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EDITORIAL e, |

,,Themen-Hefte‘ — Eine neue Focus-Form

Zuerst ein neues Design der Titelseite, jetzt die
Einfithrung von Themen-Heften; sind Verdnde-
rungen unserer Universititszeitschrift notwendig
und sinnvoll?

Vor kurzem erst konnte ein Riickblick auf ein er-
folgreiches 10 jihriges Erscheinen unserer auch
iiberregional anerkannten und beachteten Univer-
sititszeitung erfolgen; never change a winning
team. Warum also jetzt trotzdem Verdnderungen?

Auch Bewihrtes kann durch die Einfithrung neuer
Ideen profitieren, neue Formen der Forschung ver-
langen neue Darstellungsformen.

Die reprisentativste Abbildung einer Ausgabe auf
der Titelseite wird als #sthetisches Moment die
Aufmerksamkeit auf den wissenschaftlichen Inhalt
,Focus® -sieren. ,, Themen-Hefte* werden jetzt in
lockerer Folge — mindestens einmal pro Jahr — iiber
die Wissenschafts-Arbeit an der MUL informie-
ren, Themen-Hefte deshalb, weil Verbundfor-
schung an Universitdten immer wichtiger wird.

Die im Heft dargestellten wissenschaftlichen Er-
gebnisse lassen sich heute nicht mehr durch geniale
Einzelne erzielen, sondern nur in einem Team. Die
Teams selbst miissen zudem heute in aller Regel in
klinikiibergreifenden Wissenschaftsverbdnden ar-
beiten, wo sich Grundlagenforschung und ange-
wandte klinische Forschung ergidnzen. Nur so kann
der Gap zwischen Erkenntnissen der Grundlagen-
wissenschaften und die resultierende klinische An-
wendung — derzeit 10 - 20 Jahre — entscheidend re-
duziert werden.

Entsprechende Forschung ist aufwendig und teuer,
sie ist nicht mehr aus reguldren Universitédts-Haus-
haltsmitteln zu finanzieren, eine personelle und
apparative Drittmittelfsrderung z. B. durch die
Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) oder
das Bundesforschungsministerium ist unumgang-
lich, wobei AuBenbegutachtungen der Forschungs-
projekte eine wesentliche Grundlage fiir die For-
schungsqualitit darstellen. Die Anforderungen al-
lerdings sind sehr hoch, nach der Wiedervereini-
gung sind sie noch héher geworden; derzeit ist bei
DFG-Antrigen von einer Ablehnungsquote von
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mindestens 50 % auszugehen. Um so hoher ist die
Bedeutung der Etablierung eines DFG-Sonderfor-
schungsbereiches (SFB) an unserer Universitdt
(,Molekulare Mechanismen entziindlicher und de-
generativer Prozesse®) einzuschitzen, wo durch
eine Drittmittelfinanzierung in Millionenh6he die
finanziellen und personellen Voraussetzungen ei-
ner oben charakterisierten interdisziplindren Ver-
bundforschung geschaffen werden konnten.

Die Immunologie stellt den Anfang der Themen-
heft-Reihe dar, weitere geplante Ausgaben sollen
sich Themen wie z. B. ,,Schlaf“, ,,Herz und Hirn“,
,, 100 Jahre Rontgen® etc. widmen.

Wissenschaftler der MUL stehen hierbei als wech-
selnde Guest-editors der Focus-Schriftleitung zur
Seite; sie werden in das Thema einfithren und die
spezifischen Originalarbeiten redaktionell mit be-
arbeiten.

Der Immunologie widmen wir das erste Themen-
heft, da sich zunehmend alle Bereiche der klini-
schen Medizin auf der Basis der Grundlagenfor-
schung mit Immun-Pathomechanismen wissen-
schaftlich beschiéftigen und auch der SFB in Teilbe-
reichen vorgestellt werden kann. Aus der Fiille der
eingereichten Beitrdge kann dieses Heft nur eine
Auswahl bieten, mehrere Institute und Kliniken
konnen dann erst in den folgenden Focus-Normal-
ausgaben mit ihren immunologischen Beitrégen zu
Wort kommen.

Eine neue Rubrik ,,Aktuelles erscheint zudem er-
ginzend in allen Focus-Ausgaben. In dieser Ru-
brik sollen nur sehr aktuelle therapie- bzw. patien-
tenrelevante Fakten mitgeteilt werden, die sich un-
mittelbar aus neuen Forschungsergebnissen ablei-
ten lassen. Begonnen werden soll in diesem Heft
mit der Darstellung aktueller MS-Therapien. Nur
der neuroimmunologischen Grundlagenforschung
ist es zu verdanken, daB hier jetzt eine gut 20jdhri-
ge Periode von therapeutischem Nihilismus zu
Ende geht.

Die Schriftleitung
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FINLEITUNG e o s

Stand immunologischer Forschungen in Liibeck und Borstel

H. Kirchner, H.-D. Flad, M. Seyfarth

Das Fachgebiet Immunologie hat seit den siebziger
Jahren einen groBen Aufschwung erfahren und
von experimenteller Forschung langsam alle Be-
reiche der klinischen Medizin beeinfluBt. Dabei
konnten zunehmend mehr Ergebnisse der Grund-
lagenforschung sinnvoll fiir die Diagnostik und
spiter auch fiir therapeutische Ansitze genutzt
werden.

An der Medizinischen Universitdt zu Liibeck wur-
de 1973 das Institut fir Immunologie und Transfu-
sionsmedizin geschaffen, welches vorrangig Auf-
gaben der Blutversorgung fiir die Patienten des
Klinikums hat, immunologische Forschung spielte
zu diesem Zeitpunkt keine Rolle. Ende der 80er
Jahre entwickelte sich der immunologische
Schwerpunkt Zytokine, die als 16sliche Regulato-
ren der Immunantwort fungieren, und wurde in
den Folgejahren ein Pfeiler immunologischer For-
schung an der MUL.

AuBerdem wurde begonnen, eine moderne Im-
mundiagnostik fiir die Patientenversorgung aufzu-
bauen. Dabei ging es zum einen um die Fragen der
humoralen Immundiagnostik mit besonderem Au-
genmerk fiir die Autoimmunitdt. Heute verfligt
das Institut iiber eine leistungsfihige Abteilung
Immundiagnostik. Gleichzeitig wurde verstarktes
Interesse auf die immunologischen Probleme bei
der Organtransplantation gelegt. Hier ist anzumer-
ken, daB schon recht bald erkannt wurde, dal3 nur
eine molekulare Spender/Empféngerauswahl den
modernen Anforderungen geniigen wiirde. Es
wurden sukzessive molekularbiologische Metho-
den zur Typisierung aufgebaut, die nach ihrer in-
tensiven Validierung durch Eurotransplant rich-
tungsweisend fiir viele Transplantationszentren in
Europa wurden.

Die wachsende Bedeutung der Immunologie wur-
de von den wissenschaftlichen Gremien erkannt
und in der Folgezeit bei anstehenden Berufungs-
verhandlungen zu einer der wichtigsten Fragen.
Dabei war es das postulierte Ziel, eine breite mole-
kularbiologisch ausgerichtete immunologische
Grundlagenforschung zu etablieren und gleichzei-
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tig deren fruchtbringende Erfolge in den verschie-
denen Kliniken der MUL zum Wohle der Patien-
ten anzuwenden. Heute bestehen in fast allen Kli-
niken und Instituten immunologisch arbeitende
Gruppen. Das breite Spektrum reicht von Fragen
der Tumorimmunologie iiber Autoimmunitét bis
zur Reproduktionsimmunologie.

Begiinstigt wurde dieser Aufschwung immunologi-
scher Aktivititen an der Medizinischen Universi-
tat zu Liibeck durch die unmittelbare Nachbar-
schaft zum Forschungszentrum Borstel. Im Jahre
1980 wurden an dem damaligen Forschungsinstitut
Borstel drei Bereiche mit eigenen Lehrstiihlen ge-
schaffen: Immunologie und Zellbiologie, Immun-
chemie und Biochemische Mikrobiologie, Klini-
sche Medizin. Wihrend die Lehrstithle Immunolo-
gie und Zellbiologie bzw. Klinische Medizin zu-
ndchst der Medizinischen Fakultdt der Christian-
Albrechts-Universitét zu Kiel zugeordnet wurden,
war der Lehrstuhl Immunchemie und Biochemi-
sche Mikrobiologie in der Vorklinischen Fakultét
der Medizinischen Universitét zu Liibeck angesie-
delt. Im Jahre 1987 wurde auf Empfehlung des
Wissenschaftsrates der Lehrstuhl fiir Immunologie
und Zellbiologie in die Medizinische Fakultédt der
Medizinischen Universitit zu Liibeck transferiert.
Seit 1992 sind die Lehrstiihle der drei Direktoren
des Forschungszentrums Borstel in Liibeck ver-
eimnt.

Im Rahmen seines Forschungskonzeptes “Pneu-
mologie: Immunologie - Infektiologie - Allergolo-
gie” widmet sich das Forschungszentrum Borstel
schwerpunktmiBig der Erforschung der Atiologie
und Pathogenese entziindlicher, mit Granulombil-
dung einhergehender Erkrankungen, wie Sarkoi-
dose und Tuberkulose, chronisch fibrosierender
Lungenerkrankungen, den molekularen Mecha-
nismen von Allergien sowie der molekularen Pa-
thogenese der Sepsis. In der Therapieforschung
stehen im Vordergrund die Erforschung der Wir-
kungsmechanismen der Immuntherapie mit Bacil-
lus Calmette-Guérin (BCG) beim oberfldchlichen
Blasenkarzinom, die antiinflammatorische Thera-
pie der Sepsis. Grundlage fiir viele Pathomechanis-
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men ist die Rekrutierung von Effektorzellen vor
Ort durch Chemokine, die oft mit einer Zellproli-
feration verbunden ist.

In den letzten Jahren hat sich eine iiberaus frucht-
bare Zusammenarbeit zwischen in der Klinik und
in der Grundlagenforschung titigen Wissenschaft-
lern der Medizinischen Universitét zu Liibeck und
des Forschungszentrums Borstel entwickelt. Es
sind zwei organisatorische Gegebenheiten, die die
Kooperation zwischen beiden Institutionen fo1-
dern: 1. der Abschlu3 eines Verbundes klinischer
Forschung; 2. der gemeinsame Sonderforschungs-
bereich (SFB). Der SFB enthilt fiinf Teilprojekte
des Forschungszentrums Borstel und zehn Projek-
te der Medizinischen Universitdt zu Liibeck. Er
widmet sich den molekularen Grundlagen und Er-
krankungen des Bindegewebes sowie den Patho-
mechanismen entziindlicher Prozesse, wobei Pa-
thogenitétsfaktoren von Seiten der Erreger und
pathogenetisch bedeutsame Reaktionen des Wirts-
organismus, wie die Produktion von Zytokinen im
Zentrum des Interesses stehen.

Dieser SFB hat sich zu einem fruchtbaren wissen-
schaftlichen Forum entwickelt, in dem Kliniker,
theoretische Mediziner und Naturwissenschaftler
eng zusammenarbeiten. Die Kooperation erstreckt
sich auf die gemeinsame Bearbeitung von klini-
schen Patientenproben, auf Methodenentwicklung
und Methodenaustausch, gemeinsame Nutzung
von Grofgerdten und auch auf gemeinsame Fort-
bildung von Doktoranden und Diplomanden. Alle
Beteiligten sind davon iiberzeugt, da von dem
Forderungsinstrument ~ Sonderforschungsbereich
eine katalytische Funktion nach Innen und nach
AuBen ausgeht und sich dadurch wissenschaftliche
Ergebnisse an beiden Einrichtungen nicht nur
summieren, sondern sogar potentieren lassen.

AnlaB genug fiir Schriftleitung des Focus MUL im-
munologische Arbeitsgruppen in Liibeck und Bor-
stel in einem Sonderheft vorzustellen. Die Anzahl
der auf diesem Gebiet arbeitenden Gruppen ist
zwischenzeitlich stark angestiegen, so daf} die Her-
ausgeber eine Auswahl durchfiihren muBten. Wir
haben sie nach bestem Wissen und Gewissen voll-
zogen, in der Hoffnung, einen reprisentativen
Querschnitt immunologischer Forschungen zu do-
kumentieren. Dabei wurden sowohl Gruppen in-
nerhalb als auch auBerhalb des SFB beriicksichtigt.
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UBLRSICIT Erseme s s w0 e |

Aus dem Forschungsinstitut Borstel, Institut fiir Experimentelle Biologie und Medizin, Institutsbereich

Immunchemie und Biochemische Mikrobiologie:

Endotoxine und Sepsis
E. Th. Rietschel

Alexander Skrja-
bin  (1871-1915,
Abb. 1), universa-
les kiinstlerisches
Genie, visionérer
musikalischer Neu-
erer und bedeu-
tender russischer
Pianist und Kom-
ponist (Preludes,
Mazurkas, Le di-
vin poeme, Pro-
metheus), ist ei-
nes der prominen-
testen Opfer eines
klinischen  Syn-
droms, welches
bis in unsere Tage
kaum an Geféhr-
lichkeit und
Schrecken verlo-
ren hat, nimlich der Blutvergiftung oder (nach
griechisch saepos, Fiulnis) der Sepsis. Skrjabin litt
im Mirz 1914 an einem Furunkel der Oberlippe,
der jedoch nach Aufschneiden und Entfernung des
Eiters geheilt erschien. Etwa ein Jahr spiter ent-
wickelte sich erneut an der Oberlippe ein von ho-
hem Fieber begleiteter Abzess, der bei einem Ein-
schnitt am 3. April 1915 zum Erstaunen der behan-
delnden Arzte keinen Eiter zu Tage forderte, so
daB die Ursache des Fiebers unklar blieb. Nach
kurzer voriibergehender Besserung trat erneut ho-
hes Fieber auf und am Morgen des 14. April ver-
starb Alexander Skrjabin vollig unerwartet in Mos-
kau.

Abb. 1: Alexander Skrjabin im
Jahre 1910.

(Copyright: Harmonia Mundi,
HMU 907.141.42)

Die Todesursache Skrjabins wurde 1915 nicht ver-
standen, obwohl ein Jahr vorher Hugo Schottmiil-
ler, Oberarzt der Inneren Klinik des Universitéts-
Krankenhauses Eppendorf in Hamburg, anléBlich
eines bei der Jahrestagung der Deutschen Gesell-
schaft fiir Innere Medizin in Wiesbaden gehaltenen
Vortrags auch eine noch heute weitgehend giiltige
Definition der Sepsis gab: , Eine Sepsis liegt dann

196

vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd ge-
bildet hat, von dem aus konstant oder periodisch
pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelan-
gen, derart, daB durch diese Invasion subjektiv
oder objektiv Krankheitserscheinungen ausgeldst
werden (1). DaB die eigentlich krankmachenden
Stoffe nicht die Bakterien selbst sondern von ihnen
freigesetzte Produkte sind hatte schon E. Ziegler
(2) erkannt, der die Sepsis als ,,eine Vergiftung des
Organismus durch Toxine, Toxalbumin, Fermente
und andere Produkte bakteritischer Zersetzung*
definierte.

Heute, achtzig Jahre nach dem Sepsis-bedingten
Tod Skrjabins, stellt die Blutvergiftung immer
noch ein weitgehend ungeldstes Problem der the-
rapeutischen Medizin dar. Die Sepsis ist mit etwa
50% die Haupttodesursache von Patienten auf
chirurgischen Intensivstationen und allein in den
USA versterben jihrlich etwa 100 000 Patienten an
der schwersten Form dieses Syndroms, dem septi-
schen Schock (3). Zudem ist die Inzidenz der Sep-
sis trotz modernster Intensivtherapie und der An-
wendung stetig neuer und hochwirksamer Anti-
biotika im Ansteigen begriffen. Die Griinde hier-
fiir sind vielfiltig und liegen u.a. in einer sich aus-
breitenden Antibiotikaresistenz, im oft hohen
Durchschnittsalter der Patienten und in vermehr-
ten medizinischen Eingriffen, die das Sepsisrisiko
erhohen (invasive MaBnahmen, agressive Chemo-
therapie, Immunsuppression nach Transplantation
u.a.). Somit 148t sich sagen, daf in fritheren Jahr-
hunderten die dramatische Sepsis-Mortalitédt, wie
etwa bei der Pest (Erreger: Yersinia pestis), vor al-
lem durch die Mikroben-Agressivitdt beherrscht
wurde, wihrend heute die oft schweren
Grunderkrankungen oder eine unterdriickte Im-
munabwehr erst bestimmte Krankheitserreger, wie
Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa, ihr
pathogenes Potential entfalten lassen. Ein der Sep-
sis dhnliches Syndrom wird auch nach Traumata,
operativen Eingriffen und schweren Verbrennun-
gen beobachtet. Die Auslosung des septischen Ge-
schehens wird hier Bakterien oder Bakterien-
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produkten, die unter pathologischen Bedingungen
durch Translokation aus dem Intestinaltrakt in die
Zirkulation gelangen, zugeschrieben.

Das klinische Erscheinungsbild der Sepsis duBBert
sich zunéchst in einer hyperdynamen Phase mit ge-
steigerter Gewebsperfusion, die spiter iibergeht in
die bedrohliche hypodyname Phase, welche durch
eine geringe Gewebsperfusion, Gewebshypoxie,
sinkende Stoffwechselaktivitit und ein konsekuti-
ves Multiorganversagen gekennzeichnet ist. Als
Symptome treten hohes Fieber bzw. Hypothermie,
Tachykardie, Tachypnoe und Leukopenie bzw.
Leukozytose, oft verbunden mit Hypoxaemie, Oli-
guria und Azidose auf. Beim septischen Schock
tritt zu diesen Symptomen ein trotz addquaten Vo-
lumenersatzes anhaltender Blutdruckabfall auf.
Diese Symptomatik einer generalisierten Entziin-
dungsreaktion (englisch: systemic inflammatory
response syndrome, SIRS) des Kérpers auf eine
Infektion kann durch Viren, Parasiten und Pilze,
nach Haufigkeit und klinischer Bedeutung jedoch
vor allem durch Bakterien ausgeldst werden.

Drei Sepsis-Studien der Jahre 1987/1988 zeigen,
daB die Inzidenz isolierter Gram-negativer Bakte-
rien bei 30 % und 80 % und die von Gram-positi-
ven Bakterien bei 6 bis 24 % liegt (4). Somit
kommt als Ausloser der Sepsis den Gram-negati-
ven Bakterien ein besonderer Stellenwert zu. Wih-
rend bei den Gram-positiven Bakteriimien die
Koagulase-negativen Staphylokokken (gefolgt von
Koagulase-positiven Staphylokokken und Strepto-
kokken) liberwiegen, macht Escherichia coli mit
fast 50 %, gefolgt von Klebsiella pneumoniae (25
%) und Pseudomonas aeruginosa, den bedeutend-
sten Anteil Gram-negativer Isolate aus dem Blut
aus.

Gram-negative Bakterien produzieren zwei Typen
von Faktoren, die ein septisches Geschehen auslo-
sen konnen, niamlich Exotoxine und Endotoxine.
Exotoxine sind im Zytoplasma gebildete Proteine,
die aktiv von Bakterien (vor allem auch von patho-
genen Gram-positiven Bakterien) freigesetzt wer-
den. Endotoxine dagegen sind auf der bakteriellen
Oberfldche lokalisiert und gelangen erst bei der
Zellteilung und, in sepsisrelevanten Mengen, beim
Antibiotika-bedingten Zelltod in die Umgebung
(5). Nur in freigesetzter, nicht in Bakterien-assozi-
ierter Form, entfalten Endotoxine biologische
Wirksamkeit. Endotoxine sind biologisch hdchst
aktive Makromolekiile. Schon in Pikogramm Men-
gen (10'? g) induzieren sie beim Menschen Fieber
und Verinderungen im weilen Blutbild.

Die Bedeutung der Endotoxine bei der Sepsis wur-
de besonders bei der Meningokokkensepsis her-
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ausgearbeitet, wo eine klare Korrelation zwischen
Schweregrad der Erkrankung und dem Plasma-
spiegel von Endotoxin gezeigt werden konnte. So
bedeuten tiber 10.000 pg/ml Endotoxin in der Zir-
kulation den sicheren Tod des Patienten, wihrend
Spiegel unter 100 pg/ml, trotz schwerer pathophy-
siologischer Symptomatik, mit einer guten Progno-
se -einhergehen (6). Allerdings konnen auch sehr
geringe Endotoxin-Konzentrationen einen irrever-
siblen Schock induzieren, wenn sich der Wirtsorga-
nismus in einem hyperreaktiven Zustand gegen-
iber Endotoxin befindet, ein Zustand, wie er
durch exogene (bakterielle) Produkte (Exotoxine,
Peptidoglykan) oder endogene Wirtsfaktoren (y-
Interferon, GM-Colony Stimulation Factor) her-
vorgerufen werden kann.

Endotoxine entfalten ihre pathophysiologischen
Wirkungen bei Sdugetieren auf indirekte Weise (7)
und unterscheiden sich somit grundlegend von den
klassischen Toxinen, wie dem Tetanus- oder Diph-
therie-Toxin, welche beispielsweise Zellen direkt
schidigen oder die Nervenreizleitung unterbinden.

‘Gram-negatives!
Bakterium

Endotoxin, LPS

Bakterium

Freigesetztes
Toxin

b | Humorale
LBP CD14 @

':? : Modulation

é Zellulére

mCD14 Signal
g Gbermitler é: obi',,:,‘:uer Erkennung
i Signal
Ubermittiung

CD14- Poslllve Zellen CD14-Negative Zellen

NN

Phagozytose Primére Expression von Zellulare
Bakterizide Wirkung i rei Ad| Molekilen Antwort

TNFa .
IL-1, IL-6 Primére
L6 Mediatoren
: Systemische
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: Sekundére
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Klinische
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( Fleber, Hypothermie, y ypnoe, Oliguria, Azidosis) duenzen

/ + Hypolenslun \
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Abb. 2: Schematische Darstellung der kaskadenartig
ablaufenden Ereignisse, die von Gram-negative
Bakterien ausgehend iiber die Freisetzung von
Endotoxin zum septischen Schock fiihren (9).
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Endotoxine wirken iiber den Kontakt mit Immun-
zellen, insbesondere Makrophagen und Endothel-
zellen, die mit der Bildung und Ausschiittung en-
dogener und toxischer Mediatoren reagieren
(Abb. 2). Zu diesen biologisch aktiven Faktoren
gehoren der Tumor-Nekrose-Faktor o, (TNFa),
Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-8Prostaglandine,
Thromboxan A,, Leukotriene, Plittchen-aggre-
gierender Faktor, Superoxidanion (O,), das HO-
Radikal und Stickoxid (NO). Unter diesen Fakto-
ren kommt dem TNFo fiir die Pathogenese des
septischen Schocks eine besondere Bedeutung zu.
So 4Bt sich mit isoliertem oder rekombinantem
TNFo die Schock-Symptomatik induzieren, wo-
hingegen Anti-TNFo-Antikorper Endotoxin- und
TNFo- bedingte Letalitdt unterdriicken. SchlieB-
lich sind M#use, bei denen das fiir den TNFo-Re-
zeptor (p55) verantwortliche Gen mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden funktionsun-
tiichtig gemacht wurde, unempfindlich gegen En-
dotoxin und TNFo. Nach ihrer Freisetzung kénnen
TNFo und die anderen Mediatoren lokal aktiv sein
oder auch iiber den Blutkreislauf zu suszeptiblen
Zellen und Organen gelangen, wo sie ihre Wirkung
entfalten. Beispielsweise sind fiir Endotoxin-indu-
ziertes Fieber die Mediatoren TNFo, IL-1 und IL-6
verantwortlich, wihrend der Blutdruckabfall
durch NO vermittelt wird. So sind es letzlich diese
endogenen Mediatoren, die die eigentlichen Ver-
mittler der Endotoxinwirkungen reprisentieren
und durch die sich der Organismus selbst schidi-
gen kann. Zu einer Schidigung und letztlich zum
septischen Schock kommt es jedoch nur, wenn die-
se Faktoren im Ubermaf produziert werden. Ge-
wisse physiologische Spiegel sind fiir eine effizien-
te Erreger-Abwehr und eine geregelte Funktion
des Immunsystems sogar unerldflich. Diese Er-
kenntnis ist wichtig fiir Uberlegungen zur Sepsis-
therapie. Ziel solcher Strategien kann nicht eine
totale Blockierung der Bildung und Wirkung der
Mediatoren, sondern eine gewisse Reduktion der
Menge auf nichttoxische Konzentration oder eine
Abschwichung der Wirkung sein.

Die Wechselwirkung von Endotoxin mit Makro-
phagen ist heute in vielen molekularen Details ver-
standen. Hierzu haben die biochemischen Unter-
suchungen des Forschungsinstitutes Borstel zur
Struktur der Endotoxine allgemein, zur Konfor-
mation der toxischen Komponente einerseits und
die Charakterisierung von humoralen und zellul&-
ren Endotoxinrezeptoren andererseits in besonde-
rer Weise beigetragen.

Endotoxine bestehen aus einer Polysaccharid- und
einer Lipoid-Komponente (Lipoid A) und sind aus
chemischer Sicht daher Lipopolysaccharide (LPS,
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Abb. 3: Molekiilmodell eines enterobakteriellen Endo-
toxins (Lipopolysaccharid)-Molekiils (19).

Abb. 3). Diese prinzipielle Architektur gilt fiir En-
dotoxine aller Gram-negativen Bakterien. Als bio-
logisches Wirksprinzip wurde die Lipoid A-Kom-
ponente identifiziert, deren Primérstruktur einem
in der Natur einmaligen Bauprinzip folgt (8). Lipo-
id A von Escherichia coli besteht aus einem bis-
phosphorylierten 81-6 verkniipften D-Glukos-
amin-Disaccharid, an welches vier (R)-3-Hydroxy-
fettsduren, die ihrerseits noch zwei Azylreste tra-
gen, gekniipft sind (Abb. 4). Dieses Strukturprin-
zip ist sehr konservativ und mit gewissen Variatio-
nen bei allen Sepsis-relevanten Gram-negativen
Bakterien verwirklicht. Dieser besonderen Priméar-
struktur des Lipoid A entspricht eine einzigartige
Molekiilgestalt, der toxischen Konformation, die,
wie K.Brandenburg und U.Seydel am Forschungs-
institut Borstel herausfanden, etwa die Form eines
abgeschnittenen Kegels besitzt. In dieser toxischen
Konformation tritt Lipoid A mit spezifischen Re-
zeptoren von Immunzellen in Kontakt. Nach heuti-
ger Kenntnis (Abb. 2) wird Endotoxin bzw. die Li-
poid A-Komponente zunichst von einem Serum-
protein, dem lipopolysaccharide-binding protein
(LBP), erkannt; der LPS-LBP-Komplex bindet
dann an den auf der Makrophagenoberfldche ex-
primenten Rezeptor mCD14, einem GPl-veran-
kerten Glykoprotein (MW 53 kD). Da Makropha-
gen auch dann noch durch grofiere Mengen Endo-
toxin stimuliert werden, wenn alle CD14 Molekiile
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Abb. 4: Chemische Struktur der Lipoid A-Komponente
des Endotoxins von Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis und Chromo-
bacterium violaceum (8).

mit anti-CD14 Antikorper abgeséttigt sind, geht
man davon aus, dal3 noch ein weiterer Endotoxin-
Rezeptor existiert (9). Dieser ist moglicherweise
auch verantwortlich fiir die spezifische Bindung
von Endotoxin und Aktivierung von Endothel-
zellen, die nicht das CD14-Molekiil exprimieren,
jedoch durch Komplexe von LPS und l6slichem
CD14 aktiviert werden (Abb. 2). Es ist denkbar,
daf3 dieser zweite Rezeptor auch identisch ist mit
einem zu fordernden Transmembran-Protein, wel-
ches im Zusammenspiel mit mCD14 die Signalver-
mittlung von der Membran in das Zellinnere ver-
mittelt, Uber die Signalumwandlung vom Moment
des spezifischen Kontaktes von Endotoxin mit der
Zelle, d.h. der Zellaktivierung, bis zur Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren, d.h. der Zytokin-
bildung, ist erst wenig bekannt. Klassische Signal-
wege scheinen nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen, wohingegen die Phosphorylierung und
Aktivierung von MAP-Kinasen und zwei weiteren
intrazelluldren Proteinen (36 und 38 kD) sowie die
Azylierung bestimmter Proteine mit einem Deri-
vat der Linolsdure (13-(S)-Hydroxylinolsdure) von
Bedeutung sind (10, 11).

Die Identifizierung der kaskadenartig ablaufenden
Schliisselereignisse vom Infektionserreger iiber die
Endotoxinfreisetzung, die Wechselwirkung von

200

Endotoxin mit Makrophagen/Monozyten und
Endothelzellen, die spezifische Aktivierung dieser
Zellen, die Bildung von toxischen Mediatoren, ins-
besondere TNFaq, die Wirkung dieser Mediatoren
auf Zielzellen bis hin zum Organversagen und irre-
versiblen Schock, hat zu der Entwicklung und Er-
probung zahlreicher unterschiedlicher therapeuti-
scher Prinzipien gefiihrt. Am Forschungsinstitut
Borstel, teilweise in Zusammenarbeit mit der Me-
dizinischen Universitédt zu Liibeck, werden vor al-
lem drei verschiedenartige Strategien zur Sepsis-
therapie wissenschaftlich verfolgt.

In einem ersten Projekt wird eine Verminderung
der Mediatorenbildung, insbesondere von TNFa,
angestrebt. Als vielversprechender Wirkstoff hat
sich Pentoxifyllin (Rentylin®), einem Xanthin-De-
rivat, erwiesen (12). Pentoxifyllin reduziert einer-
seits die Bildung von TNFa in Makrophagen und
unterdriickt andererseits toxische TNFo-Aktivitd-
ten. Die Wirksamkeit von Pentoxifyllin bei der
Sepsis wird derzeit im Rahmen einer doppel-
blinden, prospektiven, kontrollierten und mul-
tizentischen klinischen Studie unter Leitung von
PD Dr. P Zabel, Medizinische Klinik des
Forschungsinstitutes Borstel, K. Staubach, Chirur-
gische Klinik, Medizinische Universitét zu Liibeck
und J. Schréder, Chirurgische Klinik, Christian-Al-
brecht-Universitdt Kiel, untersucht.

Weiterhin werden mit der Vorstellung, moglichst

friihzeitig in die Sepsiskaskade einzugreifen, Lipo-
id A-verwandte Strukturen entwickelt, die zwar an
Endotoxinrezeptoren binden, Zellen jedoch nicht
aktivieren. Diese Substanzen konnten als Endoto-
xin-Antagonisten eingesetzt werden. Wie von
H.Loppnow bzw. A.J.Ulmer am Forschungsinstitut
Borstel entdeckt bzw. ausfiihrlich untersucht wur-
de, hemmt eine synthetische Lipoid A-Teilstruk-
tur, die nur vier Fettsduren enthilt und selbst bio-
logisch inaktiv ist, die Endotoxin-induzierte Bil-
dung von Zytokinen, wie IL-1 und TNFo in
Makrophagen (13, 14). Andere Lipoid A-Teil-
strukturen werden derzeit von U.Zéhringer, For-
schungsinstitut Borstel, isoliert und hinsichtlich
antagonistischer Wirksamkeit analysiert. Ein von
W.Christ und Kollegen in Boston (USA) entwik-
keltes Lipoid A-Derivat vergleichbarer Struktur,
die Verbindung E 5531, wird derzeit klinisch auf
ihre Wirksamkeit als Medikament zur Sepsis-
therapie erprobt (15).

Als Hauptstrategie jedoch wird in Borstel durch
die Arbeitsgruppe von L. und H.Brade die Ent-
wicklung monoklonaler Antikorper (mAk), die
Endotoxine verschiedener Sepsis-relevanter Spe-
zies und Gattungen erkennen, verfolgt (16). Endo-
toxine stellen fiir eine Sepsistherapie aus verschie-
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denen Griinden ideale Zielstrukturén dar. So
repriasentieren Endotoxine einen exogenen Faktor
im Sepsisgeschehen und die primére Ursache der
Gram-negativen Sepsis. Antikorper gegen Endo-
toxine erkennen Endotoxine auf der Oberfliche
von Bakterien und konnen als Opsonine wirken.
Gleichzeitig erkennen solche Antikorper jedoch
auch zirkulierendes Endotoxin und kénnen dessen
Neutralisierung und Eliminierung bewirken. Frii-
here Ansidtze zur Entwicklung solcher Antikorper
waren zunidchst entweder an der mangelnden
Kreuzreaktivitdt oder an der geringen Spezifitit
und Affinitdt der mAk gescheitert. So zeigen bei-
spielsweise der humane mAk HA-1A und sein mu-
rines Pendant E5 in vitro eine niedrige Aviditat fir
LPS, so daB3 eine Inaktivierung von Endotoxin in
vivo nicht erwartet werden kann. Dariiberhinaus
erwies sich dieser Antikorper als kreuzreaktiv mit
anderen auch in menschlichem Gewebe vorkom-
menden Molekiilen, d.h. als nicht Endotoxin-spezi-
fisch. Diese Umsténde erkldren teilweise die dra-
matischen Mif3erfolge der klinischen Evaluation
dieser Antikorper (17). Bedauerlicherweise haben
die so wenig erfolgreichen aber stark propagierten
Untersuchungen mit diesen ungeeigneten mAKk zu
einer weltweiten Skepsis gegeniiber einer Immun-
globulin-Therapie der Sepsis gefiihrt. Hierbei wird
vergessen, dafl andere Anti-Endotoxin-Antikor-
per in Endotoxin- und Infektions-Testsystemen
hochst aktiv sind und somit die mangelnde Wirk-
samkeit von HA-1A und E5 und nicht die Antikor-
per-Strategie an sich, sondern die Wirkungslosig-

LPS E.coli06 (0.1 ug/kg)
| |m WN1-222-5 (5 mg/kg)
WN1-222-5 + LPS E.coli 06 (0.1 ug/kg)

.

[ 30
S Zeit [ min]

Abb. 5: Unterdriickung der Endotoxin-induzierten
Bildung von TNF o in vivo durch den mAk WNI-222-5
in einem Meerschweinchen-Modell (18).

keit der mAk der Grund fiir den Fehlschlag der kli-
nischen Studien sind.

Gemeinsam mit F. Di Padova und M. Schreier
(Sandoz, Basel) haben wir einen hochaffinen,
kreuzreagierenden, kreuzschiitzenden, murinen
monoklonalen Antikorper dargestellt, der seine
biologische Eigenschaft auch nach einer mit mole-
kularbiologischen ~Methoden herbeigefiihrten
,2Humanisierung®“ beibehilt (18). Dieser Antikor-
per neutralisiert Endotoxin aller Serotypen von
Escherichia coli, Salmonella und Shigella. So unter-
driickt er die Endotoxin-induzierte Bildung von
TNFo und, wie erwartet, Letalitdt in experimentel-
len in vivo Modellen (Abb.5). Gegenwirtig sind
wir damit beschiftigt, mAk zu entwickeln, die auch
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LPS anderer Sepsis-relevanter Bakterien wie
Klebsiella und Pseudomonas erkennen und
neutralisieren. Nach Uberzeugung der Borsteler
Wissenschaftler stellen Antikérper gegen Endoto-
xin derzeit das vielversprechendste Therapeuti-
kum im Kampf gegen das Sepsis-Syndrom dar.
Diese Antikorper unterdriicken spezifisch die de-
struktiven Eigenschaften eines exogenen patho-
genen Faktors (Endotoxin) und interferieren nicht
mit der Funktion endogener, moglicherweise phy-
siologisch wichtiger, Komponenten des Wirtes.

Die Entwicklung solcher Antikorper stellt eine
enorme wissenschaftliche Herausforderung dar
und bedarf weiterer Forschung im Rahmen eines
multidisziplindren Ansatzes, der Strukturchemie,
Biophysik, Molekularbiologie, Mikrobiologie, Im-
munologie und nicht zuletzt die Klinische Medizin
mit einbezieht. Das Forschungszentrum Borstel er-
scheint, insbesondere im Verbund mit der Medizi-
nischen Universitdt zu Liibeck, fiir dieses Vorha-
ben besonders geeignet und ist willens, sich einer
solchen Herausforderung der klinischen For-
schung zu stellen.
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ORGINALARBEITEN I

Aus dem Institut fiir Immunologie und Transfusionsmedizin, Medizinische Universitét zu Liibeck (Direk-
tor Prof. Dr. med. H. Kirchner)! und der DRK Blutspendezentrale Ulm?:

Molekulare HILLA-Diagnostik bei allogener
Knochenmarktransplantation. Charakterisierung des
Mikropolymorphismus der HLA-DR4-Gruppe.

G. Bein!, M. Johannsen', K. Bottcher!, D. Haase!, T.H. Eiermann?,

H. Kirchner!

Zusammenfassung

Die Auswabhl eines nicht verwandten Spenders fiir
eine allogene Knochenmarktransplantation ba-
siert auf der moglichst vollstindigen Ubereinstim-
mung im HLA-System zwischen Spender und
Empféinger. Viele HLA-Allele sind durch rezipro-
ken Austausch von kurzen Sequenzmotiven mit
Allelen des gleichen Genortes oder anderer HLA-
Genorte entstanden. Sie lassen sich bei heterozy-
goten Personen nur durch den Nachweis von bis zu
vier Sequenzmotiven in cis voneinander unter-
scheiden. Bisher publizierte Typisierungstechni-
ken fiihren bei heterozygoten Personen hiufig zu
mehrdeutigen Ergebnissen. Wir entwickelten am
Beispiel der DR4-Familie ein Verfahren zur Ana-
lyse der Allele DRB1%0401-0412 durch nested
PCR mit sequenzspezifischen Primern (nested
PCR-SSP) und zeigten, daB alle Allele in jeder he-
terozygoten Kombination identifiziert werden
konnen. Eine Blindstudie (n=51) ergab eine Sensi-
tivitdt und Spezifitdt von 100 %. Wir schlagen die
PCR-SSP-Technik in Kombination mit der direk-
ten Sequenzierung als universelles Verfahren zur
hochauflésenden HLA-Typisierung vor.

Summary

The selection of unrelated allogeneic bone marrow
donors is based on the highest possible compatibi-
lity of the HLA system between donor and recipi-
ent. Many alleles have been generated by recipro-
cal exchange of sequence motives between alleles
of the same locus or other HLA loci. The identifi-
cation of a given allele in heterozygous individuals
is only possible by the detection of up to four se-
quence motives in cis position. Previously pu-
blished techniques frequently reveal ambiguous
results in the investigation of heterozygous indivi-
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duals. We developed a procedure for the typing of
alleles of the DR4 group (DRB1%0401-0412) by
nested sequence-specific primed PCR (nested
PCR-SSP) and showed that all alleles can be iden-
tified in all heterozygous combinations. A blind
quality control study revealed a sensitivity and spe-
cificity of 100 %. We propose the PCR-SSP tech-
nique in combination with direct sequencing as a
universal tool for high resolution typing of HLA-
alleles.

Einleitung

HIL A-Molekiile sind die wichtigsten Transplantati-
onsantigene. Der langfristige Transplantationser-
folg hingt von der Ubereinstimmung der
HLA-Antigene zwischen Organspender- und
Empfinger ab. Die mittlere Uberlebenszeit eines
Nierentransplantates ist bei vollstdndiger Kompa-
tibilitdt der HLA-A, B (HLA-Klasse I-Antigene)
und DR-Antigene (HLA-Klasse II-Antigene) an-
nédhernd doppelt so lang wie bei kompletter Nicht-
tibereinstimmung (10, 11). Wir fithrten ein neues
molekulargenetisches Verfahren in die HLA-DR-
Typisierung (DR1-18) ein, das erstmals den Ein-
satz der DNA-Analyse in der prospektiven Gewe-
betypisierung von Organspendern erlaubte (1, 5).
Damit konnte die auBerordentlich fehlerbehaftete
serologische Typisierung ersetzt werden. Retro-
spektive Analysen zeigen, dafl der Langzeiterfolg
der Nierentransplantation durch Einfithrung der
DNA-Typisierung deutlich verbessert werden
kann.

Dem Verfahren liegt die sequenzspezifische PCR-
Amplifikation (PCR-SSP) zugrunde: Tag-Poly-
merase besitzt keine 3°-5"-Exonuklease-Aktivitit.
Ein Basen-mismatch am 3’-Terminus eines Primers
wird unter geeigneten Versuchsbedingungen durch
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Taq-Polymerase nicht extendiert. Dieses Prinzip
erlaubt die direkte Feststellung einer Punktmutati-
on durch ein einfaches PCR-Experiment. Findet
sich am 3"-Terminus eines der beiden PCR-Primer
ein Basen-mismatch gegeniiber der Matrize, unter-
bleibt die PCR-Amplifikation; findet sich ein Ba-
sen-match, 14Bt sich anschlieBend ein PCR-Pro-
dukt nachweisen.

Der Polymorphismus im HLA-System ist u.a.
durch Austausch kurzer Gensegmente zwischen
verschiedenen Allelen und Genorten entstanden.
Die exakte Bestimmung der Allele an heterozygo-
ten Personen erfordert daher die physikalische Zu-
ordnung von zwei oder mehr Sequenzmotiven zu
einem DNA-Segment (cis-Konfiguration). Ein
PCR-SSP-Experiment gibt Aufschlufl iiber die
physikalische Kopplung der Sequenzmotive an den
3"-Termini beider Primer. Nur wenn diese an der
Matrize in cis vorhanden sind, findet eine exponen-
tielle PCR-Amplifikation statt. Wird das sequenz-
spezifische Priming mit einem zweiten Paar ge-
schachtelter (nested) Primer durchgefiihrt, konnen
bis zu vier Sequenzmotive in cis nachgewiesen wer-
den.

Im Laufe der Phylogenese bildeten sich im HLA-
System durch Mutation und Rekombination Allel-
familien mit zahlreichen homologen Mitgliedern.
Innerhalb dieser Familien findet sich ein supertypi-
sches Sequenzmotiv sowie eine begrenzte Zahl va-
riabler Residuen (Mikropolymorphismus). Eine
typische HLA-Allelfamilie ist die HLA-DR4-
Gruppe, zu der jetzt 22 Allele (bei Kaukasiern
werden im wesentlichen nur acht davon nachge-
wiesen) gehoren. Die Kenntnis des DNA-
Mikropolymorphismus in den Klasse II-Allelfami-
lien ist fiir die Spenderauswahl vor einer allogenen
Knochenmarktransplantation entscheidend. Die
konventionellen Typisierungstechniken ergeben
bei heterozygoten Personen hdufig mehrdeutige
Resultate. Wir entwickelten ein Verfahren zur
Analyse der DR4-Familie durch nested PCR-SSP
und zeigten, daB} alle genannten Allele in jeder he-
terozygoten Kombination identifiziert werden
konnen. Damit kann die Klonierung der entspre-
chenden Gensegmente auf einfache Weise umgan-
gen werden.

Material und Methoden

Referenz-Zellinien und DNA fiir eine Blindstudie

B-lymphoblastoide Zellinien des 10. Internationa-
len Histokompatibilitdts-Workshop (IHW) wur-
den als Referenz eingesetzt. Die folgenden Zellini-
en besitzen Allele der DR4-Gruppe: SAVC,
DRB1*0401; YAR, DRB1*0402; KT17, 0403,0406;
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SSTO, DRB1*0404; BM92, DRB1*0404; PE117,
DRB1*0404; LKT3, DRB1*#0405.

DNA fiir eine Blindstudie wurde in Ulm (T.H. Ei-
ermann) durch PCR-Amplifikation mit Exon 2-
flankierenden Primern und anschlieBender Hybri-
disierung mit Sequenz-spezifischen Oligonukleoti-
den untersucht, kodiert und durch PCR-SSP typi-
siert.

