuntersuchung regelmäßig 

neurologisch untersucht. So konnten unter anderem Behinderungsgrad, Anzahl der 

Schübe und Arzneimittelnebenwirkungen sorgfältig dokumentiert werden. Alle 

Patienten wurden zur Teilnahme an einer wissenschaftlichen Studie aufgeklärt und 

gaben ihre Einverständniserklärung. Die Studie wurde unter dem Ethikvotum AZ0806 

durchgeführt. 

 

Studiendesign: Es handelt sich um eine Querschnittstudie; von den untersuchten 

Patienten und Probanden wurde jeweils nur zu einem bestimmten Zeitpunkt Blut 

abgenommen. 

Das erste Kollektiv besteht aus Patienten, die an einem schubförmig remittierenden 

Verlauf der Multiplen Sklerose leiden und zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine 

Therapie erhielten. Als Kriterium hierfür gilt Folgendes: Die Patienten haben über 3 

Monate keine Cortisontherapie erhalten, länger als 6 Monate keine Interferon-, 

Copaxone-, Immunglobulin- oder sonstige Basistherapie und noch nie eine 

Chemotherapie mit Mitoxanthron oder Cyclophosphamid. 

Das zweite Kollektiv besteht aus Patienten, die zwischen 6 und 15 Monaten mit 

Interferon Beta therapiert sind.  

In ein drittes Kollektiv werden Patienten eingeschlossen, die länger als 15 Monate mit 

Interferon Beta therapiert wurden. 

 

Die an der Studie teilnehmenden MS-Patienten waren in einem Alter zwischen 22 und 

55 Jahren, der EDSS-Score lag zwischen 0  und 3,5. 

Außerdem wurden 10 weibliche, gesunde Probanden untersucht. Sie waren zwischen 35 

und 56 Jahren. 
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2.3 Methoden 

 

2.3.1 Das Prinzip der Durchflusszytometrie 

 

Das Durchflusszytometer, je nach Ausstattung auch „Fluorescence Activated Cell 

Sorter“ oder „Fluorescence Activated Cell Scanner“ (FACS) genannt, ist ein 

Messsystem, das ermöglicht, auf Einzelzellebene morphologische Eigenschaften sowie 

Fluoreszenzen zu erfassen. Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass 

Zellen, und auch kleinere Partikel, aufgrund ihrer Größe und Granularität sowie ihrer 

molekularen Oberflächeneigenschaften und intrazellulären Zusammensetzung 

unterschieden werden können.  

Ein Durchflusszytometer besteht aus einem Flüssigkeitssystem, einem optischen System 

(inklusive Laser) und der Elektronik. Während der Messung werden die Zellen in eine 

dünne Kapillare gesaugt, so dass ein laminarer Strom einzelner Zellen entsteht. Dieser 

Vorgang wird als hydrodynamische Fokussierung bezeichnet und ist Voraussetzung für 

die Erfassung einer Einzelzelle durch den Laser. 

 

 

Abb.2-1: Prinzip einer durchflusszytometrischen Messung: Die Abbildung zeigt markierte Zellen, die 
innerhalb eines laminaren Probenstroms einzeln am Laser vorbeigeleitet werden. Nach Einstrahlung 
monochromatischen Lichts des Lasers kommt es zur Emission von Streustrahlung und Fluoreszenzlicht, 
die Aussagen über Zellgröße, Granularität und spezifische Fluoreszenzen geben (nach Luttmann et al., 
2004). 
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Das optische System umfasst neben dem Laser mehrere Linsen, Spiegel und Filter, die 

das Licht  bündeln, so dass dieses in einer Messküvette auf die zu untersuchenden 

Zellen oder Partikel trifft. Je nach Art des Lasers wird monochromatisches Licht einer 

bestimmten Wellenlänge ausgesendet. Durch Auftreffen des Lichtes auf eine Zelle 

kommt es zur Lichtstreuung und bei entsprechender Fluoreszenzmarkierung zur 

Emission von Fluoreszenzlicht. Photodetektoren messen die gestreute bzw. emittierte 

Lichtintensität und wandeln die optischen Signale in elektronische Signale um. Dadurch 

wird die Übermittlung an einen Computer zur Analyse der Daten ermöglicht.  

 

2.3.1.1 Forwardscatter, Sidescatter und Fluoreszenz 

 

Charakteristisch für die unterschiedlichen Zellarten sind ihre Größe und Granularität. 

Außerdem können mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern weitere Aussagen über die 

molekulare Beschaffenheit der Zellen gemacht werden.  

 

Abb.2-2: Das optische System eines Durchflusszytometers: Ein Laser sendet Licht einer bestimmten 
Wellenlänge aus. Dieses wird fokussiert und trifft in einer Messküvette auf den Probenstrom. Das Licht 
wird gestreut (FSC/SSC). Fluoreszenzfarbstoffe emittieren Licht verschiedener Wellenlänge, das durch 
ein System aus Spiegeln und Filtern nach Wellenlängenbereichen getrennt wird (FL1-FL4) (nach 
Luttmann et al., 2004). 

 

Das von den Zellen gestreute Laserlicht wird im Durchflusszytometer mit Hilfe des 

Forwardscatters (FSC/ Vorwärtsstreulicht) sowie mit Hilfe des Sidescatters (SSC/ 
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Seitwärtsstreulicht) detektiert. Dabei korreliert der Forwardscatter  mit der Größe der 

Zellen und wird entlang der Achse des einfallenden Lichtes gemessen (zwischen 0 und 

10°). Der Sidescatter wird in 90° zum einfallenden Licht gemessen und ist proportional 

zur Zellkomplexität und -granularität.  

Durch direkte oder indirekte Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff können 

spezifischere Aussagen über Oberflächenstrukturen und intrazelluläre Eigenschaften der 

Zellen getroffen werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden durch das 

monochromatische Licht eines Lasers (Argon-Ionen-(488 nm) bzw. Helium-Neon-Laser 

(633 nm)) angeregt und emittieren Licht  einer bestimmten Wellenlänge (je nach 

Fluoreszenzfarbstoff). Daraus ergeben sich charakteristische Absorptions- und 

Emissionsspektren für die unterschiedlichen Fluorochrome. Das emittierte Licht wird 

durch Photomultiplier verstärkt und über Photodetektoren erfasst.  

Der in dieser Arbeit verwendete FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg) ist in der 

Lage, zwischen Emissionsspektren von vier verschiedenen Fluorochromen zu 

differenzieren, nämlich die der Fluorochrome Allophycocyanin (APC) 

Fluoreszeinisothiocyanat (FITC), R-Phycoerythrin (R-PE), sowie Peridinin-

Chlorophyll-Protein (PerCP).  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fluorochrome verwendet: 

Alexa Fluor 488:  entsprechend FITC 

APC: Absorptionsmaximum  650nm; Emissionsmaximum 660nm; 

Anregungswellenlänge  595/633/635/647nm 

FITC:  Absorptionsmaximum  495nm;     Emissionsmaximum      

519nm;  

Anregungswellenlänge 488nm 

PerCP:  Absorptionsmaximum  482nm; Emissionsmaximum 678nm; 

Anregungswellenlänge 488nm/532nm 

 

2.3.1.2 Extrazelluläre Markierung 

 
Mittels Durchflusszytometrie ist es möglich extrazelluläre Oberflächeneigenschaften 

und intrazelluläre molekulare Eigenschaften einer Zelle zu beschreiben. Hierzu werden 
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zum Nachweis bestimmter molekularer Strukturen spezifische Antikörper verwendet. 

Die Antikörper werden mit Fluoreszenzfarbstoffen gekennzeichnet.  

Die extrazelluläre Markierung ermöglicht die Detektion zellulärer Oberflächenantigene. 

Aufgrund ihrer Oberflächeneigenschaften ist es möglich, Zellen bestimmten 

Subpopulationen zuzuordnen. Prinzipiell bestehen zwei Möglichkeiten der Markierung: 

die direkte  und die indirekte. Bei der direkten Markierung wird ein 

fluoreszenzmarkierter Antikörper eingesetzt, der ein bestimmtes Antigen spezifisch 

bindet. Diese Methode ist die einfachste Art der Markierung, da ihr Versuchsablauf 

durch wenige Inkubations- und Waschschritte relativ unkompliziert durchzuführen ist. 

Die indirekte Markierung hingegen erfordert mehrere Schritte. So erfolgt zunächst die 

Inkubierung mit einem primären Antikörper. Dieser ist spezifisch für das zu 

untersuchende Antigen, jedoch nicht fluoreszenzmarkiert. Erst nach darauf folgenden 

Waschschritten wird ein sekundärer, fluoreszenzmarkierter Antikörper, der den 

primären Antikörper bindet, hinzugegeben. Die indirekte Markierung dient der 

Signalverstärkung vor allem bei geringen Konzentrationen des zu untersuchenden 

Antigens. 

 

2.3.1.3 Intrazelluläre Markierung 

 
Die intrazelluläre Messung ist aufwendiger als die extrazelluläre. Jede intrazelluläre 

Messung besteht aus drei grundlegenden Schritten: 

1) Fixierung der Zellen  

2) Permeabilisierung der Zellmembran 

3) Antikörpermarkierung intrazellulärer Antigene 

Die Fixierung der Zellen ist die Voraussetzung für die anschließende Permeabilisierung. 

Sie gewährleistet für einen gewissen Zeitraum die Stabilität der zu untersuchenden 

molekularen Strukturen. Paraformaldehyd dient in den meisten Fällen der Fixierung.  

Die Permeabilisierung ermöglicht dem Antikörper in das Innere der Zelle zu gelangen 

und das entsprechende Antigen zu binden. Substanzen zur Permeabilisierung der 

Zellmembran sind z.B. Saponine, Methanol, Ethanol und TritonX-100. Des Weiteren 

sind von verschiedenen Firmen Fixierungs- und Permeabilisierungs-Kits erhältlich. 

Zum Nachweis der intrazellulären Antigene wird häufiger die indirekte Markierung 

angewandt. Bei der indirekten Markierung gibt man, wie oben bereits erwähnt, nach 
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Zugabe des primären unmarkierten Antikörpers einen markierten Sekundärantikörper 

hinzu. Entscheidend ist, dass zwischen der Zugabe des Primärantikörpers und der des 

Sekundärantikörpers eine ausreichende Anzahl von Waschschritten durchgeführt wird, 

um eine unspezifische Färbung zu vermeiden. 

Die intrazelluläre Messung kann mit der extrazellulären Messung gekoppelt werden. 

Zunächst erfolgt dann die Zugabe der Oberflächenantikörper, darauf der normale 

Ablauf der intrazellulären Markierung. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der Durchflusszytometrie genutzt, um 

Leukozyten, insbesondere Lymphozyten und Monozyten, aus humanem peripherem 

Blut zu untersuchen. Es wurden extrazelluläre Markierungen zur Differenzierung von  

Leukozytensubpopulationen und intrazelluläre Markierungen der Antigene TRADD, 

FADD und TRAF2 durchgeführt. Auf diese Weise konnten quantitative Aussagen über 

die Expression der Proteine getroffen werden und den unterschiedlichen 

Zellpopulationen zugeordnet werden. 

 

2.3.2 Leukozytenisolierung aus peripherem Blut 

 
Mittels Ficoll-Separation werden die Leukozyten aus dem Vollblut separiert. Das 

Prinzip der Ficoll-Separation basiert auf Dichteunterschieden. Das Ficoll-Hypaque (ein 

synthetisches Polysacharid) hat eine höhere Dichte als Lymphozyten und Monozyten, 

aber die Dichte ist geringer als die von Erythrozyten und Granulozyten, so dass diese 

Zellen nach Zentrifugation das Ficoll-Medium passieren und in der untersten Schicht 

verbleiben. Thrombozyten haben eine noch geringere Dichte als Lymphozyten und 

Monozyten und verbleiben im Plasma. Zwischen Ficoll und Plasma bildet sich eine 

Interphase in der sich Lymphozyten und Monozyten befinden. Somit lassen sich 

Lymphozyten und Monozyten aus der Interphase isolieren. 

 

Versuchsaufbau:  

Es werden zunächst eisgekühlte Heparinblutproben mit PBS (Phosphat buffered saline) 

1:2 verdünnt. 5 ml des verdünnten Blutes werden auf 5 ml Ficoll-Paque-Gradienten 

geschichtet und anschließend mit 2400rpm bei Raumtemperatur, ohne Bremse für 30 

min zentrifugiert (Universal 32R,Hettich). Die dabei entstehende Interphase wird in ein 
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Extraröhrchen pipettiert und mit 2 ml PBS aufgefüllt. Nach einer weiteren 

Zentrifugation bei 1800 rpm und Raumtemperatur über 10 min wird der Überstand 

abpipettiert und das entstandene Pellet in 1ml FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellzahl 

wird mit FACS-Puffer auf 1x106/ml eingestellt und die Zellsuspension auf Eis gelagert. 

 

2.3.3 Bestimmung der Zellzahl 

 
Zur Zellzahlbestimmung wird ein Hematozytometer nach Neubauer verwendet sowie 

Trypanblaulösung zur Vitalitätsbestimmung. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der 

Aufnahme von Trypanblau in tote Zellen. Aufgrund der veränderten 

Membraneigenschaften toter Zellen im Vergleich zu lebenden ist die Diffusion des 

Färbemittels in das Zellinnere möglich. Tote Zellen zeigen daher ein blaues 

Zytoplasma. Aufgrund der Toxizität von Trypanblau auf lebende Zellen sollte die 

Bestimmung der Zellzahl möglichst rasch erfolgen. 

 

Versuchsaufbau: 

Der Zellresuspension werden 10µl entnommen, die mit 40 µl PBS verdünnt werden. Die 

verdünnte Zellsuspension und die Trypanblaulösung werden zu gleichen Teilen 

gemischt (Endverdünnung: 1:10) und die Zellen in der Neubauer-Zählkammer 

ausgezählt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt nach folgender Formel: 

 

• Z x V x 104 = Zellzahl/ml 

• Z = mittlere Zellzahl aus den vier Großquadranten  

• V = Verdünnungsfaktor (= 10) 

 

2.3.4 Differenzierung von Leukozytensubpopulationen 

 

Die einfachste Art, bestimmte Zellpopulationen mittels Durchflusszytometrie zu 

differenzieren, ist die direkte Markierung von zellspezifischen Oberflächenantigenen. 

Zur Differenzierung zwischen T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Monozyten 

wurden fluoreszenzmarkierte monoklonale Antikörper gegen CD3 (Anti-CD3-PercP) 

für T-, CD19 (Anti-CD19-APC) für B-Lymphozyten und CD14 (Anti-CD14-PercP) für 

Monozyten verwendet. Der Oberflächenmarker CD45 ist auf allen hämatopoetischen 

Zellen vorhanden. 
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Versuchsaufbau: 

100µl der zuvor mittels Ficoll-Separation hergestellten Resuspension (1x106 Zellen) 

werden mit jeweils 10µl des entsprechenden Oberflächenmarkers für 30 min auf Eis und 

im Dunkeln inkubiert. 

 

2.3.5 Intrazelluläre Markierung der Proteine FADD, TRAF2 und TRADD in

 Leukozyten 

 

Versuchsaufbau: 

Zunächst werden Leukozyten mittels Ficollseparation (s.o.) isoliert und die Zellzahl auf 

1x106/ml eingestellt. 100 µl der Resuspension werden je Ansatz nach dem 

Pipettierschma (Tab.2-1) mit jeweils 10 µl des entsprechenden Oberflächenmarkers für 

30 min auf Eis inkubiert. 

 

Fixierung 

Ohne dazwischen stattfindende Waschschritte wird zu jedem Ansatz 100µl der Reagenz 

A der Fix & Perm® CELL Permeabilization Reagents hinzugegeben und für weitere 15 

min inkubiert. Daraufhin wird bei 1400 rpm, 4°C und einer  Abbremsung von 3 für 6 

min zentrifugiert (Rotixa,Hettich-Zentrifuge), der Überstand ausgeschlagen und das 

Pellet in 300µl FACS-Puffer resuspendiert und wiederum zentrifugiert (dies entspricht 

einem Waschschritt). 

 

Permeabilisierung und indirekte intrazelluläre Markierung 

Das Pellet wird nun mit dem Primärantikörper (Verdünnung = 1:100) und 100 µl der 

Reagenz B der Fix & Perm® CELL Permeabilization Reagents für 20 min bei RT und 

im Dunkeln inkubiert. Anschließend folgen 2 Waschschritte mit FACS-Puffer und 

darauf die Färbung mit dem Sekundärantikörper (Verdünnung = 1:100) plus 100 µl 

Reagenz B bei einer Inkubation im Dunkeln für 20 min bei Raumtemperatur (RT). Nach 

zwei weiteren Waschschritten wird das Pellet in 200 µl FACS-Puffer für die 

durchflusszytometrische Messung resuspendiert. 

  

Isotypkontrolle  

Zur Quantifizierung der unspezifischen Färbung wird bei jeder Messung eine  

Isotypkontrolle durchgeführt. Dabei wird ein Antikörper mit dem gleichen 
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Isotypenaufbau verwendet, der für das zu untersuchende Protein nicht spezifisch ist, 

aber mit demselben Sekundärantikörper markiert wird.  

In dieser Arbeit wird Chrompurerabbit IgG als Isotypkontrolle für alle drei Proteine 

verwendet. 

 

Positivkontrolle 

Es empfiehlt sich, eine oder mehrere Positivkontrollen mitzuführen, d.h. Antikörper 

oder Antikörperkombinationen und Zellen, deren Resultat bekannt ist. Als 

Positivkontrollen wurden in der vorliegenden Arbeit CD45-FITC-markierte Leukozyten 

verwendet. 
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Abb.2-3: Flussdiagramm des entwickelten Methodenprotokolls für die 
intrazelluläre Messung  der Expression von TRADD, FADD und TRAF2 
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2.3.6 Intrazelluläre Markierung zur Detektion der Expression des Proteins RIP in 

 Leukozyten 
 

Versuchsaufbau: 

Die Leukozytenisolierung erfolgt mittels Ficoll-Separation, die Zellzahl wird auf 

1x106/ml eingestellt. Die Oberflächenmarkierung wird wie oben beschrieben 

durchgeführt. Je Ansatz werden 10 µl des entsprechenden Oberflächenmarkers zu 100 

µl Resuspenion gegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. 

Darauf folgt die Fixierung, Permeabilisierung und Intrazelluläre Markierung: 

 

Fixierung 

Zu den mit Oberflächenmarkern inkubierten Leukozyten(1x106Zellen) werden ohne 

dazwischen stattfindende Waschschritte 100µl 3%-iges Formaldehyd gegeben, bei 37°C 

für 10 min fixiert und anschließend auf Eis für eine Minute abgekühlt. Daraufhin folgt 

eine Zentrifugation bei 1400rpm, 4°C, Bremse3 für 6 min. 

 

Permeabilisierung  

Das Zellpellet wird in 60%igem Methanol resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert, 

anschließend folgen 2 Waschschritte mit jeweils 300µl FACS-Puffer und einer 

Zentrifugation mit 1400 rpm, 4°C, Bremse 3 für 6 min. 

 

Intrazelluläre indirekte Markierung  

Die Zellen werden für 10 min in 100 µl FACS-Puffer geblockt, danach erfolgt die 

Zugabe des Anti-RIP-Antikörpers in einer Verdünnung von 1:100 und die Inkubation 

bei Raumtemperatur für 45 min. Daraufhin folgen zwei Waschschritte und die 

Inkubation mit dem sekundären Antikörper Alexa Fluor®488F(ab´)2fragment of goat 

anti-rabbit IgG  in einer Verdünnung von 1:1000 für 30 min bei Raumtemperatur. Nach 

zwei weiteren Waschschritten  wird das Pellet in 200 µl  für die 

durchflusszytometrische Analyse resuspendiert. 
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Ein DotPlot demonstriert anhand einer zweidimensionalen Darstellung die Relation zweier 

verschiedener Zelleigenschaften. Sowohl die x-Achse als auch die y-Achse repräsentieren 

Lichtintensitäten. Dabei wird jede Zelle durch einen Punkt dargestellt und jeder Punkt 

dementsprechend durch zwei Werte beschrieben. Eine Region ist eine Population von Zellen, 

die in Bezug auf zwei Kriterien gewisse Eigenschaften erfüllt, und damit auf dem Bildschirm 

als Bereich in Form einer Fläche im Dotplot dargestellt werden kann. In der Region R3 in der 

Abb. 2-4 liegen z.B. alle Zellen, die zur Population der CD3 und TRADD positiven Zellen 

gehören. 

 

 

2.5 Quantitative Auswertungen 

 

Die quantitative Bestimmung der Expression  von TRADD, TRAF2 und FADD wurde 

anhand der durchflusszytometrisch gemessenen Fluoreszenzintensitäten ausgewertet. Die 

Fluoreszenzintensitäten entsprechen aufgrund der logarithmischen Achsenskalierung dem von 

dem Softwareprogramm Cellquest im DotPlot ermittelten geometrischen Mittlewerten (x-

GeoMean) der Punktwolken. Aufgrund der individuellen Unterschiede der 

Leukoztenmorphologie und der damit einhergehenden unterschiedlichen Messeinstellungen 

des FACS-Gerätes war keine direkte Vergleichbarkeit der Werte gegeben. Um die 

Vergleichbarkeit der Fluoreszenzintensitäten der verschiedenen Studienteilnehmer dennoch 

zu gewährleisten, wurde nach folgender Formel die relative Fluoreszenzintensität berechnet: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die gemessene Fluoreszenzintensität von TRADD, TRAF2 bzw. FADD wurde durch die 

unspezifische Fluoreszenz des Isotypes korrigiert und durch die ebenfalls korrigierte 

Positivkontrolle geteilt. Definitionsgemäß wird dabei  die Isotypkontrolle gleich null und die 

Positivkontrolle gleich 1000 gesetzt. 
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Beispiel der Rfi-Berechnung für die TRADD Expression in CD3+-Leukozyten:   

 

Abb. 2-7:Isotypkontrolle :   Abb.2-8: TRADD-Expression in CD3+-  
xGeoMean=3,6       Lymphozyten  xGeoMean=19,7 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 2-9: Positivkontrolle  
xGeoMean =425,2 

 

 

Berechnung laut Formel: 
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2.6 Statistische Auswertungen 

 

Zur Bestimmung der Intra-Assay und Inter-Assay-Präzision wurde  der Variationskoeffizient 

verwendet. Dieser ist mathematisch definiert als: 

 

     V= 100×
MW

SD
;   SD= Standardabweichung; MW=Mittelwert 

 

Die statistischen Auswertungen der Patientenstudie erfolgten durch das Institut für Statistik 

der Universitätsklinik Gießen. 

Zur Datenbeschreibung wurden der Stichprobenumfang (n), der arithmetische Mittelwert 

(MW) und die Standardabweichung (SD) angegeben. 

 

Für die im Rahmen der Patientenstudie durchgeführten Tests wurden folgende statistischen 

Verfahren verwendet:  

• Median-Test, Kruskal-Wallis-Test, Fisher Exakt Test: zur Überprüfung der 

Strukturgleichheit der Gruppen bei der Homogenitätsprüfung. 

• Spearman Korrelationskoeffizient: zur Prüfung des Einflusses des Alters, der 

Krankheitsaktivität und der Krankheitsdauer auf die Proteinexpression der neun zu 

untersuchenden Parameter. 

• Der Wilcoxon Rang Test, der Median Test und der Kruskal Wallis Test zur 

Untersuchung eines Unterschiedes in der Proteinexpression zwischen Untherapierten 

MS-Patienten und gesunden Probanden. 

• Die Multiple Regression zur Prüfung eines signifikanten Unterschiedes und Einflusses 

der Dauer einer Interferontherapie auf die Proteinexpression. 

• Median Test im paarweisen Vergleich zur Prüfung eines Einflusses einer Therapie auf 

die Expression der zu untersuchenden Proteine. 

 

Folgende Bezeichnungen wurden für die Benennung der Signifikanzen verwendet: 

p ≤ 0,05 signifikant 

p > 0,05 nicht signifikant 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Etablierung des intrazellulären Nachweises der Proteinexpression 

von FADD, TRADD und TRAF2 mittels Durchflusszytometrie 

 

Eine der Aufgaben dieser Doktorarbeit bestand in der Etablierung einer 

durchflusszytometrischen Methode zur quantitativen Detektion der intrazellulären 

Proteine TRADD, TRAF2 und FADD in Leukozyten des peripheren Blutes.  

Die Durchflusszytometrie ermöglicht eine quantitative Bestimmung der Expression 

bestimmter mit Fluoreszenzfarbstoffen markierter Proteine einer Zelle. Der Vorteil 

dieser Methode liegt darin, dass die gemessenen Fluoreszenzintensitäten der zu 

untersuchenden Proteine durch extrazelluläre Oberflächenmarkierung gleichzeitig einer 

bestimmten Zellpopulation zugeordnet werden können. Für die Leukozytenisolierung 

aus peripherem Vollblut mittels Ficoll-Separation sowie für die Oberflächenmarkierung 

von CD3, CD14 und CD19 wurden bereits etablierte Verfahren angewandt (Bauer, 

2002). Für die intrazelluläre Markierung war das Protokoll für Durchflusszytometrie für 

die Fix & Perm-Reagenzien der Firma Caltag Laboratories der Ausgangspunkt. 

Basierend auf der Kombination der beiden Protokolle konnte eine einheitliche Methode 

für alle drei Parameter entwickelt und optimiert werden. 

 

3.1.1 Allgemeine Optimierung des Methodenprotokolls 

 

Durch Variation der Konzentration des Antikörpers, der Anzahl von Waschschritten 

zwischen den Antikörperinkubationen, der Inkubationszeit und der Temperatur wurde 

letztendlich das in Kapitel 2.3 dargestellte Versuchsprotokoll entwickelt. Um eine 

Eigenfluoreszenz der verwendeten Antikörper auszuschließen, wurde der Versuch nur 

unter Inkubation des jeweiligen Primärantikörpers Anti-TRADD, Anti-TRAF2 und 

Anti-FADD durchgeführt. Dabei wurde jeweils keine Fluoreszenz gemessen. Außerdem 

wurde der Versuch ohne Zugabe des primären Antikörpers durchgeführt, d.h. nur unter 

Zugabe des sekundären Antikörpers, um eine mögliche unspezifische Färbung durch 

den sekundären Antikörper zu detektieren. Hierbei zeigte sich jeweils ebenfalls kein 

Signal. Zudem wurde bei jeder Messung eine Isotypkontrolle durchgeführt um die 

jeweilige unspezifische Färbung zu erfassen.  
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Auch wurde ein Versuch durch Blocken mit Ziegenserum durchgeführt, um mögliche 

unspezifische Färbungen zu reduzieren. Außer einer Verlängerung der Durchführung 

konnte jedoch kein positiver Effekt erzielt werden, sodass im weiteren Verlauf auf 

diesen Schritt verzichtet wurde. 

 

3.1.2 Reproduzierbarkeit: Intra-Assay und Inter-Assay-Präzision 

 

Damit die Methode später an einem Patientenkollektiv angewendet werde konnte und 

um dabei die Vergleichbarkeit der Werte zu gewährleisten, war es wichtig, die 

Reproduzierbarkeit der Methode zu testen. An verschiedenen Tagen wurde Blut von 

unterschiedlichen Personen abgenommen und nach dem entwickelten Protokoll 

untersucht. Quantitativ wurde die Reproduzierbarkeit der intrazellulären, 

durchflusszytometrischen Messung der Parameter TRADD, TRAF2 und FADD anhand 

der Intra-Assay-Präzision (Varianz innerhalb eines Versuchsansatzes) und Inter-Assay-

Präzision (Varianz zwischen unabhängigen Versuchsansätzen) getestet. Die Präzisionen 

wurden für alle Variablen, die in der Patientenstudie gemessen werden sollten, 

bestimmt. Für die Intra-Assay-Präzision wurden für alle zu untersuchenden Parameter 

Dreifachansätze im Durchflusszytometer gemessen. Für die Inter-Assay-Präzision 

wurden die in der Intra-Assay-Präzision untersuchten Parameter außerdem noch in zwei 

weiteren zeitlich unabhängigen Experimenten untersucht. Die Datenauswertung erfolgte 

anhand der Standardabweichung, des arithmetischen Mittelwertes sowie des Quotienten 

dieser beiden Werte, des so genannten Variationskoeffizienten (VK). Dabei sollte der 

Variationskoeffizient unter 20% liegen, um von einer Reproduzierbarkeit der 

Ergebnisse zu sprechen (Austin und McIntosh 2000; Nomura et al. 2000). Bis auf den 

Parameter TRAF2, für den der VK für CD3
+ 

Leukozyten jedoch auch unterhalb der 

20%-Grenze lag, wurden für die Intra-Assay-Präzision jeweils Werte unter 10% 

gemessen (siehe Tab. 3-1). Für die Inter-Assay-Präzision wurden höhere 

Variationskoeffizienten gemessen, die zum Teil über der bzw. um die 20%-Grenze 

lagen, jedoch immer unter 30% (Tab. 3-2). 
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Tab. 3-1: Normierte Varianz (Variationskoeffizient) innerhalb eines Versuchsansatzes (Intra-
Assay-Präzision). Die Versuchsansätze 1-9 wurden als Triplet angelegt und im 

Durchflusszytometer untersucht. Dargestellt sind der arithmetische Mittelwert (MW), die 

Standardabweichung (SD) und der daraus berechnete Variationskoeffizient (VK). 

 
 

 

 

 

 
Intra-Assay-Präzision 

 

 
MW 

 
SD 

 
VK 
[%] 

1) TRAF2 in CD3+ - Zellen 12,2 1,7 14,0 

2) TRAF2 in CD19+ - Zellen 5,8 0,2 4,1 

3) TRAF2 in CD14+ - Zellen 24,5 0,95 3,9 

4) TRADD in CD3+ - Zellen 19,1 0,9 4,5 

5) TRADD in CD19+ - Zellen 16,1 1,2 7,6 

6) TRADD in CD14+ - Zellen 23,9 2,3 9,7 

7) FADD in CD3+ - Zellen 42,0 2,7 6,4 

8) FADD in CD19+ - Zellen 21,7 1,1 5,1 

9) FADD in CD14+ - Zellen 54,4 5,1 9,4 
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Inter-Assay-Präzision 

 

 
MW  

 
SD 

 
VK 
[%] 

1) TRAF2 in CD3+ - Zellen 10,6 1,4 13,4 

2) TRAF2 in CD19+ - Zellen 6,6 1,1 16,3 

3) TRAF2 in CD14+ - Zellen 21,4 3,4 15,7 

4) TRADD in CD3+ - Zellen 19,9 2,1 10,6 

5) TRADD in CD19+ - Zellen 13,4 2,9 21,5 

6) TRADD in CD14+ - Zellen 26,4 2,4 9,3 

7) FADD in CD3+ - Zellen 36,3 7,9 21,7 

8) FADD in CD19+ - Zellen 20,9 3,3 15,6 

9) FADD in CD14+ - Zellen 41,8 11,7 28,0 

Tab. 3-2: Normierte Varianz (Variationskoeffizient) innerhalb eines Versuchsansatzes 
(Intra-Assay-Präzision). Die Versuchsansätze 1-9 wurden an drei verschiedenen Tagen 

wiederholt und durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind der arithmetische Mittelwert 

(MW), die Standardabweichung (SD) und der daraus berechnete Variationskoeffizient (VK). 
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3.2  Etablierung des intrazellulären, durchflusszytometrischen  

Nachweises des Adaptorproteins RIP 

 

Neben der in Kapitel 3.1 beschriebenen Etablierung der Messung von TRADD, TRAF2 

und FADD sollte anfangs auch noch die Etablierung einer durchflusszytometrischen 

Methode zur Messung eines vierten Parameters, des RIP, erfolgen. Der Ausgangspunkt 

für die Etablierung einer Methode des intrazellulären Nachweises der Expression von 

RIP mittels Durchflusszytometrie war das Protokoll für Durchflusszytometrie der Firma 

Cell Signaling. 

 

3.2.1 Oberflächenmarkierung 

 

Bei der Durchführung des Versuches nach dem Protokoll der Firma Cell Signaling 

konnte bei einer 90%-igen Methanol-Konzentration – das Methanol dient  dabei der 

Permeabilisierung - zwar eine deutliche Signalintensität für RIP, jedoch keine 

Signalintensitäten für die Oberflächenmarker CD3, CD14 und CD19 gemessen werden. 

Daher wurde der Einfluss des Zeitpunktes der Inkubation sowie die Konzentration des 

Antikörpers auf die Oberflächenmarkierung untersucht. Durch Variation des 

Zeitpunktes der Inkubation und durch Erhöhung der Konzentration des 

Oberflächenmarkers ließ sich jedoch ebenfalls keine nachweisbare Signalintensität für 

die Oberflächenmarker erzielen. 

 

Abb. 3-1 und 3-2: RIP-Expression im Vergleich zum Isotyp. Keine Fluoreszenzintensität für 

CD3. 
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3.2.2 Einfluss der Methanolkonzentration auf die Oberflächenmarkierung 

  

Da bei der Permeabilisierung der Zellen mit 90%-igem Methanol zwar die Färbung von 

RIP gelang, aber keine Oberflächenmarkierung, wurde der Einfluss der 

Methanolkonzentration auf die Oberflächenmarker untersucht. Dass die 

Methanolbehandlung ein Problem für die Oberflächenmarkierung ist, wurde in 

mehreren Studien beschrieben (Krutzik und Nolan, 2003; Chow et al., 2005). Chow et 

al. (2001; 2005) zeigten, dass beste Ergebnisse für eine intrazelluläre Proteinexpression 

bei einer Methanol-Konzentration von 90% erzielt wurden. Die Signalintensität des 

Oberflächenmarkers CD3 stieg an, wenn die Methanolkonzentration reduziert wurde 

(Chow et al., 2005). Montag und Lotze (2006) beschrieben zufrieden stellende 

Ergebnisse für die Detektion sowohl der Oberflächenmarkierung als auch intrazellulärer 

Epitope bei einer Methanolkonzentration von 75%, Chow et al. (2005) bei einer 

Methanolkonzentration von 50%. 