DNA-Extraktion

DNA aus Zellinien oder Blutleukozyten wurde
durch die Salzfillungsmethode nach Miller extra-
hiert.

Optimierung des Probensatzes

Die Optimierung des Probensatzes erfolgte mit
Hilfe des Computerprogramms ,,Minprobe® (8).

Oligonukleotidsequenzen —und PCR-Primerkombi-

nationen

Die Sequenz, die Schmelztemperatur (Tm, nearest
neighbour-Methode bei einer Nukleinsdurekon-
zentration von 250 pmol/l und einer Salzkonzen-
tration von 50 mmol/l) und der molare Absorpti-
onskoeffizient (nmol/OD 260 nm) der verwende-
ten PCR-Primer ist in Tabelle 1 angegeben (beide
Parameter wurden mit dem Programm von Rychlik
und Rhoads (13) berechnet). Die eingesetzten
Primerkombinationen sind in Tabelle 2 angefiihrt.

PCR-Amplifikation

PCR-Experimente wurden in einem Volumen von
20 pl durchgefiihrt. Jeder Ansatz enthielt jeweils
0,5 Einheiten rekombinante Tag-Polymerase (Per-
kin Elmer, Vaterstetten), jeweils 0,2 mmol/l der
dNTP’s, jeweils 0,5 umol/l der beiden HLA-
DRBI1-spezifischen Primer, 1 x PCR-Puffer
(50 mmol/l KCl, 10 mmol/l Tris-HCI, 1,5 mmol/l
MgCl, 0,001% (w/v) Gelatine) und jeweils 0,2
umol/l der beiden Primer fiir die interne Positiv-
kontrolle. Der Einsatz der Kontrollprimer erzeugt
ein 439 bp groBes PCR-Fragment aus dem Gen fiir
das humane Wachstumshormon (1). Im ersten
Amplifikationsschritt wurden jeweils 50 ng DNA
einer Zellinie oder Person in zwei getrennten An-
sdtzen untersucht. Ansatz 1 ist spezifisch fiir alle
DR4-Allele mit GTG an Codon 86. Ansatz 2 ist
spezifisch fiir alle DR4-Allele mit GGT an Codon
86. Die PCR-Reaktion wurde auf dem PCR-Sy-
stem 9600 (Perkin Elmer, Vaterstetten) bei 94 °C
Schmelztemperatur fiir 10 s und einem kombinier-
ten Annealing- und Syntheseschritt bei 62 °C fiir 30
s mit 20 Zyklen durchgefiihrt. Anschliefend wurde
ein Aliquot von 5pl PCR-Produkt entnommen
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nmol/
Primer Sequenz (5’-3%) Tm OD 260
0401/13/11 ACGTTTCTTGGAGCAGGTTAAACA 56,0 421
0401/86/11 TGCACTGTGAAGCTCTCAC 46,0 579
0402/86 GCTGCACTGTGAAGCTCTCCA 55,4 5,25

Tabelle 1a. Konsensusprimer fiir die Amplifikation von HLA-DRB1*04-Subtypen’

! Der upstream-Primer (0401/13/1I) hybridisiert an die Konsensussequenz aller DRB1%04-Allele in der ersten hypervariablen Regi-
on. Die beiden downstream-Primer hybridisieren jeweils an eines der beiden Sequenzmotive an Codon 86 (GTG oder GGT). Sie
wurden in zwei getrennten Ansitzen in der ersten Amplifikationsrunde der nested PCR zur HLA-DRB1%04-Subtypisierung einge-

setzt.

Primer Sequenz (5-37) Tm OD 260
0401/57 TGGCTGTTCCAGTACTCGGCAT 58,2 5,00
1303/57 GGCTGTTCCAGTACTCGGCGCT 61,4 5,10
0401/71 TGTCCACCGCGGCCCGCT 06,3 6,63
1402/71 CCACCGCGGCCeGee 63,8 8,17
1402/74 TGTGTCTGCAGTAGGTGTCCACCG 60,8 4,47
0403/74 TCTGCAGTAGGTGTCCACCT 49,0 5,46
0409/57 CGGAGCTGGGGCGGCCTAG 63,5 5,63
0401/37 GACAGATACTTCTATCACCAAGAGGAGTA 542 335
0406/37 GTCGCTGTCGAAGCGCACGG 60,9 5,40
0402/71 CCACCGCGGCCCGCTC 62,4 7,59
0801/74 GTTGTGTCTGCAGTAGGTGTCCACCAG 61,8 391

Tabelle 1b. Primer fiir die Amplifikation von HLA-DRB1*04-Subtypen

und 1:100 in Wasser verdiinnt. Jeweils 5 ul des ver-
diinnten PCR-Produktes wurden in einer 2. PCR
mit den in Tabelle 2 angegebenen Primerpaaren
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untersucht. Die 2. PCR wurde fiir 25 Zyklen mit
einer auf 69 °C angehobenen Annealing-Tempera-
tur durchgefiihrt.

Analyse der PCR-Produkte

Jeweils 10 pl PCR-Produkt wurden durch Agaro-
segelelektrophorese aufgetrennt, durch anschlie-
Bende Farbung mit Ethidiambromid unter UV-
Licht sichtbar gemacht und photographiert.

Abbildung 1. Darstellung der PCR-Produkte nach
Agarosegelelektrophorese. Als DNA-Lingenstandard
diente eine 123 bp Leiter (jeweils duflerste rechte
Spur). In allen anderen Spuren ist die interne
Positivkontrolle, ein 439 bp Fragment aus dem Gen fiir
das Wachstumshormon sichtbar. Obere Bildhdilfte: Die
HILA-spezifischen PCR-Produkte des Alleles HLA-
DRBI1#0402 sind in Spur 1, 4, 5 und 7 sichtbar (von
links, Primersets H/4, A/4, J/4, E/4). Untere Bildhdilfte:
Die  HLA-spezifischen ~ PCR-Produkte einer
heterozygoten  Zelle mit den Allelen HLA-
DRBI*0403,0406 sind in Spur 1, 2, 4, 6 und 10
sichtbar (von links, Primersets H/4, A/4, D/4, F/4).
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Primer- Upstream Downstream Produkt
Set Primer Primer Amplifizierte Allele (bp)
DR4 I? 0401/13/11 0401/86/11 - DRB1*0401/5/7/8/9/(1410)* 261
DR4 112 0401/13/11 0402/86 DRB1*¥0402/3/4/6/10/11/12 263
Al4 0401/13/1T 0401/57 = DRBI*0401/7/8 177
B/4 0401/13/11 1303/57 DRB1*0405/9 k 176
C/4 0401/13/11 0401/71 'DRB1*0401/9 s
D/4 - 0401/1311 1402/71 DRB1*0405/7/8 (*1410) 212
E/4 - 0401/13/11 1402/74 DRB1*0401/5/8/9 230
F/4 0401/13/11 0403/74 DRB1*0407 (*1410) 226
G/4 0409/57 0401/71 DRB1*0409 = 78
H/4 0401/37 DRB/87 DRB1*0402/3/4/10/11/12 199
1/4 0401/13/11 0406/37 DRB1#0406 115
B/4 0401/13/11 1303/57 DRB1*0410/11/12 176
Al4 0401/13/11 0401/57 DRB1*0402/3/4/6 177
J/4 0401/13/11 0402/71 DRB1*0402 212
D/4 0401/13/11 1402/71 DRB1#0403/4/6/10/11/12 212
E/4 0401/13/11 1402/74 DRB1*0402/4/10 230
K/4 0401/13/11 0801/74 DRB1*0412 232
L/4 0409/57 0403/74 DRB1*0411 89
F/4 0401/13/11 0403/74 DRB1*0403/6/11 226

Tabelle 2. Primerkombinationen’ fiir die Identifikation der HLA-DRBI*04-Subtypen durch die PCR-SSP Technik

' Die Allele DRB1%0413-0422 wurden hier nicht beriicksichtigt (siche Diskussion)

* Konsensus-Primerkombinationen fiir die 1. PCR-Amplifikation. Grau hinterlegt sind diejenigen Primerkombinationen, mit denen
das verdiinnte Amplifikat aus dem 1. Ansatz (DR4 I) erneut amplifiziert wird. In den iibrigen, nicht hinterlegten Ansitzen wird
Amplifikat aus dem 2. Konsensus-Ansatz (DR4 II) als Matrize eingesetzt.

* Wird mehr als ein Allel amplifiziert, sind die Allele durch einen Schrégstrich getrennt. Bei Ubereinstimmung der ersten Ziffern der
Allel-Nummer wurden diese weggelassen (z.B. DRB1*0401 und DRB1%0405 = DRB1*0401/5).

' Das Allel DRB1*1410 gehért nicht in die DR4-Subgruppe.

Ergebnisse

Die Gruppe der DR4-Allele zeichnet sich durch
mehrere Allele aus, die formal durch reziproken
Sequenzaustausch auseinander hervorgegangen
sein konnten. Folglich muf ein molekulargeneti-
sches Analyseverfahren die cis- und/oder trans-Po-
sition eines Sequenzmotives bei heterozygoten
Personen nachweisen konnen. Wir analysierten zu-
ndchst unter Einsatz des Computer-Programms
“Minprobe” (8) die theoretisch mdglichen Proben-
sdtze. Unter “Probe” verstehen wir hier entweder
eine Oligonukleotid-Sonde fiir das PCR-SSO-Ver-
fahren oder ein Primer-Paar fiir das PCR-SSP-Ver-
fahren. Eine Probe kann jeweils ein oder mehrere
Allele nachweisen. Die folgende Matrix zeigt ei-
nen optimierten Probensatz fiir die Hybridisierung
der DR4-Allele nach gruppenspezifischer Amplifi-
kation mit Oligonukleotiden (PCR-SSO). Analy-
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siert wurden die Allele DRB1%0401-0412. Alle
theoretisch mdoglichen und informativen Sonden
wurden in die Matrix aufgenommen (Tabelle 3).
Von allen moglichen Reaktionsmustern, welche
die hetero- und homozygoten Kombinationen der
12 DR4-Subtypen erzeugen kénnen, bleiben 15
Reaktionsmuster mehrdeutig. Die gleiche Analyse
wurde fiir einen publizierten Probensatz (15)
durchgefiihrt, der fiir direktes, sequenzspezifisches
Priming entworfen wurde (DRB1*¥0401-0411).
Auch hier bleiben 39 Reaktionsmuster mehrdeutig
(Daten nicht gezeigt). Wir entwarfen daher eine
Strategie, um durch nested Priming eine eindeutige
Identifikation der DR4-Subtypen in allen hetero-
zygoten Kombinationen zu erzielen. Zunichst teil-
ten wir die DR4-Subtypen in zwei Gruppen. Hier-
zu nutzten wir den Dimorphismus an Codon 86.
Ein Teil der Allele besitzt an Codon 86 das Triplett
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Probensatz':

Probe: 1 2 3
Codon: 37 37 57
AS: S Y D

Allel:

DRB1*#0401 -
DRB1#0402 -
DRB1*0403 -

DRB1#0404 -
DRB1%0405 -

DRB1#0406
DRB1#0407 -
DRB1*0408 -
DRB1%0409 -
DRB1*0410 -
DRB1#*0411 -
DRB1*0412 -

+ 4+ + + o+
o+ o+ o+ o+

4
'

+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+
1l

(AS, single letter code) angefiihrt.
+ = Probe hybridisiert.
- = Probe hybridisiert nicht.

Probe 1-12 Allele:

At —t 0404 0409
e —tt 0401 0410
— A —t- 0408 0409
—F - 0401 0405
et —t-++ 0403 0409
bttt 0401 0411
Attt 0403 0405
bttt 0408 0411
ot —t -t 0407 0410

scheiden.

57 71 71 71 74 74 74 86 86

! Die theoretisch méglichen 12 Proben sind zusammen mit dem jeweils informativen Codon und der hier kodierten Aminosaure

Ergebnis der Minprobe-Analyse nach Optimierung des Probensatzes: 15 Reaktionsmuster in 7 Gruppen lassen sich nicht unter-

- P + w5 - - - + -
- - -+ - - - -+
-+ - - -+ - -+
-+ - -+ - - -+
+ o+ - -+ - -+ -
-+ - - -+ - -+
-+ - - -+ -+ -
-+ - -+ - -+ -
+ -+ - - - -+ -
+ o+ - -+ - - -+
o+ - - -+ - -+
+ - - - - -+ -+

Probe 1-12: Allele:

bt t—t 0403 0410
bttt —t 0404 0411
et —t—++ 0404 0405
bttt 0408 0410
bttt 0403 0408
o+t 0404 0407

Tabelle 3. DR4-Subtypisierung durch PCR-SSO. Von allen moglichen Reaktionsmustern, welche die hetero- und
homozygoten Kombinationen der 12 DR4-Subtypen erzeugen konnen, bleiben 15 Reaktionsmuster mehrdeutig.

GGT (Glycin), ein anderer Teil der Allele (Grup-
pe 2) besitzt hier das Triplett GTG (Valin). Wir
synthetisierten zwei gruppenspezifische Primer-
sets. Der upstream-Primer hybridisiert an die Kon-
sensussequenz aller DR4-Allele an Codon 13, der
downstream-Primer jeweils an eines der genannten
Sequenzmotive an Codon 86. Fiir beide Gruppen
wurden nested Primersets entworfen und auf
Mehrdeutigkeit und Redundanz mit dem Compu-
terprogramm “Minprobe” (8) iiberpriift. Das Er-
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gebnis dieser Analyse ist in Tabelle 4 angefiihrt.
Kein Reaktionsmuster ist mehrdeutig. Theoretisch
konnte mithin ein Satz von Primerpaaren definiert
werden, der die Identifikation der Allele
DRB1#0401-0412 in jeder beliebigen Kombination
untereinander erlauben sollte. Nach dieser Vorga-
be synthetisierten wir die entsprechenden Primer
und optimierten durch Testreihen an homozygoten
Referenz-Zellinien, wo dies notwendig war, die
Primerlidnge. Nach Festlegung des Protokolls (sie-
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Gruppe 1 (GGT (Glycin) an Codon 86)
Probensatz':

Allel:

DRB1%0401
DRB1*0405
DRB1*0407
DRB1#0408
DRB1*0409

i
+
'

Gruppe 2 (GTG (Valin) an Codon 86)

Allel:
DRB1*0402 +
DRB1%0403 + - -
DRB1*0404 +

DRB1#0406
DRB1#0410
DRB1#0411
DRB1*0412

+

! Design der Primersets siche Material und Methoden.
+ = Amplifikation.
- = Keine Amplifikation.

Primersets: A B C D E

+ +
;
;
+ o+ o+
1

’
“+
+

I
e

Primersets: H 1 B A J

+ + +
]
+ o+ o+
1
i

Ergebnis der Minprobe-Analyse: Kein mehrdeutiges Reaktionsmuster

- + B - -
+ - - - +
+ + - - -
+ - - - +
+ + - - -
+ - - + +
+ - + - -

Tabelle 4. DR4-Subtypisierung durch nested PCR-SSP

he Material und Methoden) wurde eine Blindstu-
die an 51 DNA-Proben durchgefiihrt, die minde-
stens ein Allel der DR4-Subgruppe aufwiesen. Die
Blindstudie zeigte keine Abweichungen vom Er-
gebnis der Referenzmethode. Von den untersuch-
ten 55 DR4-Allelen, die Vorwiegend kaukasischer
Herkunft waren, gehorten alle einem der Subtypen
DRB1%¥0401-0408 an.

Diskussion

Der Polymorphismus im HLA-System ist weniger
durch neue Punktmutationen, als durch reziproken
Sequenzaustausch zwischen verschiedenen Genor-
ten und unter den Allelen eines Genortes entstan-
den (3). Hieraus ergibt sich das wichtigste Problem
der molekulargenetischen HLA-Analytik. Die Zu-
ordnung eines polymorphen Sequenzmotivs zu ei-
nem bestimmten Genort und hier zu einem be-
stimmten Allel setzt bei heterozygoten Personen
die Information voraus, ob das Sequenzmotiv in cis
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oder trans zu anderen Sequenzmotiven steht. Der
in der vorliegenden Arbeit am Beispiel des Mikro-
polymorphismus der DR4-Gruppe entwickelte Lo-
sungsweg fiir dieses Problem sei an dem folgenden
Beispiel diskutiert, das prototypisch fiir den HLA-
Polymorphismus steht (Tabelle 5):

Die in Tabelle 5 gezeigten Allele kénnen formalge-
netisch durch reziproken Austausch von Genseg-
menten auseinander hervorgegangen sein. Eine
Konversion des Sequenz-Motivs DRB1:71:K' vom
Allel DRB1#0401 auf das Allel DRB1*#0405 und
umgekehrt  generiert zwei neue  Allele:
DRB1#0408 und DRB1%0409. Da die Sequenzmo-
tive 57:S und 71:K an vielen anderen Allelen des
Genortes DRB1 vorkommen, muf3 zunichst fiir
jede Analyse des Mikropolymorphismus in der

1 Nach einem Vorschlag der WHO-Nomenklatur-Kommissi-
on werden Sequenzmotive nach folgendem Prinzip benannt:
Genort: Codon: Aminoséuren in single letter code (2)
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10 50 60 70 80

DRB1#0101 LWQLKFEC AVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVG
DRB1#0401 -E-V-H— — oo PO NN = =
DRB1%0405 -E-V-H— = WP SO S WS —
DRELEATE VR oo o iy oo i i i S5t is Stirbinis
DRB1I*040® -EViH—~ = =oore—we LD B — o e i i i

> Die Sequenz dieser Allele ist erst downstream von Codon 13 bekannt. Es kann fiir didaktische Zwecke angenommen werden,

daB von Codon 9-13 die Konsensussequenz der DR4-Gruppe vorliegt.

Tabelle 5: Allele der DR4-Subgruppe’

! Ausschnitte der Aminosiuresequenzen von vier Allelen der DR4-Subgruppe. Identitit mit der Sequenz des Alleles DRB1*#0101 ist

durch einen Strich symbolisiert.

DR4-Subgruppe eine gruppenspezifische Amplifi-
kation vorausgehen. Hierzu kann ein upstream-
Primer an Codon 13 und ein downstream-Primer
an Codon 87 (Konsensus) gewihlt werden (4). Das
Sequenzmotiv DRB1:9-13:EQVKH kommt mit ei-
ner Ausnahme nur an Allelen der DR4-Subgruppe
vor, und man erhilt folglich ein gruppenspezifi-
sches Amplifikat. Eine Hybridisierung mit den 4
moglichen informativen Sonden fiir die jeweiligen
Sequenzmotive an Codon 57 und 71 (57:D, 57:S,
71:R, 71:K) ergibt in beiden heterozygoten
Kombinationen (DRB1%*0401/DRB1*0405 und
DRB1*0408/DRB1%0409) mit allen vier Sonden
ein positives Signal. Das Ergebnis der Analyse
bleibt mehrdeutig.

Das PCR-SSP-Verfahren erlaubt hingegen durch
nested sequenzspezifisches Priming an Codon 57
und 71 den Nachweis, ob die jeweiligen Sequenz-
motive in cis vorkommen. Ein Primerpaar mit Spe-
zifitdt fiir die Sequenzmotive 57:D (upstream) und
71:K (downstream) generiert in einem entspre-
chenden PCR-Experiment ein Amplifikat nur
dann, wenn das Allel DRB1%0401 vorhanden ist,
unabhingig von allen anderen Sequenzmotiven in
trans. Folglich kann in diesem Beispiel jedes ein-
zelne Allel in jeder heterozygoten Kombination
positiv identifiziert werden.

Eine PCR mit geschachtelten Primern wurde be-
reits von Mullis und Faloona beschrieben (7). Die
Autoren setzten dieses Prinzip ein, um die Sensiti-
vitit eines PCR-Experimentes zu erhéhen. Wenn
das sequenzspezifische Priming mit geschachtelten
Primern kombiniert wird, kann ein hohes MaB} an
Auflésung in der Analyse komplexer, polymor-
pher Erbsysteme erzielt werden. Dies gilt beson-
ders, wenn der Polymorphismus wéhrend der Phy-
logenese vorwiegend durch Genduplikation und
Genkonversion generiert wurde. Hier ist die PCR-
SSP-Technik mit nested Primern den anderen vor-

210

geschlagenen Verfahren iiberlegen. Die klassische
Untersuchung von PCR-Produkten durch Hybridi-
sierung mit Oligonukleotid-Sonden ist fiir eine ein-
deutige Charakterisierung des Mikropolymorphis-
mus am Genort HLA-DRBI1 (und anderen HLA-
Genorten) mit jedem neu charakterisierten Allel
zunehmend weniger geeignet.

Mit jedem ,,neuen* Allel nimmt die Zahl der hete-
rozygoten und homozygoten Kombinationen (Ge-
notypen) mit der Funktion

n? n
g2

2 2
(g, Zahl der Genotypen; n, Zahl der Allele) zu.
Folglich gibt es heute 7260 Genotypen am Genort
HLA-DRB1 (120 Allele), von denen zahlreiche
prinzipiell durch Hybridisierung mit Sonden nicht
voneinander unterschieden werden koénnen. Ein
weiteres Verfahren, die Untersuchung der PCR-
Produkte durch Restriktionsenzyme (PCR-RFLP)
wurde ebenfalls zur Charakterisierung des Mikro-
polymorphismus im HLA-System vorgeschlagen
(6,12). Die Technik hat sich nicht durchgesetzt, da
viele Enzyme simultan in vielen Kombinationen
eingesetzt werden miissen, um zu einer eindeuti-
gen Charakterisierung heterozygoter Personen zu
kommen. Eine andere Arbeitsgruppe hat die di-
rekte Sequenzierung Heterozygoter vorgeschlagen
(14). Abgesehen von technischen Problemen bei
der eindeutigen Erkennung der jeweiligen Basen
gibt es hier ebenfalls das oben diskutierte und nicht
l16sbare Problem der cis/trans-Zuordnung,.

Die Zahl der in einer gegebenen Population tat-
sédchlich vorkommenden Allele ist deutlich gerin-
ger, als die Zahl der publizierten und offiziell aner-
kannten Spezifititen. Viele HLA-Allele finden
sich nur in Volksstimmen mit regional begrenzter
Verbreitung. So kamen in dieser Studie nur 8 von
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22 Allelen der DR4-Gruppe vor. Aus dkonomi-
schen Griinden ist daher bei der Typisierung des
Mikropolymorphismus im HLA-System ein indivi-
duelles und abgestuftes Vorgehen sinnvoll: Nach
einer Typisierung der hiufigsten Spezifititen
durch nested PCR-SSP mit wenigen individuellen
ausgewdhlten Primerkombinationen werden die
PCR Produkte anschlieend je nach vorliegendem
Genotyp zum AusschluB3 seltener Allele direkt se-
quenziert. Hierdurch werden die Probleme der di-
rekten Sequenzierung Heterozygoter umgangen.
Die PCR-SSP-Technik (1,9) hat sich in der HLA-
Typisierung von Organspendern und -Empfingern
auBerordentlich bewéhrt, da das Ergebnis der Un-
tersuchung bereits wenige Stunden nach der Blut-
entnahme vorliegt. Wir zeigen in der vorliegenden
Arbeit, daf} die gleiche Technik in Verbindung mit
der Sequenzierung die Methode der Wahl in der
Charakterisierung komplexer polymorpher Erbsy-
steme ist.
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Die Bedeutung der C-terminalen Region des Chemokins
Neutrophile aktivierendes Peptid 2 (NAP-2) fiir die
Interaktion mit neutrophilen Granulozyten®

E. Brandt, J. E. Ehlert, F. Petersen, M.H.G. Kubbutat, J. Gerdes und H.-D. Flad

Summary

We have recently reported on the discovery of a C-
terminally truncated variant of the chemokine
NAP-2, which exhibited up to fourfold enhanced
capacity to induce degranulation in neutrophils as
compared to full-size NAP-2. We herein report on
the successful purification of this isoform which
enabled us to directly determine its C-terminal se-
quence and molecular weight. Both analyses con-
comitantly revealed that the NAP-2 variant was
identical with an isoform truncated by exactly four
amino acids at the C-terminus (NAP-2[1-66]). In
addition we have directly analyzed the influence of
truncation on the activity of NAP-2 by the use of
recombinant NAP-2 variants which we expressed
in Escherichia coli and which were stepwise dele-
ted by up to six amino acids at the C-terminus.
Analyses of the functional characteristics of these
variants revealed that recombinant INAP-2[1-66]
was the most active one. Comparison of recombi-
nant and native NAP-2[1-66] revealed that both
polypeptides were functionally and structurally
equivalent. Our data indicate, that precise truncati-
on at the C-terminus participates in the fine-regu-
lation of the chemokine’s function.

Zusammenfassung

Wir haben kiirzlich tiber die Entdeckung einer C-
terminal verkiirzten Variante des Chemokins
NAP-2 berichtet, die eine bis zu vierfach erhohte
Kapazitit besitzt, die Degranulationreaktion neu-
trophiler Granulozyten auszulosen. In der vorlie-
genden Studie berichten wir iiber die erfolgreiche
Isolierung dieser NAP-2 Variante, wodurch wir in
die Lage versetzt wurden, direkte Untersuchungen
zu deren C-terminaler Sequenz und Molekularge-
wicht durchzufiihren. Beide Untersuchungen erga-
ben iibereinstimmend, da3 es sich bei der nativen
NAP-2 Variante um eine Isoform handelt, die am

C-Terminus exakt um vier Aminosduren verkiirzt
ist (NAP-2[1-66]). Weiterhin haben wir mit Hilfe
rekombinanter, in Escherichia coli exprimierter
NAP-2 Mutanten den Einflufl sukzessiver Deletio-
nen am C-Terminus auf die biologische Aktivitit
des Chemokins untersucht. Von den um bis zu
sechs Aminosduren verkiirzten Mutanten erwies
sich INAP-2[1-66] als am potentesten. Der Ver-
gleich von nativem wund rekombinantem
NAP-2[1-66] zeigte, daB sich beide Polypeptide
funktionell und strukturell dquivalent zueinander
verhalten. Unsere Ergebnisse zeigen, daf3 C-termi-
nale Verkiirzung von NAP-2 an der Feinregulation
der biologischen Funktion des Chemokins beteiligt
1st.

Einleitung

Das zu den Chemokinen gehorende Neutrophile
aktivierende Peptid 2 (NAP-2) ist ein 70 Amino-
siuren grofes Polypeptid. Es entsteht durch pro-
teolytische Spaltung aus thrombozytidren Vorstu-
fen. Diese Vorlduferproteine stellen homologe
Molekiile dar, die sich in der Lange des N-Termi-
nus unterscheiden und kollektiv als B-Thrombo-
globulin Antigen (B-TG Ag) bezeichnet werden.
Zumindest fiir zwei dieser Polypeptide, ndmlich
das basische Plittchenprotein (platelet basic prote-
in, PBP) und das Bindegewebe aktivierende Peptid
III (connective tissue-activating peptide III,
CTAP-III), konnte gezeigt werden, daf eine direk-
te Konvertierung zu NAP-2 durch N-terminale
Prozessierung unter Beteiligung monozytirer und
granulozytirer Proteasen stattfindet {1,2}. Das ent-
stehende NAP-2 16st bei polymorphkernigen neu-
trophilen Granulozyten (PMN) verschiedene
Effektorfunktionen aus, wie z.B. chemotaktische
Wanderung {3,4}, die Freisetzung lysosomaler En-
zyme {4} und von Bestandteilen sekundirer Gra-
nula {5}. Gemeinsam mit den strukturell und funk-

* Diese Arbeit wurde unterstiitzt durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (SFB 367, Projekt C 4)
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tionell eng verwandten Chemokinen Interleukin 8
(IL-8) und Melanozytenwachstum stimulierende
Aktivitdt (MGSA), wird NAP-2 der a-Chemokin-
Subfamilie zugeordnet. Alle diese Mediatoren sind
selektive ~ Aktivatoren von  Granulozyten-
funktionen und reagieren mit PMN iiber spezifi-
sche gemeinsame Rezeptoren, die IL-8 Rezep-
toren des Typs A und B. Wahrend fiir IL-8 nur
hochaffine Bindungsstellen vorliegen, existieren
fiir NAP-2 und MGSA sowohl hoch- als auch nied-
rigaffine Bindungsstellen {3,6-8}.

Die Primérstruktur der o-Chemokine enthilt vier
Cysteine an konservierten Positionen, welche die
Kernregion der Molekiile begrenzen. Die ersten
beiden Cysteine sind durch eine einzige Amino-
sdure getrennt. Das sich daraus ergebende Se-
quenzmotiv (CXC) wird zur Unterscheidung der
o-Chemokine von den B-Chemokinen herangezo-
gen, da bei den Letzteren diese Cysteine direkt
benachbart vorliegen (CC-Motiv){9-11}. Es ist ge-
zeigt worden, daf3 Disulfidbriickenbildung essenti-
ell fiir die Aufrechterhaltung der molekularen
Konformation {12,13}, als auch fiir die biologische
Aktivitdt der Chemokine ist {14,15}. Zusitzlich
wurden noch weitere Strukturen beschrieben, die
fiir die Rezeptorbindung und die biologische Akti-
vitit von Bedeutung sind. Beziiglich der
o-Chemokine wurde ein aus drei aufeinanderfol-
genden Aminosduren bestehendes Sequenzmotiv
entdeckt (ELR), das der CXC-Gruppierung direkt
vorausgeht, und fiir die biologische Wirkung auf
PMN unverzichtbar ist {16}. Die funktionelle Be-
deutung des ELR-Motivs ist dariiberhinaus durch
Mutagenesestudien an IL-8, MGSA und dem Che-
mokinhomolog Pléttchenfaktor 4 (PF-4) bestitigt
worden {17-19]. Obwohl diese Befunde deutlich
machen, daf3 bestimmte strukturelle Eigenschaften
im N-terminalen Bereich von a-Chemokinen not-
wendig fiir deren Aktivitét sind, weisen neuere Er-
gebnisse darauf hin, daB weitere, bisher noch nicht
definierte Regionen ebenfalls wichtig sind. Studien
an IL-8 lassen vermuten, daf} die Bindung an den
IL-8 Typ A-Rezeptor von Sequenzen innerhalb der
Kernregion abhingig ist, wohingegen die Bindung
an den IL-8 Typ B-Rezeptor auf C-terminal lokali-
sierte Strukturen angewiesen ist {18}. Allerdings ist
unklar, ob diese Prinzipien auch auf andere Che-
mokine ibertragbar sind. In diesem Zu-
sammenhang weist die kiirzliche Entdeckung einer
C-terminal verkiirzten NAP-2 Variante, die drei-
bis vierfach erhohte biologische Aktivitit zeigt,
darauf hin, da3 C-terminale Strukturen auch bei
der Regulation von NAP-2-Funktionen beteiligt
sein konnten {20}. Bisher war es uns allerdings
nicht moglich, diese Variante homogen auf-
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zureinigen und das genaue AusmaB der
C-terminalen Verkiirzung zu bestimmen. Weiter-
hin blieb unklar, ob méglicherweise auch andersar-
tige posttranslationale Modifikationen fiir die ver-
dnderte biologische Aktivitdt verantwortlich sind.

In der vorliegenden Arbeit ist es uns gelungen, ei-
nerseits die native NAP-2 Variante bis zur Homo-
genitdt aufzureinigen und daraufhin das genaue
Ausmal der C-terminalen Verkiirzung zu bestim-
men. Wir haben weiterhin ein rekombinantes Ex-
pressionssystem fiir NAP-2 entwickelt und mit Hil-
fe desselben den EinfluB C-terminaler Deletionen
auf die Aktivitdt von NAP-2 genau untersuchen
koénnen.

Material und Methoden

Bakterienstimme und rekombinante DNA-Methoden

Kompetente Escherichia coli-Bakterien (MAX Ef-
ficiency DHSoF’IQ) wurden bei GIBCO BRL
(Eggenstein) gekauft. Soweit nicht anders be-
schrieben, wurden die rekombinanten DNA-Me-
thoden gemidfs Sambrook et al. {21} durchgefiihrt.
Beide Stridnge der insertenthaltenden Plasmid-
DNA wurden auf einem ALF (automated laser
fluorescent)-DNA-Sequenziergerit mit Hilfe vek-
torspezifischer, fluoreszenzmarkierter Sequenzier-
primer nach der Kettenabbruch-Methode {22} auf
die korrekte Sequenz hin iiberpriift.

Konstruktion der Expressionsvektoren pAXNAP

Nach Anreicherung von Poly(A)*-RNA aus
Thrombozytenpriparationen (erhalten von Dr. B.
Katzmann, Institut fiir Immunologie und Transfu-
sionsmedizin, Med. Universitdt Liibeck, Liibeck)
wurde die cDNA durch reverse Transkription
gewonnen. Zur Herstellung der Inserts mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dienten spezi-
fische Primer, die eine korrespondierende Sequenz
in der als Matrize dienenden NAP-2 cDNA (iiber-
einstimmend mit der CTAP-III mRNA, Position
241-450, EMBL Nr. M54995 {23}) erkannten. Als
5'-Primer wurde das Oligonukleotid ,,FOR* ver-
wendet: 5'-ATATAGATCTTGATCGA
GGGTAGGGCTGAACTCCGCTGCATGTGT-
ATAAAG-3'. Dieser enthielt die den ersten 27
Basen der NAP-2 ¢cDNA entsprechende Sequenz
(fett), eine fiir die Erkennungsstelle der Endo-
proteinase FXa codierende Sequenz (kursiv) und
eine Restriktionsschnittstelle (unterstrichen) fiir
das spitere Einschleusen in den Vektor pAXS5+
(Medac, Hamburg). Die 3'-Primer, die zur Erzeu-
gung der unterschiedlichen C-Termini in den
NAP-2 Varianten dienen sollten, enthielten neben
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der zur NAP-2 cDNA-homologen Sequenz aufer-
dem ein Stopcodon und eine Restriktionsschnitt-
stelle zur Einfiigung in den Vektor. Die mit 17 Ba-
sen immer gleich lange, homologe Sequenz der 3'-
Primer war abhéngig von der Anzahl der C-termi-
nal fehlenden Aminosiduren. Wéhrend diese Se-
quenz bei dem Primer fiir vollstindiges INAP-2[1-
70] zu den Positionen 434-450 in der CTAP-III
mRNA komplementdr war, war diejenige fiir
rNAP-2[1-69] den Positionen 431-447 homolog,
d.h., um ein Triplett stromaufwérts verschoben.
Dieses Schema wurde analog fiir bis zu einer um
sechs Aminosduren verkiirzten NAP-2 Variante
durchgefiihrt. Nach Einschleusung der so
entstandenen Inserts in den Vektor pAXS+ wur-
den die Expressionsvektoren pAXNAP70-64 er-
halten. Sie kodierten fiir ein dreiteiliges Fusions-
protein, bestehend aus P-Galaktosidase, einem
Kollagenfragment und der respektiven NAP-2 Va-
riante mit einer FXa-Schnittstelle am N-Terminus.
Diese Vektoren wurden in die kompetenten Bak-
terien eingeschleust.

Expression und Aufreinigung der rekombinanten NAP-
2 Varianten

Die mit Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(IPTG) induzierten Transformanten wurden nach
fiinfstiindiger 37°C-Inkubation durch Ultraschall-
behandlung lysiert. Das in Inklusiongranula ge-
speicherte Fusionsprotein wurde nach einer Me-
thode von Schoner et al. {24} angereichert und ge-
miB einem Protokoll fiir B-Galaktosidase {25}
renaturiert. Nach dem Verdau mit Faktor Xa {26}
wurde die Lésung mit Trifluoressigsdure (TFA) auf
pH 2,1 angeséduert und mit NaOH reneutralisiert.
Das prézipitierte Protein wurde sedimentiert und
die gewiinschten Peptide aus dem Uberstand
immunchromatographisch mittels mAK C-24-Se-
pharose aufgereinigt.

Auftrennung der verschiedenen [-TG Ag-Isoformen
durch Sdulenchromatographie

Die Auftrennung von vollstindigem NAP-2 und
der C-terminal verkiirzten Variante aus Uberstén-
den stimulierter mononukledrer Zellen des peri-
pheren Blutes (MNZ) erfolgte mittels Immunaffi-
nitdts- und Kationenaustauschchromatographie
wie beschrieben {20}. Nachfolgend wurden die ge-
bildeten Pools P, und P, mit Hilfe der Umkehrph-
asen-HPLC iiber eine analytische Cyano-
propylsdule (4,6x250mm, 5um; J.T. Baker Inc.) se-
pariert. Proben in 0,1% TFA wurden direkt aufge-
tragen und bei einer FluBrate von 0,5ml/min mit
einen Gradienten von 0-35% 1-Propanol in 0,1%
TFA eluiert.

214

Massenspektroskopie

Das Molekulargewicht der nativen, C-terminal
verkiirzten NAP-2 Variante wurde mittels MALDI
(matrix-assisted laser desorption/ionization)-Mas-
senspektroskopie durch die Firma Eurogentec (Se-
raing, Belgien) bestimmt.

Proteinsequenzierung

N-terminale Sequenzanalysen wurden von Dr. A.
Petersen (Abteilung fiir klinische Medizin, For-
schungsinstitut Borstel) auf einem automatischen
Gasphasensequenziergeriat (Modell 473A, App-
lied Biosystems Inc., Foster City, USA) durch-
gefiithrt. Die Identifizierung des C-Terminus der
nativen NAP-2-Variante erfolgte durch vollstdndi-
ge Sequenzierung des nach Endoproteinase Lys-C-
Verdau erhaltenen C-terminalen Fragments
(durchgefiihrt von der Firma Eurogentech).

Elektrophorese, ELISA, Immunoblotting und Antikor-
per

Elektrophoresen, der Transfer von Proteinbanden
auf Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membranen und
Enzymimmunoassays (ELISA’s) wurden nach
schon beschriebenen Protokollen durchgefiihrt
{20}. Der monoklonale Antikérper mAk C-24, so-
wie die polyklonalen Kaninchenantiseren Ro-fTG
und Ro-70 wurden hergestellt, wie vormals be-
schrieben {2,20}.

PMN-Aufreinigung und Degranulationsassay

Humane PMN aus Citratblut einzelner gesunder
Spender wurden durch Dichtegradientenzen-
trifugation wie beschrieben zu einer Reinheit von
iiber 95% aufgereinigt {2}. Die Aktivititen der Sti-
muli wurden anhand der Freisetzung lysosomaler
Elastase bestimmt {2}.

Rezeptorkompetitionsassay

Die Interaktion von unmarkiertem NAP-2 und
von NAP-2 Varianten mit Bindungsstrukturen auf
PMN, wurde anhand der Verdringung einer kon-
stanten Dosis von radioaktiv markierten, nativen
NAP-2 durch steigende Konzentrationen unmar-
kierter Liganden untersucht (beschrieben in {27}).

Ergebnisse
Aufreinigung und Charakterisierung der nativen, C-
terminal verkiirzten NAP-2 Variante

Uberstinde von Kulturen stimulierter (PHA/Ca-
Tonophor), Thrombozyten enthaltender mononu-
kledrer Zellen (MNZ) dienten als Ausgangsmate-
rial. Nach Anreicherung der B-TG Ag-Polypeptide
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Abbildung 1: Auftrennung von B-TG Ag durch
Kationenaustauschchromatographie. Durch Immun-
affinitdtschromatographie aus  Kulturiiberstinden
stimulierter MNZ angereichertes f3-TG Ag wurde
mittels einer Mono S-Sdule separiert. Die erhaltenen
Fraktionen wurden mit Hilfe eines ELISA auf ihren
B-TG Ag-Gehalt sowie im PMN-Degranulationsassay
auf ihre biologische Aktivitiit untersucht. P, und P,
bezeichnen die im Folgenden weiter analysierten
vereinigten Fraktionen.

mittels Immununaffinititschromatographie an
mAk C-24-Sepharose wurden diese mittels
Kationenaustauscherchromatographie weiter auf-
getrennt und die einzelnen Fraktionen auf Neutro-
phile aktivierende Bestandteile im PMN-
Degranulationsassay untersucht (Abb.1). Dabei
ergaben sich wiederholt zwei Aktivititsmaxima,
die bei ca. 0,27 M NaCl (P,), bzw. 0,40 M NaCl (P,)
eluierten. Die entsprechenden Fraktionen wurden
jeweils vereinigt, durch Umkehrphasen-HPLC
weiter separiert und die resultierenden Proteinma-
xima analysiert. Sowohl in P, als auch in P, trat je-
weils nur ein Proteinmaximum auf, das aktivieren-
de Wirkung gegeniiber PMN zeigte. Diese als P,
bzw. P, bezeichneten Proteine erwiesen sich, ge-
mél gelelektrophoretischer Analyse und nach
Rechromatographierung in der Umkehrphasen-
HPLC, als homogen. Gegeniiber P, wies P, eine
ca. dreifach hoéhere Potenz zur Aktivierung von
PMN auf. Die N-terminale Sequenzierung beider
Proteine ergab identische aminoterminale Sequen-
zen (AELR...), die dem fiir NAP-2 bekannten
N-Terminus entsprachen. Demgegeniiber #ufBerte
sich das Vorliegen voneinander abweichender C-
-terminaler Strukturen durch unterschiedliche Re-
aktionsmuster mit dem Kaninchenantiserum Roi-
70, das zur Bindung an NAP-2 unbedingt die
Anwesenheit der letzten Aminosdure D_ benétigt.
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Abbildung 2: Nachweis der C-terminalen Verkiirzung
des Proteins P, im Western Blot. Die Proteine P 1o Und
P, wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran transferiert und mit den aus
Kaninchen erhaltenen Antiseren Ra-70 (spezifisch fiir
die C-terminale Sequenz ESAD) und Ro-BTG

(spezifisch fiir alle 3-TG Ag-Isoformen) detektiert.

Im Western Blot zeigte P, , jedoch nicht P, deutli-
che Reaktivitit (Abb.2). Dagegen erkannte ein
weiteres, gegen B-TG gerichtetes Kaninchen-
antiserum (RofTG) beide Isoformen gleicherma-
Ben. Somit handelte es sich bei P, eindeutig um
vollstindiges NAP-2[1-70], wohingegen P, die
gesuchte, am C-Terminus verkiirzte NAP-2 Vari-
ante darstellte. Die massenspektrometrische Ana-
lyse von P, nach der MALDI-Methode ergab ein
Molekulargewicht von 7227, das von dem theore-
tisch errechneten Gewicht von 7222 fiir eine um
vier C-terminale Aminosduren verkiirzte NAP-2
Variante um weniger als 0.1% abwich. Die indirek-
te Sequenzierung des C-Terminus fiihrte zur
Identifizierung eines Fragments mit der Sequenz
KLAGD. Dieses Pentapeptid stimmt exakt mit
den Positionen 62-66 in NAP-2 iiberein. Somit be-
legen beide Untersuchungen, daB es sich bei der
nativen, C-terminal verkiirzten NAP-2 Variante
um NAP-2[1-66] handelt.