Um eine optimale Fluoreszenzintensität bei gleichzeitig zufrieden stellender 

Oberflächenmarkierung für die Expression von RIP in CD3-positiven Leukozyten zu 

erhalten, wurde der Versuch mit Methanol-(MeOH)-Konzentrationen zwischen 90 und 

50% durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass mit abnehmender MeOH-Konzentration die 

CD3-Signalintensitäten deutlich stiegen, bei jedoch gleichzeitiger Abnahme der RIP-

Intensität. Abb. 3-3 bis 3-10 zeigt die Ergebnisse für die CD3- und die RIP-Expression 

im Vergleich zum Isotyp bei MeOH-Konzentrationen von 90%, 70%, 60% und 50%. 

Zuletzt wurde eine Methanolkonzentration von 60% übernommen, die einen 

ausreichenden Unterschied zwischen der Fluoreszenzintensität des Isotyps und des RIP 

gewährleistete. 

 

Abb. 3-3 bis 3-6: Expression von RIP und Oberflächenmarker CD3 bei abnehmender MeOH-
Konzentration  (90%, 70%, 60%, 50 %). (PFA 3%ig).  
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Abb. 3-7 bis 3-10:Isotypkontrolle bei abnehmender MeOH-Konzentration. (PFA 3%ig). 
 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 3-3: Protein-expression von RIP in CD3+ - 
Leukozyten bei abnehmender MeOH-
Konzentration, dargestellt anhand der 
gemessenen Fluoreszenzintensität mit 
Darstellung der Werte der Isotypkontrolle. 

 

 

 

3.2.3  Untersuchung des Einflusses der Konzentration von Paraformaldehyd auf 

die Messung von RIP und der Oberflächenmarker 

 

Um einen möglichen Einfluss der Fixierung auf die Fluoreszenzintensität von RIP und 

die Oberflächenmarker zu untersuchen, wurde der Versuch mit 1%-, 2%- und 3%-igem 

Paraformaldehyd (PFA) durchgeführt. Dabei zeigte sich eine optimale Konzentration 

von PFA von 3% bei einer MeOH-Konzentration von 60% (siehe Abbildung 3-11 bis -

14) 

 

MeOH (%) 
xGeoMean 

Isotyp 

xGeoMean 

RIP 

90 7,3 18,5 

70 5,5 13,9 

60 4,0 10,2 

50 5,7 8,4 
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Abb. 3-11 und 3-12: RIP-Expression in CD3+ - Leukozyten MeOH-
Konzentration 60%,  PFA 1% bzw. 2%. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb.3-13 und 3-14: RIP-Expression in CD3+ - Leukozyten im Vergleich zum 
Isotypbei PFA  Konzentration von 3% und MeOH-Konzentration von 60%. 

 
 
 
 
 
3.2.4 Reproduzierbarkeit 

 

An verschiedenen Tagen wurde teilweise eine deutliche RIP-Expression, aber teilweise 

auch gar kein Unterschied der RIP-Signalintensität im Vergleich zum Isotyp gemessen. 

Da das Experiment jeweils bei gleichem Versuchsaufbau durchgeführt wurde, konnte 

nicht von einer Reproduzierbarkeit gesprochen werden, sodass im Weiteren keine 

Patientenstudie bezüglich RIP durchgeführt wurde. 
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3.3 Patientenstudie 

 

3.3.1  Strukturvergleich der demographischen Daten  

 

Da es sich um eine offene Studie handelt, war eine exakte Anpassung in Bezug auf 

Alter und Geschlecht der Patienten bzw. gesunden Probanden zwischen den Gruppen 

nicht möglich. Zudem unterschieden sich die MS-Patienten hinsichtlich EDSS, 

Krankheitsdauer und Anzahl der Schübe in den letzten 24 Monaten vor Blutentnahme. 

Aus diesem Grund wurde zunächst ein Strukturvergleich der demographischen Daten 

zwischen den Kollektiven durchgeführt: 

Es wurden ausschließlich MS-Patienten in die Studie aufgenommen, die an einem 

schubförmig remittierenden Verlauf  litten. Da lediglich zwei Männer (Tab. 3-6) 

während des gewählten Untersuchungszeitraumes in die Studie eingeschlossen werden 

konnten, wurden diese ganz aus der weiteren statistischen Auswertung 

herausgenommen und letztendlich ausschließlich weibliche Probanden und MS-

Patientinnen vom schubförmig remittierenden Verlauf untersucht.  

Der Strukturvergleich der demographischen Daten zeigte, dass die vier Gruppen sich 

hinsichtlich des Alters, der Krankheitsdauer, des EDSS-Scores (und daraus berechnet 

sich der Progressionsindex) und der Schubanzahl in den letzten 24 Monaten nicht 

signifikant unterschieden (siehe Tab. 3-4 und 3-5): das Alter der untherapierten MS-

Patienten lag im Durchschnitt bei 46,3 Jahren (Min/Max 37,0/55,0) und bei den 

gesunden Probanden bei 44,2 (Min/Max 35/56,0). Bei den therapierten Patienten betrug 

das Alter im Mittel 36,1 Jahre (Min/Max 22,0/51,0) bei den weniger als 15 Monate 

therapierten und 39,3 (Min/Max 29,0/54,0) bei den länger als 15 Monate Therapierten. 

Die Krankheitsdauer betrug bei den untherapierten Patienten im Mittel 10,8 Jahre, bei 

den weniger als 15 Monate mit Interferon beta therapierten Patienten 5,4 Jahre und bei 

den länger als 15 Monate therapierten 8,2 Jahre. Die untherapierten Patienten hatten im 

Durchschnitt einen EDSS von 1,5, einen Progressionsindex von 0,3 und 

durchschnittlich 0,7 Schübe in 24 Monaten. Bei den weniger als 15 Monate therapierten 

Patienten betrug der EDSS 1,6 und der Progressionsindex 0,5. Bei den länger als 15 

Monaten mit Interferon beta therapierten Patienten betrug der Progressionsindex im 

Durchschnitt 0,6, bei einem EDSS von durchschnittlich 2,4 und 1,3 Schüben in 24 

Monaten. 
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Tab. 3-4: Strukturvergleich der Kollektive der untherapierten und der therapierten MS-
Patientinnen und der Gesunden anhand der demographischen Daten. Dargestellt sind der 

MW (arithmetischer Mittelwert) und die SD (Standardabweichung).  
 

Das Alter, die Krankheitsdauer, der EDSS und der Progressionsindex wurden mittels 

Kruskal- Wallis-Test und Mediantest verglichen (P-Werte siehe Tab.3-5); Für die 

Schubanzahl wurde der Fisher`s Exact Test angewandt und eine Wahrscheinlichkeit für 

das beobachtete oder ein extremeres Ereignis von p = 0,118 berechnet und somit 

ebenfalls kein Hinweis für einen Zusammenhang mit der Proteinexpression gefunden. 

 

Tab. 3-5: Ergebnis der Vergleiche (p-Werte) für die vier Gruppen bezüglich Alter, 
Krankheitsdauer, EDSS und Progressionsindex. 

 

 
Gesunde 

 

Untherapierte 
MS-Patienten 

 

 
Therapierte, 
Interferon < 

15 Monate 
 

Therapierte, 
Interferon > 

15 Monate 

n 10 12 8 
 

9 

Alter bei 
Blutentnahme 

(Jahre) 

44,2 ± 

5,9 
46,3 ± 6,6 36,1 ± 10,6 

 

39,3 ± 8,5 

Krankheitsdauer 
(Jahre) 

- 10,8 ± 1,1 5,4 ± 0,01 
 

8,2± 0,3 

EDSS - 1,5 ± 0,6 1,5 ± 1,5 
 

2,4 ± 1,3 

Progressionsindex 
(EDSS/Krankheits- 

Dauer) 
- 0,3 ± 0,5 0,5 ± 0,7 

 

0,6 ± 0,5 

Schübe in den 
letzten 24 Monaten 

vor 
Therapiebeginn 

- 0,7 ± 0,5 1,0 ± 0,5 1,3 ± 1,2 

Variable Kruskal-Wallis-Test Mediantest 

Alter p = 0,049 p = 0,179 

Krankheitsdauer p = 0,231 p= 0,259 

EDSS p = 0,232 p= 0,329 

Progressionsindex p = 0,491 p = 0,193 
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Tab. 3-6: Demographische Daten für die Gruppe der 
therapierten Männer. 

 

 

3.3.2 Korrelationsprüfungen 

 

Unter der Annahme, dass die Expression der drei untersuchten intrazellulären Proteine 

in den unterschiedlichen Leukozytenpopulationen nicht nur durch das Vorliegen einer 

MS beeinflusst werden kann, sondern auch durch weitere Faktoren wie Alter, 

Geschlecht und Krankheitsaktivität, wurde neben dem Vergleich der demographischen 

Daten der verschiedenen Gruppen auch der potentielle Einfluss des Alters, der 

Krankheitsdauer und der klinischen Krankheitsaktivität (durch EDSS und 

Progressionsindex dargestellt) auf die Expression der neun immunologischen Variablen 

untersucht.  

Die Korrelation wurde mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman und 

des entsprechenden Signifikanzniveaus bestimmt. Dabei ist der Korrelationskoeffizient 

eine Maßzahl für die Stärke und Richtung eines linearen Zusammenhanges. Ein 

Koeffizient von 0 steht für keine Korrelation, und ein Koeffizient von ± 1 zeigt eine 

lineare Korrelation. Demzufolge ist die Korrelationswahrscheinlichkeit umso höher, je 

näher die Werte des Koeffizienten an ± 1 liegen. Der Korrelationskoeffizient nach 

Spearman entspricht dem nach Pearson, beruht jedoch nicht auf einem linearen 

 Therapierte, 
Interferon  

< 15Monate 
 

Therapierte, 
Interferon 

 > 15Monate 

n 1 1 

Alter bei 
Blutentnahme 

(Jahre) 

51 48 

Krankheitsdauer 
(Jahre) 

1,0 8,0 

EDSS 3,5 0,0 

Progressionsindex 3,5 0,0 

Schübe in den 
letzten 24 

Monaten/ vor 
Therapiebeginn 

1 1 
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Zusammenhang der Messwerte, sondern auf Rangwerten. Er wird insbesondere bei 

kleinen Stichprobenumfängen angewendet, die nicht auf einer Quantifizierung linearer 

Zusammenhänge beruhen, sondern bei denen eine weitergefasste monotone Assoziation 

von Interesse ist (Sachs, 2006). 

 

3.3.2.1 Einfluss des Alters auf die Proteinexpression der analysierten Parameter 

 

Um den Einfluss des Alters auf die Proteinexpression der untersuchten Parameter zu 

bestimmen, wurde für die Gruppe der gesunden Probanden anhand der statistischen 

Auswertungen der Korrelationskoeffizient nach Spearman und das Signifikanzniveau 

(der p-Wert) für die neun zu untersuchenden Parameter bestimmt.  

Dabei konnte bei vorliegendem Stichprobenumfang keine statistisch signifikante 

Korrelation zwischen der Expression eines der neun Parameter und dem Alter 

festgestellt werden (zur Orientierung siehe Tab. 3-7). Da schon in der Gruppe der 

Gesunden kein Zusammenhang gefunden wurde, konnte davon ausgegangen werden, 

dass auch bei den MS-Patienten kein Zusammenhang zwischen der Proteinexpression 

und dem Alter besteht. 
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Einfluss des Alters auf die Expression der immunologischen Parameter 

bei Gesunden 

Korrelationsprüfung nach Spearman 

 

Expression von TRAF2 in CD3
+ 

- Leukozyten 
 r = -0.15854 
 p = 0.6618 

 n = 10 

 

Expression von TRADD in CD3
+ 

- Leukozyten 
 r = 0.42859 
 p = 0.2497 

 n = 9 

 

Expression von FADD in CD3
+ 

- Leukozyten 
 r = -0.18293 
 p = 0.6130 

 n = 10 

 

Expression von TRAF2 in CD19
+ 

- Leukozyten 
 r = -0.07927 
 p = 0.8277 

 n = 10 

 

Expression von TRADD in CD19
+ 

- Leukozyten 
 r = -0.03659 
 p = 0.9201 

 n = 10 

 

Expression von FADD in CD19
+ 

- Leukozyten 
 r = -0.16464 
 p = 0.6495 

 n = 10 

 

Expression von TRAF2 in CD14
+ 

- Leukozyten 
 r = -0.09147 
 p = 0.8016 

 n = 10 

 

Expression von TRADD in CD14
+ 

- Leukozyten 
 r = -0.05488 
 p = 0.8803 

 n = 10 

 

Expression von FADD in CD14
+ 

- Leukozyten 
 r = 0.04268 
 p = 0.9068 

 n = 10 

Tab. 3-7: Korrelationsprüfung nach Spearman: Alter und Proteinexpression 
bei Gesunden (r=Korrelationskoeffizient nach Spearman, p=Signifikanzniveau, 

n=Stichprobenumfang). 

 

 

3.3.2.2 Einfluss der Krankheitsdauer und der Krankheitsaktivität (EDSS, 

Progressionsindex) auf die Expression der analysierten Parameter 

 

Des Weiteren wurde der Einfluss der Krankheitsdauer und der Krankheitsaktivität der 

Multiplen Sklerose auf die Expression der analysierten Parameter bestimmt. Dazu 
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wurden anhand der statistischen Auswertungen der Korrelationskoeffizient nach 

Spearman und der p-Wert für das Kollektiv der untherapierten MS-Patienten bestimmt.  

Weder für die Krankheitsdauer, noch für den EDSS oder den Progressionsindex konnte 

bei dem vorliegenden Stichprobenumfang eine Korrelation mit der Expression der 

Proteine beobachtet werden (siehe Tab. 3-8).  

 

Einfluss der Krankheitsdauer und Krankheitsaktivität auf die Expression der 

immunologischen Parameter bei untherapierten MS-Patienten 

Korrelationsprüfung nach Spearman 

 KD EDSS PI 

Expression von TRAF2 in CD3
+ 

- 

Leukozyten 

r = 0.33275 
p = 0.2906 

n = 12 

r = 0.26552 
p = 0.4042 

n = 12 

r = -0.04196 
p = 0.8970 

n = 12 

Expression von TRADD in CD3
+ 

- 

Leukozyten 

r = 0.10508 
p = 0.7452 

n = 12 

r = 0.26926 
p = 0.3974 

n = 12 

r = 0.17483 
p = 0.5868 

n = 12 

Expression von FADD in CD3
+ 

- 

Leukozyten 

r = 0.01824 
p = 0.9601 

n = 10 

r = 0.17516 
p = 0.6284 

n = 10 

r = -0.29697 
p = 0.4047 

n = 10 

Expression von TRAF2 in CD19
+ 

- 

Leukozyten 

r = 0.11208 
p = 0.7287 

n = 12 

r = 0.34032 
p = 0.2791 

n = 12 

r = 0.11888 
p = 0.7129 

n = 12 

Expression von TRADD in CD19
+ 

- 

Leukozyten 

r = -0.12259 
p = 0.7043 

n = 12 

r = 0.39642 
p = 0.2020 

n = 12 

r = 0.16084 
p = 0.6175 

n = 12 

Expression von FADD in CD19
+ 

- 

Leukozyten 

r = -0.48632 
p = 0.1541 

n = 10 

r = -0.26599 
p = 0.4576 

n = 10 

r = -0.01818 
p = 0.9602 

n = 10 

Expression von TRAF2 in CD14
+ 

- 

Leukozyten 

r = 0.26667 
p = 0.4879 

n = 9 

r = 0.24371 
p = 0.5274 

n = 9 

r = -0.16667 
p = 0.6682 

n = 9 

Expression von TRADD in CD14
+ 

- 

Leukozyten 

r = 0.03333 
p = 0.9322 

n = 9 

r = 0.12185 
p = 0.7548 

n = 9 

r = -0.26667 
p = 0.4879 

n = 9 

Expression von FADD in CD14
+ 

- 

Leukozyten 

r = -0.46429 
p = 0.2939 

n = 7 

r = -0.07412 
p = 0.8745 

n = 7 

r = -0.03571 
p = 0.9394 

n = 7 

Tab. 3-8: Korrelationsprüfung nach Spearman: Krankheitsdauer bzw. 
Krankheitsaktivität und Proteinexpression bei untherapierten MS-Patienten 

(r=Korrelationskoeffizient nach Spearman, p=Signifikanzniveau, 

n=Stichprobenumfang). 
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Für keine der Variablen FADD, TRADD und TRAF2 in CD3+ 
-, CD14+ 

-  und CD19
+
 - 

Leukozyten konnte eine Korrelation mit dem EDSS, dem Krankheitsverlauf oder dem 

Progressionsindex gefunden werden.  

Die Abbildungen stellen im Folgenden die Korrelation entsprechend der Daten der 

Tabelle 3-8 beispielhaft für die Proteinexpression von TRADD in CD19
+ 

- B-

Lymphozyten in Bezug auf den EDSS bzw. den Progressionsindex und die 

Krankheitsdauer dar. 

 

Abb. 3-15 zeigt die TRADD-Expression, dargestellt auf der y-Achse als relative 

Fluoreszenzintensität, durchflusszytometrisch in B-Lymphozyten bestimmt, im 

Vergleich zum EDSS und zeigt deutlich, dass keine Korrelation besteht, insbesondere 

verdeutlicht durch die unterschiedliche Proteinexpression von sechs Patienten mit einem 

EDSS von 1. 

 

 

 

 
Abb. 3-15: Scatter Plot: Proteinexpression von TRADD in CD19+ - 
B-Zellen und EDSS bei untherapierten MS-Patienten.  

 

 

 

Abb. 3-16 und Abb. 3-17 zeigen die TRADD-Expression, dargestellt auf der y-Achse 

als relative Fluoreszenzintensität, durchflusszytometrisch in B-Lymphozyten bestimmt, 

im Vergleich zum Progressionsindex bzw. zur Krankheitsdauer.  
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Abb. 3-16: Scatter Plot: Proteinexpression von TRADD in CD19+ - B-Zellen 
und Progressionsindex bei untherapierten MS-Patienten.  

 

 
 

Abb. 3-17: Scatter Plot: Proteinexpression von TRADD in CD19+ B-Zellen 
und Krankheitsdauer bei untherapierten  MS-Patienten.  

 

In einem weiteren Schritt wurde dann für die Gruppe der Untherapierten noch einmal 

die partielle Rangkorrelation bestimmt: 

Unter Berücksichtigung eines möglichen Effektes der Krankheitsdauer und des EDSS 

wurde keine Korrelation des Alters mit den 9 Expressionsparametern gefunden. Ebenso 

konnte unter Berücksichtigung eines möglichen Effekts des Alters und des EDSS kein 

Einfluss der Krankheitsdauer auf die Expressionsparameter gefunden werden sowie 
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unter Berücksichtigung eines möglichen Effekts von Alter und Krankheitsdauer kein 

Einfluss des EDSS.  

Entsprechend wurde für die Gruppe der Therapierten die partielle Rangkorrelation 

angewandt, um einen Einfluss des Alters auf die Expression der neun Parameter zu 

untersuchen und dabei den möglichen Effekt der Krankheitsdauer, des EDSS und der 

Therapiedauer zu berücksichtigen. 

Analog wurde die Rangkorrelation für die Krankheitsdauer, den EDSS und die 

Therapiedauer unter Berücksichtigung des möglichen Effektes der jeweiligen anderen 

drei Parameter untersucht. 

Ein Hinweis des Einflusses dieser Faktoren auf die Expression der zu untersuchenden 

Proteine konnte nicht gefunden werden (Siehe Anhang). 

 

3.3.3 Die Proteinexpression von FADD, TRADD und TRAF2 im Vergleich 

zwischen untherapierten MS-Patienten und Gesunden  

 

In der Patientenstudie wurden neun Parameter (die Expression von TRADD, FADD und 

TRAF2, jeweils in B- und T-Lymphozyten sowie in Monozyten) untersucht. Dabei 

wurden für die verschiedenen Gruppen der Mittelwert und die Standardabweichung der 

relativen Fluoreszenzintensität, die über die durchflusszytometrisch gemessenen 

Fluoreszenzintensitäten ermittelt wurde (siehe Kap. 2.3.5), bestimmt. Daraufhin erfolgte 

ein Vergleich der Proteinexpression zwischen untherapierten MS-Patienten und einer 

Gruppe gesunder Kontrollpersonen. 

 

Abbildung 3-18 bis 3-26 zeigt Box Plots für die Expression von FADD, TRAF2 und 

TRADD in CD3
+
-T-Lymphozyten in Abhängigkeit vom Verlauf (Gesunde, 

Untherapierte und mit Interferon beta Therapierte). Auf die Expression der Proteine bei 

den mit Interferon beta Therapierten wird in Kapitel 3.4.2 näher eingegangen.  

 

Expression von FADD, TRAF2 und TRADD in CD3+-T-Lymphozyten 

 

Die deskriptive Statistik zeigte ein erhöhtes Expressionsniveau von TRAF2, TRADD 

und FADD in CD3
+
- Lymphozyten bei untherapierten MS-Patienten vom 

schubförmigen Verlauf im Vergleich zu gesunden Probanden; insgesamt zeigen die 
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gesunden Probanden zudem eine homogenere Verteilung der Expressionswerte (siehe 

Abb. 3-18 bis 3-20). 

 

 

Abb. 3-18: Dargestellt ist ein Box Plot für die Expression von FADD 
(relative Fluoreszenzintensität) in T-Lymphozyten in Abhängigkeit 
vom Verlauf (Gesunde n=10, Untherapierte n=10, Interferon beta-
Therapierte n=8 bzw. 9). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 3-19: Box Plot für die Expression (relative Fluoreszenzintensität)  
von TRAF2 in T-Lymphozyten in Abhängigkeit vom Verlauf. 
(Gesunde n=10, Untherapierte n=12, Interferon beta-Therapierte n=8 
bzw. 9). 
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Abb. 3-20: Box Plot für die Expression (relative 
Fluoreszenzintensität)  von TRADD in T-Lymphozyten in 
Abhängigkeit vom Verlauf. (Gesunde n=9, Untherapierte n=12, 
Interferon beta-Therapierte n=8 bzw. 9). 

 
 
 
 
 

Für die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Rang-Test, der Kruskal-Wallis-

Test und der Median-Test angewendet. Ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die 

Proteinexpression der zu untersuchenden immunologischen Variablen zwischen 

Gesunden und untherapierten MS-Patienten konnte weder für FADD, TRAF2 noch für 

TRADD in CD3+ T-Lymphozyten in einem der drei Tests gefunden werden. 

 

Expression von FADD, TRAF2 und TRADD in CD14+ - Monozyten 

 

Für die Expression der Parameter FADD, TRAF2 und TRADD in Monozyten wurde für 

keine der drei Variablen ein signifikanter Unterschied im Expressionsniveau zwischen 

Untherapierten und Gesunden gefunden. Hier wurde ebenfalls der Wilcoxon-Rang-Test, 

der Kruskal-Wallis-Test und der Median-Test angewandt. (siehe Abb. 3-21 bis 3-23). 
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Abb. 3-21: Box Plot für die Expression (relative 
Fluoreszenzintensität) von FADD in CD14+-Monozyten in 
Abhängigkeit vom Verlauf. (Gesunde n=10, Untherapierte n=7, 
Interferon beta-Therapierte n=8 bzw. 9). 
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Abb. 3-22: Box Plot für die Expression (relative 
Fluoreszenzintensität) von TRAF2 in CD14+-Monozyten in 
Abhängigkeit vom Verlauf. (Gesunde n=10, Untherapierte n=9, 
Interferon beta-Therapierte n=8 bzw. 9). 
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Abb. 3-23: Box Plot für die Expression (relative 
Fluoreszenzintensität) von TRADD in CD14+-Monozyten in 
Abhängigkeit vom Verlauf. (Gesunde n=10, Untherapierte n=9, 
Interferon beta-Therapierte n=8 bzw. 9). 
 

 

Expression von FADD, TRAF2 und TRADD in CD 19+ - B-Lymphozyten 

 

Auch für die Expression der drei intrazellulären Proteine in B-Lymphozyten zeigte die 

deskriptive Auswertung wie in den T-Lymphozyten erhöhte Proteinexpressionen bei 

untherapierten MS-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe der gesunden Probanden 

sowie eine homogenere Verteilung bei Gesunden (siehe Abb. 3-24 bis 3-26).  

 

Für FADD fand sich der Hinweis auf einen signifikanten Unterschied im Wilcoxon 

Two Sample Test  sowie im Kruskal-Wallis-Test für die Proteinexpression in CD19
+
- 

B-Lymphozyten im Vergleich zwischen untherapierten MS-Patienten mit gesunden 

Probanden (p < 0,0185 bzw. p < 0,0191), dieser Unterschied konnte im Median-Test 

jedoch nicht bestätigt werden (p<0,0812). 
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Abb. 3-24: Box Plot für die Expression (relative 
Fluoreszenzintensität)  von FADD in CD19+ - B-Lymphozyten in 
Abhängigkeit vom Verlauf. (Gesunde n=10, Untherapierte n=10, 
Interferon beta-Therapierte n=8 bzw. 9). 

 
 

Wie für die Expression von FADD konnte für TRAF2 in CD19
+
 - B-Lymphozyten im 

Wilcoxon Two Sample Test  sowie im Kruskal-Wallis-Test der Hinweis auf einen 

signifikanten Unterschied in der Proteinexpression zwischen gesunden Probanden und 

untherapierten MS-Patienten bei einem p-Wert von 0,030 bzw. 0,0296 gefunden 

werden. Auch dieses wurde jedoch nicht im Median-Test bestätigt (p<0,0943). 
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Abb. 3-25: Box Plot für die Expression (relative 
Fluoreszenzintensität) von TRAF2 in CD19+ B-Lymphozyten in 
Abhängigkeit vom Verlauf. (Gesunde n=10, Untherapierte n=12, 
Interferon beta-Therapierte n=8 bzw. 9). 
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Die Proteinexpression von TRADD in CD19
+
 - B-Lymphozyten war im Vergleich von 

untherapierten RR-MS-Patienten mit gesunden Probanden bei Verwendung des 

Wilcoxon Two Sample Tests sowie des Kruskal-Wallis-Tests sowie des Median-Tests 

erhöht (p < 0,0206 (Wilcoxon Two Sample Test), p < 0,0210, Kruskal-Wallis Test, bzw. 

0,0121,Median-Test; s. Abb. 3-26; Tab. 3-9), was auf einen Unterschied zwischen den 

Gruppen hindeutet.  
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Abb. 3-26: Box Plot für die Expression (relative Fluoreszenzintensität) von 
TRADD in CD19+ - B-Lymphozyten in Abhängigkeit vom Verlauf. 
Deutlicher Hinweis auf einen signifikanten Unterschied zwischen 
Gesunden und Untherapierten (p<0,0210, Kruskal Wallis Test; p<0,0121, 
Median Test). (Gesunde n=10, Untherapierte n=12, Interferon beta-
Therapierte n=8 bzw. 9). 
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Tab. 3-9: Auflistung der Signifikanzen zwischen Gesunden und Untherapierten 
für die neun Parameter. 

 
 
 
 
 
 

3.3.4 Einfluss einer Interferon beta–Therapie auf die Proteinexpression von 

FADD, TRADD und TRAF2 

 

In einem zweiten Schritt sollte neben dem Vergleich untherapierter MS-Patienten mit 

einer Kontrollgruppe gesunder Probanden zudem der Einfluss einer Interferonbeta-

Therapie auf die Expression der ausgewählten Proteine untersucht werden. Dazu 

wurden Patienten in die Untersuchung eingeschlossen, die zum einen zwischen 6 und 15 

Monaten und zum anderen zwischen 15 und 24 Monaten mit Interferon beta therapiert 

worden waren. Dabei wurde entweder das Präparat Betaferon oder das Präparat Rebif 

eingesetzt. Patienten, die mit Avonex therapiert wurden, sind nicht in die Studie 

eingeschlossen worden. 

Mittels multipler Regression wurde für jeden der neun Parameter der Einfluss des 

Alters, der Therapiedauer, des EDSS-Wertes und der Krankheitsdauer auf die 

Proteinexpression getestet. 

Mittels Multipler Regression konnte kein signifikanter Nachweis eines Einflusses der 

Therapiedauer mit Interferon auf die Expression der Parameter erbracht werden. 

Parameter Gesunde ‒ Untherapierte 

FADD in CD3+ Lymphozyten n.s 

TRADD in CD3+ Lymphozyten n.s 

TRAF2 in CD3+ Lymphozyten n.s 

FADD in CD14+Lymphozyten n.s 

TRADD in CD14+ Lymphozyten n.s 

TRAF2 in CD14+ Lymphozyten n.s 

FADD in CD19+ Lymphozyten n.s 

TRADD in CD19+ Lymphozyten 

p = 0.0206 (Wilcoxon Two Sample Test) 

p = 0.0210 (Kruskal-Wallis Test) 

p = 0,0121 (Median Test) 

TRAF2 in CD19+ Lymphozyten n.s 
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Da aber insbesondere auch der Vergleich der Proteinexpressionen zwischen 

Therapierten und Untherapierten Probanden von Interesse waren, erfolgte in einem 

weiteren Schritt ein Vergleich aller 4 Gruppen (Gesunde Probanden, Untherapierte MS-

Patienten, weniger als 15 Monate und länger als 15 Monate Therapierte MS-Patienten) 

bezüglich der 9 Parameter. Da wir keinen Hinweis auf einen deutlichen Effekt von 

Alter, Krankheitsdauer, EDSS und Therapiedauer auf die Expressionsparameter 

gefunden haben (s. Korrelationsprüfung Kapitel 3.3.3.2) ist ein Vergleich möglich. 

Wie den Boxplots zu entnehmen ist, kann nicht von einer gleichen Form der 

Wahrscheinlichkeitsverteilungen ausgegangen werden, sodass der Median Test zum 

Vergleich aller 4 Gruppen angewendet wurde. 

 

Hierbei fanden sich Hinweise für globale Unterschiede für die Parameter CD3 und 

CD19 TRADD sowie für CD19 TRAF2 (Tab. 3-10). 

 

 

 

 

Tab. 3-10: Übersicht über den Vergleich der vier 
Gruppen bezüglich der neun Expressionsparameter. 
P-Wert: Mediantest. 

 

 

Variable 
p-Wert Median-

Test 

TRAF2 in CD3+ Lymphozyten 0.5790 

TRADD in CD3+ Lymphozyten 0.0311 

FADD in CD3+ Lymphozyten 0.5664 

TRAF2 in CD19+ Lymphozyten 0.0419 

TRADD in CD19+ Lymphozyten 0.0537 

FADD in CD19+ Lymphozyten 0.2079 

TRAF2 in CD14+ Lymphozyten 0.5840 

TRADD in CD14+ Lymphozyten 0.2549 

FADD in CD14+ Lymphozyten 0.1776 
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In einem weiteren Schritt wurden im paarweisen Vergleich jeweils zwei Gruppen mit 

Hilfe des Mediantestes verglichen. Das multiple Testen wurde hier mit Hilfe der 

Bonferroni-Holm Methode berücksichtigt. 

 

Der paarweise Vergleich der vier Gruppen für die Expression von TRADD in CD3+ 

Lymphozyten ergab Hinweise auf Unterschiede zwischen der Gruppe der 

Untherapierten verglichen mit den länger als 15 Monate therapierten Probanden, Tab 3-

11: 

 P-Wert Median Test 

Gesund vs Untherapiert 0,2679 

Gesund vs Interferon<15Monate 0,8241 

Gesund vs Interferon > 15 Monate 0,6469 

Untherapiert vs Interferon < 15 Monate 0,3736 

Untherapiert vs Interferon > 15 Monate 0,0046 

Interferon <15 Monate vs > 15 Monate 0,8241 

 

 

 

Der paarweise Vergleich der vier Gruppen für die Expression von TRAF2 in CD19+ 

Lymphozyten ergab Hinweise auf Unterschiede zwischen der Gruppe der 

Untherapierten verglichen mit den länger als 15 Monate therapierten Probanden, Tab 3-

12: 

 P Wert Median Test 

Gesund vs Untherapiert 0,0943 

Gesund vs Interferon<15Monate 1,000 

Gesund vs Interferon > 15 Monate 0,8137 

Untherapiert vs Interferon < 15 Monate 0,3736 

Untherapiert vs Interferon > 15 Monate 0,0046 

Interferon <15 Monate vs > 15 Monate 0,2433 

 

 

Der paarweise Vergleich der vier Gruppen für die Expression von TRADD in CD19+ 

Lymphozyten ergab Hinweise für Unterschiede zwischen der Gruppe der Gesunden 
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verglichen mit den Untherapierten (s.o.) sowie zwischen der Gruppe der Untherapierten 

verglichen mit den länger als 15 Monate therapierten Probanden, Tab 3-13: 

 

 P Wert Median Test 

Gesund vs Untherapiert 0,0121 

Gesund vs Interferon<15Monate 0,3566 

Gesund vs Interferon > 15 Monate 0,2579 

Untherapiert vs Interferon < 15 Monate 0,3736 

Untherapiert vs Interferon > 15 Monate 0,0489 

Interferon <15 Monate vs > 15 Monate 0,2433 

 

Aufgrund der Hinweise auf Unterschiede der Expressionen von TRADD und TRAF 2 

in B-Lymphozyten wurden die Daten wurden in einem letzten Schritt bezüglich eines 

Zusammenhanges der Expression von TRADD und TRAF2 in CD19 B-Lymphozyten 

mit der Schubhäufigkeit bei untherapierten und therapierten Frauen untersucht. Ein 

Hinweis auf einen Zusammenhang konnte nicht gefunden werden. 
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4. Diskussion 

 

Im Zentrum dieser Arbeit stand die Analyse der Expression der Proteine FADD, 

TRADD, TRAF2 und RIP, die in der Signaltransduktion der TNF-Superfamilie eine 

wesentliche Rolle spielen und insbesondere an der Signaltransduktion des TNF-α über 

die TNF-Rezeptoren 1 und 2 beteiligt sind. Die komplexe Rolle von TNF-α in der 

Pathogenese der Multiplen Sklerose zeigte sich insbesondere in klinischen Studien mit 

TNF-α-Inhibitoren (z.B. Lenercept), die entgegen der Erwartungen zu einer 

Exazerbation des Krankheitsverlaufes führten (The Lenercept Multiple Sclerosis Study 

Group, 1999). 