Herstellung rekombinanter NAP-2 Varianten

Zur Herstellung schrittweise am C-Terminus dele-
tierter NAP-2 Varianten etablierten wir ein proka-
ryotisches Expressionssystem fiir NAP-2 in Esche-
richia coli. Ein Schema der Vorgehensweise ist in
Abbildung 3 dargestellt. Die Einschleusung der
genetischen Information fiir NAP-2, bzw. fiir ent-
sprechende Deletionsmutanten in Bakterien mit
Hilfe der Expressionsvektoren pAXNAP70-64
fithrte nach Induktion der Proteinexpression zur
Bildung eines Fusionsproteins, bestehend aus ei-
nem N-terminalen bakteriellen Anteil und der je-
weiligen NAP-2-Variante am C-Terminus. GemiB
Western Blot Analyse entsprach das in der SDS-
PAGE beobachtete Molekulargewicht dieses Pro-
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Abbildung 3: Schema der Vorgehensweise bei der
Herstellung und Charakterisierung von rekombinanten
NAP-2 Varianten. Die Methoden zur Identifizierung
und Charakterisierung der einzelnen Produkte sind in
Kursivschrift angegeben.

teins der zu erwartenden Grofe von ca. 130.000
(Abb.4). Die tiberwiegende Lokalisation des Fu-
sionsproteins in Inklusionsgranula erlaubte seine
Anreicherung durch Differentialzentrifugation
(Reinheit nach Solubilisierung in 8 M Harnstoff: ca
80%). Nach Renaturierung fithrte Abbau mittels
der Endoproteinase Faktor Xa (FXa) zur Freiset-
zung eines ca. 8 kDa grofen sowie einiger weiterer
immunreaktiver Fragmente. Das 8 kDa-Fragment
konnte iiber spezielle Féllungsprotokolle und
Immunaffinititschromatographie (Abb.4) bis zur
Homogenitdt aufgereinigt werden. Analysen
des Endprodukts hinsichtlich dessen N-terminaler
Sequenz, seines Reaktivititsmusters mit ver-
schiedenen Antikoérpern, des isoelektrischen
Punktes und Molekulargewichts (Daten nicht ge-
zeigt) bestétigten, daB es sich um die jeweils ge-
wiinschte NAP-2 Variante handelte.

Vergleich der Aktivitiiten von rekombinanten und
nativen NAP-2 Varianten

Voraussetzung fiir die vergleichende Untersu-
chung von rekombinanten und nativen NAP-2 Va-
rianten war, da3 die biologische Aktivitdt von re-
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Abbildung 4: Aufreinigung von rekombinantem NAP-2
nach FXa-Abbau des Fusionsproteins (FP); Nachweis
im Western Blot mit Ro-BTG. Spur 1: FXa-Verdau des
FP, t=0; Spur 2: t=48h; Spur 3: Uberstand (US) von 2
nach Scurefillung (pH 3,0); Spur 4: Pellet von 2 nach
Sciurefilllung; Spur 5: US von 3 nach Reneu-
tralisierung; Spur 6: Pellet von 3 nach Reneu-
tralisierung; Spur 7: Eluat nach mAk C24-Immun-
affinititschromatographie; Spur 8: natives NAP-2.
(vgl. Material und Methoden, Abschnitt: Expression
und Aufreinigung der rekombinanten ~NAP-2-
Varianten).

kombinantem, vollstindigem NAP-2 derjenigen
von nativem NAP-2 entsprach. Die Analyse beider
Proteine im PMN-Degranulationsassay ergab
identische biologische Aktivitdten mit deckungs-
gleichen Kinetiken (s. Abb.5A). Weiterhin konnte
auch die Aktivitdt von rNAP-2[1-70] konzen-
trationsabhingig von dem, auf natiirliches NAP-2
inhibitorisch wirkenden mAk C-24 unterdriickt
werden (s. ADbbL.SB). Zusitzlich wurde im
Rezeptorkompetitionsassay die Kapazitit der Po-
lypeptide untersucht, liber spezifische Rezeptoren
an PMN zu binden. Beide Proteine waren gleicher-
maBen in der Lage, eine konstante Konzentration
an radioaktiv markiertem, nativem NAP-2 von der
Oberfliche von PMN zu verdringen (Abb.6). Zu-
sammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dal3 re-
kombinantes TNAP-2[1-70] und natives, vollstdn-
diges NAP-2 dquivalente Eigenschaften besitzen.

Im Folgenden wurde der Einfluf C-terminaler
Verkiirzungen auf die biologische Aktivitit von
NAP-2 anhand der rekombinant hergestellten
Deletionsmutanten untersucht (Abb.6). Gemaf
Analyse im PMN-Degranulationsassay steigt die
funktionelle Aktivitdt der Mutanten bis zu einer
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Verkiirzung von vier Aminosduren sukzessiv an.
rNAP-2[1-66] erweist sich dabei als ca. dreifach
potenter als das zum Vergleich gemessene native,
vollstandige NAP-2. Weitere Verkiirzung um bis zu
sechs Aminosduren fithrt hingegen zu einem Ab-
fall der Aktivitdt. Dieser biphasische Verlauf der
biologischen Aktivitdt der Mutanten spiegelt sich
auch in ihren Rezeptorbindungseigenschaften wi-
der. Das Affinitditsmaximum zeigt sich wiederum
bei NAP-2[1-66]. Mit weiterer Deletion nimmt die
Bindungsaffinitit ab  und  erreicht mit
rNAP-2[1-64] das Niveau des vollstindigen
NAP-2. Interessanterweise zeigt die native,
C-terminal verkiirzte NAP-2 Variante, die wir als
NAP-2[1-66] identifiziert haben, sowohl im PMN-
Degranulationsassay, als auch im Rezeptorbin-
dungsassay, dquivalente Eigenschaften zu rINAP2-
[1-66] (Abb.6). Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, daB die erhohte biologische Aktivitit und Re-

zeptorbindung der nativen, C-terminal exakt um:

vier Aminosduren verkiirzten NAP-2 Variante
NAP-2[1-66] auf einer genauen proteolytischen
Spaltung beruht und der EinfluB weiterer, post-
translationaler Modifikationen ausgeschlossen
werden kann.

Diskussion

Unsere kiirzliche Entdeckung einer neuen mole-
kularen Variante des Chemokins NAP-2, die nach
immunchemischen Kriterien einen verkiirzten
C-Terminus aufwies und gegeniiber PMN eine un-
gefdhr drei- bis vierfach erhohte biologische
Aktivitdt im Vergleich zu vollstindigem NAP-2
zeigte {20} wies. darauf hin, daB neben dem
N-Terminus auch der C-Terminus an der Regula-
tion der NAP-2 Funktion beteiligt sein kénnte. Es
blieb zunichst jedoch unklar, ob die erhéhte Akti-
vitdt eine direkte Auswirkung der Verkiirzung dar-
stellte, oder ob, neben proteolytischer Prozes-
sierung, weitere posttranslationale Modifikationen
dafiir verantwortlich waren. In der vorliegenden
Arbeit ist es uns gelungen, diese Variante bis zur
Homogenitit aufzureinigen und sowohl deren Mo-
lekulargwicht als die genaue Sequenz des C-Ter-
minus zu ermitteln. Die Variante zeigte, wie schon
aus einer vorhergehenden Arbeit bekannt {20},
den gleichen N-Terminus wie vollstéindiges NAP-2.
Die  massenspektroskopische  Analyse des
Molekulargewichts und die Bestimmung der C-ter-
minalen Sequenz ergaben iibereinstimmend, daB
dieses Polypeptid ein um exakt vier Aminosiduren
verkiirztes NAP-2-Molekiil (NAP-2[1-66]) dar-
stellt.

Weiterhin ist es uns gelungen, ein prokaryotisches
Expressionssystem fiir NAP-2 und deletierte Vari-
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Abbildung 5: Vergleich von rekombinantem und
nativem vollstandigem NAP-2 im PMN-
Degranulationsassay. A. PMN wurden mit steigenden
Konzentrationen an nativem und rekombinantem
NAP-2  stimuliert und anschliefend die in den
Uberstand abgegebene Elastaseaktivitit gemessen.
Beide Stimuli zeigen identische biologische Potenz. B.
PMN wurden mit einer konstanten Konzentration von
Jeweils 25 nM nativem bzw. rekombinantem NAP-2 in
An- bzw. Abwesenheit steigender Konzentrationen des
B-TG Ag-spezifischen mAk C24 inkubiert. Die
biologische Wirkung beider Proteine wird durch den
Antikorper gehemmt.
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Abbildung 6: Einflu C-terminaler Deletionen in
NAP-2 auf dessen biologische Aktivitit und auf die
Bindung an PMN. Kurvendiagramm: Potenz der
rekombinanten NAP-2 Varianten rNAP-2[1-70] bis
rNAP-2[1-64] (verkiirzt um 0 bis 6 Aminosciuren) im
Vergleich zu vollstindigem nativem NAP-2 (Potenz=
100%) im PMN-Degranulationsassay —und im
Rezeptorbindungsassay. Sculen: Potenz der nativen,
C-terminal verkiirzten NAP-2 Variante NAP-2[1-66]
(schwarz= Degranulationsassay, weiss= Re-
zeptorbindungsassay).
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anten zu etablieren. Vergleichende Unter-
suchungen der biologischen Aktivitdt von
vollstdndigem nativem und rekombinantem

NAP-2 (rNAP-2[1-70]) zeigten, daB beide Formen
strukturell und funktionell dquivalent zueinander
sind. Ihre Kapazitit, einerseits PMN zu aktivieren
und andererseits spezifisch an diese Zellen zu bin-
den, wird offensichtlich allein durch die Primér-
struktur des Molekiils bedingt und nicht durch po-
tentielle, posttranslationale Modifikationen.

Damit war die Voraussetzung geschaffen, den Ein-
fluB sukzessiver Deletionen am C-Terminus von
NAP-2 mittels rekombinanter Mutanten zu liber-
priifen. Funktionelle Untersuchungen an den bis
zu sechs Aminosduren verkiirzten NAP-2 Varian-
ten (rNAP-2[1-69] bis INAP-2[1-64]) legten eine
charakteristische = Beziehung  zwischen der
C-terminalen Struktur der Chemokine und ihrer
biologischen Wirksamkeit offen. Die Deletion von
bis zu vier Aminosduren fiihrte zu einem Anstieg,
sowohl in der Degranulationsaktivitit der Poly-
peptide als auch in ihrer Affinitdt zu spezifischen
Rezeptoren auf Granulozyten, wohingegen eine
weitere Verkiirzung mit einem Abfall der Aktivitét
auf das urspriingliche Niveau des vollstdndigen
Chemokins einherging. Offensichtlich kann schon
das Vorhandensein bzw. Fehlen einer einzelnen
Aminoséure einen entscheidenden Einfluf auf die
Funktion von NAP-2 haben. Die aktivste Form
stellte INAP-2[1-66] dar, die sich in allen unter-
suchten Parametern dquivalent zu der nativen Va-
riante NAP-2[1-66] verhielt. Damit zeigt auch die-
ses Ergebnis, daB die erhohte biologische Aktivitat
der Variante unabhingig von potentiellen post-
translationalen Modifikationen ist. Es steht damit
in Ubereinstimmung mit dem Befund aus der
massenspektrometrischen Analyse, bei der das ge-
messene Molekulargewicht der Variante so gut mit
dem theoretischen Wert fiir NAP-2[1-66] iiberein-
stimmte, daB weitere Modifikationen ausgeschlos-
sen werden konnten.

Es stellt sich nun die Frage, auf welche Weise das
Fehlen der letzten vier Aminosduren einen Einfluf3
auf die funktionell relevante Struktur von NAP-2
haben konnte. Kiirzliche Untersuchungen zur
rdumlichen Struktur des Chemokins {28,29} besta-
tigten, daB NAP-2 prinzipiell eine zu den homolo-
gen Polypeptiden IL-8 {12} und MGSA ({13} sehr
dhnliche Konformation besitzt (Abb.7). Inter-
essanterweise wurde fiir die C-terminale Struktur
gefunden, daB diese nicht, wie aus der IL-8 Struk-
tur zu vermuten gewesen wire {30}, bis zum Ende
in einer streng geordneten, o-helikalen Form vor-
liegt. Stattdessen endet die a-Helix von NAP-2 bei
der Aminosdure D. Die darauf folgenden Reste
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Abbildung 7: Schematisches Bindermodell der NAP-2
Struktur. Entwurf nach NMR-Daten {28} in Anlehnung
an die IL-8-Struktur {32).

E,- D,, sind kaum an intramolekularen Wechsel-
wirkungen beteiligt und verfiigen daher iiber eine
hohe Beweglichkeit. Die Autoren stellten die Hy-
pothese auf {29}, daB diese Reste in NAP-2 zur
Favorisierung einer dimeren Struktur beitragen
konnten. Da NAP-2 anderen Befunden zufolge als
Monomer biologisch aktiv ist {31}, miiite eine Ver-
schiebung des Monomer/Dimer-Gleichgewichts
zugunsten des Monomers die Aktivitit des Mole-
kiils erhohen. Damit wire eventuell die hohere
Aktivitdt von NAP-2[1-66] zu erkldren, dem diese
beweglichen Reste fehlen und das somit vorzugs-
weise als Monomer vorliegen miifite. Eine alterna-
tive Erklarungsmoglichkeit besteht darin, daB die
Interaktion zwischen dem Liganden und dessen
spezifischer Bindungsstelle auf PMN verbessert
wird. Unter der Annahme, daB eine gute
Zuginglichkeit der o-Helix fiir eine optimale Bin-
dung notwendig ist, ist es vorstellbar, daB3 das
Vorhandensein eines stark beweglichen Anteils
sterisch stérend wirkt. In NAP-2[1-66] wire die
Bindung verbessert, weil die mobilen Reste fehlen
und der C-Terminus direkt mit der a-Helix endet.
Uber die physiologische Bedeutung des Vorkom-
mens von NAP-2[1-66] kénnen bisher nur Vermu-
tungen angestellt werden. Unter der Annahme,
daB die verkiirzte Variante simultan mit NAP-2
durch proteolytische Prozessierung entsteht, konn-
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te sie als ein potenterer Aktivator bei der So-
fortabwehr fungieren. Vorldufigen Ergebnissen zu-
folge scheint es jedoch, daf die Bildung der NAP-2
Variante aufler der Anwesenheit von Thrombozy-
ten und Granulozyten die Beteiligung weiterer ak-
tivierter Leukozyten erfordert. Da solche Bedin-
gungen eher bei fortgeschrittenen Entziindungs-
stadien auftreten, ist damit zu rechnen, daB zu die-
sem Zeitpunkt schon wesentlich potentere PMN-
Aktivatoren, wie z.B. IL-8, vorliegen. In einer sol-
chen Situation kénnte die vornehmliche Funktion
von NAP-2[1-66] in der Herabregulation der
PMN-Antwort bestehen. Wie wir fiir vollstindiges
NAP-2 beschrieben haben {8}, kénnen sehr nied-
rige (d.h. nicht stimulatorische) Dosen des Chemo-
kins die neutrophilen Granulozyten gegeniiber ei-
ner nachfolgenden Aktivierung durch andere Che-
mokine desensitivieren. Vorldufige Untersuchun-
gen mit NAP-2[1-66] weisen darauf hin, daB diese
Variante eine zwei- bis dreifach hohere De-
sensitivierungskapazitit als NAP-2 besitzt (Ehlert,
unverdffentlicht). Daher konnte NAP-2[1-66]
riickregulatorisch an der Terminierung -einer
Entziindungsreaktion beteiligt sein.
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Aus dem Forschungsinstitut und der Medizinischen Klinik Borstel (Direktor Prof. Dr. med. M Schlaak):

Posttranslationelle Modifizierungen und ihr Einflufl auf die
Allergenitit untersucht am Majorallergen Phl p 1 des

Lieschgrases
A. Petersen, W.-M. Becker, M. Schlaak

Zusammenfassung:

Ziel dieser Untersuchungen war es, posttranslatio-
nelle Modifizierungen auf dem Majorallergen Phl
p 1 des Lieschgrases zu identifizieren und ihren
Einfluf} auf die IgE-Reaktivitit zu bestimmen. Bis-
her wurden diese Strukturen bei der Verwendung
von rekombinanten Allergenen nicht berticksich-
tigt. Das Phl p 1 weist folgende posttranslationelle

Modifizierungen auf: intramolekulare Disul-
fidbriicken, eine Glykosylierungsstelle, Phos-
phorylierungen und Hydroxylierungen. Disul-

fidbriicken erweitern die Moglichkeit der Epitop-
bildung, wobei es auch zum Verschwinden potenti-
eller Epitope kommen kann (kryptogene Epito-
pe). Mit einigen Patientenseren konnte nachgewie-
sen werden, daf3 auch die Kohlenhydratseitenkette
IgE-reaktive Epitope triagt. Hydroxylierung von
Prolinresten am N-Terminus des Phl p 1 scheint
ebenfalls die IgE-Reaktivitit zu steigern. Unsere
Ergebnisse zeigen deutlich, daB die posttranslatio-
nellen Modifizierungen eine wichtige Rolle fiir die
Allergenitét spielen. Bei der Verwendung von re-
kombinanten Allergenen in Diagnostik und Thera-
pie sollten diese Strukturen beriicksichtigt werden.

Summary:

The aim of this study was to identify posttranslatio-
nal modifications on the major grass pollen aller-
gen Phlp 1 and to determine their influence on the
IgE-reactivity. Until now such structures were not
taken into consideration when recombinant aller-
gens were used. Phl p 1 reveals posttranslational
modifications e.g. intramolecular disulfide bonds,
one glycosylation site, phosphorylated and hydro-
xylated amino acid residues. Cystine formations
are involved in the conformational structure of the
Phl p 1-molecule: On the one hand they create new
B-cell epitopes, while on the other hand parts of
the molecule are made unaccessible for antibodies
(cryptic epitopes). The carbohydrate side chain
was shown to bear IgE-reactive epitopes by a few
patient sera. This can cause cross-reactivities bet-
ween unrelated allergen sources. Hydroxylation of
proline residues at the N-terminus of the Phl p 1
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also increases the IgE reactivity. Our results clearly
show that posttranslational modifications play an
important role for the allergenicity. Therefore, the-
se structures must be taken into account when re-
combinant allergens should be used for diagnostics
and therapy.

Einleitung

Laut Schatzungen liegt bei etwa 20 % der Bevolke-
rung in Deutschland eine Allergie vor. Griserpol-
len stellen dabei die wichtigste Quelle von Out-
door-Allergenen dar (1). Als kausale Therapie
wird die Hyposensibilisierung mit Allergenextrak-
ten durchgefiihrt. Die Therapieerfolge sind bei den
verschiedenen Allergenen recht unterschiedlich,
scheinen aber mit zunehmender Komplexitit der
Extrakte abzunehmen: > 95 % bei Wespengift-, 70
- 80 % bei Graserpollen- und < 50 % bei Haus-
staubmilben- und Schimmelpilzallergie (2). Neuer-
dings wird der Einsatz rekombinanter Allergene
diskutiert. Insbesondere fiir die Diagnostik, aber
eventuell auch fiir die Therapie kénnten Mischun-
gen von rekombinanten Allergenen, die nur weni-
ge verschiedene und gut charakterisierte Kompo-
nenten enthalten, eingesetzt werden. Zahlreiche
Allergene wurden in den letzten Jahren beziiglich
ihrer Primérstruktur aufgeklirt und rekombinant
hergestellt (3, Ubersicht). Die Verwendung re-
kombinanter Allergene hat fiir die Standardisie-
rung und Diagnostik groBe Vorteile, da von defi-
nierten Komponenten ausgegangen wird. Sehr
kontrovers wird der Einsatz von rekombinanten
Allergenen fiir die Therapie eingeschitzt.

Bei den Grisern werden aufgrund der groBen phy-
logenetischen Verwandtschaft strukturell und im-
munologisch sehr #hnliche Komponenten zwi-
schen den einzelnen Spezies gefunden. Die Aller-
gene wurden daher in Gruppen eingeteilt (4). Etwa
95 % der Griéserpollenallergiker zeigen IgE-Reak-
tivitdten mit dem Gruppe I-Allergen des Lolchgra-
ses (Lolium perenne), Lol p 1 (5). Uber die cDNA-
Technologie konnte die Primirstruktur von den
Gruppe I-Allergenen des Lolchgrases, Lieschgra-
ses (Phleum pratense) und Honiggrases (Holcus la-
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natus) ermittelt werden (6,7,8). Sie weisen eine Se-
quenzidentitédt > 85 % und eine Sequenzhomologie
> 90 % auf (7). IgE-reaktive Abschnitte (B-Zell
Epitope) wurden von Esch und Klapper (9) im N-
terminalen Bereich des Lol p 1 (Aminosduren 23 -
35) und im C-terminalen Bereich (Aminosduren
217 - 240) bestimmt. In unserer Arbeitsgruppe
konnten wir beim Lieschgras und dem Honiggras
diese Bereiche iiber die Expression von cDNA-
Fragmenten der Gruppe I-Allergene und durch
iiberlappende, synthetische Peptide bestitigen und
z.T. weiter eingrenzen (10). IgE-reaktive Epitope
werden bei diesen Techniken aber nur dann erfaft,
wenn sie sequenzieller Natur sind. Diskontinuierli-
che (konformationelle) Epitope, bedingt durch die
Tertidrstruktur oder Epitope, die durch posttrans-
lationelle Modifizierungen, wie z.B. Disulfidbriik-
ken, Kohlenhydratstrukturen zustande kommen,
werden nicht erfaf3t.

Es ist das Ziel dieser Studie, den Einflu3 der post-
translationellen Modifizierungen auf die IgE-Re-
aktivitdt zu untersuchen. Beeinflussen diese Struk-
turen die IgE-Reaktivitit, oder sind sie vernachlés-
sigbar, so dafl ohne Bedenken rekombinante Aller-
gene eingesetzt werden konnen?

Material und Methoden

Herstellung des Pollenextraktes

1 g Lieschgras-Pollen (ARTU Biologicals, Lely-
stad, Niederlande) wurde in 50 ml 0,1 M
NH,HCO,-Puffer (pH 8,0) aufgenommen und un-
ter Schiitteln 30 Min. bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach Zentrifugation bei 17000 x g fiir 30 Min.
(4°C) wurde der Uberstand filtriert und gegen
Aqua bidest. dialysiert. Die Extraktlosung wurde
anschlieBend lyophilisiert und bei 4°C gelagert.

Patientenseren und monoklonale Antikdrper

Fiir die Untersuchungen wurden Seren von Patien-
ten aus der Ambulanz der Medizinischen Klinik
des Forschungsinstituts Borstel ausgewihlt, die im
RAST (Radioallergosorbent Test) (Pharmacia,
Bromma, Schweden) eine Stufe >3 aufwiesen. Die
monoklonalen Antikérper wurden nach Immuni-
sierung mit Lieschgras-Pollenextrakt erhalten. IG
12, Bo 14 und HB 7 sind gegen das Phl p 1 gerich-
tet, Bo 1 gegen Phl p 5 (7,11).

Affinitdtschromatographische Isolierung des Phlp 1

Der monoklonale Antikérper IG 12 wurde an eine
HighTrap NHS-S4ule nach den Angaben des Her-
stellers (Pharmacia) kovalent gekoppelt. Die Iso-
lierung des Phl p 1-Allergens aus Pollenextrakt er-
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folgte affinitdtschromatographisch unter Verwen-
dung von 20 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0)
als Bindungspuffer und 0,1 M Glycin/HCI-Puffer
(pH 3,0) als Elutionspuffer.

Isolierung des rekombinanten Phl p 1

Zur Gewinnung von rekombinantem Phl p 1-Fusi-
onsprotein wurden E. coli K12 XL-Blue mit dem
Bakteriophagenvektor A-ZAP transfiziert, der das
Plasmid pPHLPIL.pl enthielt (7). Die Expression
des Fusionsproteins wurde mit 2 mM Isopropyl 3-
D-thiogalactopyranosid ausgeldst. Durch Aufko-
chen der Bakterienzellen in SDS-haltigem Proben-
puffer wurden die Zellen lysiert und die Suspensi-
on im SDS-PAGE Immunoblot untersucht.

IEF-Immunoprint

Lieschgraspollen Rohextrakt bzw. affinitdtschro-
matographisch isoliertes Phl p 1 (10 pg/cm Gel)
wurde in einem 0,9 %igen Agarosegel mit einem
pH-Bereich von 3 bis 10 iiber 1200 Vh aufgetrennt.
Anschlieend wurden die Proteine mittels Kapil-
larblot auf Nitrozellulose iibertragen (12,13).

SDS-PAGE Blot

Fiir die SDS-PAGE (14) wurde Phl p 1 bzw. Liesch-
graspollen Rohextrakt (5 pg/em Gel) auf ein Gel
(T=15 %, C=2,6 %) aufgetragen. Fiir die Unter-
suchung unter reduzierenden Bedingungen wur-
den dem Probenpuffer 60 mM DTT zugesetzt, be-
vor eine Inkubation fiir 5 Min. bei 95°C erfolgte.
Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit-
tels Elektroblotting bei einer Feldstirke von
0,1 mA/cm? auf Nitrozellulosemembran iibertra-
gen (15).

Proteinfirbung und Immunodetektion

Nach dem Blotten wurden die Proteine auf der Ni-
trozellulosemembran mit 0,1 % (v/v) India Ink
(Pelikan AG, Hannover) in 0,1 M TBS-Puffer (pH
7,4) mit 0,05 % Tween angeférbt (16). Zum immu-
nologischen Nachweis wurden die Transfermem-
branen nach dem Blocken mit Patientenseren
(1:20) bzw. Hybridomzelliiberstand (1:1000) inku-
biert. Als Sekundérantikérper dienten Alkalische
Phosphatase-markierter Ziege anti-Maus IgG+M
(Dianova, Hamburg) oder Ziege anti-Human IgE.
Der Nachweis erfolgte mit dem Substrat Nitro-
bluetetrazoliumchlorid (NBT) und 5-Brom-4-
chlor-3-indolylphosphat Kaliumsalz (BCIP) (Ser-
va, Hamburg) in 0,1 M TBS-Losung (pH 9,5) (17).

Zur Differenzierung von Kohlenhydratstrukturen
wurden Digoxigenin-markierte Lektine (Boehrin-
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ger, Mannheim) eingesetzt und deren Bindung
tiber Alkaline Phosphatase-markierte anti-Digoxi-
genin-Antikorper und das NBT/BCIP-Substrat
nachgewiesen. ‘
Phosphorylierte Proteine wurden im Immunoblot
mit den Alkaline Phosphatase-markierten anti-Se-
rin, anti-Threonin und anti-Tyrosin Antikdrpern
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)
nachgewiesen. Um die Nachweisempfindlichkeit
zu erhohen, wurde das ECL-System (Amersham
International, Buckinghamshire, England) einge-
setzt, das iiber eine Verstirkungsreaktion mit Lu-
minol als Substrat durch Chemilumineszenz detek-
tiert (18).

Epitopmapping mit der Pin-Technologie

Vom N-terminalen Bereich des Phl p 1 wurden
iiberlappende Dekapeptide nach der Merrifield-
Synthese (20) hergestellt. Die synthetisierten Pep-
tide wurden im Sandwich-ELISA mit einzelnen
Patientenseren auf IgE-Reaktivitit getestet.

Computeranalysen

Sequenzdaten wurden mittels PCGENE Software
(Intelligenetics, Geel, Belgium) analysiert.

Ergebnisse

1. Vorhersagen iiber mogliche posttranslationelle Mo-
difizierungen

Von der cDNA Sequenz des Phl p 1 wurde die zu-
gehorige Primérstruktur des Proteins abgeleitet
und mit Hilfe von Motivanalysen mogliche post-
translationelle Modifizierungen bestimmit.

Wie aus Abb. 1 hervorgeht, weist das Phl p 1-Mole-
kil 7 Cysteinreste auf, die untereinander Disul-
fidbriicken bilden und/oder mit einem zweiten Mo-
lekiil dimerisieren konnen. Gemif der Computer-
analyse wurden eine Kohlenhydratseitenkette
(Aminosdureposition 9) und 7 phosphorylierte
Aminosduren (3 x Phosphoserin, 4 x Phospho-
threonin) angegeben. Von der N-terminalen
Ansequenzierung des Allergens ist bekannt, daf 2
Prolinreste (Aminosédurepositionen 5 und 8) hy-
droxyliert sind. Die drei letztgenannten Modifizie-
rungen bewirken, dal das Phl p 1 an den betreffen-
den Proteinabschnitten hydrophiler wird und da-
mit die Wahrscheinlichkeit als antigene Bindungs-
stelle zunimmt.

2. IEF-Print zur Detektion individueller IgE-Reaktivi-
titen gegen Grdserpollenallergene

Zum Nachweis von IgE-Reaktivititen wurde der
IEF-Immunoprint durchgefiihrt, um die Allergen-
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Cho (P)
* *
1 Ile~Pro—Lys-Val—Pro-Pro—Gly—Pro—Asn-Ile—Thr—~Ala—Thr—Tyr—Gly~

16 Asp—Lys—Trp—Leu-Asp~A1a-Lys—Ser—Thr—Trp-Tyr—Gly—Lys—Pro-’rhr—
31 ala-Ala-Gly-Pro-Lys -Asp-Asn-Gly-Gly-Ala-Cys-Gly~-Tyr-Lys-Asp-

46 Val—Asp—Lys—Pro—Pro—Phe-ser»Gly—Met-Thr-Gly—gzg«Gly—Asn~Thr~
(P) (P)
61 Pro—Ile»Phe—Lys-Ser—Gly—Arg—Gly—gﬁ—Gly—Ser-—gg—Phe—Glu—ne-
(P)
76 Lys-C; s-Thr—Lys—Pro—Glu—Ala—_cLs-Ser-Gly-Glu—Pro—val-Val—Val—
91 His-Ile~Thr~Asp—Asp—Asn—Glu-Glu—Pro—Ile—Ala—Ala-Tyr—His—Phe-

106 Asp-Leu-Ser-Gly-Ile-Ala- Phe-Gly-Ser-Met-Ala-Lys-Lys-Gly-Asp-
(P)

121 Glu—Gln—Lys~Leu~Arg~Ser~Ala~Gly—Glu—Val-Glu-Ile—Gln-Phe-Arg—
136 Arg—val~Lys—Czs—Lys—Tyr—Pro—GIu—Gly~'1‘hréLys—Val—Thr-Phe~His~

151 Val—Glu—Lys—Gly-Ser-Asn-Pro~Asn-Tyr~Leu—Ala—Leu~Leu—Val»Lys-

166 Phe—Ser—GlyaAsp-Gly—Asp—Val—Val—Ala~val-Asp—Ile—Lys—Glu—Lys-

181 Gly—Lys—Asp—Lys—Trp»Ile~Ala~Leu—Lys—Glu—Ser-Trp—Gly—Ala—Ile-
(P)

196 Trp—Arg—Ile~Asp—Thr—Pro—Glu—Val—Leu—Lys—Gly—Pro-Phe—’r}'xr—Val«

211 Arg«Tyr~Thr-Thr-Glu~Gly—Gly~Thr—Lys~Ala-Arg—Ala—Lys-Asp—Val-
(®)
226 Ile—Pro—Glu—Gly—sz—Lys—Ala—Asp-Thr—Ala—Tyr~Glu-Ser-Lys

Abb. 1: Computervorhersage von posttranslationellen
Modifizierungen am Phl p 1. CHO =
Kohlenhydratseitenkette, (P) = Phosphorylierung, Cys
= Cysteinreste, die untereinander Disulfidbriicken
ausbilden kénnen, * = hydroxylierte Prolinreste.

extrakte moglichst schonend unter nativen Bedin-
gungen zu trennen. Auflerdem erlaubt diese hoch-
auflosende Technik, bereits geringfiigige Unter-
schiede in den isoelektrischen Punkten (pI) nach-
zuweisen und damit genetisch wie auch posttrans-
lationell bedingte Isoformen der Allergene zu er-
fassen.

Die Abb. 2 zeigt die individuellen Reaktivititen
von monoklonalen Antikérpern und Patientense-
ren gegen Komponenten des Lieschgrases. Die
Bindungsmuster der 3 gegen die Gruppe I-Allerge-
ne gerichteten monoklonalen Antikérper IG 12,
Bo 14 und HB 7 sind untereinander identisch. Es
handelt sich um intensive Banden mit pl 6,1, 6,8,
7,6 und 8,5 und um mehrere schwichere Banden
im Bereich von pI 6,0 - 6,5. (Der monoklonale An-
tikérper Bo 1 detektiert Allergenkomponenten
der Grisergruppe V im pI-Bereich von 4,7 - 8,0.)
Vergleicht man die Proteinbanden mit denen von
den Patientenseren, so findet man zahlreiche iiber-
einstimmende Banden, die alle oder nahezu alle
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a)

ADbb. 2: IgE-Reaktivititen verschiedener Gras-
pollenallergiker  dargestellt im IEF-Print (a),
Bindungsmuster der monoklonalen Antikorper gegen
affinitéitschromatographisch isoliertes Phl p 1 (b). I =
Proteinfirbung mit India Ink, A,B,C,D = monoklonale
Antikorper Bo 1, IG 12, HB 7, Bo 14, 0 =
Normalserum, 1 - 14 = Patientenseren.

Seren detektieren (,,common allergens®), z.B. bei
pl 6,1 und 8,5. Neben diesen tibereinstimmend
nachgewiesenen Komponenten gibt es auch indivi-
duell detektierte Allergene (,,private allergens®),
wie z.B. PS 3 und 4 bei pl 6.,8.

Eine genaue Zuordnung der Banden zu den ver-
schiedenen Allergengruppen ist aufgrund der
Komplexitit und der teilweisen Uberlappungen
nicht moglich. Schonendere Trennbedingungen,
wie z.B. die Gelfiltration konnten aufgrund sehr
dhnlicher Molekulargewichte zu anderen Allerge-
nen nicht benutzt werden. Ionenaustausch-
chromatographie ergab ohne langwierige Tren-
nungsschritte bei uns keine vollstdndig reine Phl p
1-Fraktion. Deshalb wurde versucht, die Gruppe I-
Allergene affinitdtschromatographisch zu isolie-
ren. Dazu wurde Gesamtextrakt iiber eine Séule
mit immobilisiertem monoklonalen Antikoérper IG
12 geleitet. Die isolierte Phl p 1-Fraktion wurde
erneut im IEF-Print aufgetrennt und mit monoklo-
nalen Antikdrpern und Patientenseren untersucht.
Gegeniiber dem unvorbehandelten Gesamtextrakt
zeigten sich stark verdnderte Bindungsmuster
(Abb. 1b): Die monoklonalen Antikdrper binden
im pI-Bereich 5,3 - 6,2. Dies wurde auf die teilweise
denaturierenden Elutionsbedingungen zuriickge-
fithrt. Fiir eine effektive Aufreinigung wurde in
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Abb. 3: IgE-Reaktivititen verschiedener
Graspollenallergiker — gegen  affinitdtschromato-

graphisch isoliertes Phl p 1. (a) Trennung unter nicht
reduzierenden Bedingungen, b) Trennung unter
reduzierenden Bedingungen) und gegen rekombinantes
Phi p 1 aus E. coli Zellysat (c). I = Proteinfiirbung mit
India Ink, A,B,C,D = monoklonale Antikorper Bo 1, IG
12, HB 7, Bo 14, 0 = Normalserum, 1 - 14 =
Patientenseren. (mit Genehmigung des VCH Verlages,
Weinheim) (20).
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den weiteren Untersuchungen trotz dieser Nach-
teile das affinitdtschromatographisch isolierte Phl
p 1 eingesetzt.

3. Einflufs von Disulfidbriicken auf die IgE-Reaktivitdi-
ten

Das isolierte Phl p 1 wurde unter reduzierenden
und unter nicht reduzierenden Bedingungen in der
SDS-Elektrophorese aufgetrennt, geblottet und
immunologisch untersucht.

Abb. 3 zeigt IgE-Reaktivitdten von individuellen
Patientenseren, links unter Bewahrung der Disul-
fidbriicken (nicht reduzierend), rechts nach Spal-
tung der Cystine durch 60 mM DTT (reduzierend).
Hauptreaktivitidten liegen im Bereich von 37-33
kD. Unter nicht reduzierenden Bedingungen wei-
sen viele Proben zusitzliche Banden bei etwa
60 kD auf. Dies zeigt, daB auch die Phl p 1-Dimere
IgE-Reaktivitdt besitzen. Nicht reduzierend be-
handeltes Phl p 1 weist nach Western Blotting we-
niger scharfe Banden auf, als die entsprechenden
reduzierend behandelten Membranstreifen. Das
Bindungsmuster der Patientenseren Nr. 3 und 4 er-
scheint bei den nicht reduzierten Proben gegen-
iiber den reduzierten intensiver, was auf einen Ver-
lust von IgE-bindenden Epitopen durch Redukti-
on hindeutet. Andererseits zeigen Seren wie PS 8
und 13 das umgekehrte Verhalten. Mit dem rekom-
binanten Phl p 1, das als Fusionsprotein ein Mole-
kulargewicht von 38 kD aufweist, reagieren die Pa-
tientenseren z.T. schwicher; keine Bindung konnte
bei den Seren 1, 2, 5, 6 und 9 - 13 nachgewiesen
werden.

3. IgE-Reaktivitit der Kohlenhydratseitenkerte

Um IgE-reaktive Epitope auf der Kohlenhydrat-
seitenkette zu identifizieren, wurde nach dem
Blotting ein Teil der Nitrozellulosestreifen mit Na-
triumperjodatlosung behandelt. Die Reaktionsbe-
dingungen mufBten so eingestellt werden, daB die
Kohlenhydratstrukturen moglichst vollstindig zer-
stort wurden, ohne den Proteinanteil zu verdndern.
Unter diesen Bedingungen bindet das Lektin Aleu-
ria aurantia Agglutinin, das gegen Kohlenhydrat-
strukturen gerichtet ist, nicht mehr, wihrend der
gegen den Proteinanteil gerichtete monoklonale
Antikorper IG 12 in seinem Bindungsverhalten
unbeeinfluft ist.

Abb. 4 zeigt die IgE-Reaktivititen von 3 Patien-
tenseren nach Westernblot (Proben 6 - 8). Aufge-
trennt wurde Lieschgraspollen Gesamtextrakt
ohne Vorbehandlung (a) und mit Perjodat-Be-
handlung (b). AuBerdem wurden die Reaktiviti-
ten auf dem rekombinanten Phl p 1-Fusionsprotein
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Abb. 4: Identifizierung von IgE-reaktiven Strukturen
des Phl p 1. Westernblot von Lieschgras Pollenextrakt:
a) unbehandelt, b) Perjodat-behandelt, ¢) Blotting von
E. coli Zellysat, das das rekombinante unglykosylierte
Phl p 1-Fusionsprotein enthdlt. 1 = Proteinfiirbung mit
India Ink, 2 = monoklonaler Antikérper IG 12, 3 =
monoklonaler Antikirper Bo 1, 4 = Aleuria aurantia
Agglutinin, 5 = Kontrollserum, 6 - 8 = individuelle
Patientenseren.

aus E. coli-Zellysat getestet (c). Bei den Patienten-
seren 6 und 7 ruft die Perjodatoxidation keine Ver-
dnderung gegeniiber den unbehandelten Nitrozel-
lulosestreifen hervor. Probe 8 weist nach Periodat-
behandung keine Reaktivitit zum Phl p 1 auf.
Auch das rekombinante, unglycosylierte Fusions-
protein zeigt bei diesem Patientenserum keine
Bindung. Bei einigen der untersuchten Seren war
eine Abschwichung nach Perjodatbehandlung
nachweisbar. Diese Ergebnisse beweisen, daf3 die
Kohlenhydratstrukturen IgE-reaktive Epitope tra-
gen konnen.

4. Nachweis von phosphorylierten Aminosciuren im Phi
pl

Die Bestimmung von phosphorylierten Aminosiu-
ren wurde immunologisch mit Hilfe von enzym-
markierten Antikorpern gegen Phosphoserin,
-threonin und -tyrosin gefiihrt. Nach SDS-PAGE
Blot wurden die geeigneten Antikdrperkonzentra-
tionen in Verdiinnungsreihen ausgetestet und iiber
Chemiluminiszenz bestimmt.

Wie in Abb. 5 dargestellt, weisen alle 3 Antikorper
eine Bande im Bereich von 35 kD nach. Dies ist
trotz der starken Hintergrundfarbung beim Nach-
weis von Phosphoserin und -threonin erkennbar.
Neben den bereits iiber die Computervorhersagen
postulierten Aminoséduren konnten auch Phospho-
tyrosin-Phosphorylierungen nachgewiesen wer-
den. Die Lokalisierung der Phosphorylierungsstel-
len und ihr EinfluB auf die IgE-Bindung wurden
bisher noch nicht untersucht.
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Abb. 5: Immunologisch.-r Nachweis auf phos-
phorylierte  Aminoséduren  mit  der  Chemilum-

iniszenzmethode. I = Proteinfirbung, 1 = moab Bo 1, 2
= moab IG 12, a - d = Verdiinnungsstufen des
Sekunddrantikorpers (anti-Phosphotyrosin ~ (Y’)
1:1000 - 1:8000), anti-Phosphoserin (S’) und -threonin
(T’) 1:25 - 1:200).

5. Einfluf3 von Hydroxyprolinresten

Durch die N-terminale Ansequenzierung waren an
den Positionen 5 und 8 der Aminosduresequenz
Hydroxyprolin-Reste bestimmt worden. Um den
EinfluB} dieser posttranslationellen Modifizierun-
gen zu bestimmen, wurden iberlappende Deka-
peptide mit Hydroxyprolinresten bzw. Prolinresten
synthetisiert und die Reaktivitét verschiedener Pa-
tientenseren getestet.

Die Abb. 6 zeigt die im ELISA bestimmten IgE-
Reaktivitdten von einem Patientenserum und ei-
nem Kontrollserum. Die Modifizierungen bezie-
hen sich nur auf die 3 ersten Dekapeptide, die mit
einem Versatz von drei Aminoséduren synthetisiert
wurden. Das Patientenserum weist eine deutliche
Reaktivitdt zum N-Terminus des Phl p 1 auf (Pep-
tid 1). Die Bindungsstirke zum Hydroxyprolin-
enthaltenden Peptid liegt um etwa 30 % hoher als
in dem posttranslationell unmodifizierten. Damit
ist auch eine Verstirkung der IgE-Reaktivitit
durch die Hydroxylierung nachgewiesen.

Diskussion

Die Gruppe I-Allergene werden von 95 % der
Gréserpollenallergiker detektiert (Majorallerge-
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Abb. 6: Untersuchung des Einflusses von
posttranslationeller Hydroxylierung des Prolins auf
die IgE-Bindung von einem Patientenserum (PS) und
einem Kontrollserum (NS). Es wurden folgende
synthetische Dekapeptide im ELISA getestet: 1)
IPKVXPGXNI, 2) VXPGXNITAT, 3) GXNITATYGD. In
den Peptiden 1' - 3' steht X fiir Hydroxyprolin, in den
Peptiden 1 - 3 fiir Prolin.

ne) (5) und spielen daher sowohl fiir die Diagno-
stik als auch fiir die Hyposensibilisierungstherapie
der Griserpollenallergie eine entscheidende Rol-
le. Durch unsere Untersuchungen konnten wir zei-
gen, daB3 das Phl p 1 eine Vielzahl von posttransla-
tionellen Modifizierungen aufweist, die einen Ein-
fluB auf die IgE-Reaktivitdt haben. Diese Struktu-
ren fehlen bei den in E. coli exprimierten Protei-
nen.

Der Nachweis aller IgE-bindenden Strukturen auf
einem Allergen ist unmoglich, da bereits wahrend
der Extraktion und Isolierung denaturierende Pro-
zesse ablaufen konnen, die das Allergen verin-
dern. So konnen bei der Herstellung von Pollenex-
trakten Enzyme wirksam werden, die die Proteine
abbauen. Beim Dialysieren und bei der Elution zur
Isolierung des Allergens (Phl p 1) konnen weitere
Denaturierungen auftreten, die ein verdndertes
Protein- und Reaktionsmuster im Immunoprint
bewirken. Die schonende und weitgehend native
Elektrofokussierung eignet sich aufgrund des
komplexen Trennmusters fiir unsere Untersuchun-
gen nicht. Bei der SDS-Elektrophorese wird das
ionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS)
verwendet, das die rdumliche Struktur der Protei-
ne und damit die nicht kovalent fixierten Epitope
zerstort. Diese Epitope lassen sich dann im We-
sternblot nicht mehr nachweisen. Weiter im Mole-
killinneren gelegene Bereiche werden dagegen
durch die SDS-Behandlung zugénglich gemacht.
So konnen IgE-Reaktivitdten, die nach IEF-Print
nicht nachweisbar waren, im Westernblot detek-
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tiert werden. SchlieBlich findet durch die Abtren-
nung des SDS vom Protein wihrend des Elektro-
blottings eine teilweise ,,Renaturierung® statt. Alle
diese Effekte miissen bei der Interpretation der
Reaktivitdten beriicksichtigt werden.