Über die TNF-α-vermittelte Signaltransduktion werden Inflammation und Apoptose 

gesteuert (Hsu et al, 1996 a,b). In der Pathogenese der MS scheint ein Ungleichgewicht 

bzw. ein veränderter Ablauf dieser Transduktionswege vorzuliegen (Reuß et al., 2009). 

Die Apoptose spielt bei der MS eine duale Rolle: Zum einen werden autoreaktive T-

Zellen beim Gesunden durch Apoptose eliminiert, bei der MS scheint hier eine 

Fehlregulation vorzuliegen. Eine Reduktion bzw. eine Resistenz gegenüber der 

Apoptose in Leukozyten führt zu einer verlängerten Lebensdauer von Leukozyten, 

insbesondere autoreaktiver T-Zellen aber auch autoreaktiver B-Zellen, und somit zu 

einer vermehrten Migration dieser Zellen in das ZNS und damit einhergehend einer 

längeren Persistenz der Inflammation (Gomes et al., 2003). Neben der über TNFR1-

vermittelten Apoptose scheinen T-Zellen von MS-Patienten auch gegenüber der CD95-

abhängigen Apoptose resistenter zu sein als gesunde Individuen (Macchi et al., 1999; 

Pender, 1998; Segal und Cross, 2000). 

Auf der anderen Seite führt eine Hochregulation der TNF-Rezeptoren in 

Oligodendrozyten bei der MS zu einer vermehrten Apoptose der Oligodendrozyten und 

damit zur Demyelinisierung (Arnett et al., 2001). 

Über das Verhalten von FADD, TRADD, TRAF2 und RIP bei der MS ist bisher wenig 

bekannt. Erste Ergebnisse sind in unserer Forschungsgruppe erzielt worden. Mittels 

quantitativer PCR wurden die Expression von FADD, TRADD, TRAF2 und RIP in 

Leukozyten des peripheren Blutes bei Patienten mit RR-MS, SP-MS und PP-MS sowie 

einer Gruppe gesunder Probanden untersucht. Die Ergebnisse zeigten insbesondere eine 

erhöhte Genexpression von TRAF2 und FADD bei RR-MS-Patienten (Reuß et al., 

2007).  
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Diese Ergebnisse sind Grundlage der vorliegenden Arbeit. Es sollte auch auf 

Proteinebene die Expression der vier Proteine in den einzelnen Leukozyten-

Subpopulationen untersucht werden. 

 

 

4.1 Etablierung der durchflusszytometrischen Methode 

 

Zunächst bestand die Aufgabe darin, eine geeignete Methode zur Detektion der 

intrazellulären Proteine FADD, TRADD, TRAF2 und RIP in Leukozyten des 

peripheren Blutes zu etablieren. Zur Auswahl standen unter anderen die Verfahren der 

Durchflusszytometrie und des Western Blots, die beide eine Detektion von Proteinen in 

der Zelle ermöglichen.  

Die Durchflusszytometrie wurde gewählt, weil mit ihr die gleichzeitige Detektion von 

Proteinen sowohl auf der Zelloberfläche als auch in der Zelle möglich ist. Durch die 

gleichzeitige Markierung von extrazellulären und intrazellulären Proteinen ist es im 

Gegensatz zum Western Blot möglich zwischen bestimmten Zellpopulationen zu 

unterscheiden, sodass in der vorliegenden Arbeit die Proteinexpression der 

intrazellulären Proteine FADD, TRADD und TRAF2 durch Oberflächenmarkierung der 

Rezeptoren CD3, CD14 und CD19 den unterschiedlichen Zellpopulationen der 

Leukozyten zugeordnet werden konnte. Neben der Zellpopulationszuordnung und der 

Messung auf Einzelzellebene ist bei dieser Technik weiterhin die Analyse einer großen 

Zellzahl innerhalb kürzester Zeit von Vorteil. Im Gegensatz zum Western Blot sind 

zudem quantitative Aussagen möglich.  

Nachteile der durchflusszytometrischen Methode stellte vor allem die durch die 

mehrfachen Inkubationen und Waschschritte bedingte lange Versuchsdurchführung dar. 

Zum anderen musste das entnommene Blut immer sofort verarbeitet werden, sodass 

eine Lagerung der Proben über mehrere Tage nicht möglich war. 

 

Optimaler Versuchsaufbau und Abläufe 

Die Isolierung der Leukozyten aus peripherem Blut sowie die Oberflächenmarkierung 

von CD3, CD19 und CD14 wurden gemäß einem schon bestehenden Protokoll 

durchgeführt. Darauf aufbauend wurde das Protokoll modifiziert, um ebenfalls die 

intrazellulären Moleküle der TNF-Signaltransduktionskaskade zu detektieren. 
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Antikörperwahl: Bei allen Antikörpern wurden polyklonale gewählt, der Vorteil liegt 

insbesondere beim Nachweis sehr kleiner Moleküle mit wenigen Epitopen. Ein Nachteil 

ist eine gewisse Unspezifität durch Kreuzreaktionen. 

Des Weiteren wurden mit Fluoreszenzfarbstoff markierte Sekundärantikörper gewählt. 

Im Gegensatz zu direkt fluoreszenzmarkierten Antikörpern erreicht man so eine 

Signalverstärkung, insbesondere bei Detektion von Molekülen in der Zelle. Ein Nachteil 

der indirekten Markierung ist jedoch die erhöhte unspezifische Bindung. 

Um eine unspezifische Bindung auszugleichen, wurde bei jeder Messung eine so 

genannte  Isotypenkontrolle mitgeführt. Mittels der Isotypenkontrolle wird die 

unspezifische Bindung bestimmt und in die Berechnung der relativen 

Fluoreszenzintensität mit einbezogen. 

Durch Variation verschiedener Parameter (wie z.B. Konzentration des Antikörpers, 

Waschschritte etc.) konnte letztendlich ein optimales Methodenprotokoll für alle drei 

Parameter erstellt und erstmals eine durchflusszytometrische Methode zur Detektion der 

intrazellulären Proteine FADD, TRADD und TRAF2 in Leukozyten des peripheren 

Blutes entwickelt werden.  

 

Reproduzierbarkeit 

Damit das entwickelte Methodenprotokoll schließlich für die geplante Patientenstudie 

angewendet werden konnte, musste auch die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse 

getestet werden. Um quantitative Aussagen treffen zu können, wurde die 

Reproduzierbarkeit über die Ermittlung der biologisch (individuell-) und technisch 

bedingten Varianzen, die Intra-Assay-Präzision und die Inter-Assay-Präzision, 

kontrolliert. Damit Reproduzierbarkeit vorliegt, sollte der Variationskoeffizient unter 

20% liegen (Austin und McIntosh, 2000; Nomura et al., 2000). Für die Intra-Assay-

Präzision lagen die Werte deutlich unter 20%, und bis auf diejenigen für TRAF2 in 

CD3-Lymphozyten auch unter 10%. Für die Inter-Assay-Präzision wurden höhere 

Variationskoeffizienten bestimmt, die jedoch größtenteils unter 20% bzw. um 20% 

lagen. Lediglich für die FADD-Expression in CD14+ - Leukozyten wurde ein VK von 

28% bestimmt. Insgesamt lässt sich von einer Reproduzierbarkeit sprechen, höhere 

Variationskoeffizienten bei der Inter-Assay-Präzision können auf biologische 

Schwankungen an verschiedenen Tagen und nicht exakt dieselben 
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Untersuchungsbedingungen wie nicht zu beeinflussende Außentemperaturen 

zurückzuführen seien. 

Zur Erhaltung der Reproduzierbarkeit wurde bei Messung der Patienten-Blutproben 

immer strikt nach dem entwickelten Methodenprotokoll vorgegangen. Alle Blutproben 

wurden immer innerhalb von 3 Stunden nach der Blutentnahme verarbeitet (Förster, 

2004). 

 

RIP 

Da neben TRADD, TRAF2 und FADD auch RIP eine entscheidende Rolle in der 

Signaltransduktion durch TNF-α spielt, sollte auch die Etablierung einer 

durchflusszytometrischen Methode zur Detektion dieses Proteins erfolgen. Der 

Antikörper wurde von der Firma Cell Signaling gewählt und es wurde nach dem 

beiliegenden Protokoll vorgegangen. Dabei konnte anfangs eine zufriedenstellende 

Signalintensität für RIP gemessen werden, jedoch bei einer Methanolkonzentration von 

90% keine für die Oberflächenmarker, sodass es eine Zuordnung zur jeweiligen 

Zellpopulation nicht möglich gewesen ist. Chow et al. (2001; 2005) sowie Krutzik und 

Nolan (2003) beschrieben, dass die Methanolbehandlung ein Problem für die 

Oberflächenmarker darstellt. Aus diesem Grund wurden Methanolkonzentrationen 

zwischen 50 und 90% untersucht und es zeigte sich eine zufriedenstellende 

Signalintensität für RIP bei einer Konzentration von 60%. Mit abnehmender MeOH-

Konzentration stiegen die CD3-Signalintensitäten deutlich, bei jedoch gleichzeitiger 

Abnahme der RIP-Intensität. Entsprechend verhielt es sich mit dem Isotyp. Insgesamt 

lag im Verlauf jedoch keine Reproduzierbarkeit dieses Experimentes vor. Aus zeitlichen 

Engpässen wurde in der Patientenstudie dann letztendlich nur die Proteinexpression der 

anderen Parameter FADD, TRADD und TRAF2 untersucht. 

 

 

4.2 Patientenstudie 

  

4.2.1 Bewertung des Studiendesigns und der demographischen Daten 

 

Die neu etablierte durchflusszytometrische Methode sollte darauffolgend im Rahmen 

einer Patientenstudie angewendet werden. Da bisher wenig über die Bedeutung der 
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Parameter FADD, TRADD und TRAF2 in der Pathogenese der MS bekannt ist, war es 

zunächst einmal von Interesse, in einer Querschnittstudie untherapierte MS-Patienten 

mit gesunden Probanden zu vergleichen und zu untersuchen, ob die Parameter 

gegebenenfalls als Diagnose- oder Aktivitätsmarker einer MS dienen könnten. Des 

Weiteren wurde in einem zweiten Schritt ein möglicher Einfluss einer Therapie mit 

Interferon-beta auf die Expression der Proteine und gegebenenfalls die Eignung als 

Surrogatmarker eines Therapieerfolgs untersucht.  

Alle in der Studie untersuchten Patienten wiesen einen schubförmig remittierenden 

Verlauf auf und erfüllten die in Kapitel 2.2 beschriebenen Ein- und Ausschlusskriterien. 

Da es sich bei der vorliegenden Studie um eine offene, nicht randomisierte 

Querschnittstudie handelte, konnte eine vollständige Strukturgleichheit der 

unterschiedlichen Kollektive nicht gewährleistet werden, sodass im Nachhinein eine 

Homogenitätsprüfung durchgeführt wurde.  

Da lediglich zwei Männer in dem gewählten Zeitraum in die Studie eingeschlossen 

werden konnten, wurden diese letztendlich nicht in der statistischen Auswertung 

berücksichtigt. Die RRMS ist die am häufigsten auftretende Form der MS und betrifft 

vor allem das weibliche Geschlecht.  

 

Ein Problem der statistischen Auswertung stellte vor allem der relativ kleine 

Stichprobenumfang dar. In dem gewählten Zeitraum wurden alle Patienten, die sich in 

der MS-Sprechstunde der Neurologischen Klinik des Universitätsklinikums Gießen 

vorstellten und die Einschlusskriterien erfüllten, in die Studie eingeschlossen. Patienten 

im akuten Schub (± 3 Monate) wurden nicht in die vorliegende Studie aufgenommen, da 

hierdurch ein Einfluss auf die Expression der untersuchten Proteine möglich ist und 

diese Fragestellung in einer eigenständigen Arbeit untersucht werden sollte. Da die 

Therapieempfehlungen mittlerweile schon bei Erstmanifestation den Beginn einer 

Basistherapie vorsehen (Jacobs et al., 2000; Comi et al., 2001a; Miller, 2004), waren die 

Bedingungen für die Rekrutierung untherapierter Patienten erschwert. Zudem mussten 

die Proben - wie bereits oben erwähnt - innerhalb von 3 Stunden nach Blutentnahme 

verarbeitet werden und bei etwaigen technischen Fehlern des Gerätes konnten die 

Ergebnisse nicht verwertet werden.  

Letztendlich konnten jedoch 10 untherapierte Patienten, die die Einschluss- und 

Ausschlusskriterien erfüllten, in die Studie eingeschlossen werden. 
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4.2.1.1 Betrachtung des Alters zwischen den vier Kollektiven 

 

Mittels der Homogenitätsprüfung konnte kein Unterschied der vier Gruppen in Bezug 

auf das Alter gefunden werden. Da aber aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs das 

Vorliegen eines Unterschiedes nicht sicher ausgeschlossen werden konnte, erfolgte in 

einem weiteren Schritt eine Korrelationsprüfung. Mithilfe des Korrelationskoeffizienten 

nach Spearman konnte bei vorliegendem Stichprobenumfang gezeigt werden, dass das 

Alter keinen Einfluss auf die Proteinexpression von FADD, TRADD und TRAF2 in 

CD3+, CD14+ und C19+ Leukozyten zu haben scheint. Ebenso verhielt es sich in der 

Gruppe der Therapierten wo mittels partieller Rangkorrelation zusätzlich der Einfluss 

von Krankheitsdauer und EDSS berücksichtigt wurde.  

Unterschiedliche Studien bezüglich verschiedener Komponenten der TNF-

Signaltransduktionskaskade sowie  der  Signaltransduktion über FAS in Zellen des 

peripheren Blutes konnten keinen Einfluss des Alters auf die Expression dieser 

Parameter nachweisen (Gomes et al., 2003; Martino et al.; 1997), sodass man 

mutmaßen könnte, dass es sich bei den weiteren Beteiligten der Signaltransduktion 

kongruent verhält und somit gut mit dem vorliegenden Ergebnis vereinbar ist.  

 

4.2.1.2 Betrachtung der Krankheitsaktivität anhand EDSS und Progressionsindex 

sowie der Krankheitsdauer bezüglich der drei Gruppen der Erkrankten 

 

Unter Anwendung der Korrelationsprüfung nach Spearman und der partiellen 

Rangkorrelation wurde ebenfalls der Einfluss der Krankheitsaktivität (gemessen an 

EDSS und Schubzahl bzw. Progressionsindex) und der Krankheitsdauer untersucht. 

Auch hier konnte kein signifikanter Hinweis auf einen Unterschied gefunden werden, 

was ebenfalls gut mit der in Kapitel 4.2.1.1 aufgeführten Studien vereinbar ist (Martino 

et al., 1997; Gomes et al.; 2003).  

Wenn man die einzelnen Parameter in den unterschiedlichen Kollektiven genauer 

betrachtet, fällt allerdings auf, dass der Mittelwert des EDSS bei den länger als 15 

Monaten therapierten Patienten z.B. deutlich höher ist als bei den untherapierten 

Patientinnen. Ähnlich verhält es sich mit dem Progressionsindex. Auf der anderen Seite 

ist die Krankheitsdauer bei den Untherapierten länger als bei den Therapierten. Eine 

geringere Kranheitsaktivität bei untherapierten ist auch aus anderen Studien bekannt, 
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und lässt sich am ehesten mit der Tatsache erklären, dass MS-Patienten mit einer 

geringeren Krankheitsaktivität sich eher gegen eine Therapie entscheiden und somit 

Patienten ohne Therapie eher eine längere Krankheitsdauer aufweisen (Visser und van 

der Zande; 2011). Ein signifikanter Unterschied ist in dieser Arbeit zwischen den 

Gruppen allerdings nicht zu finden, ebenso keine Korrelation mit der Expression der zu 

untersuchenden Parameter. Gut verdeutlicht wird die fehlende Korrelation mit den 

Expressionsparametern auch, wenn man die Scatter Plots im Ergebnisteil betrachtet 

(siehe Kapitel 3.3.2.2 bzw. Anhang), die sehr schön darstellen, dass bei fehlender 

Linearität die Expression der Parameter nicht von Alter oder Krankheitsaktivität und -

dauer abhängt. 

 

4.2.2 Vergleich gesunder Probanden mit untherapierten MS-Patienten 

 

In der Querschnittstudie wurde die Expression der Proteine FADD, TRADD und 

TRAF2 in CD3+, CD14+ und CD19+ Leukozyten bei Gesunden und untherapierten RR-

MS-Patienten untersucht. Da bisher wenig über die Expression dieser Parameter bei der 

MS bekannt ist, diente die Studie der Abklärung, ob MS-Patienten grundsätzlich eine 

andere Expression der untersuchten Proteine zeigen. Dies könnte zum einen einem 

besseren Verständnis der Pathogenese der MS dienen und zum anderen neue 

Möglichkeiten bei der Diagnosestellung aufweisen. 

Zunächst erfolgte dabei die deskriptive statistische Auswertung der gemessenen Daten. 

Anhand der durchgeführten Homogenitäts- und Korrelationsüberprüfungen konnte 

belegt werden, dass die unterschiedlichen Proteinexpressionen zwischen Gesunden und 

Untherapierten nicht auf einer unterschiedlichen Altersstruktur der beiden Gruppen 

beruhen (siehe oben).  

Die deskriptive Statistik der in dieser Arbeit ermittelten Daten zeigte erhöhte mittlere 

Expressionswerte der drei untersuchten Proteine in T- und B-Lymphozyten bei 

Untherapierten im Vergleich zu gesunden Probanden, ein Hinweis auf einen 

signifikanten Unterschied war aber lediglich für TRADD in CD19+ B Lymphozyten zu 

finden.  

Bei der Multiplen Sklerose liegt ein Ungleichgewicht zwischen Apoptose und 

Inflammation mit Verschiebung zu Inflammation und Zellüberleben vor. Man geht 
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davon aus dass autoreaktive Lymphozyten, die gegen Apoptose in einem gewissen Maß 

resistent sind, eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der MS spielen. 

Generell wäre somit ein erhöhtes Expressionsniveau mit einer erhöhten 

inflammatorischen Aktivität bei RR-MS Patienten erklärbar. Lange bekannt ist eine 

vermehrte TNF alpha Expression im Serum und Liquor sowie in MS-Läsionen bei 

Patienten mit Multipler Sklerose (Sharief, 1991). Die Interaktion von TRADD mit 

TNFR1 ist TNF alpha abhängig (Hsu et al., 1996 a). Mittels Gadolinium 

Anreicherungen konnte kernspintomographisch bei RR-MS Patienten ohne akutem 

Schubereignis eine subklinisch erhöhte inflammatorische Aktivität nachgewiesen 

werden (Harris et al., 1991). Bei Inflammation und vermehrter TNF alpha Produktion 

kommt es zu einer vermehrten Aktivierung der TNF-Kaskade und damit unter anderen 

zur Rekrutierung der Adaptormoleküle TRADD, TRAF2 und auch FADD über 

TRADD. Der in dieser Arbeit erhobene Befund ist möglicherweise mit einer 

darauffolgenden vermehrten Expression der beteiligten 

Signaltransduktionskomponenten im Rahmen einer chronischen Inflammation zu 

vereinbaren. 

Weiterhin fällt auf, dass bei den Gesunden ein insgesamt homogeneres 

Verteilungsmuster der Expressionen vorliegt. Martino et al. untersuchten 1997 im 

peripheren Blut die Expression von TNF alpha, TNFR1 und 2 auf mRNA Ebene sowie 

die löslichen Formen im Serum über ein Jahr. Dabei zeigte sich eine starke Fluktuation 

der Expressionen dieser Parameter auf mRNA Ebene im Verlauf der Erkrankung und 

einem Ansteigen bei vermehrter Krankheitsaktivität ohne signifikanten Unterschied in 

Hinsicht auf gesunde Vergleichsprobanden. Bei Gesunden fand sich diese Fluktuation 

nicht. Gut vorstellbar ist, dass es sich mit den Molekülen auf Proteinebene im weiteren 

Verlauf  der Signaltransduktion ebenso verhält, dass auch die weiteren Proteine der 

TNF Signaltransduktionskaskade in den Leukozyten des peripheren Blutes bei MS 

Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung unterschiedlich stark 

exprimiert werden. Das könnte wiederum das inhomogenere Verteilungsmuster bei MS 

Patienten im Vergleich mit gesunden Probanden erklären.  

In den folgenden Kapiteln sollen die Funktionen und Expressionen der einzelnen 

Adaptormoleküle zwischen untherapierten und gesunden Probanden noch einmal im 

Einzelnen diskutiert werden. 
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4.2.3 Die Expression von FADD bei Untherapierten Patienten im Vergleich zu 

Gesunden 

 

FADD ist ein 23kDA schweres Protein, über die „death domain“ interagiert FADD als 

Adaptormolekül mit weiteren DD-tragenden Rezeptoren und Adaptormolekülen. FADD 

führt nach Aktivierung der Signaltransduktion über die Rezeptoren Fas und DR3 unter 

Rekrutierung der Kaspasen 8 und 10 und Aktivierung weiterer Prokaspasen zur 

Apoptose, insbesondere bei Überexpression (Chinnaiyan et al., 1995; Bannhart et al.,  

2003). In der Signaltransduktion des TNFR1 hingegen ist die Rekrutierung des 

Adaptormoleküls TRADD für die Interaktion mit FADD essentiell und führt im 

Weiteren zur Aktivierung der Apoptosekaskade (Hsu et al., 1996a; Zheng et al., 2006). 

Reguliert werden die Abläufe über verschiedenste Mechanismen insbesondere über 

Apoptoseinhibitoren wie z.B. cFLIP (Krueger et al., 2003). 

Neben seiner Apoptose auslösenden Funktion hat man eine weitere Anzahl an nicht 

apoptotischen Funktionen von FADD nachweisen können, unter anderem ist es an der 

Embryogenese, in der Hämatopoese und in der Tumorgenese involviert (Schinske et al., 

2011). Dabei zeigten Schinske et al., dass hohe FADD Level in phosphorylierter Form 

in Tumorzellen mit einer gesteigerten Aktivierung von antiapoptotischen Faktoren 

korrelieren. Diese Wege sind allerdings noch kaum verstanden. 

Gomes et al. zeigten 2003, dass in den Zellen des peripheren Blutes bei Patienten mit 

schubförmig remittierendem Verlauf der MS insbesondere in CD4+T-Zellen eine 

Hochregulation der Genexpression von CD95 (FAS) und seinem CD95 ligand, die 

wiederum FADD in der weiteren Signaltransduktion rekrutieren,  sowie dem 

Apoptoseinhibitor cFLIP zu finden ist und werteten dies im Sinne einer gestörten/ 

resistenten Apoptose in den peripheren Zellen des Blutes bei RRMS Patienten. 

In unserer Forschungsgruppe erfolgte auf mRNA Ebene (aus Leukozyten des 

peripheren Blutes isoliert), ein Vergleich der Genexpression von FADD zwischen 

Untherapierten und Gesunden, des Weiteren zwischen den verschiedenen 

Verlaufsformen der MS. Dabei ergaben sich Hinweise auf eine gesteigerte 

Genexpression von FADD bei RRMS im Vergleich zu gesunden Probanden (Rühlmann, 

2012). Auf der Ectrims  wurde 2010 ein Poster präsentiert, das die Genexpression von 

FADD, TRADD, TNFR1, FAS und cFLIP bei Patienten mit RRMS im peripheren Blut 

beschreibt (Budde et al., 2010). Hier fand sich insbesondere eine Hochregulation der 
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RNA-Expression von FADD und TRADD im Schub sowie eine Verminderung der 

Expression von FAS und Caspase 8. Im Vergleich zu gesunden Probanden zeigte sich 

eine erhöhte mRNA-Expression von FADD und Caspase 8 drei bis sechs Monate vor 

dem Schub. Auf Proteinebene beschrieben Seidi und Sharief 2002 eine Überregulation 

von Apoptoseinhibitoren (FLIP und Bcl-2) in B-Lymphozyten und werteten dies ebenso 

im Rahmen einer resistenten Apoptose, die dadurch wiederum autoreaktive B-

Lymphozyten hervorrufen kann.  

Auf Proteinebene finden sich bisher keine Studien bezüglich der Expression von FADD 

bei Multipler Sklerose. In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied in der 

Expression von FADD in den untersuchten Leukozytensubgruppen zwischen 

Untherapierten und Gesunden gefunden werden. Allerdings ist ein Unterschied 

zwischen der Genexpression und letztendlich vorhandenen Proteinexpression durchaus 

denkbar, wenn man in Betracht zieht, dass mRNA (Ribonukleinsäure) aufgrund 

verschiedenster intra- und extrazellulärer Mechanismen nicht zwingend in Proteine 

translatiert werden muss (Reuß et al.,. 2009). Letztlich ist die Proteinebene allerdings 

entscheidend für die Funktionalität. Bei der MS besteht eine erhöhte Inflammation und 

resistente Apoptosefähigkeit (Bannhart et al., 2003; Gomes et al., 2003), sodass eine 

unveränderte Proteinexpression von FADD im Vergleich mit gesunden Probanden gut 

möglich ist, da FADD über die Interaktion mit weiteren Molekülen Apoptose induziert. 

Auf der anderen Seite fielen in dieser Arbeit in der deskriptiven Statistik generell leicht 

erhöhte Expressionswerte von FADD in den T- und B-Leukozytensubgruppen auf, 

sodass auch nicht auszuschließen ist, dass man bei einem höheren Stichprobenumfang 

möglicherweise doch einen Unterschied finden könnte.  Im Schub beschrieben Budde et 

al. 2010 eine erhöhte RNA Expression von FADD beziehungsweise eine beginnende 

Hochregulation der Genexpression bereits drei bis sechs Monate vor dem Schub, dies 

könnte einer Gegenregulation im Rahmen der Inflammation entsprechen, aufgrund der 

gleichzeitigen vermehrten Expression von Apoptoseinhibitoren sind Zellen des 

peripheren Blutes bei RRMS Patienten allerdings dennoch resistent gegenüber der 

Apoptose (Budde et al.,  2010; Seidi und Sharif, 2002). Unklar bliebt auch, ob eventuell 

oben erwähnte nicht-apoptotische Signalwege bei der Multiplen Sklerose eine Rolle 

spielen könnten.  Weitere Untersuchungen der Rolle von FADD in der Pathogenese der 

MS sind auf jeden Fall von Interesse um die komplexe Rolle besser zu verstehen.  

 



   Diskussion 

   

   

 

 87

4.2.4 TRADD im Vergleich zwischen untherapierten und therapierten Probanden 

 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen unserer Forschungsgruppe, bei denen die 

Genexpression von FADD, TRADD, TRAF2 und RIP mittels quantitativer PCR 

untersucht wurde, zeigte sich in dieser Studie auf Proteinebene kein signifikanter 

Unterschied in der Expression von FADD und TRAF2 zwischen verschiedenen 

Untergruppen, sondern für TRADD in B-Lymphozyten. Kritisch zu betrachten ist dabei 

das Problem des multiplen Testens, da bei Testen auf dem 5%-Niveau bei 

Mehrfachtestungen unabhängiger Variablen (in diesem Fall 9 unabhängige Variablen) 

das Risiko für ein falsch positives Ergebnis steigt. Interessant scheint jedoch die 

Tatsache zu sein, dass gerade die Proteinexpression von TRADD und dieses in B-

Lymphozyten erhöht ist: 

TRADD interagiert über seine DD mit dem TNFR1 und wird in allen untersuchten 

humanen Geweben in geringen Mengen exprimiert (Hsu et al., 1995). In der 

Signaltransduktion des TNFR1 stellt TRADD aufgrund seiner unterschiedlichen 

Bindungsmöglichkeiten die entscheidende Bifurkationsstelle zwischen Apoptose und 

Inflammation dar, die Bindung an den TNFR1 ist TNF abhängig (Hsu et al., 1996a). 

Somit ist TRADD das Adaptormolekül in der Entscheidung zwischen Apoptose und 

Inflammationsinduktion und verschaltet insbesondere die intrazellulären Antworten des 

TNFR1 (Hsu et al., 1996a). 

Des Weiteren ist TRADD an Prozessen im Zellkern beteiligt. TRADD kann in den 

Zellkern translozieren und ist dort in nukleären Strukturen, den PML (Promyeloisches 

Leukämieprotein)-Nuklearkörperchen, zu finden und kann über bislang unklare 

Vorgänge eine p53-abhängige Apoptose induzieren (Morgan et al., 2002). Eine weitere 

nukleäre Funktion ist die Interaktion von TRADD mit STAT (Signal transduction and 

transcription protein) 1-α und die dadurch verursachte Beeinflussung der Interferon-γ 

Signaltransduktion (Wesemann et al., 2004).  

Bei der Multiplen Sklerose ist bekannt, dass eine vermehrte TNF alpha Konzentration 

im Serum vorliegt (Sharief et al., 1991). Bezüglich der TNF-Rezeptoren  finden sich 

zum Teil kontroverse Studien, so zeigten Studien, dass lösliches TNFR im Serum von 

RRMS Patienten sich nicht von gesunden Probanden unterschied (Bilinska et al.; 2002); 

auf der anderen Seite konnten Martino et al. 1997 zwar keinen Unterschied im 

Vergleich mit gesunden Probanden in der Genexpression der TNF-Rezeptoren 
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nachweisen, allerdings aber eine unterschiedlich starke Expression im Laufe der 

Erkrankung. Reuß et al. zeigten 2009 wiederum eine Wirkung von Interferon-Beta auf 

die Genexpression der TNF-Rezeptoren bei RRMS Patienten (siehe Kapitel 4.2.7). 

Bisher finden sich keine Studien, die das Verhalten von TRADD auf Proteinebene bei 

der MS untersucht hätten. In unserer Forschungsgruppe fand sich kein signifikanter 

Unterschied der TRADD Expression auf RNA-Ebene, die Gruppe um Budde et al. 

allerdings fand wie bereits oben erwähnt eine Hochregulation der Genexpression von 

TRADD während des Schubes und insgesamt eine Hochregulation von Genen, die 

Zellüberleben und Proliferation regulieren (Budde et al, 2010), sodass eine erhöhte 

Expression von TRADD auf Proteinebene auch in Remission durchaus denkbar ist. 

Dabei wäre eine vermehrte TRADD Expression in B-Lymphozyten mit einer 

vermehrten Aktivierung von proinflammatorischen Signalwegen vereinbar, was auch zu 

der Vorstellung einer gestörten bzw. resistenten Apoptose im Rahmen der RRMS passt 

(Gomes et al., 2003), das Fehlen von Apoptose und die vermehrte Aktivierung der 

proinflammatorischen Wege führt wiederum zu autoreaktiven B-Zellen, die wiederum 

T-Zellen aktivieren können. Interessant scheint dabei gerade auch zu sein, dass TRADD 

in B-Lymphozyten erhöht ist: Das Ergebnis dieser Arbeit unterstützt Ergebnisse aus 

neueren Untersuchungen, die mehr und mehr eine Bedeutung der B-Zellen aufweisen 

konnten und ein Umdenken in Bezug auf die Pathogenese der MS notwendig machen 

(Franciotta et al., 2008). Lange Zeit wurde die MS als ausschließlich T-Zell-vermittelte 

Erkrankung angesehen (Laman, 1998). B-Zell-Expansion und die Produktion 

oligoklonalen IgGs im Gehirn und Liquor wurden lediglich als Beweis für die 

immunvermittelte Genese der MS angesehen. Studien, die zu dem monoklonalen 

Antikörper Rituximab (gegen CD20 gerichtet) durchgeführt wurden und 

magnetresonanztomographisch eine Reduktion der aktiven zerebralen Läsionen zeigten, 

machten ein Umdenken in Bezug auf B-Zellen und die Pathogenese der MS notwendig. 

Rituximab führt zu einer Depletion von B-Lymphozyten (Hauser et al., 2008). Des 

Weiteren zählt die Beschreibung von B-Zell-Follikeln in den Meningen und 

perivaskulär bei MS-Patienten dazu, die zweimalig in Autopsiestudien nachgewiesen 

werden konnten und die die frühere Beschreibung von lymphoiden Strukturen in den 

MS-Plaques ausweitet (Serafini et al., 2004; Aloisis et al., 2006). 

B-Zellen scheinen dabei an viel mehr Schritten der MS-Erkrankung beteiligt zu sein wie 

Antigenerkennung, Präsentation gegenüber T-Zellen, T-Zellaktivierung und 
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Antikörperbildung (Hartung, 2009).  Des Weiteren bilden B-Zellen kostimulierende 

Moleküle, die die T-Zelldifferenzierung bewirken, und setzen Zytokine frei, unter 

anderem TNF alpha, die Makrophagen und die weitere B Zell-Proliferation stimulieren 

(Hartung, 2009). Wichtig sind dabei auch weitere Mitglieder der TNF Superfamilie wie 

APRIL (A PRoliferation-Inducing Ligand), BAFF (B cell activating factor) und CD40. 

Antikörper scheinen weiterhin neben der ihnen zugeschriebenen autoimmunen 

Pathogenität im Sinne einer Zerstörung des Gewebes auch eine entscheidende Rolle 

beim Beginn der Plaque-Bildung und bei der Demyelinisierung bei Patienten mit 

gesicherter MS zu haben (Gay und Esiri, 1991; Breij et al., 2008).  

Eine weitere entscheidende Rolle spielt TRADD in der LMP1 Signaltransduktion des 

EBV, eine die B-Zellen betreffende Infektion (siehe Kapitel 4.2.4.1).  

 

4.2.4.1 Könnte TRADD ein möglicher Verbindungspunkt in der Pathogenese der 

MS und einer EBV-Infektion sein? 