Die Proteinsequenz des Phl p 1 weist 7 Cysteinre-
ste auf (Aminosduren Nr. 41, 57, 69, 72, 77, 83,
139), die im mittleren Bereich des Molekiils liegen
(7). Das Vorhandensein intramolekularer Disul-
fidbriicken konnten wir aus dem Bindungsmuster
von monoklonalen Antikérpern gegen Phl p 1 er-
schlieBen, das sich unter zunehmender Konzentra-
tion des Reduktionsmittels geringfiigig verindert.
Die IgE-Bindung einzelner Patientenseren ist un-
ter reduzierenden Bedingungen deutlich niedriger
als unter nicht reduzierenden Bedingungen. Dies
deutet darauf hin, daf ein Teil der IgE-reaktiven
Epitope im Bereich der Disulfidbriicken liegt und
bei der Reduktion zerstort wird. Andererseits wei-
sen einige andere Seren stdrkere IgE-Reaktiviti-
ten gegen das reduziert vorliegende Phl p 1 hin.
Denn verborgene Bereiche im nativen Molekiil
werden durch die Reduktion fiir Antikorper zu-
ginglich gemacht (kryptogene Epitope).
Untersuchungen von Esch & Klapper (9) und
Schramm (10) identifizierten IgE-reaktive Berei-
che im N- und C-Terminus des Gruppe I-Proteins,
dagegen keine im mittleren Teil des Proteins, ob-
wohl nach Computervorhersagen fiir antigene Bin-
dungsstellen z.T. hohe antigene Indices ermittelt
wurden (Algorithmus von Jameson und Wolf, 21).
Eine mogliche Erkldrung fiir diese Diskrepanz
wire, dafl das Molekiil unter nativen (unreduzier-
ten) Bedingungen durch die Disulfidbriicken eine
stark verdnderte rdumliche Struktur einnimmt ge-
geniiber dem rekombinanten Phl p 1 aus E. coli,
das keine Disulfidbriicken besitzt.

Bufe et al. (22) aus unserer Arbeitsgruppe konnten
zeigen, daB nach kurzer Inkubation von Griserpol-
lengesamtextrakt mit Nasensekret Allergenfrag-
mente gebildet werden. Dies entspricht der in vivo
Situation beim Kontakt der Pollen mit der Nasen-
schleimhaut. Nicht die intakten Gesamtallergen-
molekiile binden letztlich an die Fcel-Rezeptoren
auf den Effektorzellen (Basophilen und Mastzel-
len), sondern IgE-reaktive Fragmente des Aller-
gens. Diese Fragmente konnen, da sie Disul-
fidbriicken enthalten, sich strukturell stark von de-
nen aus rekombinanten Allergenen bzw. reduzier-
ten Proben unterscheiden. AuBerdem sieht die
rdumliche Struktur der Fragmente anders aus als
die der betreffenden Teilstrukturen im Gesamtmo-
lekiil. So bleiben auch die konformationellen Epi-
tope nur z.T. erhalten. Die Bestimmung, welche
Cysteinreste miteinander verkniipft sind, ist daher
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ganz entscheidend fiir die Allergenitiit und ist ei-
nes unserer gegenwirtigen Untersuchungsprojek-
te.

Ein EinfluB der Kohlenhydratstrukturen auf die
IgE-Reaktivitdt konnte bei einzelnen Seren nach-
gewiesen werden. Ein Serum zeigte nach Perjodat-
oxidation gar keine Bindung mehr. Das Aleuria au-
rantia Agglutinin, das intensiv mit dem Phl p 1 rea-
giert, detektiert o-Fucose-Reste. In fritheren Un-
tersuchungen konnte gezeigt werden, da mégli-
cherweise eine 01,3-Fucosylierung vorliegen konn-
te (20). Diese Kohlenhydratstrukturen werden
auch fiir die stark antigene Wirkung der Meerret-
tichperoxidase und z.T. fiir die allergische Reakti-
on auf die Phospholipase A2 im Bienengift verant-
wortlich gemacht (23). Ein starker Hinweis auf
IgE-Reaktivitdt, bedingt durch Kohlenhydrat-
strukturen, ist dann gegeben, wenn ein Patient All-
ergien gegen phylogenetisch sehr unterschiedliche
Allergenquellen zeigt, wie z. B. Nahrungsmittel,
Pollen und Insektengift (24). Um das Phl p 1 in gly-
cosylierter Form zu erhalten, arbeiten wir zur Zeit
an der Expression des Allergens in der Hefe.

Sicherlich weniger starken Einflu auf die Allerge-
nitdt haben Hydroxylierungen und Phosphorylie-
rungen, da sie das Allergen nur sehr lokal hydro-
philer machen. Durch die 2 Hydroxyprolinreste
wurde eine 30 %ige Steigerung der IgE-Reaktivi-
tét gegeniiber dem unmodifizierten Peptid gefun-
den, das auch bereits eine deutliche Bindung auf-
wies. Phosphoryliert ist oft nur ein bestimmter An-
teil der Molekiile. Der Nachweis von phosphory-
lierten Aminoséuren ist durch Fragmentierung des
Phl p 1 und Identifizierung mittels Proteinsequen-
zierung oder Massenspektroskopie moglich.

Bei der Bestimmung von B-Zell-Epitopen miissen
auch die posttranslationellen Modifizierungen be-
rlicksichtigt werden. Das Phl p 1 weist durch die in-
tramolekularen Disulfidbriicken fixierte konfor-
mationelle Epitope auf. E. coli besitzt die Fihig-
keit zur Bildung von Cystinen in den rekombinan-
ten Proteinen nicht (25). Unter in vivo Bedingun-
gen bleiben aber die Disulfidbriicken des natiirli-
chen Phl p 1 auch nach enzymatischer Fragmentie-
rung erhalten. Um diese fiir die rdumliche Struktur
des Allergens sehr wichtigen Disulfidbriicken im
rekombinanten Allergen zu bilden, kann unter
kontrollierten Bedingungen eine langsame und
schonende Oxidation durchgefiihrt werden (26).
Ob die so erhaltenen Allergene dann den nativen
entsprechen, muf} auf jeden Fall kontrolliert wer-
den. Bei 7 Cysteinresten, wie im Fall des Phl p 1,
erscheint dies allerdings fraglich.

Das in E. coli exprimierte Phl p 1-Allergen besitzt
keinen Kohlenhydratanteil. Um ein glycosyliertes
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Protein zu erhalten, miissen andere Expressionssy-
steme, wie z. B. Hefen, eingesetzt werden. Nach
Erhalt dieses rekombinanten Allergens muf3 auf
Ubereinstimmung mit dem natiirlichen Allergen
gepriift werden, da viele Expressionssysteme zu ei-
ner Uberglykosylierung neigen (27).

Unsere Ergebnisse zeigen deutlich die Komplexi-
tdt der Struktur-Wirkungs-Beziehungen. Auf der
Strukturseite haben wir es mit einer hohen Aller-
genvielfalt zu tun (Isoallergene des Phl p 1). Dieser
steht die hohe Individualitét in der Immunantwort
der Allergiker gegeniiber. Das Verstdndnis dieser
komplexen Vorginge ist notwendig, um die Wech-
selbeziehungen zwischen Allergenstruktur und
Immunantwort zu verstehen. Erst dann ist eine ge-
zielte, verbesserte Immuntherapie moglich.
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Die Bedeutung des Ebstein-Barr-Virus in lymphoblastoiden
Zellinien — Beziehungen zum Morbus Hodgkin und
groBzellig anaplastischen Lymphomen

H. Merz, A. Miiller, C. Schoch*, C. Fonatsch*, A. C. Feller

Zusammfassung

Die Pathogenese maligner Lymphome ist in vielen
Fillen — trotz intensiver Forschungsbemiihungen —
ungeklart. Zweifelsfrei ist der Zusammenhang zwi-
schen der Ebstein-Barr-Virus-Infektion und dem
endemischen Burkitt-Lymphom. Auch bei immun-
supprimierten Patienten kennt man den Zusam-
menhang zwischen Ebstein-Barr-Virus-Reaktivie-
rungen und der Entstehung von B-Zell-Lympho-
proliferationen, die sich nach Unterbrechung der
immunsuppressiven Therapie vollstdndig zuriick-
bilden konnen, bei Fortsetzen der Therapie jedoch
zu einer Progression mit fatalem Ausgang fithren.

Im Morbus Hodgkin und der verwandten Lympho-
mentitdt des groBzelligen anaplastischen Lym-
phoms finden sich mehrere Besonderheiten. Ob-
wohl in ca. der Hilfte der Félle das Virus in den
neoplastischen Lymphozyten nachgewiesen wer-
den kann, ist die Bedeutung des Virus fiir die Tu-
morentstehung offen, zumal einerseits die iiber-
wiegende Mehrzahl aller infizierten Tréger nie ein
Lymphom entwickeln, andererseits morpholo-
gisch identische Lymphomentitéten Ebstein-Barr-
Virus enthalten konnen oder nicht.

Ebstein-Barr-Virus-infizierte B-Zellen weisen gro-
Be morphologische, immunologische und funktio-
nelle Parallelen zu den neoplastischen Zellen des
Morbus Hodgkin und des grofzelligen anaplasti-
schen Lymphoms auf.

Die groBen, héufig bi- oder multinucledren blasté-
ren Zellen exprimieren teilweise identische Anti-
gene, vor allem Aktivierungsantigene, wihrend
einzelne Differenzierungsantigene verloren gehen
oder nicht nachweisbar sind. Zahlreiche Zytokine
und Zytokin-Rezeptoren werden von ,,lymphobla-
stoiden“ und Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zel-
len exprimiert. Eine Besonderheit stellt dabei die
aberrante Expression von Zytokinen dar, welche
auf autokrine Mechanismen in der Pathogenese
schlieen lassen. Die Entwicklung von zunehmen-
den chromosomalen Abberationen im Zeitverlauf
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diirfte fiir die Entstehung der Neoplasien entschei-
dend sein, wobei dem Ebstein-Barr-Virus eine ent-
scheidende Rolle in der Initiation und Promotion
in (Mehrschrittmodell) der Tumorentstehung zu-
kommen diirfte.

Einleitung

Das Epstein-Barr-Virus (EBV), ein ubiquitéres,
humanes, B-lymphotropes Virus aus der Gruppe
der Herpesviren, spielt eine kausale Rolle bei der
infektiosen Mononukleose (IM), dem endemi-
schen Burkitt-Lymphom (eBL), lympho-prolifera-
tiven (Ip) Erkrankungen bei angeborenen oder er-
worbenen Immundefizienzen sowie beim endemi-
schen Nasopharynx-Karzinom (eNPC).

Die Bedeutung des EBV fiir maligne Lymphome,
wie Morbus Hodgkin (MH), groBzellig anaplasti-
sches Lymhom (LCAL), T-Zell Lymphom vom
AILD-Typ und andere seltene T-Zell Lymphome
wird zur Zeit kontrovers beurteilt (Klein 1994, Pal-
lesen et al. 1993).

Das Epstein-Barr-Virus kann B-Zellen mit hoher
Effizienz in vitro und in vivo immortalisieren. Es
konnte gezeigt werden, daf3 das Epstein-Barr-Vi-
rus (EBV) von allen bekannten Viren die hochste
transformierende Kapazitdt aufweist (Klein 1994).
Nur eine kleine Minderheit von infizierten Tréagern
erkrankt im Laufe des Lebens an einer der o.g.
EBV-assoziierten Erkrankungen. EBV-infizierte
B-Lymphozyten bewirken, da sie hoch immunogen
sind, im immunkompetenten Wirt eine starke zyto-
toxische T-Zell Antwort, unabhingig vom MHC-
Phinotyp. Dennoch kann das Virus nicht vollstdn-
dig eliminiert werden, sondern verbleibt vielmehr
lebenslang in B-Lymphozyten des Knochenmarks,
des Lymphknotens und Mucosa-assoziierter lym-
phatischer Organe. Eine verdnderte Immuniiber-
wachung (Verlust der Immunkompetenz), eine
Veranderung des EBV-Latenzstatus, eine Verén-
derung des Methylierungsmusters (Hu et al) und
genomische Verdnderungen, sowie die Integration
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an unterschiedlichen Stellen in das Wirtsgenom
mogen fiir die paradoxen Beobachtungen bei
EBV-assoziierten malignen Lymphomen, aber
auch bei anderen EBV-assoziierten Erkrankungen
bedeutsam sein (Delecluse et al, Henderson et al,
Lestou et al).

In vitro Versuche haben gezeigt, dal EBV infizier-
te B-Zellen neben der typischen Expression von B-
Zell-Antigenen Zellaktivierungsantigene an der
Oberfldche nachweisen lassen (CD25, CD30), die
u. a. auch im MH, bei LCAL, AILD und anderen
T-Zell Lymphomen von Tumorzellen exprimiert
werden, die jedoch im gesunden Individuum auf
Lymphozyten wenig oder nicht nachgewiesen wer-
den. Derartig transformierte und immortalisierte
B-Zellen wachsen in der Kultur ohne Begrenzung
und ohne Zugabe besonderer Wachstumsfaktoren.

In mindestens 50 % der Fille von Morbus Hodgkin
sowie grofzellig anaplastischen Lymphomen und
auch einigen T-Zell-Lymphomen findet man eine
EBV-Infektion, die durch den Nachweis klonaler
EBV-Genom-Anteile Hinweise dafiir gibt, da$3 die
Infektion auf einer sehr frithen Stufe der Neopla-
sieentstehung stattgefunden hat (Boiocci et al,
Brousset et al).

Wenn EBV in der Lage ist, B-Zellen zu immortali-
sieren, und offenbar unter bestimmten Vorausset-
zungen auch in der Lage ist, T-Zellen zu infizieren,
stellt sich die Frage, welche Bedeutung eine EBV-
Infektion fiur die Tumor-Entstehung und das Tu-
mor-Wachstum hat, wenn innerhalb einer Entitit
lediglich 50 % der Félle eine solche Infektion nach-
weisen lassen.

Lymphoblastoide Zellinien konnen spontan aus
dem peripheren Blut von Patienten mit infektioser
Mononukleose (Abb.la,b), Transplantaten oder
HIV-Infektionen gewonnen werden. Ebenso kon-
nen aber derartige Zellinien aus dem peripheren
Blut normaler gesunder Spender entstehen, die in
der Vergangenheit eine EBV-Infektion durchge-
macht haben. Schlielich konnen derartige Zellini-
en auch aus Tumormaterial gewonnen werden, wie
etwa bei dem Versuch, Tumorzellinien aus Materi-
al von Morbus Hodgkin zu gewinnen (Abb. 2). Die
EBV-positiven, offenbar nicht-neo-plastischen B-
Zellen besitzen jedoch in vitro einen Wachstums-
vorteil, so daB die Etablierung derartiger lympho-
blastoider Zellinien aus solchem Material haufig
gelingt.

In der vorliegenden Arbeit haben wir eine syste-
matische Analyse lymphoblastoider Zellinien im
Vergleich zu MH und LCAL-Zellinien iiber zwei
Jahre durchgefiihrt. Dabei haben wir die phénoty-
pischen und genotypischen Verdnderungen stu-
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1. Virusassoziierte, partiell destruierende Lympha-
denitis  (infektiose ~Mononukleose). Rasen von
,lymphoblastoiden“Zellen (Pfeiffer-Zellen)(a), die in
der Vergrifierung (b) einen hohen Pleomorphiegrad
aufweisen (Zelle mit Pfeil: hodgkindhnlich)

2. Lymphoblastoide Zellinie nach Etablierung in
Kultur. Pappenheim-Firbung. Einzelne mehrkernige
(Sternberg-Reed dhnliche Zellen).

diert, die im Laufe der Zeit entstehen. Der von uns
gefiihrte Nachweis einer Expression zahlreicher
Zytokine soll im folgenden ein Modell aufzeich-
nen, welches Aspekte der Bedeutung der EBV-In-
fektion in einigen Lymphom-Entitdten beleuchtet.
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Material und Methoden: .

Mehrere lymphoblastoide Zellinien (Latenz-3-
Gruppe) konnten aus Lymphknotenbiopsien von
Patienten mit Morbus Hodgkin etabliert werden.
Daneben gelang es, zwei groBzellige anaplastische
Lymphomzellinien zu etablieren, wovon eine spon-
tan aus peripheren Blutlymphozyten eines gesun-
des Spenders nach Langzeitkultur etabliert werden
konnte (HAKI), wihrend die Zellinie L82 von ei-
nem Patienten mit groBzelligem anaplastischen
Lymphom mit malignem Pleuraergu3 etabliert
wurde. Die groBzelligen anaplastischen Lymphom-
zellinien DEL und SKA wurden zur Verfiigung ge-
stellt (Netzelof, Kadin). Die Hodgkin Zellinien
CO, L540, L428 (Diehl), KMH2 und HDLM?2 sind
seit Jahren etabliert und teilweise kommerziell er-
haltlich.

Bestimmung der Antigenexpression

Eine Phénotypisierung der Zellinien erfolgte
durch immunhistologische Antigendarstellung und
durch FACS-Analyse. Es wurden die Antigene
CD3, CD4, CD15, CD19, CD21, CD23, CD25,
CD30, Mac387, EBV-EBNA, EBV-LMP be-
stimmt.

RNA-Analysen

Die genannten Zellinien von Morbus Hodgkin,
grofBzelligen anaplastischen Lymphomen und die
lymphoblastoiden Zellinien wurden zu unter-
schiedlichen Zeitraumen auf ihre Zytokinexpressi-
on auf mRNA-Ebene untersucht. Dabei wurden
die Zellen in Guanidinium-iso-thiocyanat lysiert
und die RNA extrahiert. Die RNA-Qualitit wurde
im Agarosegel tiberpriift. Gleiche Mengen an Ge-
samt-RNA wurden fiir die nachfolgende Reverse-
Transkription eingesetzt. Nach Umschreiben der
RNA in cDNA erfolgte eine Amplifikation von
Haushaltsgenen (B-Aktin und B-Globin) und eine
Aquilibrierung der unterschiedlichen ¢cDNAs auf
eine dquivalente Amplifikation der Haushaltsge-
ne. Mit Hilfe von zytokinspezifischen Primerkom-
binationen erfolgte die Polymerase-Kettenreakti-
on (PCR) fiir die Zytokine IL1, IL2, IL3, IL4, IL6,
IL7, IL9, IL10, virales IL10 (vIL10), GMCSF und
Interferon-y sowie vier verschiedene Rezeptoren-
IL6R, IL7R, IL9R, c-kit (stem-cell factor Rezep-
tor).

Morphologische Untersuchungen

Die lymphoblastoide Zellinie FFH 72 wurde zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in der Kultur mor-
phologisch untersucht. Dies erfolgte lichtmikro-
skopisch nach Anfarbung der Zellen nach Pappen-
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‘heim. Zusiitzlich wurden die Zellen stimuliert mit

CD30 Ligand oder einem monoklonalem Antikér-
per (anti-CD30), der intrinsische Liganden-Aktivi-
tat aufweist.

Chromosomale Untersuchungen

Von den Zellinien wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten ein Karyogramm angefertigt, um
chromosomale Aberrationen zu entdecken. Die
cytogenetische Analyse erfolgte mittels G-Ban-
ding und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit
Chromosomen-Painting-Proben, Zentromerpro-
ben, YACs und Cosmiden.

Ergebnisse und Diskussion

Morphologische Untersuchungen

Nach Etablierung einer lymphoblastoiden Zellinie
kann in der Regel CD30 auf der iiberwiegenden
Mehrzahl der Zellen nachgewiesen werden. CD30
ist ein kiirzlich kloniertes Molekiil der Nerve-
Growth-Factor Rezeptorfamile (NGFR), welches
konstant im Morbus Hodgkin und in groBzelligen
anaplastischen Lymphomen nachweisbar ist. Die
Rolle des CD30 fiir die Pathogenese dieser Er-
krankungen ist offen. Der Ligand (CD30L)ist
ebenfalls kloniert. Eindeutige funktionelle Daten
iiber die Rezeptor/Ligand Interaktion fehlen je-
doch bisher. Die Stimulation von CD30 positiven
Zellen mit dem CD30-Liganden oder einem intrin-
sisch wirkenden monoklonalen Antikérper fiihrt
allerdings zu einer bemerkenswerten Anderung
der Morphologie der Zellen. Es werden Zellen be-
obachtet, die villose zytoplasmatische Ausldufer
produzieren, die an Dendriten (Neuriten) erin-
nern. Beispiele fiir die Anderung der Morphologie
sind in Abbildung 3 zu erkennen. Auch ohne derar-

3. Stimulation einer lymphoblastoiden Zellinie mit
Anti-CD30: Vgl. hierzu Abb. 2. Die Zellen nehmen
bizarre Formen an und weisen dendritische Ausliufer

auf.
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tige stimulative Effekte unterscheidet sich das kon-
ventionell morphologische Bild erheblich.

Phdnotyp

Phénotypische Studien der lymphoblastoiden Zel-
linien tiber einen zweijdhrigen Untersuchungszeit-
raum zeigten, da manche Zellinien erhebliche
Unterschiede in ihrer Antigenexpression iiber den
Zeitverlauf zeigten. Eine Zusammenfassung dieser
Ergebnisse ist in Abbildung 4a dargestellt. Die

Lyk 99/88
|
oDis

Lyk 25011
ohes

FFH 721

MLB1S
&V

3 :
Ll

4. Antigenprofil verschiedener lymphoblastoider
Zellinien iiber den Zeitverlauf (a). Darstellung der
CD15 Antigenexpression in einer Sternberg-Reed
dhnlichen Zelle — EBV positive lymphoblastoide B-
Zellinie (b).

Expression des EBV-Rezeptors (CD21) und virus-
spezifischer Antigene (LMP, EBNA) war iiber den
Zeitraum schwankend (siehe auch Cordier et al),
wobei schlieBlich in einer Zellinie ein fast vollstdn-
diger Verlust der Virusgenexpression nachweisbar
war. Hingegen konnte gezeigt werden, dafl Akti-
vierungsantigene (CD25 und CD30) iiber den
Zeitraum stark ansteigen. Auch eine aberrante Ex-
pression von CD4 (wird normalerweise von T-Zel-
len und monocytdren Zellen exprimiert) und
CD15 (Abb. 4b) (wird physiologisch von monocy-
tdren Zellen und von Granulozyten exprimiert)
wurde beobachtet. Auch im Morbus Hodgkin wird
héufig eine Expression der Aktivierungsantigene
CD15, CD25 und CD30 auf den Tumorzellen be-
obachtet, bei groBzelligen anaplastischen Lympho-
men eine Expression von CD25 und CD30.
Schlieflich wurde sowohl in lymphoblastoiden
Zellen als auch im Hodgkin-/Sternberg-Reed Zel-
len eine erhohte bcel-2 Expression nachgewiesen,
was fiir die Immortalisation der Zellen/Tumorzel-
len bedeutsam sein konnte (Henderson et al, Gre-
gory et al).
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Zytokin-Expression

Lymphoblastoide Zellinien zeigten bei einem frii-
hen (kurz nach Etablierung) Screening eine beson-
dere Expression von Zytokinen. Dabei lie sich
mRNA fiir IL2, IL3, IL4, IL6, IL7, IL9, IL10,
vIL10, GMCSF und Interferon-y nachweisen
(ADb. 5a). Da eine geringe Zahl kontaminierender

— . - S
NACHWEIS VERSCHIEDENER CYTORIN-mRNA
IN EINER LYMPHOBLASTOIDEN ZELLINIE

12345¢6 12345€6

1. Hochmolekularer Standard 1. Hochmolekularer Standard
2. ILw2 2. IL-S

3, IL~3 3. IL-10

4. IL-4 4. GMCSF

5. IL-6 5. IFN-gamma

6. XL-7 6. negativ-Kontrolle

b :
IL-7 Expression in LCL~, Hodgkin- und LCAL-Cell lines

DNA-Marker 1, Michel-3 months culture, Michel-
1 week in culture, FFH72, 1428, L540, HDLM2,
KMH2, DEL, HAKI, SKA, Negative-control
DNA Marker II

5. RT-PCR fiir verschiedene Zytokine in einer lympho-
blastoiden Zellinie (a). RT-PCR fiir II-7 an
lymphoblastoiden-, Hodgkin- und LCAL-Zellinien (b).

Zellinie IL-18 -4 IL-6 IL-7 IL-9 IL-SR IL-10 SCF ckit

MH Cole - # = = = + + - +
L540 - - - + + +) - - +
L428 - - + s + + +) = =
KMH2 - - + - - +) - - ++
HDLM2 - + + + + = @ = ++

LCAL Del - - + + + + + + T+
Haki - - + + + + (+) + +
SKA - + + + + = ol + (+)
L82 - (+) - +- +) + + a

LCL Michel + + + + & + +) N ++
FFHT72 + + H- - + + - ++
MLE15 + + - + + + -
Lyk 99/89 + + + + - + ++ -
Lyk130/90 + + + + g + (+) 5 +
Lyk250/91 + + + + +) + + s +

Tabelle: gekiirzte Darstellung der RT-PCR Ergebnisse
fiir verschiedene Zytokine an den untersuchten
lymphoblastoiden-, Hodgkin- und LCAL-Zellinien.

233



Zellen (T-Zellen, Monozyten) iiber einen lingeren
Zeitraum in der Kultur verbleibt, ist nicht ausge-
schlossen, daf einzelne Zytokine von den kontami-
nierenden Zellen produziert werden. Eine Expres-
sion von IL2, IL9, Interferon-y und GMCSF wird
normalerweise nur bei T-Zellen beobachtet. Fer-
ner wurde eine Expression von IL7 (vgl. Abb. 5b)
und SCF bisher nur von Stromazellen beschrieben.
Da allerdings die meisten dieser Zytokine in einem
ganz dhnlichen Profil dann auch noch nach Mona-
ten nachweisbar exprimiert wurden und nach ei-
nem solchen Zeitraum eine Kontamination durch
Monozyten und T-Zellen durch die Immunphéino-
typisierung ausgeschlossen wurde, muf} eine hoch
aberrante Expression von Zytokinen in den lym-
phoblastoiden B-Zellen festgestellt werden. Diese
aberrante Expression konnte durch EB V-assoziier-
te transaktivierende Faktoren induziert sein (LMP,
EBNA-2)(Wang et al).

Da auch alle untersuchten Zytokin-Rezeptoren in
der Mehrzahl der Zellinien nachweisbar waren,
kann auf einen autokrinen Loop dieser Wachs-
tumsfaktoren geschlossen werden, d.h. da} die Zy-
tokin-produzierenden Zellen so ihr eigenes Wachs-
tum unterhalten.

Fiir IL1 und CD23 (16sliches CD23 - proteolyti-
sches Spaltprodukt mit B-Zell — Wachstumsfaktor-
eigenschaften), fiir ILS und IL6 konnten solche au-
tokrinen Regulationsmechanismen zumindest par-
tiell bestdtigt werden (Bertoglio et al, Baumann et
al, Tosato et al). Auch fiir IL10 konnte eine Prolife-
rationsinduktion nachgewiesen werden (Burdin et
al); gleiches gilt fiir das virale IL10 (Miyazaki et
al), welches neben seiner wachstumsstimulieren-
den Eigenschaft auf die B-Zellen eine immunsup-
primierende Aktivitdt fiir zytotoxische T-Zellen
entfaltet. Fiir das Zytokin IL7 wurde gezeigt, da
es einen essentiellen Faktor in der B-Zellentwick-
lung (speziell frithe B-Zellen) darstellt. Die iibri-
gen Zytokine, u.a. IL2, IL4, IL9, konnen sowohl
die Proliferation als auch Differenzierung von
Lymphozyten induzieren. Da gleichzeitig multiple
Zytokine und Zytokinrezeptoren exprimiert wer-
den, gelingt eine Darstellung eines autokrinen
Loops durch die Inhibition des entsprechenden
Faktors oder seines Rezeptors in der Regel nur
partiell oder nicht.

Interessanterweise werden eine ganze Reihe von
Zytokinen und Zytokinrezeptoren auch in Hodg-
kin- und in groBzelligen anaplastischen Lymphom-
zellinien nachgewiesen. Hier sind sowohl Unter-
schiede als auch Parallelen festzustellen (vgl. Ta-
belle). Wahrend IL1 nur in lymphoblastoiden Zel-
linien exprimiert wird, finden sich die Mehrzahl
der untersuchten Zytokine in den drei untersuch-

234

ten Zellsystemen. IL9 hingegen wird in lymphobla-
stoiden Linien inkonstant nachgewiesen. Uber
eine Hemmung der EBNA-2- und LMP-Expressi-
on konnte die Bedeutung dieser viralen Faktoren
auf die zelluldre Transaktivierung (z.B. Zytokinin-
duktion) untersucht werden.

Chromosomale Aberrationen

In malignen Lymphomen (groBzelliges anaplasti-
sches Lymphom, T-Zell Lymphome, Morbus
Hodgkin) werden héufig zahlreiche numerische
und strukturelle Aberrationen, auch als Einzelzell-
aberrationen, beschrieben (Fonatsch et al). Somit
lassen sich in einzelnen Lymphomen charakteristi-
sche, auch klonale chromosomale Verdnderungen
beschreiben, in anderen sind dies nicht redundante
Aberrationen. Wir und andere konnten zeigen,
daB nach Langzeitkultur die lymphoblastoiden
Zellinien chromosomale Aberrationen entwickeln
(z.B. 6g-) (Steel et al). Die Untersuchung des Ka-
ryotyps zeigt Aberrationen, die in Chromosomen-
regionen liegen, die auch in Leukédmie und/oder
Lymphomzellen von Strukturverdnderungen be-
troffen sein konnen, und in denen Onkogene und
Tumorsupressorgene lokalisiert sind. Es konnte
gezeigt werden, da3 LCL mit chromosomalen Ab-
errationen tumorigen im Nacktmaussystem wer-
den (Fabarius, Morten et al). In vitro kdnnen chro-
mosomale Aberrationen nur dann stabilisiert wer-
den, wenn die Aberration einen entscheidenden
Wachstumsvorteil fiir die Zellen erbringt.

Gleiches diirfte auch fiir Mutanten gelten, die ab-
errant zum Beispiel CD4, CD15, CD25 exprimie-
ren und eine reduzierte oder fehlende Expression
von EBV-Genen (Verlust, Mutationen) aufweisen.
Letztgenannte Verdnderungen, die zweifellos vor-
kommen, kénnen in vitro durch ein Uberwachsen
dieser ,,mutanten” Zellpopulation mit ,,nicht-ver-
dnderten” lymphoblastoiden Zellen in der Regel
nicht stabilisiert werden ( und auch nur schwer de-
tektiert werden), da dies wahrscheinlich mit einem
(voriibergehend?) verminderten Wachstum ein-
hergeht. In vivo hingegen konnte die Situation vol-
lig unterschiedlich sein, da die weniger immunoge-
nen Zellen (EBV-down-Regulation) einen ent-
scheidenen Uberlebens(nicht Wachstums)-Vorteil
erfahren konnten. Auf diese Weise konnen Muta-
tionen im EBV-Genom oder der Verlust des
Ebstein-Barr-Virus und die zusitzliche Gewinnung
von chromosomalen Aberrationen zu einer Stabili-
sierung eines Klones fiithren, der im weiteren Zeit-
verlauf unter Gewinnung weiterer Aberrationen
tumorigen wird (Mehrschrittmodell der Tumorige-
nese). Dieser theoretische Ansatz konnte fiir mali-
gne Lymphome, wie Morbus Hodgkin, entschei-
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dend sein und das paradox erscheinende Neben-
einander von EBV-positiven und negativen Lym-
phomen einerseits, und die lange Latenz zwischen
Infektion und Ausbruch der Erkrankung (Monate
bis Jahre, Jahrzehnte) erkldren.
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Wirkilng des Schlafs auf die Verteilung mononukleirer
Zellpopulationen im Blut und auf die Zytokinproduktion

beim Menschen

K. Hansen', T. Lange?, T. Wagner?!, J. Born?, H.L. Fehm'2

Zusammenfassung

Die Frage, ob und wie Schlaf die Immunfunktion
beim Menschen beeinfluft, ist bisher unzureichend
untersucht. Frithere Humanstudien deuteten an,
daf die Produktion von Zytokinen durch verschie-
dene Subpopulationen mononukleédrer Zellen ein
empfindliches Maf fiir Wirkungen von Schlaf und
Schlafentzug sind. Um Wirkungen des Schlafs auf
die Zytokinproduktion und Immunzellzahlen zu
differenzieren, wurden in der vorliegenden Studie
die Produktion von Interleukin-18 und -2 (IL-18B,
IL-2) sowie gleichzeitig die Zellzahlen verschiede-
ner mononukledrer Subpopulationen im Blut (Mo-
nozyten, B-Zellen, T-Zellen, T4, T8, aktivierte T-
Zellen, NK-Zellen) wihrend Schlaf und Schlafent-
zug untersucht. AuBlerdem sollten Effekte des
Schlafs von denen circadianer Rhythmik differen-
ziert werden.

Zehn gesunde ménnliche Probanden wurden in je-
weils zwei 51 Stunden dauernden Sitzungen unter-
sucht, beginnend um 8.00 h morgens. Eine der Sit-
zungen bestand aus zwei reguldren Wach-Schlaf-
Zyklen (WS-WS-Bedingung). In der anderen Sit-
zung wurde in der ersten Nacht nicht geschlafen, in
der zweiten Nacht folgte der Erholungsschlaf
(WW-WS-Bedingung). Blut wurde alle 3 Stunden
abgenommen. Die Produktion von IL-18 und IL-2
wurde nach Mitogenstimulation (Lipopolysaccha-
rid E.coli bzw. Phytohemagglutinin) im Vollblutas-
say gemessen. Die Bestimmung mononukledrer
Subpopulationen erfolgte mittels DurchfluBzyto-
metrie.

Im Vergleich zur durchwachten Nacht verminderte
der reguldre Nachtschlaf die Zahl zirkulierender
Monozyten und Lymphozyten (einschlieBlich aller
Subpopulationen; p<0.05). Schlaf reduzierte au-
Berdem die Produktion von IL-18 (p<0.05), stimu-
lierte aber die Produktion von IL-2 (p<0.05). Bei
kontinuierlicher Wachheit zeigten die Zellzahlen
aller mononukledren Subpopulationen im Blut
und die IL-2-Produktion signifikante circadiane
Rhythmen (p<0.05). Reguldrer Nachtschlaf erhoh-
te die Amplitude der circadianen Rhythmik der
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Monozytenzahl und der IL-2-Produktion und be-
wirkte fiir die T-Zellzahl eine Phasenvorverschie-
bung der Rhythmik.

Der ddmpfende Einfluf des Schlafs auf die Pro-
duktion von IL-18 konnte durch eine parallele Er-
niedrigung der Zahl im Blut zirkulierender Mono-
zyten vermittelt sein. Dagegen 148t sich die Stimu-
lation der Produktion von IL-2 wihrend des
Schlafs nicht mit regulativen Einfliissen des Schlafs
auf die T-Zellmigration erkldren. Wirkungen des
Schlafs auf die T-Zellzahl und die IL-2-Produktion
konnten tiber einen Einfluf} des Schlafs auf iiberge-
ordnete circadiane Schrittmacher vermittelt wer-
den.

Summary

Whether and how sleep influences human immune
function is presently unclear. In foregoing human
studies the production of cytokines by certain mo-
nonuclear cell subpopulations turned out to be
sensitive to effects of sleep and sleep deprivation.
To separate effects of sleep on cytokine production
and mononuclear cell subsets, the present experi-
ments assessed changes in the production of inter-
leukin-18 (IL-1B) and IL-2, and concurrent chan-
ges in blood mononuclear cell counts (monocytes,
B cells, T cells, T4, T8, activated T cells, NK cells)
during sleep and sleep deprivation. Also, effects of
sleep should be distinguished from those of circa-
dian rhythm.

Each of 10 healthy men was examined during two
51-h sessions, starting at 8.00 h. One of these sessi-
ons included two normal consecutive wake-sleep
cycles (condition WS-WS). During the other sessi-
on, sleep was deprived on the first night and reco-
vered on the second night (condition WW-WS).
Blood was sampled every 3 hours. Production of
IL-18 and IL-2 was determined in whole blood
samples, following stimulation with lipopolysac-
charid and phytohemagglutinin, respectively. Mo-
nonuclear cell subsets were enumerated by flow
cytometry.
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Compared with nocturnal wakefulness, nocturnal
sleep reduced the numbers of monocytes, lympho-
cytes and lymphocyte subsets (p<0.05). Sleep also
reduced production of IL-18 (p<0.05), but
increased production of IL-2 (p<0.05). During con-
tinuous wakefulness, circadian rhythms were de-
tectable for all mononuclear cell subset counts and
for the production of IL-2 (p<0.05). Nocturnal
sleep enhanced the amplitude of the circadian
rhythm of monocyte counts and production of IL-
2. Moreover, during nocturnal sleep maximum T
cell counts were reached earlier than during wake-
fulness (p<0.05).

The diminishing effect of sleep on the production
of IL-18 could be due to the concurrent reduction
of blood monocytes. In contrast, the enhancing ef-
fect of sleep on the production of IL-2 cannot be
reduced to a regulatory influence of sleep on mi-
gration of T cells. Effects of sleep on T cell counts
and production of IL-2 are both likely to be media-
ted via an influence on circadian oscillators.

Einleitung

Schlaf wird allgemein als restaurativer Prozef3 an-
gesehen, der auch Immunfunktionen unterstiitzt.
Entsprechend kénnten durch Schlafentzug indu-
zierte zentralnervose Verdnderungen einen schwi-
chenden Einfluf auf Immunfunktionen haben.
Derartige Einfliisse konnten bei einer ganzen Rei-
he von Erkrankungen eine Rolle spiclen, die mit
Schlafstérungen vergesellschaftet sind, wie bei-
spielweise Rheumatoide Arthritis, Fibromyalgie-
Syndrom und Allergien [17]. So gesehen wire auch
nicht auszuschlieBen, daB Schwichung der Immun-
funktion im Alter eine Folge der altersbedingten
chronischen Schlafstérungen sind.

Die Wirkungen des Schlafs auf Immunfunktionen
wurden jedoch beim Menschen bisher nur in weni-
gen Studien untersucht [Ubersicht: 4, 6]. Zwar wur-
de tierexperimentell ein erhohtes Auftreten von
Infektionen und Bakteridmien nach Schlafentzug
gezeigt [22, 5], andere Autoren konnten jedoch
keinen kausalen Zusammenhang zwischen Schlaf-
entzug und Immunfunktion herstellen [1]. Solche
Diskrepanzen tierexperimenteller Ergebnisse
konnten teilweise in einer Artspezifitit der Inter-
aktionen zwischen Schlaf und Immunfunktion be-
griindet sein. Schon deshalb ist ihre Ubertragbar-
keit auf den Menschen fraglich.

Die wenigen Humanstudien zu dieser Fragestel-
lung zeigen jedoch auch keine konsistenten Ergeb-
nisse. Zum Beispiel fanden Palmblad et al. [20] kei-
ne Verdnderung der Zahl im Blut zirkulierender
Leukozyten, Monozyten und B-Lymphozyten
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wihrend und nach 77 stiindigem Schlafentzug.
Demgegeniiber stiegen in einer jiingeren Studie
die Zahl der Granulozyten und Monozyten im Ver-
lauf einer 64 Stunden dauernden Schlafentzugs-
phase deutlich an [3]. Lymphozytenfunktionstests,
wie beispielsweise die in-vitro stimulierte Lympho-
zytenproliferation durch  Phytohemagglutinin
(PHA) oder Pokeweed Mitogen (PWM), erbrach-
ten ebenfalls sehr divergente Resultate hinsichtlich
der Wirkungen von Schlaf und Schlafentzug [19,
14, 15, 3].

Konsistentere Ergebnisse lieferten dagegen Stu-
dien, die Auswirkungen des Schlafs auf die Pro-
duktion verschiedener Zytokine evaluierten.
Schlaf verminderte im Vergleich zu Schlafentzug
nicht nur die Lipopolysaccharid- (LPS-) stimulier-
te Produktion von IL-18 [24], sondern auch die di-
rekt im Plasma gemessene IL-1-Aktivitit [15, 4].
Ebenso verminderte Schlaf die Produktion von Tu-
mor-Nekrose-Faktor-o (TNF-o), der wie IL-1B im
Blut hauptsdchlich durch Monozyten freigesetzt
wird [24, 23]. Wihrend die Produktion dieser
Monokine durch Schlaf gehemmt wird, scheint die
Produktion von IL-2, einem vorwiegend durch T-
Zellen freigesetzten Lymphokin, durch Schlaf sti-
muliert zu werden. Partieller Schlafentzug rief in
drei Humanstudien konsistent signifikante Reduk-
tionen der IL-2-Produktion hervor [13, 9, 24].
Schlafentzug erhéhte aber die Produktion von In-
terferon-gamma (IFN-gamma), das ebenfalls vor
allem durch T-Zellen freigesetzt wird [20, 23, 3].

Insgesamt zeigten diese Studien selektive und spe-
zifische Einfliisse des Schlafs auf die Produktion
verschiedener Zytokine. Unklar blieb jedoch, ob
Schlaf die Zytokinproduktion per se verdnderte
oder ob die Effekte auf Verdnderungen in der Zahl
bestimmter Subpopulationen mononukleirer Zel-
len beruhten, die fiir die Produktion der entspre-
chenden Zytokine verantwortlich sind. In der Re-
gel wurde ndmlich bei der Bestimmung der Zyto-
kinproduktion in den vorausgegangenen Studien
nur die Gesamtzahl der Mitogen-stimulierten mo-
nonukledren Zellen fiir die verschiedenen experi-
mentellen Bedingungen (Schlafentzug versus
Schlaf) konstant gehalten bzw. kontrolliert. Die
Moglichkeit, da3 Variationen hinsichtlich der Zell-
zahl einzelner Subpopulationen auftreten konn-
ten, wurde vernachlissigt. In der vorliegenden Stu-
die sollten daher Effekte des Schlafs auf die Zyto-
kinproduktion und auf die Migration von Subpo-
pulationen mononukledrer Zellen differenziert
werden. Dazu wurden Wirkungen von Schlaf und
Schlafentzug auf die Produktion eines Monokins
(IL-18) und eines Lymphokins (IL-2) analysiert
und zu Veridnderungen der Zahl zirkulierender
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Monozyten und Lymphozytensubpopulationen in
Beziehung gesetzt.

Ein weiterer Grund, der die Interpretation bisheri-
ger immunologischer Studien zur Wirkung von
Schlaf und Schlafentzug einschrinkt, ist die Tatsa-
che, daB in den meisten dieser Studien nur ein oder
zweimal am Tag Blut abgenommen wurde, wobei
diese Blutabnahmen in den verschiedenen Studien
zu unterschiedlichen Tageszeitpunkten stattfan-
den. Nachweislich zeigt aber die Zellzahl vieler
mononukledren Subpopulationen im Blut syste-
matische tageszeitliche Schwankungen [7]. Auch
fiir die Produktion verschiedener Zytokine, wie
z.B. IL-1, sind circadiane Rhythmen nachgewiesen
worden [25, 26]. Hinter den in bisherigen Studien
beobachteten Effekten des Schlafs auf die Zyto-
kinproduktion konnte sich daher eine modulieren-
de Wirkung des Schlafs auf tibergeordnete Schritt-
macher circadianer Rhythmik verbergen.

In der vorliegenden Studie sollten daher Effekte
des Schlafs und der circadianen Rhythmik auf die
Zellzahl mononukleédrer Subpopulationen und die
Zytokinproduktion voneinander abgegrenzt wer-
den. Dazu wurden Wirkungen von Schlaf und
Schlafentzug innerhalb von zwei ldngeren experi-
mentellen Sitzungen untersucht, die es ermdglich-
ten, gleichzeitig die circadiane Rhythmik der ab-
hédngigen Variablen bei konstanter Wachheit des
Probanden zu evaluieren. Eine der Sitzungen be-
stand aus zwei reguldren Wach-Schlaf-Zyklen, in
der anderen Sitzung wurde in der ersten Nacht der
Schlaf entzogen und der Proband durfte erst in der
zweiten Nacht nach einer insgesamt 40-stiindigen
Wachphase schlafen.

Material und Methoden

Versuchspersonen

Zehn geistig und korperlich gesunde junge Ménner
im Alter zwischen 20 und 30 Jahren (mittleres Al-
ter 25,0 Jahre) nahmen an der Studie teil. Alle Pro-
banden waren Nichtraucher, nahmen keine Medi-
kamente ein und hatten keine Schlafstérungen.
Mindestens vier Wochen vor Versuchsbeginn muf3-
ten die Versuchspersonen einen regelméBigen,
synchronisierten Schlaf-Wach-Rhythmus einhal-
ten sowie zwei Tage vor Versuchsbeginn zwischen
23.00 h und 23.30 h einschlafen und um 7.00 h auf-
stehen. Alle Probanden verbrachten eine Einge-
wohnungsnacht im Schlaflabor, in der, wie in den
Versuchsnéchten, eine Brauniile gelegt und Elek-
troden fiir polysomnographische Ableitungen ge-
klebt wurden. Die Probanden wurden vor Ver-
suchsbeginn iiber Sinn und Ziel der Studie aufge-
klart und legten ihr Einverstdndnis schriftlich nie-
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der. Die Studie war von der ortlichen Ethik-Kom-
mission genehmigt.

Versuchsablauf

Jeder Proband nahm an zwei Sitzungen von 51
Stunden Dauer teil, welche jeweils um 8.00 h be-
gannen und zwei Tage spiter um 11.00 h endeten.
Zwischen beiden Sitzungen eines Probanden lag
ein Zeitraum von mindestens 7 Tagen. Die Reihen-
folge der Versuchsbedingungen war iiber die Ver-
suchspersonen balanciert. Eine der Sitzungen be-
stand aus zwei aufeinander folgenden normalen
Wach-Schlaf-Zyklen (Bedingung WS-WS). Ab
23.00 h schliefen die Probanden. In der ersten
Nacht standen sie um 7.00 h morgens auf, in der
zweiten Nacht durften sie ausschlafen. In der ande-
ren Sitzung blieben die Probanden am ersten Tag
vollstdndig, d.h. auch nachts wach, am zweiten Tag
durften sie ab 23.00 h bis maximal 11.00 h morgens
schlafen (Bedingung WW-WS),

Der Schlaf wurde mittels Standardsomnopolygra-
phie ausgewertet [21]. Wihrend der néchtlichen
Wachbedingung saflen die Versuchspersonen im
Bett, konnten lesen, Fernsehen schauen oder sich
unterhalten. In beiden Versuchsbedingungen wur-
den standardisierte Mahlzeiten um 7.30 h, 13.00 h,
16.00 h und 19.00 h gereicht. Coffeinhaltige Ge-
tranke und Alkohol waren nicht erlaubt. Durch die
Versuchsleiter wurde gewéhrleistet, da3 die Pro-
banden widhrend der Wachbedingung nicht ein-
schliefen, weiterhin wurden ihre Tagesaktivitdten
protokolliert.

Zu Versuchsbeginn (8.00 h) wurde zunichst ein
Venenverweilkatheter gelegt, aus dem regelmifi-
ge Blutentnahmen in dreistiindlichen Abstdnden
erfolgten. Um den Schlaf nicht zu stéren, wurden
die Blutentnahmen nachts mittels Schlauchsystem
von einem benachbarten Raum aus durchgefiihrt.
Wiéhrend der Nacht wurden 200 ml Kochsalzlo-
sung infundiert, um einer Thrombosierung des
Blutentnahmesystems vorzubeugen. Dieselbe
Menge Kochsalzlosung erhielten die Probanden
auch wihrend der Wachbedingung.

Abhdngige Variablen

Differentialblutbild und Lymphozytentypisierung.
Die Bestimmung des Differentialblutbildes erfolg-
te automatisiert aus EDTA-Blut spétestens 9 Stun-
den nach Blutentnahme (Technicon H1, Techni-
con, Basingstoke, UK). Die Lymphozytensubpo-
pulationen wurden im DurchfluBzytometer (Fac-
scan, Becton Dickinson) standardgemif bestimmt.
Die Subtypisierung beinhaltete folgende Markie-
rungen: T-Zellen (CD3*), B-Zellen (CD19*), NK-
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Zellen (CD16* und/oder CD56%), T-Helferzellen
(CD4*), T-Suppressor-Zellen (CD8*) und aktivier-
te T-Zellen (CD3*/HLA-DR").

Zytokine. Zur Stimulation der Freisetzung von IL-
18 und IL-2 wurde heparinisiertes Blut gleich nach
Entnahme im Vollblutassay [11] weiterverarbeitet.
Als Stimulantien dienten Lipopolysaccharid E.coli
(LPS) fiir IL-18, sowie Phytohemagglutinin (PHA)
fiir IL-2. Die Proben wurden fiir 48 h Stunden in-
kubiert. Die Zytokine wurden im Doppelansatz
mittels ELISA-Assays bestimmt (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). Die Sensitivitdt der As-
says lag bei 0.3 pg/ml fiir IL-16 und 2 pg/ml fiir IL-
2. Der Intra- und Interassay-Variationskoeffizient
war fiir beide Assays < 8%.

Statistik

Fiir die Analytik des Verlaufs der abhidngigen Va-
riablen wéhrend der beiden 54-stiindigen Ver-
suchsbedingungen wurden die Parameter zunéchst
auf individueller Basis z-transformiert, um die star-
ken interindividuellen Streuungen der Ausgangs-
werte, vor allem fiir die Zytokinproduktion [10] zu
reduzieren. Paarvergleiche wurden dann mittels
Wilcoxon’s t-Test fiir die einzelnen MeBzeitpunkte
und fiir die Durchschnittswerte wéhrend der Ta-
gesphasen (8, 11, 14, 17, 20, 23 h) und der Nacht-
phasen (2 und 5 h) durchgefiihrt.

Um Wirkungen des Schlafs im Vergleich zur Wach-
heit zu ermitteln, konzentrierten sich die Analysen
auf den um 23.00 h beginnenden 24-Stunden-Zeit-
raum, in dem die Probanden unter der WW-WS-
Bedingung vollstindig wach waren, wihrend sie
unter der WS-WS-Bedingung nachts normal
schliefen und tagsiiber wach waren. Zusitzlich
wurde untersucht, inwieweit die Effekte des
Schlafs sich als Modulation einer circadianen
Rhythmik in den abhéngigen Variablen ausdriick-
te. Dazu wurde mittels der Cosinor-Methode [18]
die Signifikanz circadianer Rhythmik wéhrend der
24-stiindigen Wachphase tiberpriift. Bei der Co-
sinor-Methode wird dem zugrundeliegenden Kur-
venverlauf eine Sinusschwingung (mit einer Peri-
odenlédnge von 24 Stunden) angepaf3t und die Am-
plitude (doppelte Differenz zwischen Maximum
und Minimum), der Zeitpunkt des Maximums
(,,Akrophase*) sowie das mittlere Niveau iiber 24
Stunden (,,Mesor*) geschétzt. Erwies sich die cir-
cadiane Rhythmik fiir einen Parameter als signifi-
kant, wurde fiir diesen Parameter Amplitude,
Akrophase und Mesor der circadianen Rhythmik
(fir den um 23.00 h beginnenden 24-Stunden lan-
gen Zeitraum) zwischen beiden experimentellen
Bedingungen verglichen. Ein p < 0.05 wurde als
statistisch signifikant betrachtet.

FOCUS MUL 12, Heft 4 (1995)

Ergebnisse

Mononukledre Zellen. Abbildungen 1a und b zei-
gen die Verldufe der Zahl im Blut zirkulierender
Monozyten und T-Lymphozyten wéihrend der bei-
den Versuchsbedingungen. Die Monozytenzahlen
stiegen in beiden Bedingungen nachmittags ab
14.00 bis 23.00 h (bei Wachheit der Probanden) an.
Wiéhrend des Schlafs (Kontrollbedingung WS-WS)
fielen sie dann bis zu den frithen Morgenstunden
deutlich ab, um minimale Werte um 8.00 h zu errei-
chen. Dagegen setzte sich der Anstieg der Mono-
zytenzahlen wéhrend der durchwachten Nacht
(Bedingung WW-WS) bis 5.00 h fort. Der dann ein-
setzende Abfall war auBerdem weniger ausge-
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Abbildungen 1a und b: Verlauf der Mittelwerte + SEM
der Monozytenzahlen (a) und T-Lymphozytenzahlen (b)
bei 10 jungen gesunden Probanden wihrend der WS-
WS-Bedingung (gestrichelte Linie; W = wach; S =
Schlaf) und wihrend der WW-WS-Bedingung
(durchgezogene Linie). Die Zeitspanne der Bettruhe ist
durch  einen  horizontalen Balken  dargestellt
(schraffiert = Schlaf nur in der WS-WS-Bedingung,
wdhrend die Probanden in der WW-WS-Bedingung in
dieser Zeit wach bleiben; schwarz = in beiden
Versuchsbedingungen schlafen die Probanden in
dieser Zeit). * = p < 0.05; **=p < 0.01.
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Variable Wach Schlaf Signifikanz
/nl p<
Monozyten 0.54 + 0.034 0.46 + 0.028 0.05
Lymphozyten (gesamt) 291 £0.169 2.54 £ 0.154 0.005
B-Zellen (CD19%) 0.44 + 0.046 0.41 + 0.064 0.05
T-Zellen (CD3*) 2.21+0.162 1.96 £ 0.138 0.05
T-Helferzellen (CD4*) 1.41 £ 0.09 1.23 £ 0.076 0.05
T-Supressor-Zellen (CD8*) 0.76 £ 0.08 0.68 + 0.074 0.05
Aktivierte T-Zellen (CD3*/HLA-DR*) 0.11 + 0.015 0.08 + 0.01 0.005
NK-Zellen (CD16*/CD56*) 0.21 +0.028 0.14 £ 0.013 0.05

Tabelle 1: Durchschnittswerte der ersten Nacht (2.00 h und 5.00 h) + SEM verschiedener mononukleiiren
Subpopulationen im Vergleich von Wach- zu Schlafbedingung.

prégt, als bei ndchtlichem Schlaf, so daB in dieser
Bedingung zwischen 5.00 - 11.00 h die Zahl der
Monozyten signifikant hoher lag, als im selben
Zeitraum bei reguldrem Nachtschlaf.

Die T-Lymphozytenzahlen zeigten einen #hnlichen
Verlauf. Wiahrend des Schlafs (WS-WS Bedin-
gung) fielen die Zahlen nach 23.00 h deutlich ab
und erreichten vormittags gegen 11.00 h ihren Tief-
punkt. Dagegen stiegen die T-Zellzahlen wihrend
der durchwachten Nacht (WW-WS Bedingung) bis
2.00 h weiter an, so daB3 die durchschnittlichen T-
Zellzahlen in der Wach-Nacht signifikant hoher la-
gen, als wihrend des reguldren Nachtschlafs (Ta-
belle 1). Am darauffolgenden Tag lagen die T-Zell-
zahlen nach Schlafentzug aber generell niedriger,
als bei reguldrem Schlaf-Wach-Rhythmus (Abbil-
dung 1). Wéhrend der durchwachten Nacht waren
auch die Zahlen zirkulierender B-Lymphozyten, T-
Helfer- und Suppressorzellen, aktivierter T-Zellen

und NK-Zellen hoher, als wihrend des regulidren
Nachtschlafs (Tabelle 1).

Zytokine. Abbildungen 2a und b stellen die Verldu-
fe der Mitogen-stimulierten Freisetzung von IL-183
und IL-2 dar. Die Produktion von IL-18 fiel in der
Kontrollbedingung (WS-WS) wihrend des reguli-
ren Nachtschlafs zwischen 23.00 h und 8.00 h deut-
lich ab. Schlafentzug (WW-WS) unterdriickte die-
sen Abfall fast vollstindig; die IL-18 Produktion
lag hier zwischen 2.00 und 8.00 h signifikant hoher,
als bei reguldrem Nachtschlaf.

Die IL-2-Produktion war tagsiiber zwischen 8.00
und 20.00 h (bei Wachheit der Probanden) niedrig
und stieg insbesondere wihrend des reguliren
Nachtschlafs (WS-WS) stark an. Nichtlicher
Schlafentzug (WW-WS) bremste diesen Anstieg,
so daf3 hier die um 2.00 h und 5.00 h gemessene IL-
2-Produktion signifikant niedriger lag, als wihrend
des reguldren Schlafs.
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Abbildungen 2a und b: Verlauf der LPS-stimulierten IL-1B-Freisetzung (a) und der PHA-stimulierten IL-2-

Freisetzung (b) (z-transformierte Werte + SEM) bei 10 jungen gesunden Probanden wihrend der WS-WS-
Bedingung (gestrichelte Linie; W = wach, S = Schiaf) und wihrend der WW-WS-Bedingung (durchgezogene
Linie). Die Zeitspanne der Nacht ist durch einen horizontalen Balken dargestellt (schraffiert = Schlaf nur in der
WS-WS-Bedingung, wihrend die Probanden in der WW-WS-Bedingung in dieser Zeit wach bleiben; schwarz = in
beiden Versuchsbedingungen schlafen die Probanden in dieser Zeit). * = p < 0.05; ** = p < 0.01.
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Circadiane Rhythmik. Fiir alle mononukleidren
Zellklassen waren wihrend 24-stlindiger konstan-
ter Wachheit systematische circadiane Rhythmen
ihrer Zellzahlen erkennbar (p<0.01). Mit Ausnah-
me der NK-Zellen, deren Zahl tags hoher als
nachts lag, stiegen die Zahlen zirkulierender Zel-
len aller Subpopulationen — mit geringen zeitlichen
Abweichungen — wihrend der Nachmittagsstun-
den bis in die frithen Morgenstunden an, um zwi-
schen 2.00 h und 5.00 h nachts ihr Maximum zu er-
reichen. Tiefstwerte wurden in den Vormittags-
stunden gemessen.

Bei den Zytokinen war die IL-2-Produktion einer
circadianen Rhythmik unterworfen, die auch bei
24-stiindiger Wachheit (d.h. unabhéngig von Schlaf
und Wachheit) statistisch bestétigt wurden. Nachts
war die IL-2-Produktion hoher als tags. Tages-
schwankungen der IL-1B-Produktion erreichten
dagegen bei kontinuierlicher Wachheit keine Si-
gnifikanz.

Wirkungen des Schlafs auf die circadiane Rhyth-
mik. Schlaf verinderte vor allem die Phase und
Amplitude der circadianen Rhythmen. Der Mesor
(das mittlere Niveau iiber 24 Stunden) wurde nicht
beeinfluBt. Im Vergleich zur Wachheit erhohte der
regulire Nachtschlaf die Amplitude der Tages-
rhythmik der Monozytenzahl, erniedrigte aber
gleichzeitig die Amplitude der T-Zellen und der
T4-Zellen. Bei reguldrem Nachtschlaf erreichten
auBerdem die T-, T4- und T8-Zellenzahlen ihr Ta-
gesmaximum signifikant frither als bei kontinuier-
licher Wachheit. Dagegen wurden die Maxima ak-
tivierter T-Zellen und NK-Zellen im reguldren
Schlaf-Wach-Zyklus spiter erreicht (p<0.05). Die
Rhythmik der B-Zellen verédnderte sich durch den
Schlaf nicht. Nachtschlaf verstirkte zudem die
Amplitude des circadianen Rhythmus der IL-2-
Produktion (p<0.05), lie aber dessen Phase unbe-
einfluf3t.

Diskussion

Die Ergebnisse der Studie zeigen deutliche Unter-
schiede der stimulierten Zytokinproduktion zwi-
schen Wach- und Schlafzustand. Die IL-1B-Pro-
duktion nahm wihrend des Nachtschlafs deutlich
ab, was mit Ergebnissen von Zabel et al. [25] iiber-
einstimmt. Néchtlicher Schlafentzug fithrt im Ver-
gleich zum Schlaf zu einer deutlichen Verstirkung
der IL-1B Produktion. Diese Befunde bestdtigen
frithere Ergebnisse, die zeigen, daf die IL-1B- Pro-
duktion bereits durch partiellen Entzug des Nacht-
schlafs gesteigert wird [24]. Es wurde auerdem
unter Schlafentzugsbedingungen eine Erhchung
der IL-1-Aktivitit im Plasma beobachtet [15, 4].
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Die IL-2-Produktion war in der vorliegenden Stu-
die wihrend des Nachtschlafs hoher als bei néchtli-
cher Wachheit. Dieser stimulierende Effekt des
Schlafs bestitigt frithere Befunde erniedrigter IL-
2-Produktion bei partiellem Schlafentzug [9, 13,
24]. Die endogenen IL-2-Plasmaspiegel waren da-
gegen withrend Schlafdeprivation eher erhoht [15]
- ein Hinweis, daB endogene IL-2-Plasmaspiegel
und die Mitogen-stimulierte IL-2-Produktion
durch unterschiedliche Mechanismen reguliert
werden konnten.

Die Studie sollte Hinweise bringen, ob Wirkungen
des Schlafs auf die Zytokinproduktion durch Ver-
dnderungen in den Zellzahlen der (hier im Voll-
blut) stimulierten Subpopulationen der mononu-
kledren Zellen begriindet sein konnten. In ver-
gleichbaren fritheren Studien waren zwar die Zah-
len der Mitogen-stimulierten mononukledren Zel-
len insgesamt fiir die verschiedenen experimentel-
len Bedingungen (Schlaf versus Wachheit) kon-
stant gehalten worden, die relativen Anteile von
Subpopulationen wurden aber nicht evaluiert. Die
Zahl der Monozyten lag bei nichtlicher Wachheit
signifikant hoher als wihrend des néchtlichen
Schlafs. Eine Erhohung der Monozytenzahlen
wihrend Schlafentzug wurden auch von Dinges et
al. [3] beobachtet. Da die Monozyten der wichtig-
ste bisher bekannte Produzent von IL-18 im peri-
pheren Blut sind, kénnte die bei néchtlicher
Schlafdeprivation beobachtete Zunahme der IL-
1B-Produktion die Folge einer Monozytenzunah-
me im Blut sein [6].

Demgegeniiber kann fiir die schlaf-assoziierte Zu-
nahme der IL-2-Produktion kein vergleichbarer
Zellmigrationseffekt verantwortlich gemacht wer-
den. IL-2 wird vor allem durch T-Zellen produ-
ziert, deren Zahl wihrend des Nachtschlafs signifi-
kant hoher als bei nédchtlicher Wachheit lag. D.h.
trotz niedrigerer T-Zellzahlen produzieren die mo-
nonukledren Zellen wihrend des nichtlichen
Schlafs verstirkt IL-2. Die Daten sprechen daher
fiir einen von der Zellzahl unabhéngigen Einflufl
des Schlafs auf die IL-2-Produktion. Ahnliche, d.h.
von der Lymphozytenmigration unabhingige Wir-
kungen von Schlaf, Wachheit und circadianer
Rhythmik wurden in fritheren Studien auch fiir an-
dere Lymphozytenfunktionen (Proliferationsrate,
Expression von CD3 etc.) nachgewiesen [8, 16, 2].

Die Studie sollte auBBerdem Hinweise erbringen,
ob Schlaf direkt die Zytokinproduktion beeinfluf3t,
oder ob seine Wirkungen durch eine Modulation
der Aktivitit libergeordneter circadianer Oszilla-
toren (Schrittmacher) vermittelt werden. Ein iiber
circadiane Oszillatoren vermittelter EinfluBl des
Schlafs wire dann zu vermuten, wenn Schlaf (ver-
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sus Schlafentzug) hauptsichlich die Phase des cir-
cadianen Rhythmus (definiert tiber den Zeitpunkt
des Maximums) eines Parameters, nicht aber den
Mesor (das mittlere Niveau tiber 24 Stunden) be-
einflufit.

Bei kontinuierlicher Wachheit zeigten die Zahlen
aller Subpopulationen mononukledrer Zellen si-
gnifikante Tagesrhythmen [vgl. 7, 12]. Schlaf ver-
stidrkte die Amplitude der Tagesrhythmik der Mo-
nozyten, ohne die Phase dieser Rhythmik systema-
tisch zu veréndern. Ob die Amplitudenerhohung
unmittelbare Wirkung des Schlafs oder primir ei-
nen modulierenden Effekt auf circadiane Oszilla-
toren widerspiegelt, kann aufgrund der vorliegen-
den Daten nicht entschieden werden. Aufklirung
konnte in diesem Zusammenhang ein Vergleich
der Wirkungen von Tag- und Nachtschlaf bringen,
die im Falle einer unmittelbaren Wirkung des
Schlafs auf die Monozytenzahl vergleichbar sein
sollten.

Im Gegensatz zur Monozytenzahl verschob sich
die Phase der circadianen Rhythmik der T-Zellzahl
bei reguldrem Nachtschlaf nach vorne. Schlaf iibte
vergleichbare Einfliisse auf die circadiane Rhyth-
mik der T4- und T8-Subpopulationen, nicht aber
auf die Rhythmik aktivierter T-Zellen, NK- und B-
Zellen aus. Die Wirkungen des Schlafs auf T-Zel-
len und ihre hauptséchlichen Subpopulationen
(T4, T8) miissen also als Sekundirwirkungen ge-
wertet werden, denen ein primérer EinfluB auf die
Phase eines circadianen Schrittmachers zugrunde-
liegt. Gleichzeitig geben diese Befunde erste Hin-
weise, daB Effekte des Schlafs auf die verschiede-
nen Lymphozytensubpopulationen durch unter-
schiedliche Mechanismen vermittelt werden.

Die Variationen der T-Zellzahl kénnen aber nicht
stimulierende Effekte des Schlafs auf die IL-2-Pro-
duktion erkldren, die sich gleichzeitig in einer si-
gnifikanten Amplitudenzunahme der circadianen
Rhythmik der IL-2-Produktion ausdriicken. Aus
fritheren Studien liegen Hinweise vor, daB die
schlaf-assoziierte Zunahme der IL-2-Produktion
von circadianen Faktoren abhingt. Der Vergleich
der Wirkungen von partiellem Schlafentzug in der
ersten oder zweiten Nachthilfte zeigte, daB Schlaf
nur in der zweiten Nachthilfte die IL-2-Produkti-
on signifikant verstirkte [24].

Insgesamt zeigen die Ergebnisse eine abschwi-
chende Wirkung von Schlaf auf die IL-18-Produk-
tion. Diese Wirkung wird moglicherweise durch
eine parallele Erniedrigung der Zahl im Blut zirku-
lierender Monozyten vermittelt. Dagegen fordert
Schlaf die Produktion von IL-2, wobei dieser Ef-
fekt nicht von regulativen Einfliissen auf die T-
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Zellmigration abhingt. Wirkungen des Schlafs auf
die T-Zellmigration und auf die IL-2-Produktion
konnten tiber einen EinfluB des Schlafs auf iiberge-
ordnete circadiane Schrittmacher vermittelt wer-
den.

Danksagung: Wir danken Frau A. Otterbein, Frau
S. Baxmann und Frau C. Zinke fiir technische As-
sistenz.
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Aus der Rheumatologischen Poliklinik der Medizinischen Universitit zu Liibeck und der
Medizinischen Krankenhausabteilung der Rheumaklinik Bad Bramstedt (Direktor Prof. Dr. med. W. L.

Gross):

Antineutrophilenzytoplasma-Antikorper (ANCA) beim
Systemischen Lupus Erythematodes und der Rheumatoiden
Arthritis — Serologische Differenzierung zwischen
Kollagenosen und priméren systemischen Vaskulitiden

A. Schnabel, M. Braun, E. Reinhold-Keller, W.L. Gross

Zusammenfassung

Zur Klidrung der Privalenz, der Subspezifitdten
und der klinischen Assoziationen von Antineutro-
philenzytoplasma-Antikérpern (ANCA) beim sy-
stemischen Lupus erythematodes (SLE) und der
rheumatoiden Arthritis (RA) und zur Kldrung der
Frage, welchen Beitrag die ANCA-Diagnostik zur
Unterscheidung zwischen Kollagenosen und pri-
mdiren systemischen Vaskulitiden (PSV) liefert,
wurden 157 Seren von SLE-Patienten und 385 Se-
ren von RA-Patienten untersucht. Die ANCA-
Prévalenz beim SLE betrug 25%, es wurden nur
pANCA gefunden. Die Subspezifititen beschrink-
ten sich auf anti-Lactoferrin (10% ), anti-Elastase
(5%) und anti-Lysozym (2%), in 12 Seren (8%)
konnte die Subspezifitdt nicht identifiziert werden.
Eine Assoziation von ANCA-Befunden mit klini-
schen Manifestationen des SLE wurde nicht gefun-
den. Bei der RA wurde eine ANCA-Privalenz von
16% gefunden, auch hier handelte es sich aus-
schlieBlich um pANCA. Die Subspezifititen waren
anti-Lysozym (2%), anti-Myeloperoxidase (1%),
anti-Elastase (1% ), anti-Cathepsin G (0,5%) und
anti-Lactoferrin (0,5% ), in 43 Seren (11% ) konnte
die Subspezifitdt nicht identifiziert werden. P-
ANCA-positive RA-Patienten wiesen signifikant
hohere Akutphaseparameter auf, ausgeprigtere
entziindliche Destruktionen und eine héhere Rate
systemischer Manifestationen. Das Fehlen von
cANCA und anti-Proteinase 3 beim SLE und der
RA und die sehr niedrige Prévalenz von anti-Myel-
operoxidase bei der RA bestitigen die hohe Spezi-
fitdt dieser ANCA-Subspezifititen fiir die PSV
und unterstreichen, daB ANCA neben den antinu-
kledren Antikorpern einen wertvollen Beitrag zur
serologischen Unterscheidung zwischen Kollage-
nosen und PSV liefern.

Einleitung

Antineutrophilenzytoplasma-Antikorper
(ANCA) sind ein Autoantikdrpersystem mit ei-
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nem limitierten Spektrum von klinischen Assozia-
tionen (1). Die stirkste Assoziation besteht zu den
priméren systemischen Vaskulitiden (PSV), spezi-
ell der Wegenerschen Granulomatose (WG), der
mikroskopischen Polyangiitis und dem Churg-
Strauss-Syndrom. Bei der aktiven WG im Genera-
lisationsstadium liegt die Prédvalenz von ANCA
mit zytoplasmatischem Fluoreszenzmuster (cAN-
CA) nahe 100% (2). Die Spezifitdt von cANCA fiir
die WG liegt bei 95%. Etwa 85% dieser cANCA -
Befunde sind durch anti-Proteinase 3 (PR3)-Reak-
tivitdt bedingt (2). Beim Churg-Strauss-Syndrom
wurden sowohl cANCA mit anti-PR3 als auch
PANCA mit anti-Myeloperoxydase (MPO)-Reak-
tivitdt nachgewiesen (3,4). P-ANCA mit anti-
MPO-Reaktivitdt sind eng mit der mikroskopi-
schen Polyangiitis und der pauci-immunen extra-
kapillér proliferierenden Glomerulonephritis asso-
ziiert. Diese Patienten weisen bei florider Erkran-
kung zu 70-90% pANCA und zu ca. 60% anti-
MPO auf (2). Wihrend das cANCA-Muster zu
90% aus anti-PR3-Reaktivitiit resultiert, werden
beim pANCA-Muster unterschiedliche Reaktivi-
tiaten gefunden. Gesicherte Zielantigene fiir pAN-
CA sind neben MPO die Neutrophilenprodukte
Laktoferrin (LF), Lysozym (LZ), Elastase (HLE),
Cathepsin G (CG) und in einem kleinen Teil der
Félle PR3 (2). In jlingster Zeit wurde bactericidal
permeability increasing protein (BPI) als weiteres
ANCA-Zielantigen identifiziert (5).

Weitere klinische Assoziationen der ANCA sind
die Kollagenosen einschlieBlich der rheumatoiden
Arthritis (RA), chronische entziindliche Darmer-
krankungen, autoimmune Lebererkrankungen
und Infektionskrankheiten (1). Diese Erkrankun-
gen weisen eine geringere ANCA-Privalenz als
die PSV auf und es handelt sich dabei iiberwiegend
um pANCA uneinheitlicher Subspezifitit.

Die klinischen Korrelate von ANCA beim SLE
und der RA sind weitgehend unklar. Aufgrund ih-
rer Assoziation mit entziindlichen GefiBerkran-
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kungen ergab sich die Vermutung, ANCA konnten
beim SLE und der RA bestimmte klinische Unter-
gruppen markieren. Zur Klarung dieser Frage wur-
den zwei Kollektive von SLE- und RA-Patienten
auf ihre ANCA-Privalenz, ihre ANCA-Subspezi-
fititen und die Korrelationen zwischen ANCA-
Befunden und klinischen Manifestationen unter-
sucht.

Patienten und Methoden

Patienten

Es wurden 157 Seren von 120 Patienten mit SLE
untersucht. Dabei handelte es sich um 97 Frauen
und 23 Minnern in einem mittleren Alter von 39,4
+ 13,7 Jahren, die die Kriterien der American
Rheumatism Association von 1982 erfillten (6).
Patienten mit Medikamenten-induziertem SLE
wurden ausgeschlossen. Fiir 93 Seren war der kli-
nische Status zur Zeit der Serumgewinnung ver-
fiigbar und konnte mit den ANCA-Befunden kor-
reliert werden. Der klinische Status wurde nach
dem BILAG (British Isles Lupus Assessment
Group)-Index erfaBt (7), der die Krankheitsaktivi-
tdt in 8 Organen oder Systemen beurteilt, i.e. All-
gemeinsymptome, Haut, zentrales Nervensystem,
Bewegungsapparat, Herz-Kreislauf- und respirato-
risches System, GefiB3e, Nieren und Blutbild.

Die RA-Patienten wurden aus einer Gesamtzahl
von 385 Patienten mit RA nach den Kriterien der
American Rheumatism Association von 1987 re-
krutiert (8). Bei 61 der 385 Patienten wurden
ANCA nachgewiesen. Dabei handelte es sich um
40 Frauen und 21 Ménner mit einem mittleren Al-
ter von 60 + 12 Jahren, diese Patienten stellten die
“Studiengruppe dar. Aus den ANCA-negativen Pa-
tienten des Gesamtkollektivs wurde eine Ver-
gleichsgruppe von 61 Patienten gleichen Ge-
schlechts und gleicher Krankheitsdauer rekrutiert.
Dabei handelte es sich um 41 Frauen und 20 Mén-
ner mit einem mittleren Alter von 66 + 12 Jahren.
Die Patienten beider Gruppen wurden einem iden-
tischen klinischen Untersuchungsprogramm unter-
zogen. Dieses bestand aus Rontgen der Hande und
VorfiiBe dorso-volar bzw. dorso-plantar, Rontgen
der Halswirbelsiule inklusive Inklinationsaufnah-
men, Rontgen weiterer Gelenke mit gravierenden
Funktionseinschriankungen, Bestimmung des Lar-
sen-Index der arthritisch verdnderten Gelenke (9),
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), C-reaktives
Protein (CRP), Rheumafaktor und einem Such-
programm fiir systemische Komplikationen, beste-
hend aus klinischer Untersuchung, Rontgen Tho-
rax, Abdomen-Sonographie, Lungenfunktionsun-
tersuchung einschlieBlich der Kohlenmonoxid-

FOCUS MUL 12, Heft 4 (1995)

Diffusionskapazitit, klinisch-chemischer Untersu-
chung einschlieBlich Kreatinin, Urinstatus und -se-
diment, opthalmologischer und neurologischer
fachirztlicher Untersuchung und bei klinischen
Hinweisen auf Koronargefderkrankung Koronar-
angiographie.

Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT)

Als Suchtest fiir ANCA wurde ein IFT entspre-
chend der Empfehlungen der Europédischen
ANCA-Studiengruppe eingesetzt (10,11). Zusam-
mengefaBt wurden luftgetrocknete und Athanol-
fixierte Zytozentrifugenpréparate von gereinigten
Neutrophilen mit dem zu testenden Serum nach
Verdiinnung von 1:2 mit phosphatgepufferter
Kochsalzlosung inkubiert. Wegen limitierter Se-
rummengen wurde nur bei einer Serumverdiin-
nung getestet. Gebundene Antikorper wurden mit
Fluoreszein-Isothiozyanat-konjugierten ~ F(ab’),-
Fragmenten von Kaninchen-Anti-Human-IgG de-
tektiert (DACO, Kopenhagen, Dédnemark). Zur
Unterscheidung zwischen pANCA und antinukle-
dren Antikdrpern wurden Seren mit perinukledrer
Fluoreszenz auf Alkohol-fixierten Neutrophilen
auch auf Formalin-fixierten Neutrophilen unter-
sucht. Letztere wurden hergestellt durch Inkubati-
on von Zytozentrifugenpréparationen von gerei-
nigten Neutrophilen mit 0,5% Formalin bei Raum-
temperatur fiir 5 Minuten. Eine perinukledre An-
farbung auf Alkohol-fixierten Neutrophilen wurde
nur dann als pANCA angesehen, wenn das Serum
auf Formalin-fixierten Neutrophilen ein diffuses
zytoplasmatisches Muster erzeugte. Wenn mit die-
sem Verfahren keine eindeutigen Ergebnisse er-
zielt wurden, wurde das Serum auBerdem in einem
konventionellen HEp2-Zell-Assay auf antinukle-
dre Antikorper (ANA) getestet. Wenn der Titer
auf Alkohol-fixierten Granulozyten mindestens 2
Titer-Stufen hoher war als auf HEp2-Zellen, wur-
de das Ergebnis als pANCA akzeptiert.

Bestimmung der Subspezifititen mittels ELISA

Die ANCA-Subspezifitdten wurden mittels mono-
spezifischem Festphase-ELISA bestimmt, die in
Kooperation mit der Europdischen ANCA-Studi-
engruppe standardisiert worden waren (11). Dazu
wurden hochgereinigtes MPO (0,5 pg/ml), PR3,
HLE, CG, LF und LZ (2 pg/ml) in 0,1 M Karbonat-
puffer, pH 9,6, iiber Nacht bei 4°C auf Mikrotiter-
platten aufgebracht. Die Platten wurden mit phos-
phatgepufferter Kochsalzlosung mit 0,05% Tween
gewaschen und mit 2% Casein in posphatgepuffer-
ter Kochsalzlésung geblockt. Die Test- und Kon-
trollseren wurden in einer Verdiinnung von 1:50
aufgetragen, gebundene Antikdrper wurden mit-
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tels Konjugaten aus alkalischer Phosphatase und
Ziegen-Anti-Human-IgG (Sigma, Miinchen) dar-
gestellt und mit Paranitrophenylphosphat (Sigma)
entwickelt. Die optische Dichte wurde bei 405 nm
gemessen. Die obere Grenze des Normbereichs
wurde bei 3 Standardabweichungen iiber dem Mit-
telwert von 250 Kontrollseren angesetzt.

Statistik:

Die Patientencharakteristika sind als Mittelwert +
Standardabweichung aufgefiihrt. Assoziationen
zwischen serologischen und klinischen Befunden
wurden mittels Chi’>-Test, bei kleinen Beobach-
tungszahlen mittels Fishers-Test auf statistische Si-
gnifikanz gepriift.

Ergebnisse

ANCA mittels IFT beim SLE

40 von 157 SLE-Seren zeigten positive ANCA im
IFT (Tabelle 1). Es handelte sich ausschlieBlich um
ein pANCA-Muster, kein Serum zeigte ein cAN-
CA-Muster.

Spezifit:it Zahl (%)
der positiven Seren

pPANCA 40 (25%)
cANCA 0
anti-Lactoferrin 16 (10%)
anti-Elastase 8 (5%)
anti-Lysozym 4 (2%)
anti-Proteinase 3 0
anti-Myeloperoxidase 0
anti-Cathepsin H 0
unbekannte Spezifitit 12 (8%)

Tabelle 1: ANCA-Befunde im indirekten Immun-
Sfluoreszenztest und ANCA-Subspezifititen beim
systemischen Lupus erythematodes

ANCA-Subspezifitit beim SLE

157 Seren wurden mittels ELISA auf Reaktivitit
gegen PR3, MPO, CG, LF, HLE und LZ untersucht
(Tabelle 1). In keinem Serum fand sich anti-PR3,
anti-MPO oder anti-CG. In 16 Seren wurde anti-LF
gefunden, in 8 anti-HLE und in 4 anti-LZ. Kein Se-
rum zeigte Reaktivitit gegen mehr als ein Antigen.
12 von 40 Seren mit pANCA-Nachweis im IFT
zeigten keine Reaktivitit gegen die 6 Testantigene.
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Allgemein  Haut 2ZNS Herz  Vaskulitis  Niere

Blutbild Bewegungs-
Symptome Lunge Apparat

Abbildung  1:  Privalenz von pANCA  beim
systemischen Lupus erythematodes in Abhingigkeit
vom Organbefall. Die linke Séule in jedem Paar
reprisentiert die Patienten mit entsprechender
Organbeteiligung, die rechte Sciule Patienten ohne
Organbeteiligung.

Korrelation von ANCA mit klinischen Befunden beim
SLE

Zur Kldrung der Frage, ob ANCA-Resultate mit
bestimmten klinischen Manifestationen assoziiert
sind, wurden die ANCA-Ergebnisse in 93 Seren
von 56 Patienten mit der aktuellen Krankheitsakti-
vitdt in den 8 Kategorien des BILAG-Index korre-
liert (Abbildung 1). Dabei fand sich keine Korrela-
tion zwischen pANCA, bestimmt im IFT, oder ir-
gendeiner ANCA-Subspezifitit und klinischer Ak-
tivitdt in irgendeiner der 8 Kategorien. Weiterhin
wurde keine Korrelation zwischen irgendeiner
Kombination von klinischen Befunden und pAN-
CA gefunden.

ANCA mittels IFT bei der RA

61 von 385 RA-Seren zeigten einen positiven
ANCA (Tabelle 2). Dabei handelte es sich aus-
schlieBlich um ein pANCA-Muster.

ANCA-Subspezifitit bei der RA

Die 61 Seren mit ANCA-Nachweis im IFT wurden
mittels ELISA auf Reaktivitdt gegeniiber PR3,
MPO, CG, LF, HLE und LZ untersucht (Tabelle
2). Kein Serum zeigte anti-PR3. Sieben zeigten
anti-LZ, 4 anti-MPO, 3 anti-HLE, 2 anti-CG und 2
anti-LF. Bei 43 von 61 pANCA-positiven Seren
konnte die Subspezifitit nicht identifiziert werden.
Kein Serum zeigte Reaktivitit gegen mehr als ein
Antigen.

Vergleich von ANCA-positiven und ANCA-negativen
RA-Patienten

Die 61 Patienten mit pANCA-Nachweis wurden
mit 61 RA-Patienten gleichen Geschlechts und
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Tabelle 2: ANCA-Befunde im indirekten Immun-
fluoreszenztest und ANCA-Subspezifititen bei der
rheumatoiden Arthritis

gleicher Erkrankungsdauer verglichen (Tabelle 3).
Dabei zeigten die pANCA-positiven Patienten
eine signifikant héhere mediane BSG (50 mm ver-
sus 30 mm/h, p < 0,05), ein signifikant hoheres me-
dianes CRP (5 versus 2 mg/dl, p < 0,05) und eine
signifikant hohere Rheumafaktor-Préivalenz (81%
versus 57%, p < 0,05). Der Vergleich des Rontgen-
Status ergab in der pANCA-positiven Gruppe eine
tendenziell hohere Rate postentziindlicher atlan-
to-axialer Instabilititen (39% versus 21%, p =
0,052) und eine tendenziell hohere Priavalenz von
hochgradigen entziindlichen Verdnderungen an
peripheren Gelenken entsprechend Larsen-Score
1V bis V (51% versus 40% ). Die Systemdiagnostik
ergab eine tendenziell hohere Rate von extraarti-
kuldren Krankheitsmanifestationen in der pAN-
CA-positiven Gruppe (14 versus 9 Patienten). Da-
bei wurden die systemischen Manifestationen Po-
lyneuropathie, Myositis, Vaskulitis des zentralen
Nervensystems, Koronariitis, fibrosierende Alveo-
litis und pulmonale Rheumaknoten nur in der
pANCA-positiven Gruppe gefunden. Eine signifi-
kante Korrelation irgendeines ANCA-Befunds
mit extra-artikuldren Manifestationen wurde nicht
gefunden.

Diskussion

Kollagenosen und PSV sind systemische Autoim-
munerkrankungen unklarer Atiologie, die eine
Vielzahl von klinischen und histopathologischen
Gemeinsamkeiten aufweisen. Die Gemeinsamkei-
ten veranlaBten Klemperer, diese Erkrankungen
unter dem Begriff ,,Kollagenkrankheiten“ zusam-
menzufassen (12). Erst nach der Schaffung dieses
auf klinischen und histopathologischen Befunden
basierenden Konzepts wurden die antinukledren
Antikoérper (ANA) und ihre Assoziation mit ei-
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Spezifitiit Zahl (%) Klinik Zahl der Patienten
der positiven Seren pPANCA positiv pANCA negativ

pANCA 61 (16%) Episkleritis/Skleritis 4 1
cANCA 0 Polyneuropathie 3 0
anti-Lactoferrin 2 (0,5%) Sjogren-Syndrom 2 8
anti-Elastase 3(1%) Lungenfibrose 3 0
anti-Lysozym 7(2%) Lungengranulome 2 0
anti-Proteinase 3 0 Myositis 1 0
anti-Myeloperoxidase 4(1%) ZNS-Vaskulitis 1 0
anti-Cathepsin G 2 (0,5%) Koronariitis 1 0
unbekannte Spezifitit 43 (11%)

Tabelle 3: Systemische Krankheitsmanifestationen bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis in Abhdngigkeit
vom ANCA-Status

nem Teil der systemischen Autoimmunerkrankun-
gen entdeckt und die mit den ANA assoziierten
,Kollagenosen“ wurden konzeptionell von den
nicht mit ANA assoziierten PSV abgetrennt. In
den vergangenen 10 Jahren wurde mit den ANCA
ein weiteres Autoantikorpersystem fiir die system-
ischen Autoimmunerkrankungen beschrieben, das
in erster Linie mit den PSV assoziiert ist (2). Dabei
handelt es sich zum Teil offenbar nicht nur um se-
rologische Marker, sondern um pathogenetisch ak-
tive Antikorper (2,13). Die neueren Befunde zur
immunpathologischen Bedeutung von ANCA bei
den PSV unterstiitzen die Sicht, daf3 Kollagenosen
und PSV zwar eine Reihe von klinischen und histo-
pathologischen Gemeinsamkeiten aufweisen, auf-
grund ihrer Immunpathogenese und ihrer serologi-
schen Korrelaten jedoch distinkte Erkrankungska-
tegorien sind.