 

Das Adaptormolekül TRADD ist ein Knotenpunkt in der Signaltransduktion des 

TNFR1. Dabei kann es sowohl Apoptose als auch Inflammation und Überleben der 

Zelle induzieren. TRADD wird aber neben seiner wichtigen Rolle in der 

Signaltransduktion durch den TNF-Rezeptor-1 außerdem eine wichtige Rolle in der 

Signaltransduktion des viralen latenten Membranproteins-1 (LMP-1), dem primären 

Onkogen des EBV-Virus, zugeschrieben. EBV maskiert über die LMP1 Bindung an 

TRADD die proapoptotischen Eigenschaften von TRADD und vermittelt Zell-

Überleben und Wachstum (Schneider et al., 2008). Über seinen N-Terminus kann 

TRADD LMP-1 sowie die TRAF-Moleküle binden (Kieser et al., 1999; Inoue et al., 

2000). Über die Rekrutierung von TRAF2 kommt es zu Aktivierung des NF-κB und 

JNK Signalweges. 

Die Signaltransduktion über LMP1 ähnelt in vieler Hinsicht der Signaltransduktion des 

TNF-Rezeptor-1. Funktionell soll es dem CD40 Rezeptor, der auf B-Zellen exprimiert 

wird, entsprechen. Trotz vieler Ähnlichkeiten mit CD40 gibt es aber auch viele 

Übereinstimmungen mit dem TNFR1. Vor allem werden dieselben 

Signaltransduktionsmoleküle (TRAFs und RIP) rekrutiert. Während die TNFR1-

Signaltransduktion inflammatorische Prozesse und Apoptose reguliert (Wajant et al., 
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2003), ist LMP1 aber doch trotz vieler Ähnlichkeiten in der Signaltransduktionskaskade 

nicht in der Lage, Apoptose auszulösen (Schneider et al. 2008). 

Die Identifikation ektopischer, des Weiteren mit EBV infizierter B-Zell-Follikel 

(Serafini et al., 2004), führte zu der Annahme, dass die MS möglicherweise die 

Manifestation einer gestörten Immunreaktion auf eine EBV-Infektion im ZNS darstellt. 

EBV ist einzigartig darin, dass es eine latente Infektion in B-Zellen hervorruft. Seit 

mehreren Jahrzehnten wurde immer wieder eine Assoziation von EBV mit der MS 

vermutet, konnte aber nie belegt werden und mögliche molekulare Mechanismen sind 

bisher unklar.  

Die Infektiöse Mononukleose, das akute Krankheitsbild einer EBV-Infektion, geht mit 

einem hohen Risiko für eine Ersterkrankung an MS einher (Lindberg et al., 1991; 

Thacker et al., 2006). In den letzten Jahrzehnten zeigten seroepidemiologische Studien, 

insbesondere Studien bei an MS erkrankten Kindern, dass die EBV-Seropositivität 

(99% vs. 90-95% bei Erwachsenen und 83-99% vs. 42-72% bei Kindern) und der EBV-

Antikörpertiter bei MS-Patienten im Vergleich zu gesunden Individuen erhöht sind 

(Wandinger et al., 2000; Alotaibi et al., 2004; Haahr et al., 2006; Pohl et al., 2006; 

Ascherio und Munger, 2007). 

Um dieser Idee weiter nachzugehen, untersuchten Serafini et al. (2007) in einer 

Autopsiestudie EBV-Marker-Expressionen im ZNS von MS Patienten mit 

unterschiedlichen klinischen Verläufen. Dabei fanden sie anormale Akkumulationen 

von EBV-infizierten B-Zellen in den Meningen und perivaskulären Zonen in der weißen 

Substanz, unabhängig vom Stadium der MS. Diese waren MS-spezifisch, da dies nicht 

für andere Immunkrankheiten gefunden werden konnte. Die Anzahl der EBV-infizierten 

Zellen korrelierte dabei mit dem Grad der Inflammation im ZNS. Außerdem fanden sich 

erhöhte LMP1-Konzentrationen in den ektopischen B-Zellfolliken bei MS-Patienten 

(Serafini et al., 2007). Dagegen konnten allerdings andere Studien keine EBV- Infektion 

in den Läsionen aufweisen (Willis, et al., 2009). Eine EBV-Infektion scheint eine MS 

nicht direkt auszulösen, wenn man die verschiedenen Altersspannen des 

Krankheitsbeginnes in Betracht zieht. Allerdings finden sich bei MS-Patienten 

signifikant erhöhte EBV-Titer im Serum, lange bevor die Erkrankung ausbricht (Barget 

et al., 2009), sodass eine Immunreaktion und nicht die Infektion mit dem EBV-Virus 

allein in der Pathogenese der MS eine Rolle spielen könnte. 
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Autoimmunität könnte mittels vieler biologischer Effekte durch das Epstein-Barr-Virus 

ausgelöst werden: Latente und lytische EBV-Proteine sind potente Immunogene und 

lösen eine starke T- und B-Zell-Reaktion aus; EBV-spezifische Immunantworten 

könnten eine Kreuzreaktion mit Selbst-Antigenen auslösen und selbstreaktive B-Zellen 

retten; LMP1 induziert die Expression von B-Zell-Aktivierung über Faktoren wie 

TRADD, BAFF und APRIL (Niller et al, 2008, Schneider et al., 2008). TNF Rezeptor 

abhängige B-Zellen, die sich in lymphoidartigen Follikeln formieren, könnten einen 

optimalen Ort zur Expansion von pathologischen T-Zellen darstellen (Kurosaki, 2008). 

 

In cerebralen ektopischen B-Zellfolliken finden sich bei MS-Patienten erhöhte LMP1-

Konzentrationen (Serafini et al., 2007). TRADD ist essentiell für das EBV um den NFκ-

B-Weg zu aktivieren (Schneider et al., 2008). Viren sind in der Lage, molekulare und 

funktionelle Eigenschaften von Signalmolekülen der Zelle zu beeinflussen. So maskiert 

EBV über LMP1 die proapoptotischen Eigenschaften von TRADD und reguliert positiv 

die Proliferation und das Überleben der Zelle.  

TRADD verlängert somit das Überleben von B-Zellen, so dass im Rahmen einer EBV- 

Infektion eine erhöhte Zahl an B-Zellen existiert. Vorausgesetzt, dass eine 

nennenswerte Zahl an MS Patienten existiert, die mit EBV infiziert ist, sollte eine 

erhöhte TRADD Expression ein B-Zell Überleben und Vermehrung zur Folge haben. 

Generell penetrieren B-Zellen die Blut-Hirnschranke nicht. Im Rahmen einer Infektion 

allerdings schon (Serafini et al., 2007). Diese zelluläre Situation korreliert mit MRT 

Ergebnissen, die zeigen, dass auch in Remission eine entscheidende entzündliche 

Aktivität mittels Gadolinium Anreicherung gemessen werden kann (Harris et al., 1991). 

Die Bedeutung einer erhöhten TRADD-Expression für die Multiple Sklerose kann 

durch diese Arbeit nicht endgültig geklärt werden. Des Weiteren bleibt unklar, wie 

gegebenenfalls eine EBV-Infektion mit einer TRADD- Expressionserhöhung bei MS-

Patienten in zeitlichem Zusammenhang stehen könnte bzw. ob ein sicherer kausaler 

Zusammenhang besteht. Besonders interessant ist jedoch, dass das Ergebnis dieser 

Arbeit mit einem Zusammenhang zwischen einer EBV-Infektion und einer Erkrankung 

an Multipler Sklerose gut vereinbar wäre, mehr noch könnte TRADD auch ein 

wichtiger Mediator in diesem Prozess sein. Möglicherweise könnte TRADD damit auch 

einen weiteren therapeutischen Angriffspunkt darstellen.  
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Diese Vermutungen bleiben spekulativ, weitere Untersuchungen sind für ein genaueres 

Verständnis notwendig. Von Interesse wäre z.B. zu analysieren, inwiefern eine 

Koexpression von TRADD und LMP1 in den B-Lymphozyten von MS-Patienten 

besteht. 

 

4.2.5 Die Expression von TRAF2 im Vergleich zwischen Untherapierten und 

Gesunden 

 

TRAF2 (TNF-associated factor 2) ist ein 56kDA schweres Protein und wurde über seine 

Interaktion mit dem C-terminalen Ende des TNF-R2 entdeckt (Rothe, 1995). Eine 

entscheidende Rolle spielt TRAF2 in der Aktivierung des NF-κB-Weges und führt hier 

zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die Immun- und Imflammationantworten 

regulieren sowie Zellüberleben (siehe Kapitel 1.2.3.1). Neben dem klassischen NF-κB-

Signalweg konnte gezeigt werden, dass TRAF2 auch an einem alternativen NF-κB-

Signalweg beteiligt ist, der überwiegend in B-Zellen gefunden wird (Grech et al., 2004). 

Vor allem bei der Signaltransduktion durch CD40 konnten TRAF2-knockout-B-Zellen 

einen Hinweis für die Wirkung von TRAF2 auf diesen alternativen Weg geben (Grech 

et al., 2004). Dieser Weg spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von B- und 

T-Zellen. Über die Interaktion mit verschiedenen MAP-Kinasen, wie z.B. MEKK1 und 

ASK1, ist TRAF2 in der Lage, den JNK-Weg zu aktivieren (Yuasa et al., 1998; Baud et 

al., 1999; Hoeflich et al., 1999). 

Bei der Multiplen Sklerosen ist bisher sehr wenig über die Expression von TRAF2 

bekannt. In unserer Forschungsgruppe konnte bei untherapierten Patienten mit 

schubförmiger MS eine vermehrte Expression von TRAF2 auf RNA Ebene gefunden 

werden (Reuss et al., 2007). Auf Proteinebene finden sich bisher keine Studien zur 

Expression von TRAF2 bei MS Patienten. In der vorliegenden Arbeit konnte kein 

signifikanter Unterschied im Vergleich zwischen Gesunden und Untherapierten 

gefunden werden. Allerdings scheinen die Expressionswerte tendenziell bei MS 

Patientinnen erhöht zu sein, dies kann aber statistisch nicht signifikant belegt werden. 

Unter Interferontherapie findet man jedoch Hinweise, dass nach längerer Therapie die 

Expressionswerte von TRAF 2 niedriger sind als bei untherapierten MS Patienten und 

denen von gesunden Probanden gleichen (siehe Kapitel 4.2.7), insbesondere in B-

Zellen. 



   Diskussion 

   

   

 

 93

TRAF2 spielt eine bedeutende Rolle in der Auslösung von Inflammation, und 

interagiert neben den TNF-Rezeptoren über eine Reihe weiterer Rezeptoren. Dabei ist 

die jeweils aktivierte Signaltransduktionskaskade rezeptorspezifisch (Bishop, 2004).  

Neben seiner wichtigen Rolle  in der Signaltransduktion über TNFR1 und 2 wo es über 

die NFκB Aktivierung zur Inflammation und Überleben der Zellen kommt, interagiert 

TRAF2 unter anderem mit CD40, dessen Aktivierung wiederum zur Aktivierung von 

JNK führt. Insbesondere in B-Zellen führt dies z.B. zur Zytokinproduktion, wodurch 

wiederum T Zellen aktiviert werden (Bishop, 2004). Zudem ist bekannt, dass über eine 

NFκB-Aktivierung die Produktion von mehreren Apoptoseinhibitoren angeregt wird, 

sodass Apoptose unterdrückt wird (Karin und Lin, 2002). Die vermehrte Aktivierung 

der proinflammatorischen und proliferativen Signaltransduktionswege über TRAF2 

wäre wiederum mit einer gestörten Apoptosefähigkeit bei der MS vereinbar (Gomes et 

al., 2003).  

 

4.2.7 Einfluss einer Therapie mit Interferon beta auf die Proteinexpression von 

FADD, TRADD und TRAF2 

 

Bezüglich der Interferontherapie wurden MS-Patienten in die Studie eingeschlossen, die 

einen schubförmig remittierenden Verlauf der MS aufwiesen und zwischen 6 und 27 

Monaten mit Interferon beta therapiert worden waren. Es wurde kein Unterschied 

zwischen Interferon beta-1a (Rebif; 22 bzw. 44µg, dreimal wöchentlich, s.c.) und 

Interferon beta-1b (Betaferon; 250µg, alle 2 Tage, s.c.) gemacht. Molekularbiologische 

Untersuchungen wiesen für Interferon beta-1b eine geringere Bioaktivität im Vergleich 

zu Interferon beta-1a auf, sodass Betaferon höher dosiert und häufiger gegeben werden 

muss als Rebif um eine gleiche Wirksamkeit zu erreichen (Antonetti et al., 2002). Die 

unterschiedliche in vivo-Wirksamkeit der beiden Präparate beruht auf geringen 

strukturellen Unterschieden. Direkte klinische Vergleiche der Wirksamkeit zwischen 

beiden Präparaten gibt es nicht, jedoch zeigten sowohl die REGARD (Rebif vs. 

Glatirameractetate in Relapsing MS Disease)- als auch die BEYOND (Betaferon 

Yielding Outcomes of a New Dose)- Studie keinen Unterschied in der Wirksamkeit des 

jeweiligen Interferons im Vergleich zu Copaxone (Glatirameracetat) (Coyle et al., 2007; 

O´Connor et al., 2008). Daraus kann sicherlich nicht geschlossen werden, dass  Rebif 

und Betaferon gleich wirksam sind. Da sie allerdings auch im klinischen Alltag als 
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gleichwertig angewandt werden, sind wir davon ausgegangen, dass auch die 

Wirksamkeit auf die Proteinexpression als gleichwertig gesehen werden darf. Das 

niedrig dosierte IFN beta-1a Präparat Avonex (30 µg, einmal wöchentlich, i.m.) ist in 

seiner Wirksamkeit sowohl Betaferon als auch Rebif unterlegen (Durelli et al., 2002; 

Panitch et al., 2002; Panitch et al., 2005; Barbero et al., 2006), sodass keine Patienten, 

die eine Avonex-Therapie erhielten, in die Studie aufgenommen wurden. 

 

Mittels Multipler Regression wurde in einem ersten Schritt ein möglicher Einfluss der 

Dauer einer Interferon beta-Therapie auf die Proteinexpression von FADD, TRADD 

und TRAF2 untersucht. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte dabei nicht 

gefunden werden, sodass ein Einfluss der Dauer der Interferon- beta -Therapie nicht 

nachzuweisen war. Interessanter scheint allerdings der Vergleich der 

Proteinexpressionen zwischen therapierten und untherapierten Patienten, um einen 

möglichen Einfluss einer Interferontherapie auf die Proteinexpression der zu 

untersuchenden Proteine zu detektieren. Die Korrelationsprüfungen ergaben keine 

signifikanten Unterschiede der Gruppen in Bezug auf Krankheitsaktivität und -dauer 

sowie Alter der Patienten (siehe Kapitel 4.2.1).  

 

In der deskriptiven Statistik zeigte sich für die Patienten, die länger als 15 Monate mit 

Interferon beta therapiert waren, für alle Parameter im Durchschnitt eine geringere 

mittlere Expression als für die untherapierten. Im Weiteren erfolgte daher noch einmal 

ein Vergleich aller vier Gruppen, der generell Hinweise auf Unterschiede in den 

Proteinexpressionen von TRADD und TRAF2 in CD19 sowie von TRADD in CD3 

ergab. Im paarweisen Vergleich aller vier Gruppen konnten diese Hinweise auf 

Unterschiede in der Expression von TRADD in CD3+ Lymphozyten sowie von TRADD 

und TRAF2 in CD19+ Lymphozyten zwischen den Gruppen der Untherapierten und der 

Gruppe der länger als 15 Monate mit Interferon Therapierten bestätigt werden. Des 

Weiteren fand sich neben einem Unterschied zwischen Untherapierten und den länger 

als 15 Monaten Therapierten wie zuvor schon beschrieben der Unterschied zwischen 

Gesunden und Untherapierten für die Expression von TRADD in CD19+ Lymphozyten. 

Dieses Ergebnis ist vereinbar mit einer zunächst erhöhten Expression bei Kranken und 

dann im Rahmen der Interferontherapie Normalisierung der Expressionen (kein 

Unterschied zwischen Gesunden und länger als 15 Monaten therapierten). Des Weiteren 
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ist es mit der Vorstellung, dass bei RRMS Patienten eine vermehrte Aktivierung der 

proinflammatorischen Signaltransduktionswege vorliegt und eine resistentere Apoptose 

in B und T Zellen bei MS Patienten zu finden ist, vereinbar. Zudem ist bekannt, dass 

Betainterferone  zu einer Induktion von Apoptose in peripheren Immunzellen führen 

(Gniadek et al., 2003).  Ein Einfluss der Interferontherapie auf die Expression der 

untersuchten Parameter ist daher denkbar, insbesondere, da in einer früheren Arbeit 

unserer Forschungsgruppe gezeigt werden konnte, dass Interferon beta-1a die 

Expression von TNFR1 aktiviert, aber die Expression des TNFR2s vermindert (Reuss et 

al., 2009), was wiederum für eine Verschiebung der Signaltransduktion in Richtung 

Apoptosewege spricht. Eine verminderte Expression von TRAF2 und TRADD nach 

einer Interferontherapie wäre gut mit einer Steigerung der entzündlichen Aktivität bei 

MS-Patienten vom schubförmig remittierenden Typ und therapiebedingter 

Normalisierung vereinbar, obwohl es für TRAF2 keinen signifikanten Unterschied 

zwischen Gesunden und Untherapierten gab, waren die Expressionen im Mittelwert in 

der deskriptiven Statistik erhöht gewesen. Hier könnte auch ein Wirkungsmechanismus 

der Interferone zu finden sein.  