Neben ihrer Bedeutung fiir die Pathogenesefor-
schung und die Klassifikation haben sich die
ANCA zu einem wichtigen Instrument fiir die kli-
nische Diagnostik entwickelt. Aufgrund ihrer en-
gen Assoziation mit der WG und der mikroskopi-
schen Polyangiitis sind anti-PR3 und anti-MPO die
wichtigsten ANCA-Subspezifititen (1). Anti-LF,
anti-LZ, anti-CG und anti-HLE liefern dagegen
aufgrund ihrer breitgestreuten klinischen Assozia-
tionen und ihrer niedrigen Prévalenz keinen we-
sentlichen Beitrag zur klinischen Diagnostik (1).
Da bei einem Teil der Patienten mit PSV neben
ANCA auch ANA gefunden werden und bei ei-
nem Teil der Patienten mit Kollagenosen neben
ANA auch ANCA (14,15), ist die serologische
Trennung zwischen beiden Erkrankungsgruppen
nicht absolut. Die Vermeidung von Fehlklassifika-
tionen erfordert deshalb in beiden Antikorpersy-
stemen die Bestimmung der Antikérpersubspezifi-
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Abbildung =~ 2:

Immunhistologischer
nachweis gegen neutrophile Granulozyten mit zentral

Antikorper-

akzentuierter  Fluoreszenz (c-ANCA) bei  einem
Patienten mit Morbus Wegener. Das Prdparat wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. W. Gross, Liibeck, zur
Verfiigung gestellt (siehe auch Titelbild).

tdten und die Kenntnis des Spektrums der zu er-
wartenden Subspezifitdten bei den zu unterschei-
denden Erkrankungen. Es war das Ziel dieser Un-
tersuchungen, dazu einen Beitrag zu liefern.

In dieser Studie betrug die Pravalenz von ANCA
beim SLE 25%. Bei der Bestimmung der ANCA-
Subspezifitdten fand sich in keinem Serum cAN-
CA, anti-PR3 oder anti-MPO. Im IFT wurde aus-
schlieBlich ein pANCA-Muster gefunden, die
pANCA-Subspezifititen beschrinkten sich auf
anti-LF, anti-HLE und anti-LZ.

Diese Befunde bestétigen die hohe Sperzifitit von
cANCA und anti-PR3 fiir die WG und sie stimmen
tiberein mit Untersuchungen aus anderen Labors,
in denen ebenfalls kein cANCA und kein anti-PR3
beim SLE gefunden wurde (16-18). Einzelne Mit-
teilungen tiber cANCA-Positivitit bei Lupus-Pati-
enten (19) miissen aus methodischer Sicht kritisch
betrachtet werden. Die hohe Privalenz von Auto-
antikérpern beim SLE beinhaltet die Moglichkeit,
daB auch Antikorper, die gegen nicht-granulozy-
tenspezifische Antigene gerichtet sind, ein positi-
ves Ergebnis im IFT ergeben und als ANCA fehl-
gedeutet werden. Diese Fehlermoglichkeit erfor-
dert die Differenzierung von IFT-Ergebnissen auf
verschiedenen Substraten und eine sehr restriktive
Interpretion der Resultate (20). Insgesamt spre-
chen die verfiigbaren Arbeiten und die kritische
Bewertung der methodischen Verfahrensweisen
dafiir, daB cANCA beim SLE nicht vorkommen
und cANCA und anti-PR3 folglich eine scharfe
Trennung zwischen den PSV und dem SLE erlau-
ben.
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In dieser Untersuchung wurde bei keinem SLE-
Patienten anti-MPO gefunden, sodaB auch diese
Subspezifitit eine klare Unterscheidung zwischen
den PSV und den Kollagenosen zu bieten scheint.
Dieser SchluB muf} insofern eingeschriankt werden,
als wir auBerhalb dieser Untersuchung bei verein-
zelten SLE-Patienten tatsdchlich anti-MPO nach-
gewiesen haben und solche Berichte auch aus an-
deren Laboren vorliegen (16,17,21-24). Weiterhin
wurde in dieser Arbeit anti-MPO auch bei einer
kleinen Zahl von RA-Patienten gefunden. Insge-
samt schliefit deshalb anti-MPO-Reaktivitit einen
SLE oder eine andere Kollagenose nicht sicher
aus, dieser Befund spricht aber bei einer entspre-
chenden klinischen Befundkonstellation eher fiir
eine PSV als fiir einen SLE. Arbeiten, in denen
auch ANCA-Titer bestimmt wurden, lassen erken-
nen, dafl anti-MPO und pANCA beim SLE im
Mittel mit niedrigerem Titer vorkommen als bei
den PSV und so bei der Unterscheidung zwischen
diesen Diagnosen helfen (17,18,21,22,24).

Die pANCA-Subsperzifitdten waren bei den SLE-
Patienten dieser Untersuchung auf anti-LF, anti-
HLE und anti-LZ begrenzt. Die klinischen Asso-
ziationen dieser Subspezifititen umfassen das ge-
samte Spektrum von Erkrankungen, bei denen
PANCA gefunden wurde (2). Im Gegensatz zu
anti-PR3 und anti-MPO tragen diese Subspezifiti-
ten folglich nicht zur Unterscheidung zwischen
dem SLE und anderen Autoimmunerkrankungen
bei.

Bei diesen SLE-Patienten fand sich keine Korrela-
tion zwischen irgendeinem ANCA-Befund und ir-
gendeinem der im BILAG-Index erfaBten klini-
schen Merkmale. Friihere Berichte, die fiir eine
Assoziation von anti-HLE mit neurologischen
SLE-Manifestationen (22) und von anti-LF mit der
extrakapilldr proliferierenden Glomerulonephritis
der WHO-Klasse IV sprachen (26), blicben unbe-
stdtigt und lassen sich auch durch diese Untersu-
chung nicht stiitzen. Die einzige bestitigte klini-
sche Assoziation einer ANCA-Subspezifitit ist die
Assoziation von anti-MPO mit dem Hydralazin-in-
duzierten SLE, die von zwei unabhingigen Grup-
pen gefunden wurde (21,22).

Die in dieser Untersuchung gefundenen ANCA-
Befunde und ihre klinischen Korrelate bei der RA
stimmen in ihrer Tendenz mit denen beim SLE
iberein. Bei diesen RA-Patienten dieser Untersu-
chung wurde eine erhohte ANCA-Prévalenz ge-
funden und es handelte sich dabei ausschlieBlich
um pANCA. In keinem RA-Serum wurde cANCA
gefunden. Verglichen mit anderen Untersuchun-
gen, in denen eine ANCA-Préivalenz zwischen
39% und 70% bei der RA gefunden wurde (27-30),
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spricht die Priavalenz von 16% in dieser Untersu-
chung fiir eine geringere Sensitivitidt des verwand-
ten IFT. Dieser Umstand diirfte auch dafiir verant-
wortlich sein, daff in dieser Untersuchung kein
cANCA gefunden wurde, wihrend in anderen Un-
tersuchungen solche Befunde in niedriger Fre-
quenz mitgeteilt wurden (28,29). Da niedrig-titrige
ANCA-Befunde offenbar geringe Krankheitsspe-
zifitdt haben, sollte die Sensitivitit der Methode so
eingestellt sein, daB3 niedrig-titrige Befunde im In-
teresse einer mdéglichst hohen diagnostischen Spe-
zifitdt nicht detektiert werden. Der Nachweis von
anti-MPO bei 7% dieser RA-Patienten unter-
streicht, da die diagnostische Spezifitdt dieser
Antikorper-Subspezifitit fiir die PSV geringer ist,
als die von cANCA und anti-PR3 (28-30).

Die Korrelation der ANCA-Befunde mit klini-
schen Merkmalen ergab bei diesen RA-Patienten
lediglich schwache Assoziationen. P-ANCA positi-
ve Patienten wiesen eine hohere serologische
Krankheitsaktivitdt auf, erkennbar an hoheren
Werten fiir BSG, CRP und Rheumafaktor. Sie
zeigten eine tendenziell hohere Rate von radiolo-
gisch nachgewiesenen postentziindlichen Halswir-
belsdulenverdnderungen und tendenziell stirker
ausgeprigte radiologische Destruktionen an den
Extremitdtengelenken. Weiterhin zeigten pAN-
CA-positive Patienten eine deutlich hohere Rate
von extraartikuldren Krankheitsmanifestationen.

Coremans et al. fand beim Vergleich von 49 Patien-
ten mit rheumatoider Vaskulitis und 50 Patienten
mit unkomplizierter RA keinen wesentlichen Un-
terschied in der ANCA-Priavalenz, jedoch eine si-
gnifikant hohere Rate von anti-LF bei der rheuma-
toiden Vaskulitis (29). In den Studien von Mulder
et al. und deBandt et al. wurde ebenso, wie in der
vorliegenden Untersuchung, keine Assoziation
zwischen pANCA oder irgendeiner ANCA-Sub-
spezifitdt und der rheumatoiden Vaskulitis gefun-
den (28,30), sodaB die verfiigbaren Studien mehr-
heitlich gegen die Annahme sprechen, ANCA sei-
en Indikatoren fiir die rheumatoide Vaskulitis.
Mulder et al. beschrieben eine tendenziell hohere
ANCA-Privalenz bei RA-Patienten mit langer Er-
krankungsdauer (30). Auch dieser Befund konnte
in der aktuellen Untersuchung nicht reproduziert
werden. Die Assoziation von pANCA mit einer
erhohten Priavalenz des Rheumafaktors und einer
hohen Destruktivitdt der RA unterstiitzt entspre-
chende Befunde von Metzger et al (27).

Zusammengefafit bestétigt diese Untersuchung
eine erhohte Privalenz von ANCA beim SLE und
der RA. Weder beim SLE noch bei der RA konnte
jedoch eine Assoziation eines ANCA-Befunds mit
irgendeinem klinischen Merkmal gefunden wer-
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den, die stark genug wire, um diagnostische oder
therapeutische Entscheidungen wesentlich zu be-
einflussen. Insbesondere fand sich keine Assoziati-
on von ANCA-Befunden mit der Vaskulitis oder
Glomerulonephritis im Rahmen dieser Erkran-
kungen. Die Befunde zeigen weiterhin, da3 die
PSV einerseits und der SLE und die RA ein di-
stinktes ANCA-Muster aufweisen, das fiir die kli-
nische Diagnostik genutzt werden kann. Bei ad-
dquaten Assay-Bedingungen sind dabei cANCA
und anti-PR3 weitgehend spezifisch fiir die PSV, in
erster Linie fiir die WG. Der Nachweis von anti-
MPO spricht bei einer entsprechenden klinischen
Konstellation mit {iberwiegender Wahrscheinlich-
keit fiir eine PSV, in erster Linie fiir die mikrosko-
pische Polyangiitis, jedoch ist die Spezifitit dieses
Befunds fiir die PSV offenbar nicht so hoch, wie
die von anti-PR3. Die Befunde unterstiitzen die
Auffassung, daf} die PSV und die Kollagenosen im-
munpathogenetisch unterschiedliche Krankheits-
kategorien darstellen, die infolge ihrer Autoanti-
korperassoziationen auch serologisch weitgehend
sicher zu differenzieren sind.
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Immunpathogenese bei chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen
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Zusammenfassung

Bei Patienten mit entziindlichen Darmerkrankun-
gen fanden sich in unterschiedlicher Haufigkeit
Antikérper gegen Pankreasgewebe, intestinale
Becherzellen und Neutrophile. Eine neu entwik-
kelte Methode erlaubte erstmalig die Beschrei-
bung von lokalen Antikorpern in der Mucosa, die
gegen spezifische Autoantigene, wie z.B. humanes
Hitzeschockprotein-70, gerichtet sind. Moglicher-
weise spielen diese verschiedenen Autoimmun-
phinomene eine Rolle bei der Aktivierung des Cy-
tokinsystems in der chronisch entziindeten intesti-
nal Mucosa.

Summary

Subgroups of patients with chronic inflammatory
bowel disease were shown to display antibodies
against pancreatic tissue, intestinal goblet cells as
well as neutrophils. A newly developed method al-
lowed for the first time the identification of local
antibodies in the mucosa which were shown to in-
teract with specific autoantigens such as human
heat shock protein 70. Possibly, these autoimmune
phenomena are involved in the activation of the
cytokine system in chronically inflamed intestinal
mucosa.

Einleitung

Die stindige Présenz einer Vielzahl antigener Sub-
stanzen, zu denen sowohl essentielle Nahrungsbe-
standteile und physiologische Darmflora, als auch
potentiell pathogene Keime zdhlen, erfordert dif-
ferenzierte Erkennungs- und Abwehrmechanis-
men des Organismus. Die Induktion lokaler Im-
munitét und unspezifischer systemischer Toleranz
ist das charakteristische Merkmal des intestinalen
Immunsystems. Obwohl das auslosende Ereignis
bisher nicht identifiziert werden konnte, gilt als ge-
sichert, daB Stoérungen der Immunregulation fiir
die Atiologie und die Pathogenese der chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen (CED), insbe-
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sondere fiir den Morbus Crohn und die Colitis ul-
cerosa von Bedeutung sind (1). Noch unklar ist, ob
es sich hierbei um eine aggressive Immunantwort
gegeniiber Pathogenen oder eine gestorte Down-
Regulation gegeniiber normalerweise harmlosen
Agentien handelt. Die vorliegenden lokalen Ver-
dnderungen sind durch entziindliche Reaktionen
mit den daraus resultierenden Gewebsschiadigun-
gen gekennzeichnet. In der intestinalen Mucosa
finden sich vermehrt aktivierte Makrophagen, T-
Zellen und B-Zellen. Dabei spielen die T-Zellen
im Rahmen zellvermittelter Immunreaktionen
eine wichtige Rolle. Unter Mitwirkung loslicher
Mediatoren, den Cytokinen, sind sie wesentlich an
der Differenzierung und Reifung der B-Zellen zu
Plasmazellen und damit an der Induktion der Im-
munglobulinsynthese beteiligt. Bei CED finden
sich sowohl veridnderte Cytokinsynthesemuster (2)
als auch eine gestorte Produktion der Immunglo-
bulin-Isotypen-Subklassen (3).

Wihrend systemische Immunreaktionen bei chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankungen oft un-
spezifisch sind, konnen mukosale Antigendetermi-
nanten auf der einen Seite und luminale bakteriel-
le Antigene auf der anderen Seite Ausgangspunkt
von Autoimmunreaktionen sein (4). Hitze-Schock-
Proteine (HSP) mit der charakteristischen ausge-
priagten Strukturhomologie zwischen verschiede-
nen Spezies konnten somit als Antigensystem in
der Atiopathogenese der mukosalen Entziindung
eine Rolle spielen (5). Die HSP-Synthese kann in
fast allen Zellen durch verschiedene StreBfaktoren
(Hitze, Anoxie, Cytokine usw.) induziert werden.
Hitzeschockproteine dienen der Aufrechterhal-
tung der zelluldren Integritét, regulieren die Prote-
insynthese der Zelle und kénnen Antigene présen-
tieren. HSP-60 und 70 konnen zusitzlich als Auto-
antigen fungieren. So fanden sich in Seren von Pa-
tienten mit rheumatoider Arthritis und systemi-
schem Lupus erythematodes HSP-Autoantikdrper
und HSP-autoreaktive T-Zellen (6). In serologi-
schen Untersuchungen fand Elsaghier bei Patien-
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ten mit CED erhohte Antikorperspiegel gegen my-
kobakterielles HSP-65 bei iiber der Hilfte der M.
Crohn-Patienten (5). Die Induktion dieser Anti-
korper kann durch die Aufnahme bakterieller An-
tigene oder den Verlust von humanem HSP durch
die entzlindlich verdnderte Darmschleimhaut be-
dingt sein und Ursprung einer moglichen Kreuzre-
aktivitdt zwischen humanen und bakteriellen Anti-
gendeterminanten sein.

Mit einem interdisziplindren Ansatz sollte daher
untersucht werden, inwieweit Autoimmunititsvor-
gédnge bei CED eine Rolle spielen. Ziel der vorlie-
genden Arbeit war zu kldren, welche Bedeutung
dem Nachweis verschiedener Hitzeschockproteine
und systemischer und mukosaler lokaler Autoanti-
korper bei Patienten mit CED zukommt. Ferner
sollten die fiir diese Darmerkrankungen charakte-
ristischen Verdnderungen im Cytokinmuster und
in der Expression von Adhésionsmolekiilen aufge-
zeigt werden. SchlieBlich sollte die Frage beant-
wortet werden, ob aus diesen Beobachtungen wei-
tere Schliisse fiir die Diagnostik, Therapie oder
Prognose gezogen werden kdnnen.

Patientengut und Methoden

Die Patienten wurden aus dem Krankengut der
Polikliniken oder aus dem stationdren Kollektiv
rekrutiert. Die Diagnosen M. Crohn bzw. Colitis
ulcerosa waren klinisch und histologisch gesichert,
die Erkrankung selbst bestand bei allen minde-
stens seit 6 Monaten. Als Kontrollgruppe dienten
Patienten, bei denen eine CED mit Sicherheit aus-
geschlossen werden konnte bzw. solche mit einer
infektiosen Enterocolitis.

Wir untersuchten Serumproben von Patienten auf
Autoantikdrper gegen Pankreas-/Azinus-Zellen,
gegen intestinale Becherzellen und gegen antinu-
kledre zytoplasmatische Antikérper vom perinu-
kledren Typ (p-ANCA). Die entsprechenden
Schnitte wurden von der Firma Euroimmun, Lii-
beck, bezogen und der Testablauf entsprach den
Vorgaben durch den Hersteller. Die Auswertung
erfolgte fluoreszenzmikroskopisch durch zwei von-
einander unabhingige Untersucher. Die Bestim-
mung der Cardiolipin-Antikérper (aCL-AK) ba-
sierte auf einem in der Rheumaklinik Berlin Buch

entwickelten Anticardiolipin-Isotypischen Fest-
phasen-Elisa (Fa. Imtec).

In ileokoloskopisch entnommenen Biopsien wurde
mukosales Hsp 70 mittels Westernblot nachgewie-
sen. Die zelluldre Lokalisation erfolgte durch indi-
rekte  Immunperoxidasereaktion an  Cryo-
statschnitten. Das Verteilungsmuster weiterer Hit-
zeschockproteine (Hsp 27, Hsp 60 und Hsp 90)
wurde immunhistochemisch an Paraffinschnitten
chirurgischer Resektate (APAAP) untersucht.
SchlieBlich wurde erstmalig eine Methode entwik-
kelt, um nach Ultraschallhomogenisierung und
isoelektrischer Fokussierung der Proteine spezifi-
sche Antikorper in der Mucosa, z. B. gegen huma-
nes HSP-70, im umgekehrten Immunoblot nachzu-
weisen. AufBerdem fiithrten wir exemplarisch den
Nachweis der proinflammatorischen Cytokine IL-
1B, IL-6 und TNFa: in Schleimhautbiopsien durch
in situ Hybridisierung der jeweiligen mRNA unter
Verwendung radioaktiv markierter Sonden (7). In
parallelen Schnitten wurden CD3, CD14, CD68 so-
wie HLA-DR als Oberflichenepitope potentiell
Cytokine sezernierender Zellpopulationen sowie
die unter Cytokineinflul exprimierten Adhésions-
molekiile ICAM-1, LFA-10/f und ELAM-1 im-
munhistochemisch dargestellt.

Ergebnisse

Serologische Untersuchungen

Die Daten der serologischen Untersuchungen zu
Antikérpern gegen Pankreasazinuszellen, intesti-
nale Becherzellen und antineutrophile cytoplas-
matische Antigene (ANCA) sind fiir die Patienten
aller drei Gruppen in Tabelle 1 zusammengefalt.
Es zeigte sich, daB Patientenseren mit Morbus
Crohn kaum gegen Pankreas/Azinus-Zellen bzw.
p-ANCA reagierten, hingegen 40% gegeniiber in-
testinalen Becherzellen. Bei den Patienten mit Co-
litis ulcerosa war auffillig, daB ein GroBteil dieser
Patienten Autoantikorper gegen p-ANCA zeigte.
In der Kontrollgruppe traten lediglich zwei positi-
ve Autoantikdrpernachweise auf. Die Ergebnisse
der Verlaufsuntersuchungen wurden in den Tab.2
und 3 dargestellt.

Pancreas-Azinus-Zellen p-ANCA intestinale Becherzellen
M. Crohn 2/19 1/19 7/19
Colitis ulcerosa  1/21 6/21 4/21
Kontrollgruppe  0/25 1725 1725

Tabelle 1: Anzahl positiver Testergebnisse / Gesamtuntersuchungen bei den 3 Patientengruppen
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Pancreas-Azinus-Zellen 1:8 1:8 1:8
1:4 1:4 1:4
p-ANCA 1:10 1:20 1:10
intestinale 1:20 1520 1:20
Becherzellen 1:20 1:20 1:20
1:40 1:40 1:20
1:40 1:40 n.d.
1:20 1:20 1:40
1:10 1:10 1:20
+ /- 1:10 +/-
1. Untersuchung 90 Tage spéter 180 Tage spéter

Tabelle 2: Verhalten der Autoantikérper bei Pat. mit M. Crohn in der Verlaufsuntersuchung (n.d. = nicht

untersucht)

Pancreas-Azinus-Zellen 1:16 1:16 1:16
p-ANCA 1:20 1:40 1:20
1:1280 1:1280 1:1280
1:40 1:40 1:40
1:40 n.d. 1:40
1:80 1:80 1:80
1:80 1:40 1:40
intestinale 1:20 1:20 n.d.
Becherzellen 1:40 1:20 1:40
1:40 1:40 1:20
1:320 1:320 1:180
1. Untersuchung 90 Tage spéter 180 Tage spéter

Tabelle 3: Verhalten der Autoantikirper bei Pat. mit Colitis ulcerosa in der Verlaufsbeobachtung (n. d. = nicht

untersucht)

Ingesamt waren 11 von 37 Patienten mit Colitis ul-
cerosa (29 %) anti-Cardiolipin-Antikorper positiv:
Vier Patienten mit aCL-IgG, 6 mit aCL-IgM und
ein Patient war sowohl aCL-IgG als auch aCL-IgM
positiv. Bei 4 Patienten fanden sich in der Anamne-
se thromboembolische Ereignisse, aber nur ein Pa-
tient war aCL-AK positiv. Die anderen 10 Patien-
ten zeigten in der Anamnese keine Thromboem-
bolien. Von 40 M. Crohn Patienten waren nur 6 (15
%) positiv. Bei einem von zwei Patienten mit
Thromboembolien in der Anamnese fanden sich
aCL-AK. Bei beiden Erkrankungen ergab sich kei-
ne Beziehung zwischen Auftreten von aCL-AK
und Krankheitsaktivitat.
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Nachweis von mucosalen HSP und anti-HSP 70-Anti-
korpern

HSP-70 war qualitativ bei fast allen Patienten wie
gesunden Kontrollpersonen nachzuweisen (Abb.
1). In der Immunfluoreszenz mit einem monoklo-
nalen HSP-Antikorper fand sich eine kréftige Im-
munreaktivitdt in den Epithelzellen und einzelnen
mononukledren Zellen in der Lamina propria
(Abb. 2). Eine detailliertere Analyse der immunhi-
stochemischen Farbung bestitigte dieses Vertei-
lungsmuster. In einer semiquantitativen Analyse
(Zellzdhlung) konnte bei Morbus Crohn, weniger
bei Colitis ulcerosa, ein deutlich erhdhter Anteil
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Abbildung 1. Mucosale Expression von HSP-70 bei
Patienten mit CED und gesunden Kontrollen. Linker
Pfeil: Molekulargewichtsmarker bei 80 kd. HSP-70 mc
antibody nur Positivkontrolle mit reinem humanem
HSP-70, CDi Crohn-Gewebe entziindet, CDn Crohn-
Gewebe nicht entziindet, UCi Colitis ulcerosa-Gewebe
entziindet, CUn Colitis ulcerosa-Gewebe nicht

entziindet, nc normale Kontrolle.

Abbildung 3. HSP-70-Antikérper in gesunder und
entziindeter Mucosa bei Patienten mit CED und
Kontrollen (Isoelektrische Fokussierung und reverser
Immunblot). MC M. Crohn, CU Colitis ulcerosa.

HSP-70-exprimierender mononukledrer Zellen im
Bereich der Lamina propria und Submukosa nach-
gewiesen werden. HSP-70 Antikérper fanden sich
signifikant hiufiger in entziindeten im Vergleich zu
nicht entziindeten Arealen bei beiden Krankheits-
bildern. Dagegen unterschieden sich nicht befalle-
ne Schleimhautareale bei Patienten mit CED nicht
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Abbildung 2. Expression von HSP-70 in entziindeter
Colonmucosa eines Patienten mit Morbus Crohn
(Immunfluoreszenz, VergrdfSerung 40x)

von denen der Kontrollen (Abb 3). Wihrend sich
flir HSP-60 ein dhnliches Verteilungsmuster fand,
wurde HSP-27 besonders in Nervenzellen, glatten
Muskelzellen und Endothelzellen der Submukosa
exprimiert. Eine positive HSP-90-Immunf4rbung
fand sich ausgepréagt in Lymphfollikeln und in Epi-
thelzellen.

Nachweis mucosaler Cytokin- und Adhédsionsmolekiil-
expression

Traditionelle Methoden erlauben im Verbund mit
modernen molekularbiologischen Techniken zu-
verlédssig die Quantifizierung mukosaler Cytokin-
produktion auf der Ebene von Genexpression und
Proteinbiosynthese. Dariiberhinaus ist in diesem
Kontext vor allem die Zuordnung pathologischer
Cytokinsynthese zu distinkten Zellpopulationen
von besonderem Interesse. Im Rahmen dieser Fra-
gestellung ermoglicht die aufwendige in siru Hybri-
disierung das Studium der Cytokinexpression im
histologischen Priparat durch Nachweis spezifi-
scher mRNA in einzelnen Zellen. Dabei 148t sich
intrazelluldr synthetisierte mRNA nach Inkubati-
on mit einer in vitro markierten komplementiren
RNA-Sonde durch Autoradiographie der gebilde-
ten Hybridmolekiile darstellen.

In Gewebeproben von Kontrollpersonen fanden
wir mRNA fiir proinflammatorische Cytokine nur
in sehr wenigen Zellen. Biopsien von Patienten mit
CED enthielten dagegen regelhaft erhebliche
Mengen positiver Zellen. IL-18, IL-6 und TNFa
mRNA wurde iiberwiegend in Zellen der Lamina
Propria nachgewiesen. An parallelen Schnitten er-
hobene immunhistochemische Befunde legen
nahe, daB es sich dabei um Zellen des Monozyten-
Makrophagen-Systems handelt. Ebenso konnte
eine vermehrte Prdsenz endothelialer Adhisions-
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molekiile als mogliche Folge vermehrter Cytokin-
expression in entziindetem Gewebe dargestellt
werden. Cytokin-mRNA wurde auch in einzelnen
Zellen innerhalb des Epithelverbandes gefunden
und kann dort sowohl von Makrophagen als auch
von Lymphozyten produziert worden sein. Ferner
gelang bei mehreren Patienten mit CED die Dar-
stellung zahlreicher Cytokine exprimierender Zel-
len auch in Gewebeproben aus makroskopisch
nicht befallener Schleimhaut. Schlielich konnte in
Biopsien einer Patientin mit M. Crohn IL-18 und
IL-6 mRNA in intestinalen Epithelzellen nachge-
wiesen werden.

Diskussion

Es besteht heute ein allgemeiner Konsens, dafl
Storungen der Immunregulation mafgeblich an
der Aufrechterhaltung der chronisch-entziindli-
chen Reaktionen bei CED beteiligt sind. Die Be-
eintrichtigung der mukosalen Barrierefunktion
begiinstigt die Passage antigener Substanzen und
fithrt qualitativ und quantitativ zu einer verstark-
ten Konfrontation des Immunsystems im Bereich
der Mukosa bzw. Submukosa mit diesen Agentien.
Dies kann zur Auslosung verschiedenartiger im-
munologischer Reaktionen fithren. Daraus ergibt
sich jedoch zunichst die Schwierigkeit, zwischen
primdr krankheitsauslosenden und sekundéren
Mechanismen zu unterscheiden.

Autoimmunreaktionen sind Reaktionen gegen
korpereigene Strukturen. Sie entstehen durch den
Bruch der normalerweise bestehenden Immunto-
leranz. Von den verschiedenen Moglichkeiten, die
zu dieser Storung fiihren konnen, steht die Imba-
lanz zwischen CD4+ (Helfer) - und CD8+ (Sup-
pressor) - Zellen im Vordergrund. Kreuzreagieren-

Abbildung 4. Expression von Interleukin-13-mRNA in
einer Zellgruppe (Pfeile) in unmittelbarer Nihe zweier
Krypten im entziindeten Colon einer Patientin mit M.
Crohn (in situ Hybridisierung, Gegenfirbung nach
Pappenheim, Vergrdflerung 400x)
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de Antigene, sequestrierte Antigene und die soge-
nannte slow virus Infektion konnen ebenfalls von
Bedeutung sein. Nicht jede Autoimmunreaktion -
nachgewiesen an der Existenz von Autoantikor-
pern - fithrt zu einer Autoimmunerkrankung, kann
aber langfristig zu einer nachhaltigen Stoérung in
der Immunregulation fithren (8).

In der Literatur wird fiir den Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa immer wieder eine Autoimmunge-
nese vermutet (4,9); im Gegensatz zu dieser Mei-
nung sind allerdings die bisher publizierten Befun-
de iiber Autoantikorper bei CED nicht iiberzeu-
gend. Bei unseren Untersuchungen waren gegen
intestinale Becherzellen 11 von 40 Patienten, bei
Pankreas-/Azinus-Zellen nur 3 von 40 positiv. Auf-
fallend war die Uberschneidung der serologischen
Befunde bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
sowie deren Konstanz. Uber einen Zeitraum von
sechs Monaten dnderte sich der Antikorperstatus
praktisch nicht, unabhingig vom klinischen Be-
fund und der durchgefiihrten Medikation. Dieser
Umstand 148t vermuten, da3 nach erfolgter Induk-
tion die kontinuierliche Bildung der Autoantikor-
per ein weitgehend autonomer Prozess ist. Damit
scheiden diese Parameter allerdings fiir die Diffe-
rentialdiagnose und die Beurteilung von Therapie-
erfolg bzw. Prognose aus.

Antikorper gegen p-ANCA sind gegen zytoplas-
matische Strukturen von neutrophilen Granulozy-
ten gerichtet und spielen bei der Klassifikation von
Vasculitiden eine entscheidende Rolle. Der Be-
fund von p-ANCA bei Colitis ulcerosa bestatigt
entsprechende Voruntersuchungen (10). Dies deu-
tet andererseits auch darauf hin, dal Verdnderun-
gen im Bereich der kleinen MukosagefidBe im Sin-
ne einer Vasculitis (11) in das Krankheitsgesche-
hen eingreifen kénnen. Auch hier ist die Konstanz
der Befunde iiber einen ldngeren Zeitraum augen-
fallig. Im gleichen Kontext sind aCL-AK zu sehen
(12), die zumindest beim Phospholipidantikorper-
Syndrom mit thromboembolischen FEreignissen
und Aborten assoziiert sind. Die fehlende Assozia-
tion bei CED mit solchen Komplikationen oder
mit der Krankheitsaktivitit 148t allerdings eine pa-
thogenetische Rolle als unwahrscheinlich erschei-
nen.

HSP-70 wird offenbar physiologischerweise in der
intestinalen Epithelzelle und in mononukledren
LP-Zellen exprimiert. Eine zu erwartende gestei-
gerte Expression in Biopsien entziindeter Gewebs-
abschnitte bei CED-Patienten war vor allem im-
munhistologisch nachweisbar und bestétigt kiirz-
lich vorgestellte Befunde zu HSP-60 auch beziig-
lich anderer Mitglieder der HSP-Familie (13). Die
detaillierte Analyse der chirurgischen Resektate
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ergab eine insgesamt vermehrte Synthese beson-
ders in den tieferen Gewebsschichten. Mucosale
HSP-70 Antikorper fanden sich vermehrt bei Pati-
enten mit chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen und besonders in entziindeten Darmab-
schnitten. Es ist jedoch unklar, ob es sich hier um
einen spezifischen und pathogenetisch relevanten
Befund handelt oder ob dies Ausdruck der bei
CED generell gesteigerten Immunglobulinsynthe-
se ist. Die Bedeutung besonders der Hitzeschock-
proteine der 60 und 70 kD-Familien liegt sicherlich
in ihrer moglichen Antigenitét als Ausgangspunkt
von Kreuzreaktivitdten zwischen luminal bakteri-
ellen und mukosalen Antigendeterminanten (13).
Die weitere Analyse HSP-produzierender und an-
tigenprédsentierender Zellen erscheint essentiell
zur Beurteilung der Rolle von Hitzeschockprotei-
nen in der mukosalen Entziindung bei Patienten
mit CED.

Interessanterweise bestétigt sich die generelle Sti-
mulation der lokalen Immunreaktion auch auf
Ebene der Cytokinsynthese, und zwar in entziinde-
ten ebenso wie in makroskopisch normalen Area-
len (7). Dies 14Bt vermuten, daB die immunologi-
sche Aktivierung der klinisch relevanten Entziin-
dung lange vorausgeht. Die Synthese der verschie-
denen Cytokine beschrinkt sich allerdings nicht
nur auf die Lamina propria (14), sondern 148t sich
ebenso wie HSP-70 auch in Epithelzellen nachwei-
sen. Diese konnen bei CED, nicht aber im norma-
len Darm, auch Antigene prisentieren und expri-
mieren HLA-Klasse II Glykoproteine (15). Es
muf offen bleiben, inwieweit diese Befunde eine
primére pathogenetische Rolle des Epithels bele-
gen. Zusammenfassend dokumentieren diese im-
munpathogenetischen Untersuchungen eine Viel-
zahl von serologischen Phinomenen, deren Rolle
auf der Ebene der lokalen Entziindungsreaktion
noch unklar ist. Neuentwickelte Methoden lassen
jedoch die Definition der Spezifitit mukosaler An-
tikorper zu (16), beispielsweise deren (Kreuz-)re-
aktion mit humanem HSP-70. Die am ehesten un-
spezifische Aktivierung des Cytokin- und Adhisi-
onsmolekiilsystems stellt moglicherweise eine Re-
aktion auf diese autoimmunen Mechanismen dar.
Es besteht die Hoffnung, daB dieser Ansatz die
therapeutische Wirkung immunsuppressiver The-
rapie weiter verbessert (17) und gezieltere Inter-
ventionen erlaubt.
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Aus der Klinik fiir Urologie der Medizinischen Universitét zu Liibeck

(Direktor Prof. Dr. med. D. Jocham):

Intravesikale Immuntherapie des oberflichlichen
Harnblasenkarzinoms mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

A. Bohle

Zusammenfassung

Die intravesikale Immuntherapie mit Bacillus Cal-
mette-Guérin (BCG) ist ein klinisch etabliertes
Behandlungsverfahren zur Reduktion der Rezidiv-
hdufigkeit oberfldchlicher Harnblasentumoren
und zur Therapie des Carcinoma in situ. In mehre-
ren vergleichenden Studien konnte die Uberlegen-
heit dieses Verfahrens gegentiber der lokalen Che-
motherapie nachgewiesen werden. Da die intrave-
sikale Therapie mit BCG jedoch auf empirischen
Grundlagen beruht, fehlten bisher systematische
klinische Untersuchungen zu speziellen Problemsi-
tuationen. Hinsichtlich des Wirkmechanismus die-
ser Behandlungsform lagen nur wenige Informa-
tionen aus der Grundlagenforschung vor. Aus die-
sen Griinden sind in der vorliegenden Arbeit so-
wohl wichtige klinische Aspekte dieser Behand-
lung untersucht worden, als auch Beitrdge zum im-
munologischen Wirkmechanismus erarbeitet wor-
den.

Summary

Intravesical immunotherapy with Bacillus Calmet-
te Guérin (BCG) is a clinically established treat-
ment of supercial bladder carcinoma and carcino-
ma in situ of the bladder. Several comparative clini-
cal studies could show the superiority of this treat-
ment against local intravesical chemotherapy.
However, as BCG therapy has been developed em-
pirically, systematic clinical examinations are still
lacking. With regard to the mode of action of this
therapy, only limited information is available re-
garding basic research. For this reason, we are fo-
cusing on important clinical aspects of intravesical
BCG immunotherapy and were able to establish
important aspects with regard to the immunologic
mode of action.

Klinik des oberflidchlichen Urothelkarzinoms der
Harnblase

Das Urothelkarzinom der Harnblase hat eine Hau-
figkeit von ca. 10/100.000 und ist Ursache fiir etwa
3,5 % aller Krebstodesfille. Die iiberwiegende
Mehrzahl der Tumoren (70-80 % ) ist bei Diagnose-
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stellung oberfl4chlich (Stadien pTa, pT1 und CIS),
ca. 70 % der oberfldchlichen Tumoren jedoch rezi-
divieren nach transurethraler Resektion, abhéngig
vom Tumorstadium und Differenzierungsgrad. Et-
was 25 % der rezidivierenden Tumoren zeigen eine
Verschlechterung von Tumorstadium oder Tumor-
differenzierung im Rezidiv. Nach einer Erhebung
des Tumorregisters der Rheinisch-Westfilischen
Technischen Hochschule Aachen 1986 betrégt die
korrigierte 5-Jahres Uberlebensrate fiir das Tu-
morstadium pTa 95 % und fiir das Stadium pT1
G1-2 81 %, das Stadium pT1 G3 hat eine 5-Jahres
Uberlebensrate von 64 %. Eine Tumorprogression
bei Rezidiv verschlechterte die Prognose im Stadi-
um pTA auf 77,7 %, im Stadium pT1 G1-2 auf 78,6
% und im Stadium pT1 G3 auf 38,7 % [20]. Es wird
somit ersichtlich, da pT1-Tumoren, welche die la-
mina propria der Blasenwand iiberschreiten und
somit ein invasives biologisches Potential aufwei-
sen, eine besondere Risikogruppe darstellen. Ein
weiteres wichtiges Kriterium fiir die Prognose ist
der Differenzierungsgrad (G) des Primértumors:
Bis zu 6 % der hoch differenzierten G1-Karzinome
zeigen im Verlauf nach transurethraler Resektion
eine Invasion in die Muskulatur der Blasenwand,
wihrend 22 - 52 % der mittelgradig differenzierten
(G2) und 50 - 82 % der niedrig differenzierten G3-
Tumoren invasiv werden konnen [10]. Ebenfalls
konnte ein primédr multifokales Tumorwachstum
als ein schlechtes prognostisches Zeichen erkannt
werden: Uber 90 % selbst hoch differenzierter Tu-
moren zeigten ein Rezidiv innerhalb von 3 Jahren
bei primdr multifokalem Wachstum [4]. Weitere
prognostisch ungiinstige Faktoren stellen Tumor-
grofle > 5 cm, begleitende Urotheldysplasien und
begleitendes Carcinoma in situ dar. Aus den oben
genannten prognostischen Daten nach alleiniger
transurethraler Resektion kann die derzeit aner-
kannte Indikation fiir eine intravesikale Rezidiv-
prophylaxe (synonym: Metaphylaxe) oberfldchli-
cher Harnblasentumoren abgeleitet werden (Tab.
1). Monofokale Primértumoren des Stadiums pTa
G1 bediirfen aufgrund des niedrigen Rezidiv- und
Progressionsrisikos keiner Metaphylaxe. Wegen
der hohen Progressionsneigung und Gefahr der
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Rezidiv-Status

Indikation

Stadium Differenzierung
pTA G1 Primir
G1
G2 Primér
G3 Primér
CIS (immer G 3) Primér
pT1 G1,G2 Primér
G3 (Primaér)

keine Prophylaxe

Rezidiv intraves. Prophylaxe
Rezidiv intraves. Prophylaxe
Rezidiv intraves. Prophylaxe
Rezidiv intraves. Therapie
Rezidiv intraves. Prophylaxe
Rezidiv radikale Operation

Tabelle 1: Indikationen fiir eine intravesikale Rezidivprophylaxe

Metastasierung stellen Patienten mit pT1 G3-Tu-
moren eine Risikogruppe dar, welche am ehesten
radikal operativ behandelt werden sollten — aller-
dings gehen die Meinungen hier, insbesondere
beim Primirtumor, noch auseinander. Alle zwi-
schen diesen beiden Extremen liegenden ober-
flachlichen Blasentumoren sollten nach transure-
thraler Resektion einer intravesikalen Rezidivpro-
phylaxe unterzogen werden.

Klinische Ergebnisse der intravesikalen
Instillationstherapie

Nach ausgedehnten tierexperimentellen Vorarbei-
ten berichten Morales et al. 1976 erstmals iiber die
intravesikale Metaphylaxe des oberflidchlichen
Blasenkarzinoms mit BCG beim Menschen. Die
Ergebnisse folgender Studien zeigten weiterhin
den hohen therapeutischen Wert der Rezidivpro-
phylaxe des oberfldchlichen Urothelkarzinoms
(Tab. 2) und ebenso der Therapie des Carcinoma
in situ (CIS) der Harnblase (Tab. 3) mit BCG.

Autor Anzahl rezidivirei
Pat.
Brosman et al., 1984: 53 88 %
Morales et al., 1984: 46 50 %
deKernion et al., 1985: 22 64 %
Herr et al., 1985: 86 63 %
Lamm, 1984: 57 80 %
Haaff et al., 1986: 29 90 %
Lamm et al., 1987: 53 72 %
Bocon-Gibod et al., 1989: 47 64 %
Pagano et al., 1991: 133 74 %
Riibben et al., 1990: 67 89 %
Melekos et al., 1993: 94 68 %

Tabelle 2: Klinische Ergebnisse der intravesikalen
Rezidivprophylaxe des oberfléichlichen  Urothel-
karzinoms mit BCG
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Die Remissionsdauer bei kurzer Nachuntersu-
chungszeit (< 2 Jahren) liegt bei ca. 70 %. Lang-
zeitergebnisse verschiedener Autoren weisen aller-
dings auch auf eine lang persistierende Wirkung
der BCG-Therapie hin: Bereits 1984 konnte Mora-
les iiber eine anhaltende Rezidivireiheit bei 48 %
der Patienten mit zuvor bereits mehrfach rezidivie-
renden Tumoren 5 Jahre nach erstmaliger BCG In-
duktionstherpaie berichten. Die Erfolge beim CIS
lagen bei einer mittleren Nachbeobachtungszeit
von >4 Jahren bei 59 %. Sarosdy und Lamm erziel-
ten Rezidivfreiheit bei 78 % der Patienten noch 5
Jahre nach nur einem Zyklus BCG. Coplen et al.
berichteten 1990 tiber 64 % Rezidivfreiheit in ei-
ner Patientengruppe mit hohem Rezidivrisiko
durchschnittlich 4 Jahren nach einem oder zwei
Zyklen BCG [3].

Einen optimalen Vergleich der zur Verfiigung ste-
henden Therapeutika untereinander bieten ver-

Autor Anzahl rezidivfrei
Pat.
Herr et al., 1983: 23 74 %
Morales et al., 1984: 26 77 %
Brosman et al., 1984: 33 94 %
Lamm et al., 1985: 43 81 %
deKernion et al., 1985: 19 79 %
Herr et al., 1986: 47 72 %
Schellhammer et al., 1986: 28 71 %
Haaff et al., 1986: 19 68 %
Lamm et al., 1987: 77 75 %
Badalament et al., 1987: 33 67 %
Reitsma et al., 1989: 119 66 %
Brosman et al., 1989: 48 71 %
Enderli et al., 1989: 55 85 %
DelJager et al., 1991: 123 73 %

Tabelle 3: Klinische Ergebnisse der intravesikalen
Therapie des Carcinoma in situ mit BCG
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Autor Therapie Anzahl Pat. rezidivfrei Unterschied
Mori 1986 (SWOG): BCG 88 81 %

ADM 83 46 % p<0,001
Martinez-Pineiro 1990: BCG 67 87 %

ADM 53 57 % p<0,002

Thiotepa 56 64 % p<0,003
Lamm 1991: (pTa,pT1) BCG 63 37 %

ADM 68 17 % p=0,015

(CIS) BCG 64 45 %

ADM 67 18 % p<0,001
v.d. Meijden 1990: BCG-RIVM 170 67 %

MMC 167 71 % n.s.
Rintala 1989: BCG 40 97 %

MMC 36 91 % p<0,001
Lamm 1993: BCG 190 81 %

MMC 187 67 % p=0,0052

Tabelle 4: BCG versus Chemotherapeutika. Vergleichende randomisierte Studien (ADM = Adriamycin, MMC =

Mitomycin C, n.s. = nicht signifikant)

gleichende prospektive, randomisierte Studien von
BCG gegeniiber diversen Chemotherapeutika.
Erst in jiingerer Zeit wurden eine Reihe derartiger
Untersuchungen ausgewertet und verdffentlicht
(Tab. 4): Lamm und Mitarbeiter wiesen in einer
multizentrischen randomisierten Studie die lang
anhaltende therapeutische Uberlegenheit von
BCG gegeniiber Adriamycin sowohl fiir oberfldch-
liche papilldre Blasenkarzinome, als auch fiir das
Carcinoma in situ nach. Die mittlere Zeit bis zum
Rezidiv nach BCG lag bei 22,5 Monaten fiir pTa
und pT1 Tumoren und bei 39 Monaten fiir das CIS
(nach Adriamycin: 10,4 resp. 5,1 Monate). Eine
weitere aktuelle Studie von Lamm und Mitarbei-
tern der Southwest Oncology Group (SWOG) in
den USA wurde bei der Interims-Analyse aus ethi-
schen Griinden abgebrochen, da sich vorzeitig ein
eindeutiger Vorteil von BCG gegeniiber Mitomy-
cin dargestellt hatte [12].

Die therapeutische Effektivitit von BCG zur Rezi-
divprophylaxe des oberflichlichen Urothelkarzi-
noms und zur Therapie des Carcinoma in situ der
Harnblase sowie der Vorteil gegeniiber der intrave-
sikalen Chemotherapie darf somit als hinreichend
gesichert angesehen werden.

Praxis der intravesikalen Instillation

150 mg BCG (z. B. Stamm Connaught) entspre-
chend ca. 7,5 x 10% lebenden Keimen werden sus-
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pendiert in 50 ml physiologischer Kochsalzlésung
und tiiber einen 12 Charr. Einmalkatheter vorsich-
tig in die Blase instilliert. Das Instillat verbleibt 2
Stunden in der Blase. Jeder Patient erhélt insge-
samt 6 Instillationen in wochentlichen Abstdnden.
Klinische Kontrolluntersuchungen erfolgen in 3-
monatlichen Abstinden, in Einzelfdllen auch be-
reits 24 Stunden nach der 6. Instillation. Es werden
hierbei eine Zystoskopie mit Entnahme einer Zy-
tologie und Entnahme von Quadrantenbiopsien
durchgefiihrt.

Eigene Untersuchungen zum Wirkmechanismus
der intravesikalen Immuntherapie mit BCG

Mit Einfiihrung der intravesikalen Rezidivprophy-
laxe des oberfldchlichen Harnblasenkarzinoms mit
BCG an der Klinik fiir Urologie im Dezember 1986
erfolgte der Aufbau eines Forschungsprojektes zur
Untersuchung des Wirkmechanismus dieser Im-
muntherapie. Hierzu wurde im Forschungsinstitut
Borstel eine Arbeitsgruppe etabliert, welche sich
seither intensiv mit den im folgenden genannten
immunbiologischen Fragen zur onkologischen
BCG-Therapie beim Menschen beschiftigte. Par-
allel zu diesem immunbiologischen Ansatz wurden
klinische Untersuchungen zum therapeutischen
Erfolg und zum Nebenwirkungsprofil dieser adju-
vanten Behandlung durchgefiihrt. Die hieraus er-
hobenen Daten wurden zur Verbesserung der The-
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rapie, sowie zur Ausdehnung auf neue Indikations-
bereiche angewendet.

Hinsichtlich der Untersuchungen zum Wirkmecha-
nismus wurde zunéchst die lokale Immunantwort
in der Harnblase durch Analyse infiltrierender zel-
luldrer Subpopulationen und lokal nachweisbarer
Zytokine, sowie durch Untersuchung des Patien-
tenurins hinsichtlich der Zytokinsekretion darge-
stellt. Auf diese Weise wurde eine Charakterisie-
rung sowohl der akuten als auch der langfristig per-
sistierenden lokalen Immunantwort des Patienten
auf die intravesikale Immuntherapie moglich. In
anschlieBenden Untersuchungen in vitro erfolgte
schrittweise die Dissektion dieser komplexen Im-
munantwort hinsichtlich beteiligter zytotoxischer
Effektormechanismen sowie deren detaillierte
Charakterisierung.

Immunbhistologische Untersuchungen der
Harnblase

Nachweis immunkompetenter Zellen in der Bla-
senwand

Vor Therapie zeigten die Biopsien aus den nicht tu-
mortragenden Anteilen der Blase eine nur geringe
Prédsenz mononukledrer Zellen. Diese waren iiber-
wiegend unmittelbar suburothelial angeordnet,
das Urothel war weitgehend frei von Entziindungs-
zellen. Hinsichtlich der T-Zell-Subpopulationen
zeigte sich eine etwas geringere Anzahl CD4* (sog.
T-Helfer) Zellen (Abb. 1) im Vergleich zu den
CD8* (sog. T-Suppressor) Zellen. Das Verteilungs-
muster der T-Suppressor-Zellen war gleich. Das lo-
kale T-Helfer/T-Suppressor-Zell Verhiltnis in der
Blasenwand vor Therapiebeginn betrug etwa 1:2.
Makrophagen fanden sich ebenfalls vor Therapie-
beginn vereinzelt diffus verteilt im suburothelialen
Stroma.

Abb. 1: Blasenbiopsie vor BCG-Therapie. Vereinzelter
Nachweis von CD4*- T-Helfer Zellen suburothelial
(200 x).
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Nach der 6. Instillation von BCG zeigte sich eine
heftige entziindliche Reaktion der gesamten Bla-
senwand. Mononukledre Zellen und segmentker-
nige Granulozyten infiltrierten iiberwiegend die
Submukosa, waren aber auch im Urothel und in
der Muskulatur feststellbar. Das Urothel war abge-
flacht, bildete jedoch eine vollstdndige Schicht mit
intakter Basalmembran. In allen Biopsien waren
unter der Therapie entstandene Aggregate im-
munkompetenter Zellen nachweisbar, welche den
sogenannten BCG-induzierten Granulomen ent-
sprachen (Abb. 2). Diese follikel-dhnlichen Struk-

Abb. 2:
Auftreten  multipler — atypischer Granulome im
Blasenstroma nach BCG-Therapie. Biopsie-Entnahme
24h nach 6. Instillation, Firbung gegen T-Suppressor
Zellen (100 x).

Granulombildung nach BCG-Therapie:

turen fanden sich nahezu ausschlieBlich in der ge-
fdBreichen Submukosa, nur ganz vereinzelt waren
lymphozytére Zellhaufen auch zwischen Muskelfa-
serbiindeln zu sehen. Die Basalmembran sowie das
Urothel oberhalb der Granulome waren lichtmi-
kroskopisch unauffillig. Das mononukleér-zellige
Infiltrat der Blasenwand bestand nach Beendigung
der intravesikalen BCG-Therapie iiberwiegend
aus T-Zellen, mit deutlicher Pridominanz der
CD4* (sog. T-Helfer/Inducer) -Zellen gegeniiber
den CDS8" (sog. T-Suppressor/Zytotoxizitits) -Zel-
len im Granulom (Abb. 3). Der Quotient submu-
kos nachweisbarer CD4*/CD8* T-Zellen lag bei
2:1, entsprechend einer Umkehrung des urspriing-
lichen Verhiltnisses in der normalen Blase.

Die Expression von Aktivierungsmarkern war in
den kurzfristig nach BCG-Therapie gewonnenen
Biopsien am ausgeprigtesten: Interleukin-2-Re-
zeptor (IL-2-R) - positive Zellen waren innerhalb
von Granulomen zu finden, wihrend das MHC
Klasse-II-Antigen HLA-DR ausgesprochen stark
auf nahezu allen mononukledren Zellen innerhalb
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Abb. 3: T-Helfer Zellen im Granulom nach BCG-
Therapie. Suburotheliales Granulom in Biopsie 24h
nach 6. Instillation, iiberwiegend bestehend aus T-
Helfer Zellen. Serieller Schnitt zum Vergleich in Abb. 9
Fiirbung gegen T-Suppressor Zellen (200 x).

und auBerhalb der Granulome exprimiert wurde.
Interessanterweise wurde dieses Antigen in der 6.
Woche nach BCG-Therapie ebenfalls vom Urothel
exprimiert.

3 Monate nach Therapiebeginn konzentrierte sich
das zelluldre Infiltrat aus T- und B-Zellen auf die
persistierenden Follikel. Die Expression von Anti-
genen, welche mit der Aktivierung bestimmter
Zellpopulationen assoziiert sind, persistierte iiber-
wiegend innerhalb follikuldrer Strukturen: HLA-
DR wurde weiterhin stark von einem GrofBteil der
hier lokalisierten Zellen exprimiert, das Urothel
exprimierte kein Klasse-II-Antigen mehr zu die-
sem oder einem spéteren Zeitpunkt. IL-2-Rezep-
tor-positive Zellen waren iiber einen ldngeren
Zeitraum nachweisbar. Die genannten immunhi-
stologischen Charakteristika blieben auch zu den
spiateren Untersuchungszeitpunkten 6, 9 und 12
Monate nach Therapiebeginn erhalten. Die semi-
quantitative Analyse der diversen Zellpopulatio-
nen zeigte einen charakteristischen Verlauf (Abb.
4): Aktivierte, HLA-DR exprimierende Zellen wa-
ren maximal nach 6 Wochen des BCG-Induktions-
zyklus vermehrt, anschlieBend war ein langsamer
Riickgang IL-2-R-exprimierender Zellen zu ver-
zeichnen. Die Zahl der HLA-DR-positiven Zellen
blieb nach 3 Monaten im wesentlichen konstant.
Die absolute Zahl der T-Zellen zeigte ein Maxi-
mum nach 3 Monaten, verbunden mit einem Riick-
gang der T-Suppressor/Zytotoxizitdts-Zellen in der
Folgezeit und konstantem Verlauf der T-Helfer-
Zellen. Aufgrund dieser Verschiebung war das
Verhiltnis der lokalen T-Helfer/T-Suppressor-Zel-
len auch in den Untersuchungen ein Jahr nach
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Abb. 4: Zeitlicher Verlauf HLA-DR exprimierender
Zellen in der Blasenwand vor und nach BCG
Induktionszyklus. Erhebliche Steigerung der Zellzahl
pro Gesichtsfeld durch BCG-Induktionszyklus, iiber 1
Jahr nur geringe Riickbildung dieser Reaktion.
Darstellung des Verlaufs der CD4* und CD8*-T-Zellen
im Vergleich.

Therapie noch deutlich zugunsten des T-Helfer-
Phénotyps erhoht.

Diese charakteristische Immunantwort zeigte sich
iiberwiegend in Biopsien von Patienten, welche
vierteljahrliche Auffrischungs-Instillationen er-
hielten. In Biopsien von Patienten 9 und 12 Mona-
te nach einem alleinigen BCG-Induktionszyklus
ohne Auffrischung fand sich ein deutlich geringe-
res mononukledres Infiltrat im Vergleich zu
Patienten mit Auffrischungsbehandlungen. Nach
der sechsten BCG-Instillation lieBen sich wieder
die ausgeprdgten Verdnderungen nachweisen:
Eine intensive Fdrbung gegen die untersuchten
Zytokine IL-1, IL-2 und TNF konnte in nahezu al-
len Biopsien dargestellt werden (Abb. 5). Im weite-
ren Verlauf war eine Riickbildung der initial ausge-
prdgten Immunreaktion darstellbar: Nur etwa die
Hilfte der Biopsien zeigte noch IL-1 bzw. TNF-po-
sitive Zellen, wihrend die iiberwiegende Anzahl
der untersuchten Patienten noch eine Reaktion ge-
gen IL-2 aufwiesen. Auch die Anzahl IL-2-Rezep-
tor positiver Zellen pro mikroskopischem Ge-
sichtsfeld war riickldufig. Insgesamt zeigte die hi-
stologische Untersuchung nach BCG-Therapie
eine ausgepridgte Immunreaktion hinsichtlich der
untersuchten Zytokine IL-1, IL-2 und TNF sowie
hinsichtlich IL-2-Rezeptor-exprimierender Zellen,
welche ihr Maximum unmittelbar nach der 6. In-
stillation von BCG hatte. In weiteren Biopsien
konnte eine Riickbildung dieser initial ausgeprag-
ten Reaktivitdt nachgewiesen werden. Eine gewis-
se Plateaubildung ist bis zu 12 Monaten nach der
Therapie festzustellen, sowohl was die Anzahl po-
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Abb. 5: Nachweis der IL-2 Reakion. Interleukin-2
positive  Zellen in einem Granulom unmittelbar
suburothelial in Biopsie 24 Stunden nach 6. BCG
Instillation (330 x).

sitiver Biopsien, als auch die Auspridgung der Re-
aktion auf mikroskopischer Ebene betrifft. An-
schlieBend ist ein weiterer Riickgang der Immun-
reaktion zu verzeichnen, bis 24 Monate nach der
initialen Behandlung nur noch eine sehr gering
ausgeprigte Aktivierung bei wenigen Patienten
feststellbar ist. Diese ,,Plateaubildung” der Im-
munaktivierung konnte wiederum in Zusammen-
hang mit der bis zum Ablauf eines Jahres erfolgten
Erhaltungstherapie durch einmalige Instillation
von BCG stehen, welche die Patienten jeweils nach
einem Nachuntersuchungstermin erhielten.

Zytokinbestimmungen im Urin BCG-behandelter
Patienten

Innerhalb von 24 Stunden nach BCG-Instillation
konnte eine erhebliche Sekretion der Zytokine IL-
1, IL-2 und TNF-o in den Urin sowohl in biologi-
schen Assays als auch in ELISAs festgestellt wer-
den. Nach der Instillation von BCG differierten die
Zytokinwerte im Urin zwischen einzelnen Patien-
ten erheblich sowohl beziiglich des zeitlichen Ma-
ximums als auch beziiglich der Héhe der gesamten
24-Stunden Ausscheidung. Bereits 2 Stunden nach
Instillation von BCG konnten signifikant erhohte
Werte mit einem Maximum nach 2-8 Stunden im
ELISA nachgewiesen werden, wihrend im Bio-
Assay nur ein kurzer Gipfel 4 Stunden nach Instil-
lation feststellbar war. Die erhohten Titer fielen in-
nerhalb von 24 Stunden auf Normwerte zuriick.
Der Vergleich der kumulativen 24-Stunden Aus-
scheidung zeigte einen erheblichen Unterschied
zwischen den Ergebnissen des Bio-Assays (5 von
10 Patienten ohne biologische IL-2 Aktivitit) und
den Ergebnissen aus den ELISAs (hoher Titer bei
allen 10 Patienten nachweisbar). In der Kontroll-

262

gruppe war lediglich bei einem Patienten eine ge-
ringe Menge IL-2 im Urin mittels ELISA nach-
weisbar. Der Vergleich beider Gruppen zeigte ei-
nen hochsignifikanten Unterschied zwischen der
BCG-behandelten und der Kontroll-Gruppe be-
ziiglich der im ELISA gemessenen IL-2 Werte
(p<0,005). Eine ausgeprigte Zytokin-Sekretion
konnte fiir TNF festgestellt werden. Die stark er-
hohten Zytokinwerte persistierten allerdings nur
kurzfristig fiir eine Periode von 2 bis 4 Stunden
nach Instillation. Geringe Titer von TNF wurden in
der Kontrollgruppe lediglich bei 2 Patienten mit
unbehandeltem Blasenkarzinom gefunden. Der
Unterschied zwischen der BCG- und der Kontroll-
Gruppe war fiir beide Assays statistisch signifikant
(jeweils p<0,01).

Dissektion der Immunantwort: In vitro Analyse
zytotoxischer Effektormechanismen gegen Uro-
thelkarzinomzellen

Die zuvor beschriebene Reaktion stellt eine kom-
plexe Immunantwort des Korpers auf die lokale
BCG-Therapie dar. Die weitere Analyse der hier
dargestellten Phinomene als mogliche Effektor-
mechanismen gegen das Blasenkarzinom erforder-

U/2h
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o

0 S T i T T T

vor 2h 4h 6h 8h 8-24h Kontrolle
h nach 6. BCG Instillation

Abb. 6: Urintiter von IL-2 (Bioassay). Die Titer von IL-
2 im Urin, gemessen im biologischen Assay, zeigen
einen kurzen Anstieg der biologischen Aktivitit 4
Stunden nach 6. Instillation. Kein Nachweis von IL-2 in
der Kontroligruppe.

te die Dissektion dieser Immunantwort in mehrere
einzelne Ereignisse, welche weitgehend unabhin-
ging voneinander in vitro untersucht werden.

Direkte zytotoxische Aktivitit von BCG: Die Ko-
inkubation ansteigender Konzentrationen von
BCG mit den 4 Zielzellinien und der Kontrollzell-
linie zeigte keine signifikante Zytotoxizitét . Nur in
hohen Konzentrationen >107 cfu/ml konnte ein ge-
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ringes AusmaR einer direkten BCG-Toxizitét fest-
gestellt werden (spez. Zell-Lyse <6% ). Es konnte
somit geschlossen werden, daf3 unter den bekann-
ten klinischen Bedingungen kein direkter zytotoxi-
scher Effekt von BCG auf Blasenkarzinomzellen
vorhanden ist.

Zytotoxizitit durch unstimulierte mononukleire
Zellen: Die zytotoxische Aktivitit frisch isolierter
mononukledrer Zellen wird als Natiirliche Killer
(NK)-Zell Zytotoxizitit bezeichnet. Um die Sensi-
tivitdt unserer 5 Blasenkarzinom-Zellinien zu un-
tersuchen, wurden diese mit unstimulierten frisch
gewonnenen PBMNZ koinkubiert und mit der
Zielzell-Sensitivitdt von K562-Zellen verglichen,
welche bekanntermaflen eine ausgeprigte Emp-
findlichkeit gegen NK-Zellen aufweisen. Alle Uro-
thelkarzinom-Zellinien waren gegeniiber NK-Zel-
len nahezu resistent, wihrend K562-Zellen in dem-
selben Experiment eine ausgepriagte Sensitivitit
aufwiesen (Abb. 7).
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Effektor-/Ziel- Zell Verhaltnis

Abb. 7: Natiirliche-Killer (NK) Zell Sensitivitiit von
Blasenkarzinomzellen. Resistenz von Blasenkarzinom-
Zielzellinien gegeniiber Natiirlichen Killer (NK)-
Zellen. K562-Zellen zeigen eine erhebliche Sensitivitcit
gegen NK-Zellen.

Zytotoxizitit durch Lymphokin-aktivierte Killer
(LAK) Zellen: Da IL-2 sowohl im Urin als auch in
der Blasenwand nach BCG nachweisbar war, er-
schien die Moglichkeit einer IL-2 induzierten Lym-
phokin-aktivierten Killer Zell-Generation gege-
ben. Im Folgenden wurde deshalb die Zytotoxizi-
tdt von LAK-Zellen gegen Blasenkarzinomzellen
tiberpriift. Es konnte eine ausgeprigte Zytotoxizi-
tdt in PBMNZ durch IL-2 und IFNY, nicht jedoch
durch TNFo induziert werden (Abb. 8).

Zytotoxizitit durch BCG-aktivierte (BAK) Zel-
len: Zur Darstellung weiterer BCG-induzierter Ef-
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Abb. 8: Zytotoxizitit von PBMNZ nach 7-téigiger
Stimulation mit BCG. BCG-induzierte Zytotoxizitiit in
PBMNZ gegen Urothelkarzinom- und K562-Zielzellen:
Die Zytotoxizitdt von PBMNZ gegen BT-A- und BT-B-
Zellen, nicht jedoch gegen K562-Zellen, kann durch
die Stimulation mit BCG gesteigert werden. Die IL-2-
induzierte LAK-Zell Zytotoxizitit ist hingegen
hocheffektiv gegen alle Zielzellen.

fekte auf auch in der Blasenwand nachweisbare
immunkompetente Zellen wurde die Aktivierung
von mononukledren Zellen durch BCG iiberpriift:
Nach Vorinkubation von PBMNZ mit BCG iiber
mehrere Tage konnte ein erhebliches Ausmal an
Zytotoxizitit gegen alle fiinf NK-resistenten Tran-
sitionalzell-Karzinomlinien induziert werden, wih-
rend die nicht stimulierten mononukledren Zellen
im gleichen Versuch wiederum nur gegen die NK-
sensitive Kontrollzellinie K562 zytotoxisch waren.
Diese BCG-induzierte Zytotoxizitit wurde mit der
LAK-Zell Zytotoxizitit verglichen, welche durch
Vorinkubation von mononukleéren Zellen mit IL-
2 induziert werden kann. Die LAK-Zellen zeigten
eine hohere Zytotoxizitit gegen Blasenkarzinom-
zellen als BCG-aktivierte PBMNZ. BCG-aktivier-
te mononukledre Zellen wiesen jedoch ein deutlich
hoheres AusmaB an Zytotoxizitit auf als unstimu-
lierte PBMNZ (Kontrolle). Wir nannten dieses of-
fensichtlich eigenstidndige BCG-aktivierte Killer-
zellphdnomen ,,BAK*“ Aktivitit (Abb. 8).
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Wie oben dargestellt, konnte die natiirliche Zyto-
toxizitdt unstimulierter PBMNZ gegen K562-Zel-
len durch IL-2, nicht jedoch durch BCG gesteigert
werden, so daf3 ein unterschiedliches Zielzellmu-
ster von LAK- und BAK-Zellen wahrscheinlich ist.
Weitere Versuche zeigten, dafl nur lebendes, nicht
jedoch intaktes abgetdtetes BCG oder zellfreies
Sonifikat in der Lage war, BAK-Zellen zu induzie-
ren.

Diskussion

Die intravesikale Instillation von BCG zur Rezi-
divprophylaxe des oberfldchlichen Blasenkarzi-
noms ist eine relativ komplikationsarme Behand-
lungsform, die in der Regel ambulant durchgefiihrt
werden kann. In einer multizentrischen Studie mit
1.278 Patienten war eine Hospitalisation nur bei 2
% der Fille notig [14].

Wihrend zur Frage des Wirkmechanismus von
BCG einerseits ein eher unspezifischer Effekt im
Sinne einer erodierenden Zystitis als therapeuti-
sches Moment der BCG-Wirkung vermutet wurde
[5], konnten andere Autoren eine Beteiligung des
Immunsystems nachweisen: Ein pathohistologi-
scher Unterschied im zelluldren Infiltrat nach loka-
ler Instillation von Thiotepa und BCG wurde von
Guinan et al. festgestellt [8]. Sie postulierten einen
T-Zell abhéngigen Wirkmechanismus, welcher von
Ratliff et al. bewiesen werden konnte: Athymische
Nacktméuse ohne T-Zellbildung waren nicht in der
Lage, eine BCG-induzierte Turmorabwehr aufzu-
bauen, wéhrend dies nach Transfer syngener T-
Lymphozyten moglich war [18]. In histologischen
Studien beim Menschen [6] und im Tierversuch
wurden charakteristische Verdnderungen durch
BCG nachgewiesen: Ansammlungen mononukle-
drer Zellen traten als Antwort auf die mykobakte-
rielle Infektion auf, welche iiblicherweise als Gra-
nulome bezeichnet wurden. In der Blasenwand
iiberwogen T-Lymphozyten, vorwiegend vom T-
Helfer-Phénotyp, nach einem Therapiezyklus mit
BCG. Die genannten Forschungsergebnisse konn-
ten durch die eigenen Untersuchungen bestitigt
und erweitert werden, in denen die erhebliche Ak-
kumulation mononukleédrer Zellen als Antwort auf
die lokale BCG Infektion nachgewiesen wurde.
Diese entziindliche Immunantwort unterscheidet
sich jedoch erheblich sowohl in ihrer zeitlichen
Ausdehnung, als auch in qualitativer Hinsicht von
einer unspezifischen Zystitis. Wihrend sich bei der
unspezifischen und auch der Zytostatika — indu-
zierten Zystitis eine granulozytére Infiltration fin-
det [8], sahen wir und andere nach BCG neben der
ebenfalls kurzfristig vorhandenen granulozytédren
Reaktion eine erhebliche lokale Infiltration mit
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mononukledren Zellen. Einhergehend mit dieser
quantitativen ist auch eine qualitative Verédnde-
rung festzustellen: Entsprechend den Untersu-
chungen von Gardiner et al. in der normalen Blase
[7] und auch den eigenen Ergebnissen vor Instilla-
tion von BCG zufolge, iiberwiegen normalerweise
T-Suppressor/Zytotoxizitédts-Zellen in der Blasen-
wand. Nach einem Zyklus BCG jedoch ist die ab-
solute Zahl mononukledrer Zellen erheblich ange-
stiegen und es iberwiegen nun T-Helfer Zellen mit
einem T-Helfer/T-Suppressor Zell-Verhiltnis von
2:1. Dieses charakteristische Infiltrat persistiert
vorwiegend in Granulomen iiber mindestens 12
Monate, was als ein weiterer Hinweis fiir die Fort-
dauer der lokalen Immunantwort innerhalb dieser
BCG-induzierten Ansammlungen immunkompe-
tenter Zellen zu werten ist. Die persistierende Ex-
pression des Klasse-II Antigens HLA-DR auf na-
hezu allen mononukledren Zellen nach BCG-Be-
handlung und ebenfalls fiir eine kurze Zeit auf
Urothelzellen ist ein mogliches Zeichen anhalten-
der zelluldrer Aktivierung und Antigenprésentati-
on.

In Zusammenhang mit der klinischen Anwendung
von BCG und der Frage einer Erhaltungstherapie
erscheint die Beobachtung interessant, daf die ge-
nannten Zeichen einer lang anhaltenden Immun-
aktivierung sehr viel deutlicher bei Patienten mit
regelmiBigen dreimonatlichen Auffrischungsin-
stillationen auftraten. Insbesondere bei den im-
munbhistologischen Untersuchungen zur lokalen
Zytokinproduktion war ein plateau-artiger Verlauf
der nachweisbaren Aktivierung festzustellen. Der
klinische Wert von Boosterinstillationen oder ei-
ner Erhaltungstherapie konnte jedoch erst in jiin-
ster Zeit durch oben genannte Untersuchung und
eine weitere multizentrische Studie aus den USA
geklirt werden [13]. Es deuten somit nicht nur die
vorgenannten klinischen Ergebnisse, sondern auch
die immunhistologischen Untersuchungen auf ei-
nen Vorteil von Auffrischungsbehandlungen hin.
Als ein weiteres Merkmal der lokalen Aktivierung
wurde die Immunreaktivitdt gegen die Zytokine
IL-1, IL-2 und TNF in der Blasenwand histologisch
bewertet. Die untersuchten Zytokine konnte bei
allen BCG-behandelten Patienten nachgewiesen
werden, wihrend sie nicht in der Kontrollgruppe
darstellbar waren.

Zusammenfassend muB eine komplexe lokale Im-
munantwort mit Beteiligung humoraler und zellu-
larer Immunmechanismen auf die BCG Infektion
festgestellt werden. Die langfristigen Untersu-
chungen nach BCG zeigen ein Uberwiegen der T-
Helfer/Inducer-Zellpopulation. Die beschriebene
subklinische lokale Entziindung und die beteilig-
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ten Immunmechanismen persistieren langfristig im
sogenannten BCG-induzierten Granulom, wel-
chem somit eine entscheidende Rolle beim rezidiv-
freien Status des Patienten zukommen konnte.

In den Untersuchungen zum Zytokin-Nachweis im
Urin nach intravesikaler BCG-Therapie wurden
die zuvor beschriebenen Ergebnisse beziiglich der
IL-2 Sekretion bestétigt und weiterhin erstmalig
die Sekretion der Zytokine IL-1-8 und TNF-a in
den Urin von Patienten nach BCG beschrieben.
IL-1 wurde bereits im Urin von gesunden und fe-
brilen Probanden nachgewiesen [11]. Die starke
Sektretion von IL-2 und TNF-a nach BCG-Be-
handlung stellt jedoch eine im Vergleich zur unspe-
zifischen Zystitis qualitativ andersartige Reaktion
dar. Weder IL-2 [9], noch TNF-a wurden im Urin
Gesunder gefunden und nur in wenigen Ausnah-
men war IL-2 bei Patienten mit unspezifischer Zy-
stitis nachweisbar [9]. IL-2 wird iiberwiegend von
aktivierten T-Helfer-Zellen produziert. Es wirkt
spezifisch bei der Proliferation und Differenzie-
rung von T-Lymphozyten. Ein Effekt auf Tumor-
zellen wird vorwiegend iiber die Generation von
Lymphokin-aktivierten-Killerzellen — (LAK-Zel-
len) ausgetlibt, was in jlingerer Zeit als neue Be-
handlungsform fortgeschrittener menschlicher
Karzinome auch klinisch angewendet worden ist
[19]. Ein ausgeprégter Anstieg der Urintiter nach
BCG-Therapie lie3 sich insbesondere fiir TNF-a
nachweisen. TNF-a wird iiberwiegend von akti-
vierten Makrophagen gebildet und besitzt neben
anderen Effekten sowohl eine direkte zytotoxische
Wirkung auf Tumorzellen als auch auf die Vaskula-
risierung von Tumoren, makroskopisch als hdmor-
rhagische Nekrose imponierend [16]. Die durch
BCG induzierte lokale Konzentration von TNF im
Urin ist prinzipiell hoch genug, um einen zytotoxi-
schen Effekt auf Tumorzellen zu erzielen, ohne
daB hierbei systemische Nebenwirkungen auftre-
ten miissen. Ob dieser Mechanismus allerdings tat-
sdchlich zum antitumoralen Effekt von BCG bzw.
zur Verldngerung des rezidivfreien Intervalls bei-
trigt, konnte erst in weiteren in vitro Untersuchun-
gen gekldart werden. Zusammengefalt lief sich
eine auBerordentlich starke Produktion der unter-
suchten Zytokine als Antwort auf die intravesikale
BCG-Therapie nachweisen. Die in den Urin ausge-
schiedenen Zytokine spiegeln den heftigen lokalen
Entziindungsprozef3 wider und kénnten somit auch
fiir die Vorhersage des klinischen Erfolges der in-
travesikalen BCG-Immuntherapie herangezogen
werden.

Durch vorgenannte Untersuchungen war eine
weitgehende qualitative und quantitative Charak-
terisierung der lokalen Immunantwort auf die in-
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travesikale BCG-Therapie beim Menschen, sowie
ihre klare Unterscheidung zur unspezifischen Zy-
stitis erfolgt. Zur Beantwortung der hierbei aufge-
worfenen Fragen und zur weiteren Erforschung
des Wirkmechanismus auf zelluldrer Ebene erfolg-
te die Analyse einzelner immunbiologischer Phi-
nomene in vitro. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch,
dafl die Zytokine selbst nicht zu den relevanten
Effektormechanismen gegen urotheliale Karzi-
nomzellen gehoren. Die Effektivitit von IL-2 in-
duzierten LAK-Zellen gegeniiber den NK-resi-
stenten Blasenkarzinom-Zellinien wurde durch die
dargestellten Untersuchungen bestétigt. Die LAK-
Zell Zytotoxizitdt kann somit als einer von mehre-
ren moglichen Wirkmechanismen der BCG-Thera-
pie angesehen werden. In den folgenden Untersu-
chungen konnten wir einen weiteren Effektorme-
chanismus charakterisieren, welchen wir die BCG-
aktivierte Killer (BAK) Zelle nannten. Im Gegen-
satz zu den LAK-Zellen zeigten diese BAK-Effek-
torzellen keine Verstirkung der NK-Zytotoxizitit
gegen K562-Zellen und weisen so auf ein unter-
schiedliches Zielzellmuster hin, da LAK-Zellen
hochst effektiv gegen K562-Zellen wirken. Weiter-
hin weist die Zytotoxizitidt von LAK-Zellen nach
Stimulation mit IL-2 ein bekanntes Maximum nach
2-3 Tagen auf, wihrend die BAK-Zell Zytotoxizi-
tdt bis zum Tag 7 ansteigt. Im Gegensatz zur BAK-
Zelle lieBen sich LAK-Zellen auch aus CD4* oder
CD8*-depletierten Zellpopulationen generieren.
Aufgrund dieser Unterschiede kann geschlossen
werden, dal BAK-Zellen eine andere Zellpopula-
tion darstellen und tiber einen anderen Weg als
LAK-Zellen aktiviert werden.

Zusammenfassend konnte in unseren in vitro-Ex-
perimenten gezeigt werden, dal weder Zytokine,
noch unstimulierte mononukledre Zellen aus dem
peripheren Blut, noch BCG allein in der Lage sind,
eine zytotoxische Aktivitdt auf Blasenkarzinom-
zellen auszuiiben. Viables BCG hingegen vermag
PBMNZ zu einer ausgepragten Killerzellaktivitét
zu stimulieren, welche in ihrem Ausmaf3 der LAK-
Zell Aktivitdt nahekommt. Die weitere Charakte-
risierung sowohl der Effektorzellen dieser BAK-
Zytotoxizitét als auch ihre Induktionsbedingungen
und ihr Aktivierungsweg erfolgte konsequenter-
weise als néchster Schritt unserer Untersuchungen.
Wir konnten nachweisen, dal weder Makrophagen
noch CD4* T-Zellen als Effektorzellen in Frage
kommen, wihrend T-Zellen, welche CD8* und
CD56*-Antigene auf ihrer Oberfldche exprimie-
ren, verantwortlich fiir diese BCG-induzierte Zy-
totoxizitét sind. Diese Ergebnisse stehen im Ein-
klang sowohl mit in vitro Langzeitkulturen zytoto-
xischer LAK-Zellen, in welchen genau dieser Phi-
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notyp iiberwiegt und mit in vivo Ergebnisseﬁ, in
welchen nur die auf die Therapie ansprechenden
Tumoren IL-2-behandelter Patienten eine deutli-

che Infiltration mit CD8* Zellen zeigten [2]. Dar-

iiber hinaus ist bekannt, daB CD56*-Zellen die vor-
wiegende LAK-Effektor-Zelle aus dem periphe-
ren Blut unter der systematischen Hochdosis-The-
rapie mit IL-2 bei metastasierten Karzinomen dar-
stellen [21]. Im Gegensatz zum Effektormechanis-
mus sind fiir die Induktion der BAK-Zytotoxizitét
offensichtlich alle auch in der Blasenwand nach-
weisbaren mononukledren Subpopulationen von
Bedeutung, da sowohl die Depletion von CD4*-
und CD8+-Zellen, als auch die Depletion von Ma-
krophagen konzentrationsabhingig eine BAK-
Zell Generation verhinderte.

Diese Versuche wurden durch Ratliff et al. im Tier-
modell bestétigt, die mit immunkompetenten
Miusen nachwiesen, daf die Depletion sowohl von
CD4+- als auch von CD8*-Zellen den BCG-indu-
zierten antitumoralen Effekt auf implantierte Bla-
senkarzinomzellen vollstidndig inhibierte [17]. In
diesem System schienen CD4+-Zellen notig zur
Entstehung der Immunantwort vom verzdgerten
Typ zu sein.

Es konnte somit in vivo eine ausgeprigte lang an-
haltende lokale Immunaktivierung durch BCG ge-
zeigt werden, aus der sich in vitro mehrere zytoto-
xische Effektormechanismen darstellen lieBen:
Neben der durch IL-2 induzierbaren Lymphokin-
aktivierten Killer-Zell Zytotoxizitit lie3 sich gegen
die ansonsten erstaunlich widerstandsfihigen Bla-
senkarzinomzellen ein weiteres zytotoxisches Phi-
nomen darstellen, welches als das BCG-aktivierte
Killer (BAK) Zell-Phdnomen bezeichnet wurde.
Diese BAK-Zytotoxizitdt konnte eindeutig vom
LAK-Zell-Phdnomen unterschieden werden. Die
weitere Charakterisierung des BAK-Phinomens
zeigte eine klar zu isolierende Effektorzell-Popula-
tion, welche CD8*CD56* war. Zur Induktion der
BAK-Zytotoxizitdt waren hingegen alle zuvor in
der Blasenwand nachweisbaren mononukleidren
Zellen notig.

Insgesamt erscheint ein derartiger Forschungsan-
satz zur Aufkldarung des Wirkmechanismus einer
Immuntherapie aus mehreren Griinden sinnvoll:

Durch die initiale Charakterisierung der beim Pati-
enten induzierten Therapieeffekte und die an-
schlieBende Dissektion dieser komplexen Immun-
antwort in vitro hinsichtlich relevanter zytotoxi-
scher Mechanismen konnen begleitende, nicht fiir
die Tumorabwehr entscheidende Reaktionen als
Epiphdnomene erkannt werden. Hierdurch ist die
Moglichkeit gegeben, regulierend einzugreifen.
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Durch Inhibition unnétiger Epiphdnomene konn-
ten Nebenwirkungen reduziert werden, ohne die
Wirkung zu beeintrachtigen. Die Verringerung der
iiberschiefSenden initialen unspezifischen Entziin-
dungsreaktion wire eine derartige therapeutische
Moglichkeit. Auf der anderen Seite kénnen Ansét-
ze, welche mit der antitumoralen Wirkung interfe-
rieren, als solche erkannt werden, bevor sie in die
Therapie des Patienten ibernommen werden. Als
ein Beispiel sei hierzu auf den Einsatz von INH zur
Verringerung lokaler Nebenwirkungen verwiesen:
Nachgewiesen durch die Bedeutung der Viabilitét
von BCG bei der BAK-Zell-Generation ist davon
auszugehen, daf3 eine derartige Behandlung die
therapeutische Effektivitdt erheblich reduzieren
wiirde.
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Interferon-gamma bei schizophrenen Psychosen
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Zusammenfassung

In jiingster Zeit haben mehrere Studien zum Zyto-
kinsystem bei Schizophrenen zu Ergebnissen ge-
fiihrt, die auf eine mogliche Funktionsstdrung von
TH1-Zellen hinweisen. Wihrend bisher tiberwie-
gend die Produktion von II-2 nach Mitogenstimu-
lation untersucht wurde, haben die wenigen, bisher
vorliegenden Arbeiten zur Produktion von IFN-y
vermutlich auch aufgrund methodischer Schwie-
rigkeiten kaum zu aussagekriftigen Ergebnissen
gefiihrt. In 2 Studien wird gezeigt, da3 die IFN-y-
Produktion bei Schizophrenen vermindert sein
kann und zwar tiberwiegend bei akut schizophren
Erkrankten, nicht jedoch bei Patienen in Remissi-
on bzw. im Residualzustand und auch nicht bei
Verwandten 1. Grades. Eine defiziente IFN-y-Pro-
duktion kann bei einer Subgruppe schizophrener
Psychosen moglicherweise als Zustandsmarker der
Erkrankung angesehen werden.

Summary

Studies on the cytokine system in schizophrenics
have consistently indicated functional deficits of
THI1-cells in these pations. Most of these studies
are concerned with the production of IL-2 after
mitogen stimulation, whereas studies on the pro-
duction of IFN-y, probably due to a number me-
thodical problems, are rare and often inexpressive.
It is demonstrated by two of our own studies that
the production of IFN-y can be impaired in schizo-
phrenics. A deficient production is obseved only in
acute exacerbation of schizophrenia, but.not in re-
mission or residual states. Furthermore, this altera-
tion was not obseved first degree relatives of schi-
zophrenics. An impaired production of IFN-h may
be discussed as a stste marker in a subsample of
schizophrenic psychoses.

Einleitung

Die Bedeutung neurobiologischer Korrelate schi-
zophrener Psychosen hat in den letzten Jahren zu-
nehmende Bestédtigung gefunden. Obwohl hin-
sichtlich der Atiologie schizophrener Psychosen
der Einfluf} genetischer Faktoren unbestritten ist,
haben auch Infektions- bzw. Autoimmunhypothe-
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sen wieder an Bedeutung gewonnen. Neben der
Hypothese einer direkten, infektidsen Wirkung ei-
nes unbekannten Virus, kann ebenfalls iiberlegt
werden, ob Autoimmunmechanismen als pathoge-
netisch wirksame Folge eine Immunantwort auf
frithere Infektionen wirksam werden kénnten. So-
wohl im Falle von Infektionen, wie von Autoim-
munreaktionen wére eine Reaktion des Immunsy-
stems im Sinne von ,,Kampfspuren* zu erwarten.
Seit der ersten Arbeit von Bruce und Peebles
(1903) wurden die relativen Haufigkeiten immun-
kompetenter Zellen bei Schizophrenen im Ver-
gleich zu Gesunden mehrfach untersucht, aller-
dings mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen.
Es liegen jedoch Hinweise auf eine Verminderung
der Aktivitdt natiirlicher Killerzellen bei Schizo-
phrenen vor (Delisi et al., 1983; Schindler et al,
1986). In einer neueren Untersuchung konnte ge-
zeigt werden, da3 die Neopterinexkretion, die als
Funktionsmarker fiir zelluldre Immunitit gewertet
werden kann, bei akut erkrankten schizophrenen
Patienten vermindert ist (Sperner-Unterweger et
al., 1992). Untersuchungen moglicher Autoanti-
korper gegen Hirngewebe haben bisher eine Viel-
zahl von Befunden hervorgebracht, die bisher kei-
ne zufriedenstellende Interpretation zulassen (vgl.
Kirch, 1993). Demgegeniiber haben Forschungsar-
beiten, die sich mit einer moglichen Stérung der
Zytokinproduktion bei Schizophrenen beschifti-
gen, in jlingster Zeit zu zunehmend konsistenten
Ergebnissen gefiihrt. Interferone und Interleukine
erfiillen bei der Kommunikation der immunkom-
petenten Zellen eine Vielzahl von Aufgaben und
sind unter anderem wesentlich an der Immunant-
wort auf virale Infektionen beteiligt. Die Konzen-
tration von Zytokinen im Serum, insbesondere je-
doch die Fahigkeit der Lymphozyten zur Zytokin-
produktion kénnen als Marker einer Aktivierung
des zelluldren Immunsystem angesehen werden.
Von mehreren Arbeitsgruppen konnte gezeigt
werden, daf} die Produktion von Interleukin-2 (IL-
2) nach Stimulation von Lymphozyten bei Schizo-
phrenen gegeniiber gesunden Kontrollprobanden
erniedrigt war (Ganguli et al., 1989; Hornberg et
al., 1995; Villemain et al., 1989). Es kann vermutet
werden, daB ein intrinsischer Defekt der TH1-Zel-
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len an der defizienten IL-2-Produktion ursdchlich
beteilgt ist (Villemain et al., 1989). In diesem Zu-
sammenhang ist ebenfalls von Bedeutung, daf die
Serumkonzentration des 16slichen Anteils des IL-
2-Rezeptors (sIL-2R) bei Schizophrenen im Ver-
gleich zu Gesunden erhoht ist; dieser Befund
konnte mehrfach reproduziert werden (Ganguli
und Rabin, 1989; Hornberg et al., 1995; Rapaport
et al., 1989, 1993, Rapaport u. Lehr, 1994). Die Fi-
higkeit von T-Zellen zur Produktion von Interfe-
ron-y (IFN-y) wurde hingegen wenig untersucht.
Die Serumspiegel von Interferon-y differieren ver-
mutlich nicht zwischen schizophrenen und gesun-
den Kontrollen (Schindler et al., 1986; Becker et
al., 1990; Gattaz et al., 1992); lediglich Preble und
Torrey (1985) fanden erhohte Serumspiegel. Eini-
ge wenige Arbeiten haben, 1i.S. von Trends, Hin-
weise auf eine moglicherweise verminderte Fahig-
keit von T-Zellen zur IFN-y-Produktion ergeben
(Moises et al., 1985; Katila et al., 1989, Hornberg et
al., 1995).