Untermauert werden diese Vermutungen durch eine Arbeit der Gruppe um Sharief et 

al., 2002, die zeigten, dass die Interferon beta Therapie in vitro eine Verminderung der 

Expression von Survivin, einem antiapoptotischen Protein, in T-Lymphozyten bewirkt 

und somit eine vermehrte Aktivierung der Apoptose zulässt. Des Weiteren ist 

mittlerweile bekannt, dass TRAIL (TNF-related apoptosis ligand), das Zellen für 

Apoptose empfänglicher macht, als Marker für die Ansprechbarkeit einer Interferon 

beta Therapie dienen kann (Zula et al., 2011).TRAIL ist ein weiteres Mitglied der TNF 

Superfamilie und Interaktionen mit den anderen Signaltransduktionsparametern der 

TNF Familie sind gut vorstellbar.  

 

4.3 Ausblicke 

 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Patientenstudie stellt lediglich ein 

Pilotprojekt dar. Mit dem neu etablierten durchflusszytometrischen Protokoll sind 

weitere Studien möglich und bereits in der Forschungsgruppe der Neurologischen 

Klinik Gießen geplant bzw. werden bereits durchgeführt.  
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Ansätze sind dabei insbesondere das Verhalten der Proteine im akuten Schub und auch 

unter B-Zell-beeinflussenden Therapien zu untersuchen. 

Von Interesse wäre zum anderen aber auch, wie oben bereits erwähnt, zu analysieren 

inwiefern eine Koexpression von TRADD und LMP1 in den B-Lymphozyten von MS-

Patienten besteht, um eine mögliche kausale Rolle des TRADD weiter zu untersuchen. 

Weiterhin könnte bei keinem wesentlichen Unterschied der Kollektive hinsichtlich der 

Klinik TRADD als Surrogatmarker der subklinischen Krankheitsaktivität und 

Therapieeffektivität dienen. In diesem Zusammenhang wäre wie bereits oben erwähnt 

eine Korrelation zwischen im Vergleich mit der Klinik sensitiveren MRT- und 

Laborparametern wie TRADD interessant. 
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5. Zusammenfassung 
 

Die komplexe Rolle von TNF-α in der Pathogenese der Multiplen Sklerose zeigte sich 

insbesondere in klinischen Studien mit TNF-α-Inhibitoren (Lenercept), die entgegen der 

Erwartungen zu einer Exazerbation des Krankheitsverlaufes führten. Aufbauend auf 

vorhergehenden Arbeiten unserer Forschungsgruppe wurde zur Detektion der 

intrazellulären Proteine FADD, TRAF2 und TRADD, die in der TNF-

Signaltransduktionskaskade eine wichtige Rolle spielen, in dieser Arbeit eine 

durchflusszytometrische Methode entwickelt. In einer anschließend durchgeführten 

Querschnittstudie zeigte sich ein Hinweis auf einen Unterschied im Sinne einer 

Erhöhung der Proteinexpression von TRADD in CD19+ B–Lymphozyten bei 

untherapierten an schubförmiger MS erkrankten Patientinnen im Vergleich zu gesunden 

Probandinnen. Dieses Ergebnis unterstützt die Vorstellung, dass B-Lymphozyten in der 

Pathogenese der schubförmigen MS eine wichtige Rolle spielen, eine vermehrte 

Expression an TRADD in B-Lymphozyten ist mit einer vermehrten Aktivierung von 

proinflammatorischen Signalwegen vereinbar, was zur Vorstellung einer gestörten bzw. 

resistenten Apoptose im Rahmen der schubförmigen MS passt. Des Weiteren fanden 

sich Hinweise auf einen reduzierenden Einfluss einer Therapie mit Interferon beta auf 

die Expression der untersuchten Parameter, insbesondere von TRADD in CD3+ und 

C19+ Lymphozyten sowie von TRAF2 in CD19+ Lymphozyten. Dies entspricht am 

ehesten einer therapiebedingt verminderten (anfänglich erhöhten) Entzündungsaktivität 

bei Patienten mit schubförmiger MS ohne klinisch akute Schubaktivität und ist 

vereinbar mit der bekannten Eigenschaft der Apoptoseinduktion der Betainterferone. 

Spekulativ, allerdings sehr gut vereinbar ist dieses Ergebnis zudem mit der Hypothese 

einer EBV-assoziierten Genese der MS, wobei ein kausaler Zusammenhang mit den 

Ergebnissen dieser Arbeit nicht belegt werden kann. EBV maskiert über die Bindung 

von LMP1 an TRADD die proapoptotischen Eigenschaften von TRADD und reguliert 

positiv die Proliferation und das Überleben der Zelle. So könnte die Interaktion 

zwischen LMP1 und TRADD eventuell eine molekulare Grundlage einer 

möglicherweise vorliegenden kausalen Verknüpfung beider Krankheiten darstellen. 

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Rolle der TNF Signaltransduktions-

kaskade in der Pathogenese der MS aufzuklären. Interessant wäre die 

Proteinexpressionen im akuten Schub aber auch eine Koexpression von LMP1 und 

TRADD in Leukozyten zu untersuchen. 
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Summary 
 

The complex role played by TNF-α in the pathogenesis of Multiple Sclerosis was 

particularly manifest in clinical studies conducted with TNF-α-inhibitors (Lenercept), 

which contrary to expectations led to an exacerbation in the development of the disease. 

Based on studies previously conducted by our research group, a flow cytometric method 

was developed as part of this study in order to detect the intracellular proteins FADD, 

TRAF2 and TRADD, which play a significant part in the TNF signalling cascade. A 

cross-sectional study conducted thereafter revealed indication of a difference manifest 

in increased protein expression of TRADD in CD19+ B–lymphocytes among female 

patients who had not undergone therapy and who were suffering from relapsing forms 

of MS in comparison to healthy test subjects. This result supports the perception that B-

lymphocytes play an important role in the pathogenesis of relapsing MS, and that 

increased expression of TRADD in B-lymphocytes is consistent with enhanced 

activation of pro-inflammatory signalling pathways, which matches the perception of a 

disturbed, i.e. resistant apoptosis within the framework of relapsing MS. There were 

also indications for a reductive effect of therapy with Interferon beta on the expression 

of various analysed parameters, in particular on TRADD in CD3+ and C19+ 

lymphocytes and on TRAF2 in CD19+ lymphocytes. This best matches a therapy-

induced, reduced (initially increased) inflammation activity in patients with relapsing 

MS without any clinical relapsing activity and is consistent with the known property of 

apoptosis induction by beta interferon. 

Although speculative, this result is also very consistent with the hypothesis of an EBV-

associated genesis of MS, whereby the results of this study are unable to confirm any 

causal connection. By bonding LMP1 with TRADD, EBV masks the pro-apoptotic 

properties of TRADD and positively regulates the proliferation and survival of the cells. 

Hence, the interaction between LMP1 and TRADD could present a molecular basis for 

the possible causal link between these two diseases. 

Further studies are necessary in order to clarify the role of the TNF signalling cascade in 

the pathogenesis of MS. It would be interesting to analyse protein expression within an 

ongoing relapse, but also a co-expression of LMP1 and TRADD in leucocytes. 
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7. Anhang 

 
7.1  Graphiken 

 

gesund untherapiert Interferon <=15 Monate Interferon >15 Monate

0

20

40

60

80

100

120

140

E
x
p

re
s
s
io

n
 v

o
n

 F
A

D
D

 i
n

 C
D

3
+

L
e
u

k
o

z
y
te

n

gesund untherapiert Interferon <=15 Monate Interferon >15 Monate

0

5

10

15

20

25

30

35

E
x
p

re
s
s
io

n
 v

o
n

 T
R

A
F

2
 i

n
 C

D
3
+

L
e
u

k
o

z
y
te

n

gesund untherapiert Interferon <=15 Monate Interferon >15 Monate

0

10

20

30

40

50

60

70

80

E
x
p

re
s
s
io

n
 v

o
n

 T
R

A
D

D
 i

n
 C

D
3
+

L
e
u

k
o

z
y
te

n

 
Abb. 1-3: Box Plots für die Proteinexpression  von FADD, 

TRAF2 und TRADD in CD3 Leukozyten im Vergleich der 

vier zu untersuchenden Gruppen (untherapierte MS 

Patientinnen, Gesunde Probandinnen, <15 Monate 

Therapierte, >15Monate Therapierte mit Interferon Beta). 
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Abb. 4-6: Box Plots für die Proteinexpression  von 

FADD, TRAF2 und TRADD in CD14Leukozyten im 

Vergleich der vier zu untersuchenden Gruppen 

(untherapierte MS Patientinnen, Gesunde 

Probandinnen, <15 Monate Therapierte, >15Monate 

Therapierte mit Interferon Beta). 
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Abb. 7-9: Box Plots für die Proteinexpression  von 

FADD, TRAF2 und TRADD in CD19 Leukozyten im 

Vergleich der vier zu untersuchenden Gruppen 

(untherapierte MS Patientinnen, Gesunde 

Probandinnen, <15 Monate Therapierte, >15Monate 

Therapierte mit Interferon Beta). 

 

 

 

 



  Anhang 

   

126 

 

Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation des EDSS mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und TRADD 

in CD3, CD14 und CD19 Leukozyten: 
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Abb. 7.10 bis 12: Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation des EDSS mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und TRADD in CD3. 

Y-Achse: Proteinexpression: CD3F= FADD in CD3 Leukozyten, CD3T2 = TRAF2 in CD3 

Leukozyten, CD3TR = TRADD in CD3 Leukozyten. X-Achse: EDSS. 
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Abb. 7.13 bis 15: Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation des EDSS mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und TRADD in CD14 

Leukozyten.  Y-Achse: Proteinexpression: CD14 F= FADD in CD14 Leukozyten, CD14T2 = TRAF2 

in CD14 Leukozyten, CD14TR = TRADD in CD14 Leukozyten. X-Achse: EDSS. 
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Abb. 7.16 bis 18: Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation des EDSS mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und TRADD in CD19 

Leukozyten.  Y-Achse: Proteinexpression: CD19 F= FADD in CD19 Leukozyten, CD19T2 = TRAF2 

in CD19 Leukozyten, CD19TR = TRADD in CD19 Leukozyten. X-Achse: EDSS. 
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Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation der Krankheitsdauer mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 

und TRADD in CD3, CD14 und CD19 Leukozyten: 
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Abb. 7.19 bis 21: Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation der Krankheitsdauer mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und TRADD in 

CD3. 

Y-Achse: Proteinexpression: CD3F= FADD in CD3 Leukozyten, CD3T2 = TRAF2 in CD3 

Leukozyten, CD3TR = TRADD in CD3 Leukozyten. X-Achse: Krankheitsdauer. 
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Abb. 7.22 bis 24: Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation der Krankheitsdauer mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und TRADD in 

CD14 Leukozyten.  Y-Achse: Proteinexpression: CD14 F= FADD in CD14 Leukozyten, CD14T2 = 

TRAF2 in CD14 Leukozyten, CD14TR = TRADD in CD14 Leukozyten. X-Achse: Krankheitsdauer. 
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Abb. 7.25 bis 27: Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation der Krankheitsdauer mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und TRADD in 

CD19 Leukozyten.  Y-Achse: Proteinexpression: CD19 F= FADD in CD19 Leukozyten, CD19T2 = 

TRAF2 in CD19 Leukozyten, CD19TR = TRADD in CD19 Leukozyten. X-Achse: Krankheistdauer. 
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Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation des Progressionsindexes mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 

und TRADD in CD3, CD14 und CD19 Leukozyten:  
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Abb. 7.28 bis 30: Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation des Progressionsindexes mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und 

TRADD in CD3. Y-Achse: Proteinexpression: CD3F= FADD in CD3 Leukozyten, CD3T2 = TRAF2 

in CD3 Leukozyten, CD3TR = TRADD in CD3 Leukozyten. X-Achse: Progressionsindex. 
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Abb. 7.30 bis 31: Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation des Progressionsindexes mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und 

TRADD in CD14 Leukozyten.  Y-Achse: Proteinexpression: CD14 F= FADD in CD14 Leukozyten, 

CD14T2 = TRAF2 in CD14 Leukozyten, CD14TR = TRADD in CD14 Leukozyten. X-Achse: 

Progressionsindex. 
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Abb. 7.10 bis 12: Korrelationsprüfungen: graphische Darstellungen in Form von Scatter Plots 

Korrelation des Progressionsindexes mit der Proteinexpression von FADD, TRAF2 und 

TRADD in CD19 Leukozyten.  Y-Achse: Proteinexpression: CD19 F= FADD in CD19 Leukozyten, 

CD19T2 = TRAF2 in CD19 Leukozyten, CD19TR = TRADD in CD19 Leukozyten. X-Achse: 

Progressionsindex. 
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7.2 EDSS Score 

 

EDSS Bedeutung 

0,0 Normale neurologische Untersuchung 

1,0 Keine Behinderung, minimale Zeichen in 1 FS (Grad1) 

1,5 
Keine Behinderung, minimale Zeichen in mehr als einem FS (mehr als ein FS 

Grad1) 

2,0 Minimale Behinderung in einem FS (ein FS Grad2, andere 0 oder 1) 

2,5 Minimale Behinderung in zwei FS (zwei Grad 2, andere 0 oder1) 

3,0 

Mäßige Behinderung in einem FS (Grad 3. Andere 0 oder 1) oder leichte 

Behinderung in drei oder vier FS (Grad2, andere 0 oder 1) und uneingeschränkt 

geh fähig 

3,5 

Uneingeschränkt gehfähig, aber mäßige Behinderung in einem FS (Grad3) und 

ein oder zwei FS Grad2 oder zwei FS Grad 3 oder fünf FS Grad 2(andere 0 oder 

1) 

4,0 
Uneingeschränkt gehfähig ohne Hilfe, selbsständig, etwa 12 Stunden am Tog 

trotz relativ schwerer Behinderung mit einem FS Grad 4 (andere 0 oder 1) 

4,5 

Uneingeschränkt gehfähig ohne Hilfe, meiste Zeit des Tages auf, vollschichtig 

arbeitsfähig, aber evtl. mit geringer Einschränkung oder Hilfe; relativ schwere 

Behinderung mit einem FS Grad 4 (andere 0 oder 1) oder Kombination  

geringerer Schweregrade, gehfähig ohne Hilfe für etwa 300m 

5,0 

Gehfähig ohne Hilfe oder Pause für etwa 200 m; Behinderung stark genug um 

tägliche Aktivitäten zu beeinträchtigen (üblicherweise FS Grad 5, andere 0 oder 

1; oder Kombinationen leichtere Grade, die Schritt 4 überschreiten. 

5,5 

Gehfähig ohne Hilfe oder Pause für etwas 100m; Behinderung stark genug um 

volle Tagesaktivitäten zu beeinträchtigen (üblicherweise ein FS Grad5, andere 0 

oder 1; oder Kombinationen leichtere Grade die Schritt 4,0 überschreiten). 

6,0 Intermittierende oder konstante Gehhilfe benötigt um 100m weit zu gehen. 

6,5 Konstante, beidseitige Gehunterstützung benötigt um 100m weit zu gehen. 

7,0 

Unfähig mehr als ein paar Schritte zu gehen; weitgehend auf den Rollstuhl 

angewiesen; fährt selbst im Rollstuhl und macht Transfer alleine; sitzt etwa 12 

Stunden am Tag im Rollstuhl. 

7,5 

Unfähig mehr als ein paar Schritte zu gehen; auf den Rollstuhl beschränkt; 

benötigt Hilfe beim Transfer; fährt selbst, kann aber nicht den ganzen Tag in 

normalem Rollstuhl sitzen und benötigt evtl. Elektrorollstuhl. 

8,0 

Weitgehend auf das Bett beschränkt, kann aber die meiste Zeit des Tages 

außerhalb des Bettes sitzen; besitzt noch viele Funktionen der Körperpflege 

sowie weitgehend gebrauchsfähige Arme. 

8,5 
Weitgehend für die meiste Zeit des Tages auf das Bett angewiesen; einige 

Funktionen der Arme und der Körperpflege erhalten. 

9,0 Hilfloser bettlägeriger Patient; kann essen und kommunizieren. 

9,5 
Vollkommen hilfloser, bettlägeriger Patient; unfähig, effektiv zu kommunizieren 

oder zu essen und zu schlucken. 

10,0 Tod durch MS. 

Tab. 7.1: Expanded Disability Status Scale (EDSS, Kurtzke 1983). 

Acht Funktionssysteme (FS Motorik, Kleinhirn, Hirnstamm, Sensibilität, Blase und Mastdarm, Visus, 

Mentale Funktionen und Andere) Grad 0= normal; Grad1 = abnorme Zeichen ohne Behinderung, Grad2 = 

leichte Behinderung, Grad 3-6 = mäßige bis schwere Behinderung. 
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