Kritisch ist hinsichtlich der meisten der genannten
Untersuchungsbefunde anzumerken, daf3 die un-
tersuchten Patienten zu einer Erkrankungsgruppe
gehoren, die sowohl hinsichtlich ihrer psychopa-
thologischen Ausdrucksvielfalt als auch hinsicht-
lich der Krankheitsverldufe als ausgesprochen in-
homogen gelten muf3. Die Bedeutung dieser Vari-
anzquelle fiir die Interpretation psychoimmunolo-
gischer Befunde ist derzeit nicht mit hinreichender
Sicherheit einzuschitzen. Es erscheint daher gebo-
ten, ihren EinfluB zu reduzieren. Im Hinblick auf
diese Uberlegungen sowie eingedenk der bisher
noch unklaren Befundlage soll im folgenden unter-
sucht werden, ob eine mogliche Defizienz der IFN-
v-Produktion im Zusammenhang mit dem Verlauf
schizophrener Psychosen gesehen werden kann.
Hierzu werden im folgenden zunichst Patienten
mit akuten schizophrenen Psychosen (paranoider
Subtyp) Patienten mit desaktualisierten Residual-
syndromen gegeniiber gestellt (Studie 1). In einer
weiteren Studie wird in Familien mit wahrscheinli-
cher genetischer Pradisposition fiir Schizophrenie
untersucht, ob die akut schizophren Erkrankten
sich hinsichtlich der IFN-y-Produktion von Patien-
ten mit Residualsyndromen, Verwandten ersten
Grades und gesunden Kontrollen unterscheiden
(Studie 2).

Methoden

Studie 1

Eingeschlossen wurden 49 schizophrene Patienten
(Durchschnittsalter 36,2 + 12,7 Jahre) der Klinik
fiir Psychiatrie der MUL. Sie wurden einer Kon-
trollgruppe von 39 gesunden Blutspendern
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(Durchschnittsalter 34,6 + 12,3 Jahre) gegeniiber-
gestellt. Bei Patienten wie Kontrollen lagen keine
akuten oder chronischen Infektionen, Krebser-
krankungen oder andere chronische Erkrankun-
gen vor. Die Diagnose schizophrener Psychosen
erfolgte geméf der Kriterien des DSM-III-R; je-
weils zwei Untersucher muf3ten hinsichtlich der
Diagnose Ubereinstimmung erzielen. Bei 20 Pati-
enten lag ein paranoider, bei 25 ein residualer Sub-
typ vor; bei 4 Patienten wurden andere schizophre-
ne Stérungen diagnostiziert. Bei den schizophre-
nen Patienten wurde eine ausfiihrliche Anamnese
erhoben; das gegenwirtige psychopatholgische
Zustandsbild wurde mit Hilfe der Positive and Ne-
gative Syndrome Scale (PANSS; Kay et al., 1987)
erhoben. Alle schizophrenen Patienten waren mit
Neuroleptioka mediziert.

Studie 2

6 Familien mit mindestens 2 Fiéllen von Schizo-
phrenie wurden untersucht. Die psychiatrischen
Diagnosen wurden, wie in Studie 1, nach DSM-ITI-
R-Kriterien gestellt. Lediglich die Diagnosen der
jeweiligen Indexpatienten waren bekannt, die Fa-
milienmitglieder wurden blind mit Hilfe eines
strukturierten Interviews (Schedule for Affective
Disorders in Schizophrenia/Lifetime Version, En-
dicott und Spitzer, 1978) interviewt. Die Interview-
ergebnisse wurden von einem weiteren Psychiater
kontrolliert; in allen Féllen konnte eine Diagnose
in Ubereinstimmung ermittelt werden. Von 27 Per-
sonen konnten sowohl psychiatrische Interviews
als auch Blutproben erhalten werden. Folgende
Diagnosen wurden bei den Familienmitgliedern
gestellt: Akute Schizophrenie oder schizoaffektive
Psychose (8 Fille), stabiles schizophrenes Residu-
alsyndrom (5 Fille), Lebenszeitdiagnose einer af-
fektiven Stérung (4 Patienten mit entaktualisierten
Depressionen, die im Zusammenhang mit der vor-
liegenden Studie als “Nicht-Fille” gewertet wur-
den), keine psychiatrische Diagnose (10 Fille).
Den Probanden wurde eine Gruppe von 38 gesun-
den Blutspendern gegeniibergestellt.

Immunologische Methodik

Leukozyten von Schizophrenen und gesunden
Blutspendern wurden mit Hilfe der Vollbluttech-
nik kultiviert (Kirchner et al., 1982). Dabei wurden
50 ul heparinisiertes Blut mit 400 pl Kulturmedium
(RPMI 1640, Biochrom Berlin, erginzt mit 1%
10000 U/ml Penicillin / 10 mg/ml Streptomycin und
1% 200 mM L-Glutamin) vermischt und anschlie-
Bend mit 5 pg/ml Phytohaemagglutinin (Boroughs-
Wellcome) stimuliert. Alle Assays wurden 4fach
angesetzt, 2 unstimulierte Assays dienten hierbei
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als Kontrollen. Die

Blutsuspension wurde
bei37°C/5% CO, fiir 96
Stunden inkubiert. Die
Uberstinde wurden bei
- 80°C gefroren aufbe-

IFN-y SD
Schizophrene, gesamt (n=49) 2736%* i 3037
Schizophrene, akut paranoid (n=19) 2241%* * 1943
Schizophrene, residual (n=24) 2987 + 3878
Gesunde Kontrollpersonen (n=39) 5429 & 5398

wahrt. Die Zytokin-
konzentrationen wur-

* = signifikante Differenz (p<0.05) gegeniiber Kontrollen (Varianzanalyse)

den mit Hilfe von ELI-
SA-Techniken (Hoff-
mann-La Roche,
Grenzach-Wyhlen) be-
stimmt. Zur Differen-
zierung von CD4+- und CD8+-T-Zellen wurden
100 ul EDTA-Blut mit 10ul Fluoresceinisothiocya-
nat oder Phycoerythrin-konjugierten monoklona-
len Antikorpern versetzt. Die Suspension wurde
10 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert und
anschlieBend prépariert (Coulter-Immunoprep-
EPICS; Coulter Q-Prep-EPICS, Immunology
Workstation, Coulter, Hialeah, USA). Zur Bestim-
mung der Hiufigkeiten von CDS5+-Zellen und
CD4+CD45RO+-T-Zellen wurden 50 pl Blut mit
10 ul des entsprechenden monoklonalen Antikor-
pers versetzt und bei Dunkelheit und 2-8°C 30 Mi-
nuten lang inkubiert. AnschlieBend wurde 1ml Hé-
molysepuffer dazugegeben, gemischt und 5 Minu-
ten inkubiert zur Lyse der Erythrozyten. Danach
wurde 5 Minuten lang bei 2000 RPM zentrifugiert.
Die Uberstinde wurden verworfen und das Zell-
pellet in 1 ml PBS (phosphat buffered saline) + 2
ml fetalem Kélberserum resuspendiert und an-
schliefend zum zweiten Mal zentrifugiert. Die
Uberstinde wurden wieder verworfen und das
Zellpellet in 300 pul PBS/fetales Kdlberserum resus-
pendiert. Mit Hilfe zytofluorimetrischer Anlayse
(EPICS-Profile-II Flow-Zytometer, Coulter-Elec-
tronics, Krefeld) wurde die relative Hiufigkeit des
jeweiligen Zelltypus bestimmt.

Ergebnisse

Studie 1

Hinsichtlich der relativen Héufigkeiten von Lym-
phozyten und Lymphozytensubpopulationen fan-
den sich keine Unterschiede zwischen Schizophre-
nen und Gesunden. Die Produktion von IFN-y war
in der gesamten Gruppe der Schizophrenen gegen-
iiber der Gruppe der gesunden Kontrollen redu-
ziert. Wird die Gruppe der Schizophrenen hin-
sichtlich des akut paranoiden sowie des stabil resi-
dualen Subtypus differenziert, so zeigt sich, daf3 le-
diglich zwischen den akut paranoiden Schizophre-
nen und den Kontrollen ein signifikanter Unter-
schied besteht. Es ergab sich jedoch keine signifi-
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Tabelle: Produktion von Interferon-g (pg/ml) durch Lymphozyten (nach Stimulation
mit PHA) bei akut und residual Schizophrenen im Vergleich mit gesunden
Kontrollpersonen (SD = Standardabweichung)

kante Differenz im Hinblick auf Patienten mit Re-
sidualsyndromen, obwohl auch in dieser Gruppe
eine Tendenz zu einer geringeren Interferon-y-
Produktion vermutet werden kann (Tabelle).

Studie 2

Die relative Héufigkeit von Lymphozyten sowie
von Lymphozytensubpopulationen unterschieden -
sich weder im Vergleich der Subgruppen von Schi-
zophrenen, noch der Subgruppen und ihren Ver-
wandten ersten Grades. Ebenfalls bestanden keine
Unterschiede zwischen den Teilstichproben aus
den Familien und den gesunden Kontrollen. Die
Produktion von IFN-y war lediglich bei der Grup-
pe akut kranker Schizophrener im Vergleich zu
Gesunden aber auch zu den nicht erkrankten An-
gehorigen ersten Grades signifikant vermindert.
Im Vergleich mit der Gruppe Schizophrener mit
Residualsyndromen bildete sich statistisch ledig-
lich ein Trend ab. Keine signifikanten Differenzen
waren zu finden zwischen den Gruppen der Resi-
dualschizophrenen und gesunden Angehorigen er-
sten Grades sowie zwischen den Gruppen und den
Kontrollen (Abb.).

Diskussion

Die Resultate beider Studien konnen als Hinweis

-auf eine mogliche Assoziation einer verminderten

Fahigkeit der TH1-Zellen zur Produktion von
IFN-y mit der Akuitét schizophrener Psychosen
gewertet werden. Im Vergleich zu den wenigen bis-
her vorliegenden Studien (Moises et al., 1985; Kati-
la et al., 1985; Hornberg et al., 1995) wurde beson-
derer Wert auf eine Differenzierung von Verlaufs-
stadien bzw. Subtypen schizophrener Psychosen
gelegt. In Studie 1 wird deutlich, daf die Redukti-
on der IFN-y-Produktion der Gruppe der Schizo-
phrenen in erster Linie durch die akut Schizophre-
nen bedingt ist. Allerdings erreichte der Unter-
schied zwischen paranoiden und residual Schizo-
phrenen keine statistische Signifikanz. Die vermin-
derte IFN-y-Produktion kann nicht auf eine mogli-
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Abbildung: Produktion von IFN-g bei Mitgliedern von
6 Familien mit mehrfachem Vorkommen schizophrener
Psychosen (Sac = Familienmitglieder mit akuten
schizophrenen Psychosen, Sre = Familienmitglieder
mit schizophrenen Residualsyndromen, R = Verwandte
1. Grades ohne aktuelle psychiatrische Diagnose, C =
gesunde Kontrollpersonen). Signifikante Unterschiede
in der IFN-g-Produktion (Varianzanalyse) bestanden
zwischen Sac : R und Sac : C, nicht jedoch zwischen
Sre, R, C. '

che Reduktion der relativen Héufigkeit von
CD4+CD45RO+-T-Zellen (Gedichtniszellen, die
als Hauptproduzenten fiir IFN-y gelten, Sanders et
al., 1988) zuriickgefiihrt werden, da dieser Zellty-
pus sowohl in beiden Subgruppen von Schizophre-
nen wie bei Gesunden gleichhdufig vorkam.

Auch in Familien, in denen eine genetische Pradis-
position fiir Schizophrenie angenommen werden
mufB, lief sich eine verminderte IFN-y-Produktion
lediglich bei den akut erkrankten Familienmitglie-
dern nachweisen. Diese Beobachtung bestitigt
nicht nur (allerdings auf der Grundlage kleiner
Teilstichproben) die Ergebnisse der Studie 1, son-
dern ermoglicht weiterfilhrende Uberlegungen:
wire die verminderte Produktion von IFN-y mit ei-
ner genetischen Préddisposition fiir Schizophrenie
assoziiert, so miiite erwartet werden, daf3 dieses
Merkmal nicht nur bei akut Schizophrenen, son-
dern auch bei solchen mit Residualsyndromen als
auch bei nicht erkrankten Verwandten ersten Gra-
des erkennbar wire. Die vorliegenden Ergebnisse
aus vermutlich genetisch belasteten Familien spre-
chen also eher fiir eine ,,State“-Abhéngigkeit der
IFN-y-Produktion und gegen die Annahme eines
Indikators fiir einen, mit Vulnerabilitét fiir Schizo-
phrenie assoziierten genetischen ,,Trait“. Im Hin-
blick auf die geringe Stichprobengrofie sollte je-
doch eine zuriickhaltende Bewertung dieser Er-
gebnisse erfolgen: so ist z.B. die Teilstichprobe der
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Residualschizophrenen (n=5) zu klein, als daf} sta-
tistisch aussagefihige Unterschiede zu anderen
Teilstichproben erwartet werden konnten. Hin-
sichtlich der Anzahl von CD4+CD45RO+-T-Zel-
len fanden sich auch in der Familienstudie zwi-
schen den einzelnen Teilstichproben keine Unter-
schiede. Diese Beobachtung stimmt mit der Studie
1 tiberein. Beide Studien konnen dahingehend in-
terpretiert werden, daf die Produktion von IFN-y
vermutlich tiberwiegend in der Akutphase einer
schizophrenen Psychose vermindert ist. Diese De-
fizienz beruht moglicherweise auf einem intrinsi-
schen T-Zelldefekt. Angesichts dieser Beobach-
tung ergibt sich eine bemerkenswerte Parallele zu
den Arbeiten von Villemain et al. (1989), die hin-
sichtlich der II-2-Produktion bei Schizophrenen zu
dhnlichen Ergebnissen kam. In diesem Zusam-
menhang ist bemerkenswert, daf3 eine neurolepti-
sche Behandlung offenbar keinen Einflu auf die
Zytokinproduktion hat (Miiller et al.,1991).

Die defiziente Produktion von IFN-y, von II-2 so-
wie die erhohten Serumspiegel des 16slichen I1-2-
Rezeptors weisen auf Verinderungen der zelluli-
ren Immunitdt im akuten schizophrenen Schub
hin. Diese Beobachtungen sind mit der Autoim-
munhypothese schizophrener Psychosen verein-
bar, koénnen andererseits aber auch Ausdruck von
Begleitphdnomen schizophrener Erkrankungen
(z.B.Strefreaktion) oder deren méglicher Ursa-
chen (z.B. Verdnderungen von Neurotransmitter-
metabolismen) sein. Auch wenn die Ursache der
beschriebenen Befunde noch unklar bleiben muf,
so sollte doch AnlaB zu weiteren Forschungsbemii-
hungen gegeben sein, wobei insbesondere longitu-
dinale Studienpline vielversprechend erscheinen.
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Aus der Klinik fiir Neurologie der Medizinischen Universitit zu Liibeck (Direktor Prof. Dr. med. D.

Kompf) :

Aktuelle Therapie der Multiplen Sklerose

K. Wessel, D. Kémpf

Bei der Multiplen Sklerose (MS) kommt es an mul-
tiplen und disseminierten Stellen im Gehirn und
Riickenmark zu Entziindungsherden (Synonym:
Encephalomyelitis disseminata; E. d.); innerhalb
der Entziindungsherde (Plaques) entsteht vorwie-
gend eine Markscheidenschiadigung (Demyelini-
sierung). Im Verlauf konnen einerseits demyelini-
sierte Fasern remyelinisiert werden, andererseits
kommt es zu Vernarbungen (Sklerose). Dies be-
dingt, zusammen mit der Tatsache, daf iiber die
Zeit Zahl und GroBe der Plaques zunehmen als
auch abnehmen konnen, die typischen Verlaufsfor-
men der MS: 1. Schubférmiger Verlauf mit weitge-
hend vollstindigen Zwischenremissionen, 2.
schubférmiger progredienter Verlauf mit unvoll-
stindigen Zwischenremissionen und zunehmender
Behinderung, 3. primir chronischer Verlauf (siche
u. a. Wessel und Rumpf 1992). Die Atiologie der
MS ist unklar. Die Zusammensetzung der entziind-
lichen Infiltrate aus Lymphozyten und Monozyten,
die Assoziation mit genetischen Faktoren, das teil-
weise Ansprechen der MS auf Immusuppressiva
sowie die Parallelen zur experimentell-allergischen
Encephalomyelitis (EAE) legen nahe, daf es sich
um eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkran-
kung handelt (Hartung und Heininger 1989, Mar-
tin et al. 1992). Die Inzidenz betragt 4 bis 8, die
Privalenz 60 bis 100 pro 100.000. Die Diagnose MS
wird nach wie vor iiberwiegend klinisch gestellt
und erfordert erstens Befunde, die sich mindestens
zwei Ortlich getrennten Lisionen des Zentralner-
vensystems zuordnen lassen sowie zweitens minde-
stens zwei zeitlich voneinander abgesetzte Schiibe
oder einen mindestens ein Jahr anhaltenden,
schleichend progredienten Verlauf bei der primér
chronischen MS. Aus den diagnostischen Kriterien
von Poser et al. (1983) ergibt sich, daB sich die Dia-
gnose hiufig erst im Verlauf stellen 148t (s. Tab. 1).
Dies und die unbekannte Individualprognose le-
gen ein differenziertes Vorgehen und nicht zu sel-
ten Zuriickhaltung bei der Aufkldrung iiber die
Diagnose im Frithstadium der Erkrankung nahe.
Die Multifokalitét der Lisionen kann mit Hilfe der
evozierten Potentiale (Michels et al. 1991) und der
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Sichere MS

(post mortem)

Klinisch sichere MS

> 2 Schiibe, multifokaler klinischer Befund

> 1 Jahr chronische Progredienz, multifokale
Befunde

Laborunterstiitzt sichere MS

> 2 Schiibe, mono- oder multifokaler klini-
scher Befund

positiver Liquorbefund
Klinisch wahrscheinliche MS
> 2 Schiibe, monofokaler klinischer Befund

1 Schub, mono- oder multifokaler klinischer
Befund mit ergidnzenden neuroradiologischen
oder neurophysiologischen Zusatzbefunden

Laborunterstiitzt wahrscheinliche MS
> 2 Schiibe, positiver Liquorbefund

1 Schub, monofokaler klinischer oder neuro-
radiologischer oder elektrophysiologischer
Befund und positiver Liquorbefund

> 1 Jahr primir chronische Progredienz mit
monofokalem klinischem Befund und positi-
ver Liquorbefund

Tab .1 Diagnostische Kriterien

Kernspintomographie nachgewiesen werden. Ein
typischer Liquorbefund unterstiitzt die Diagnose.
Ziele der Therapie sind neben der Behandlung des
akuten Schubes die Verminderung der Schubfre-
quenz und die Verlangsamung der Krankheitspro-
gression. In Therapiestudien zur MS werden kern-
spintomographische Parameter zunehmend zur
sensitiven und objektiven Beurteilung des thera-
peutischen Erfolges herangezogen und gelten be-
reits als unverzichtbarer zweiter Zielparameter.
ZielgroBen in der Kernspintomographie sind die
Abnahme von Kontrastmittel (Gado-
linium)-aufnehmenden Lisionen und die Verlang-
samung der Akkumulation von Lésionen (in
T2-gewichteter Untersuchung) iiber die Zeit. Fu-
Bend auf der anzunehmenden autoimmunologi
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: Klinisch

Behandlung

Neuritis n. optici

Schubférmige MS;

<2 Schiibe/Jahr;

rein sensible Symptome;

geringe Krankheitsaktivitdt im MRT

Schubférmige MS:
hiufige oder schwere Schiibe und hohe
Aktivitdt im MRT

Schubférmige MS mit Ubergang

in Progression oder chronisch
progrediente MS:

schwere Erkrankung, Zunahme der
Behinderung, hohe Aktivitdt im MRT

Steroide hochdosiert i. v., evtl.
orales Ausschleichen

Steroide hochdosiert i.v., evtl.
orales Ausschleichen
i.v. Therapie bis max. 4x/Jahr

Schub s.o., daneben: Azathioprin, IFN-B,
Cyclosporin A (3.Wahl)
zukiinftig: Copolymer 1?

initial Versuch mit Steroiden

evtl. Cyclophosphamid

zukiinftig: 2-Chlorodeoxy-
adenosin? Mitoxantron?

bei chron. progr. MS: Methotrexat?

Tab. 2 Therapeutische Entscheidungen.

schen Pathogenese, wie oben bereits angespro-
chen, bestehen die Therapieprinzipien bei MS heu-
te in einer Immunsuppression oder Immunmodu-
lation (s. Tab. 2; Polman und Hartung 1995). Dabei
haben sich ganz aktuell neue Therapieméglichkei-
ten und Behandlungsstrategien ergeben, von de-
nen die wesentlichen im folgenden beschrieben
werden.

Therapie des akuten Schubes mit
Glukokortikosteroiden

Glukokortikoide werden seit langem in der Thera-
pie der MS eingesetzt und verfiigen iiber breite an-
tiinflammatorische, antiddematdse und immun-
suppressive Wirkungen. Das Therapieprinzip des
akuten Schubes einer MS mit Glukokortikoiden ist
alt, relativ neu sind neue Behandlungsstrategien
mit kurzzeitiger und hochdosierter Gabe der Sub-
stanz per infusionem (,,Cortison-StoBtherapie®).
Studien sprechen dafiir, daB durch Glukokortiko-
steroide die Dauer und Schwere von Schiiben ver-
mindert werden kann (Myers 1992). Kernspinto-
mographisch konnte nachgewiesen werden, daB
hochdosiert und intravends verabreichtes Methyl-
prednisolon innerhalb weniger Stunden die durch
Gadolinium-Anreicherung in  der MRT-dar-
stellbare  Blut-Hirn-Schrankenstérung aufhebt
(Barkhof et al. 1991, Burnham et al. 1991). Die
Therapieerfolge dieser hochdosierten, intraveno-
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sen Gabe von Methylprednisolon bei Opticusneu-
ritis (Beck et al. 1992) und der méglicherweise be-
stehende, voriibergehende prophylaktische Effekt
bei Opticusneuritis (Beck et al. 1993) haben dazu
beigetragen, dal Glukokortikosteroide sich trotz
vieler offener Fragen als Standardtherapie des
akuten Schubes und der akuten Opticusneuritis
durchgesetzt haben. Es wird empfohlen, bei einem
frischen Schub Glukokortikosteroide méglichst
frithzeitig und unter stationdren Bedingungen
hochdosiert intravends zu geben und eine ambu-
lante, ausschleichende orale Behandlung anzu-
schliefen (s. Tab. 3; Voltz und Hohlfeld 1992, Ku-
persmith et al. 1994). Eine andere Empfehlung
geht dahin, die hochdosierte intravendse
,»Cortison-Stoftherapie” nach 5 Tagen abrupt ab-
zusetzen, falls bereits am 2. bis 3. Tag eine deutli-
che Besserung beginnt, oder oral etwa nach dem
Schema in Tabelle 3 auszuschleichen, falls erst am
4. bis 5. Tag eine Besserung erkennbar wird (Hohl-
feld und Engelhardt 1993). Von der alleinigen ora-
len Gabe von Glukokortikoiden iiber ldngere Zeit
ist wegen der hohen Nebenwirkungsrate (Osteo-
porose, peptische Ulcera, Hyperglykidmie, cushin-
goider Habitus, arterielle Hypertonie, Myopathie,
Katarakt, Glaukom) entschieden abzuraten. Diese
Nebenwirkungen sind bei der sog.
»Cortison-Stofitherapie, wie in Tabelle 3 angege-
ben, nicht zu erwarten, dieses Therapieschema
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; Tag
500-1000 mg (Methyl-)Prednisolon ~ 1-5
Lv.in 250 ml 5%iger Glukose als
Kurzinfusion iiber 30-60 min

100 mg Prednisolon oral 6
75 mig Prednisolon oral 7-9
50 mg Predniloson oral 10, 11
25 mg Prednisolon oral 12,13
12,5 mg Prednisolon oral 14, 15

- Dieses Ausschleichschema bendétigt
10 Tabletten Prednisolon a 50 mg
- Begleitmedikation: gef. Antazida,
H2-Blocker, Kalium, Heparin s. o.
- R6-Thorax, wenn Tb in der Vor-
geschichte
- Zumindest die erste Infusion nicht
ambulant

Tab.3 Behandlung des Schubes mit i.v. Verabreichung
von Steroiden.

wird meist gut vertragen. Wichtig ist der Ausschluf3
relevanter Vorerkrankungen (z. B. Thrombosen,
Entztindungen, u. a. Tbc). Die
,,Cortison-StoRtherapie“ sollte maximal vier mal
pro Jahr durchgefiihrt werden (Steinbrecher et al.
1995).

Prophylaktische Therapie der schubformig-
remittierenden MS mit Immunsuppressiva und
Immunmodulatoren

Bei der Entscheidung, ob bei schubformig remit-
tierender MS neben der Behandlung des akuten
Schubes mit Glukokortikosteroiden eine zusétzli-
che ,,prophylaktische* Therapie eingeleitet wird,
miissen Haufigkeit und Schwere der Schiibe, die
bereits bestehende klinische Behinderung, die in
der Kernspintomographie nachweisbare Krank-
heitsaktivitdt, der Riickhalt im psychosozialen
Umfeld (Rumpf und Wessel 1995) sowie der zu er-
wartende Nutzen der verfiigbaren Therapien ge-
gen deren Risiken und Nebenwirkungen abgewo-
gen werden. Die Behandlungskosten insbesondere
bei der jetzt neu verfiigbaren Therapie mit
Beta-Interferon spielen eine nicht zu vernachldssi-
gende Rolle und verpflichten zu préziser Indikati-
onsstellung. Alle Immunsuppressiva sind potenti-
ell teratogen und mutagen, in der MS-Therapie mit
diesen Substanzen ist zwar weder das Auftreten
von Fruchtschiddigungen noch von spiteren Neo-
plasien beschrieben worden, prospektive Studien
fehlen jedoch. Eine Antikonzeption muf3 daher bei
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Patientinnen und Patienten fiir die Dauer der The-
rapie mit Immunsuppressiva und Immunmodula-
toren und bei Minnern mindestens fiir weitere
sechs Monate (2 Spermatogenese-Zyklen) durch-
gefiihrt werden.

Beta-Interferon

Ein ganz aktuelles Konzept stellt die prophylakti-
sche Therapie der schubformig-remittierenden MS
mit Beta-Inferferon dar. Diese Therapie ist so neu,
daB zur Zeit in Deutschland noch kein entspre-
chendes Priparat arzneimittelrechtlich zugelassen
ist. Derzeit werden die Patienten im Sinne eines
sHeilversuches im Einzelfall mit iiber das Aus-
land bezogenen Priparaten behandelt.

Interferone zihlen zur groBen Familie der sog. Zy-
tokine. Dabei handelt es sich um Botenstoffe, die
der intrazelluldaren Kommunikation im Immunsys-
tem  dienen. Interferon-Beta  wird wie
Interferon-Alpha von Fibroblasten und Leukozy-
ten, Interferon-Gamma  iberwiegend von
T-Lymphozyten produziert (Borden 1992). Eine
Reihe von Untersuchungen hat belegt, daf
Interferon-Beta und Interferon-Gamma antagoni-
stische Effekte besitzen. Dieser Antagonismus
scheint fiir die beobachteten Wirkungen bei MS
grundlegend zu sein. Dem Interferon-Gamma
kommt fiir die Pathogenese der MS wesentliche
Bedeutung zu. Interferon-Beta scheint die Synthe-
se von Interferon-Gamma durch T-Zellen zu un-
terdriicken, die man aus dem Blut von
MS-Patienten und gesunden Blutspendern isolie-
ren kann, und einen hemmenden Einfluf} auf die
T-Zell-Prolieferation auszuiiben. Eine weitere
Wirkung von Interferon-Beta diirfte die Verbesse-
rung der Suppressorfunktion von T-Zellen sein
(Weinstock-Guttman et al. 1994, Hartung et al.
1994, Hartung und Hohlfeld 1994).

Eine Reihe von Hinweisen deuten darauf hin, da3
im Blut MS-Erkrankter autoreaktive T-Lympho-
zyten mit Spezifitit gegen Bestandteile des zentral-
nervosen Myelins zirkulieren, die im akuten Schub
bei erhohter Durchldssigkeit der Blut-Hirn-
Schranke ins Hirngewebe einwandern. Hierauf
griindete der Versuch, die Wirkung von
Beta-Interferon auch nach systemischer Gabe zu
untersuchen (Hartung et al. 1994).

Der bislang schliissigste Wirksamkeitsnachweis bei
schubférmig remittierender MS wurde in einer
multizentrischen, Plazebo-kontrollierten Studie
mit Interferon-Beta-1b (in E. coli produziertes re-
kombinantes Interferon-Beta; Préparat Betase-
ron®) in der Dosierung von 8 Mio. Einheiten jeden
zweiten Tag subcutan erbracht (The IFMB Multi
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ple Sklerosis Study Group, 1993). In dieser Studie
kam es zu einer Verminderung der Schubrate um
ein Drittel und zur Halbierung der Rate schwerer
Schiibe. Dieser Effekt war iiber den gesamten Stu-
dienzeitraum von drei Jahren nachweisbar. Die
Zahl aktiver Lésionen in der Kernspin-
tomographie wurde um 80 % gesenkt, die Lasions-
beladung (T2-gewichtete Untersuchung) nahm ab.
Der klinische Score wurde durch die Therapie
nicht signifikant gebessert, es deutete sich lediglich
tendenziell eine Besserungstendenz an.

Auch fiir Interferon-Beta-la (REBIF®) (in chine-
sischen Hamster-Ovarzellen produziertes rekom-
binantes Interferon-Beta; Sequenz identisch zum
natiirlichen Interferon-Beta) wurden die Ergebnis-
se einer Plazebo-kontrollierten Doppel-Blind-Stu-
* die mit 6 Mio. Einheiten (1 mal wochentlich intra-
muskuldr) aktuell mitgeteilt (Jacobs et al. 1994).
Die Wirkungen auf die Schubhiufigkeit und die
MRT-Parameter waren vergleichbar mit denen der
Studie mit Interferon-Beta-1b, allerdings ergab
sich mit Interferon-Beta-1la zusitzlich eine Wirk-
samkeit auf den klinischen Score, wobei die klini-
sche Progression méBig, aber signifikant verzogert
wurde. In Deutschland liegt derzeit fiir keines der
beiden genannten Préparate eine Zulassung bei
der Indikation MS vor, fiir Interferon-Beta-1b (Be-
taseron®) wird sie noch fiir 1995 erwartet.
Interferon-Beta-1b (Betaseron®) kann derzeit
iiber internationale Apotheken aus Belgien impor-
tiert werden. Interferon-Beta-1a (REBIF®) besitzt
in Italien eine arzneimittelrechtliche Zulassung
und kann ebenfalls iiber internationale Apotheken
aus Italien importiert werden. Die Deutsche Multi-
ple Sklerose Gesellschaft hat entsprechend der
»American Academy of Neurology“ Richtlinien
erarbeitet, fiir welche Patienten eine Behandlung
mit Interferon-Beta empfehlenswert ist: 1. Schub-
formig remittierender Krankheitsverlauf, 2. kli-
nisch sichere oder laborunterstiitzt sichere MS, 3.
Alter zwischen 18 und 50 Jahre, 4. ohne Hilfe min-
destens 100 Meter gehfihig (keine ein- oder beid-
seitige Gehhilfe erforderlich), 5. in den letzten
zwel Jahren mindestens 2 akute Schiibe, bei denen
iiber mindestens 24 Stunden neue Symptome oder
eine Verschlechterung alter Symptome auftraten,
6. stabile Phase oder Phase der Besserung von min-
destens 30-tdgiger Dauer vor Therapiebeginn
(kein Therapiebeginn im oder nur wenige Tage
nach Abklingen des letzten Schubes). Die Einlei-
tung einer derartigen Therapie mit
Beta-Interferon sollte stationdr erfolgen, die
Behandlungsindikation sowie die Therapie-Uber-
wachung sollten von einem in der MS-Therapie er-
fahrenen Zentrum in Zusammenarbeit mit nieder-

276

gelassenen Fachérzten und Allgemeinédrzten vor-
genommen werden.

Vor allem in den ersten Wochen der Therapie mit
Interferon-Beta treten hiufig voriibergehende
grippale Nebenwirkungen, wie Fieber, Ubelkeit,
Kopf-, Glieder- und Muskelschmerzen, auf. Haufi-
ger sind leichte entziindliche Reaktionen an den
Injektionsstellen.

Daneben wurden eine leichte Anédmie, Neutrope-
nie, Thrombopenie und leichte bis miBige Erho-
hungen der Leberenzyme beobachtet. Sehr selten
sind Herzrhythmusstérungen und Allergien. Da
Psychosen (insbesondere Depressionen) mogli-
cherweise unter Interferon-Beta hiufiger auftre-
ten und es in den Studien zu mehreren Suizidversu-
chen und einem Suizid unter Interferon-Beta kam,
stellen Psychosen und Suizidversuche in der Ana-
mnese eine Kontraindikation dar.

Azathioprin

Aufgrund der zwar geringen, jedoch in allen Studi-
en nachgewiesenen Wirksamkeit und seiner meist
guten Vertréglichkeit wird Azathioprin weiterhin
bei schubformig remittierender MS mit mehr als
zwei Schiiben innerhalb eines Jahres in einer Dosis
von 2-3 mg/kg Korpergewicht pro Tag empfohlen
(Yudkin et al. 1991).

Cyclosporin

Cyclosporin besitzt im Vergleich zu den Immun-
suppressiva Azathioprin und Cyclophosphamid ei-
nen spezifischeren Angriffspunkt und wirkt in er-
ster Linie iiber die Verminderung der Transkripti-
on verschiedener Zytokine. Der Vergleich mit
Azathioprin in mehreren kontrollierten Studien
belegte nur geringe Unterschiede in der Wirksam-
keit beider Substanzen (Hughes 1992). Aufgrund
fehlender Vorteile gegeniiber Azathioprin und der
groBeren Hiufigkeit schwerer Nebenwirkungen
(Nephrotoxizitdt) kann Cyclosporin nur dann
empfohlen werden, wenn Azathioprin und
Interferon-Beta nicht wirksam waren oder nicht
vertragen wurden (Dosis 5 mg/kg Korpergewicht
pro Tag auf zwei orale Dosen verteilt).

Copolymer 1

Copolymer 1 ist ein synthetisches Polypeptid, des-
sen Wirkungsmechanismus bei MS mdglicherweise
darin besteht, da es kompetitiv mit basischem
Myelin-Protein, dem fiir die Pathogenese der MS
eine wichtige Rolle zukommt, um Bindungsstellen
konkurriert (immunologische Kreuzreaktivitit
von Copolymer 1 und basischem Myelin-Protein).
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Nach einer Reihe klinischer Voruntersuchungen
(Bornstein et al. 1991) wurden kiirzlich die Ergeb-
nisse einer multizentrischen, Plazebo-kon-
trollierten Studie bei Patienten mit schubfor-
mig-remittierender MS vorgetragen (K.P. Johnson;
Tagung der American Neurological Association,
San Francisco, Oktober 1994). Diese sind mit de-
nen des Interferon-Beta vergleichbar, wenn auch
etwas weniger deutlich. Copolymer 1 wird téglich
subcutan injiziert und gut vertragen. Der Zulas-
sungsantrag fiir Copolymer 1 ist gestellt, mit einer
Zulassung wird im Jahre 1996 gerechnet (Weilbach
et al. 1995). Aufgrund des unterschiedlichen Wirk-
mechanismus von Copolymer 1 im Vergleich zu
Beta-Interferon kénnte eine Kombinationsthera-
pie mit beiden Medikamenten bei Patienten mit
schubfdrmig remittierender MS sinnvoll sein.

Therapie der schweren und progredienten MS

Cyclophosphamid

Nach widerspriichlichen Studienergebnissen mit
Cyclophosphamid als hochdosierte Induktionsbe-
handlung weist eine kiirzlich verdffentlichte kon-
trollierte Studie bei schwer progredienter MS dar-
auf hin, daf3 die sonst in der Regel innerhalb von 18
Monaten nach der Induktionsbehandlung auftre-
tende erneute Progression durch eine alle zwei
Monate erfolgende Gabe von Cyclophosphamid
verhindert werden kann (Weiner et al. 1993). Es ist
gegenwirtig nicht klar, ob auf die Induktionsthera-
pie verzichtet werden kann, ob stattdessen von Be-
ginn an monatlich applizierte Cyclophospha-
mid-Injektionen ebenfalls wirksam sind, welche
minimale Dosierung ausreichend ist und ob eine
zusitzliche Verabreichung von Glukokortikostero-
iden erforderlich ist. Trotz dieser Einschridnkungen
ist Cyclophosphamid am besten untersucht und gilt
derzeit bei einigen Autoren als das Mittel der Wahl
bei schwerer und schnell progredienter MS. Dies
betrifft z. B. Patienten mit hdufigen oder schweren
Schiiben, die durch andere Immunsuppresiva oder
Immunmodulatoren nicht zu beeinflussen sind, so
daB kurzfristig ein kritisches Ausmaf3 der Behinde-
rung zu befiirchten wire.

Mitoxantron

Mitoxantron ist seit ca. 10 Jahren als Zytostatikum
in Deutschland zugelassen. Die immunsuppressive
Wirkung schliet einen inhibierenden Effekt auf
B- und T-Lymphozyten ein.

Mehrere kleine, offene Studien bei Patienten mit
schwerer schubformig-progredienter oder chro-
nisch-progredienter MS weisen auf die mogliche
Wirksamkeit von Mitoxantron hin, ohne daf3 eine
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abschlieBende Bewertung gegenwirtig moglich ist.
Nach AbschluB der gerade laufenden bel-
gisch-deutschen, multizentrischen Phase-
I1I-Studie (an der auch die Klinik flir Neurologie
der Medizinischen Universitit zu Liibeck beteiligt
ist) sollte man diese Frage beantworten kdnnen.
Bei Patienten mit rasch progredientem Verlauf, so
daB kurzfristig ein kritisches Ausmal} der Behinde-
rung zu befiirchten wire, kommt Mitoxantron als
Reserve-Medikament in Frage und sollte dann alle
drei Monate als Kurz-Infusion (12 mg/qm? Ké6rper-
oberfldche) verabreicht werden (Spuler und Hohl-
feld 1994).

Cladribin (2-Chlorodesoxyadenosin)

Cladribin ist ein Purinanalogon, klinische Erfah-
rungen mit dieser Substanz liegen bisher bei Leuk-
dmien und Lymphomen vor, in Deutschland ist die
Zulassung fiir die Indikation Haarzelleukdmie be-
antragt.

Cladribin erwies sich in einer Plazebo-kontrollier-
ten Doppel-Blind-Studie bei chronisch progre-
dienter MS (0,7 mg/kg Kérpergewicht pro Monat;
jeweils Dauerinfusion iiber eine Woche) als wirk-
sam (Sipe et al. 1994). Auch bei schubférmig remit-
tierender MS deuten vorldufige Ergebnisse einer
laufenden Studie mit niedrigerer Dosierung und
praktikablerer Anwendung der Substanz auf eine
giinstige Wirkung hin, miissen jedoch noch in gro-
Beren Studien belegt werden (Grieb et al. 1994,
Weilbach und Hartung 1995). Denkbar wire z. B.
ein befristeter Einsatz bei rascher Progredienz, um
diese zu stoppen. Im Anschlufl kénnte dann auf
andere, auf Dauer weniger potentiell toxische Sub-
stanzen umgesetzt werden.

15-Deoxyspergualin

15-Deoxyspergualin wird aufgrund seiner immun-
suppressiven Wirkung in der Transplantationsme-
dizin mit Erfolg eingesetzt. Das Medikament wur-
de in einem Selbstversuch von Dr. Nils Franke, der
viel Publizitit gefunden hat, in die Therapie der
MS eingefiihrt (Kappos et al. 1992, Hohlfeld und
Angstwurm 1992). Inzwischen wurde diese Sub-
stanz an insgesamt 236 MS-Patienten gepriift. Bei
einer ersten Zwischenauswertung nach sechs Mo-
naten wiesen Deoxyspergualin-behandelte Patien-
ten eine Verbesserung der neurologischen Stérun-
gen auf, nach zwolf Monaten fielen die Ergebnisse
fiir die Verum-Gruppe enttduschenderweise nicht
mehr so eindeutig aus und kernspintomographisch
waren keine objektivierbaren Verénderungen er-
kennbar. Das Bundesinstitut fiir Arzneimittel und
Medizinprodukte versagte daraufhin die Zulas
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sung von 15-Deoxyspergualin fiir die Indikation
MS (Deutsches Arzteblatt 92: 1015; 1995). Weitere
Studien mit diesem Medikament sind bei MS nicht
geplant.

Methotrexat

Ein besonderes therapeutisches Problem stellt die
langsam chronisch progrediente MS dar. Nach
kiirzlich  vorgestellten ~ Ergebnissen  einer
Plazebo-kontrollierten Studie reduziert Metho-
trexat (orale Einmaldosis von 7,5 mg pro Woche
tiber 2 Jahre) die Haufigkeit und die Geschwindig-
keit der klinischen Progression bei chronisch prog-
redienter MS (Goodkin et al. 1995). Der Effekt
war nur unter Beriicksichtigung spezieller klini-
scher Scalen zur Beurteilung der oberen Extremi-
taten und nur fiir die Untergruppe der Patienten
mit sekundir chronisch-progredienter MS signifi-
kant. Eine zuvor durchgefiihrte entsprechende Pi-
lotstudie fand bei gleicher Dosierung eine Vermin-
derung der Haufigkeit von Schiiben und von klini-
schen Befundverschlechterungen bei Patienten mit
schubférmig remittierender MS, nicht jedoch bei
Patienten mit schubférmig progredientem Verlauf
oder mit chronisch progredientem Verlauf (Cur-
rier 1993, Weilbach et al. 1995).

Ausblick

Solange die Ursache der MS nicht bekannt ist, ist
eine Heilung der Erkrankung nicht méglich. Die
Untersuchungen der letzten Jahre haben jedoch
erheblich zum Verstindnis des vermuteten Auto-
immunprozesses beigetragen. Die neuen immun-
suppressiven und immunmodulierenden Therapi-
en beenden eine Periode von iiber 20 Jahren thera-
peutischen Nihilismus und eréffnen sehr hoff-
nungsvolle Zukunftsperspektiven. Es besteht die
begriindete Hoffnung, daB in Zukunft wirksamere
und, aufgrund eines spezifischeren Eingriffs in das
Immunsystem, zugleich schonendere Behand-
lungsverfahren entwickelt werden.
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Ihr Vertrauen verpflichtet uns.

In der Klinischen Erndhrung
vertrauen Sie seit Jahren auf
Produkte der Salvia.

Eine komplette Palette an Infu-
sionen, eine bedarfsgerechte
Auswahl an Didtetica und zuver-
lassige Anwendungssysteme
helfen lhnen bei lhrer taglichen
Arbeit in der Klinik Erfolg zu
haben.

Auch in Zukunft werden Sie sich
darauf verlassen kdnnen.

® o
Clintec

Clintec Salvia setzt sich zum Ziel,
die bisherige Kompetenz in der
Klinik auszubauen und die
Partnerschaft mit lhnen weiter zu
festigen.

Clintec Salvia bedeutet aber
auch: Teilhabe an den Erkennt-
nissen der weltweiten Forschung,
neue Impulse fir eine moderne
klinische Erndhrung.

Clintec Salvia. Kompetent in der
klinischen Erndhrung. Ganz in
lhrem Sinne.

Clintec Salvia GmbH & Co. OHG
Marketing und Produktinformation

SALVIA

HertzstraBe 10
69469 Weinheim



