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EDITORIAL I

Der zertifizierte Lehrstuhl!?

Im Rahmen des Qualititsmanagements kénnen Betrie-
be nach DIN ISO 9000 zertifiziert werden. Dies ist
prinzipiell auch im Dienstleistungsbereich mdoglich.
Tatséchlich gibt es inzwischen mindestens einen zerti-
fizierten Lehrstuhl in Deutschland. Der Zug ,,Quali-
tiatsmanagement nach DIN ISO 9000 hat sich bereits
in Bewegung gesetzt; wird es nicht hochste Zeit aufzu-
steigen? Zunichst die Frage: ,,Was ist Qualitiit?* ISO
9000 bietet folgende Definition: ,,Qualitit ist die Ge-
samtheit von Merkmalen einer Betrachtungseinheit be-
ziiglich ihrer Eignung, festgelegte und vorausgesetzte
Erfordernisse zu erfiillen.” Die Betrachtungseinheit in
unserem Falle wire ein Lehrstuhl, zum Beispiel ein
Lehrstuhl fiir Innere Medizin an der Medizinischen
Universitidt Liibeck. Zundchst einmal mufl es darum
gehen, die fiir einen solchen Lehrstuh! vorausgesetzten
Erfordernisse festzulegen. Diese Erfordernisse betref-
fen drei Bereiche, ndmlich Lehre, Forschung und Pati-
entenversorgung, und alle drei Bereiche sollen im fol-
genden kurz unter dem Gesichtspunkt des Qualitiitsma-
nagements betrachtet werden.

1. Lehre

Es ist gar nicht so einfach festzulegen, welche Anfor-
derungen an einen Lehrenden oder Dozenten im allge-
meinen zu stellen sind. Diese Frage hat durchaus eine
philosophische Dimension, und Anhénger unterschied-
licher philosophischer Richtungen werden diese Frage
unterschiedlich beantworten. Wenn man zum Beispiel
ein Anhénger des sogenannten ,,radikalen Konstrukti-
vismus“ ist, wie er von Humberto Maturana und Fran-
cisco Varela begriindet wurde, wird man sich gerne der
von Ernst von Glasersfeld in seinem Aufsatz ,,Aspekte
einer konstruktivistischen Didaktik* getroffenen Fest-
stellungen anschlieBen. Er sagt dort:

#Aus der konstruktivistischen Perspektive ist es eine
Nlusion, daf} Sprache an und fiir sich die Féhigkeit
habe, Begriffe und somit Wissen von einer Person zu
einer anderen zu iibermitteln.

»Lehren ... soll im Schiiler Verstehen hervorbringen —
und Verstehen verlangt den Aufbau von Begriffstruktu-
ren, die sich nicht nur im gegebenen Erlebensbereich,
sondern zumeist auch dariiber hinaus erfolgreich an-
wenden lassen ... Sprachliche Wortverbindungen kon-
nen solche Begriffsstrukturen zwar bedeuten, doch sie
konnen sie weder vermitteln noch erzeugen, denn die
notigen Begriffe und Beziehungen miissen von jedem
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einzelnen Sprachbenutzer im eigenen Kopf aufgebaut
werden.

,» Damit sind wir bei einem Hauptproblem der Didaktik,
und auch der Konstruktivismus kann da kein Univer-
salmittel anbieten. Lehren ist eine Form der Kunst, und
darum braucht der Lehrer nicht nur Erfahrung im Wis-
sen, sondern quch Intuition und Fingerspitzengefiihl
im Umgang mit Schiilern. “

Niemand, der die hier formulierten hohen Anspriiche
akzeptiert, wird erwarten, dafl sie in eine DIN
ISO-Norm gegossen werden kénnen.

2. Forschung

Die Forschung hat als wesentliches Charakteristikum
Kreativitidt. Kreativitit kann man nicht einfordern,
nicht planen, nicht kontrollieren. Sie entzieht sich der
biirokratischen Uberpriifung noch entschiedener, als
die Kunst der Lehre. Kreativitit und Chaos sind Ge-
schwister. So wundert es nicht, dal es kaum Anstren-
gungen gibt, die Qualitit der Forschung nach
ISO-Normen zu zertifizieren. Interessanterweise gibt
es jedoch verschiedene Instrumente, um die Qualitit
von Forschung zu messen, némlich den Impact-Faktor,
den Science Citation Index sowie die Menge eingewor-
bener Drittmittel. Selbstverstidndlich kann man iiber
diese Instrumente viel Kritisches duBern; sie stellen je-
doch einen ersten Ansatz zur Qualitétssicherung in der
Wissenschaft dar und werden von Fakultiten, Beru-
fungskommissionen, Drittmittelgebern etc. gerne welt-
weit genutzt. Der Unterschied zur ISO-Norm besteht
im wesentlichen darin, daB diese Instrumente von den
Wissenschaftlern selbst geschaffen wurden und daf
sich die Mehrheit der Wissenschaftler diesen Mafsté-
ben gerne unterwirft.

3, Patientenversorgung

Wenn Qualitiitssicherung und Qualitdtsmanagement
wichtig sind, dann ganz gewif} und insbesondere wenn
es darum geht, Gesundheit von Menschen zu erhalten
bzw. wieder herzustellen. Dies hat auch der Gesetzge-
ber erkannt und im § 137 des Sozialgesetzbuches V
unter der Uberschrift ,, Qualitditssicherung in der sta-
tiondren Versorgung “ folgendes festgelegt: ,, Die nach
§ 108 zugelassenen Krankenhiiuser sowie die Vorsor-
ge- oder Rehabilitationseinrichtungen, mit denen ein
Vertrag nach § 111 besteht, sind verpflichtet, sich an
Mapfnahmen zur Qualitditssicherung zu beteiligen. Die
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Mapnahmen sind auf die Qualitiit der Behandlung, der
Versorgungsabliufe und der Behandlungsergebnisse
zu erstrecken. Sie sind so zu gestalten, daf3 vergleichen-
de Priifungen erméglicht werden ...“ Nachdem dieses
Gesetz vor 10 Jahren rechtskriiftig wurde, stellt sich die
Frage, wie die derzeitige Realitdt aussieht. Es ist sehr
erntichternd, daf es fiir den Bereich Innere Medizin in
Schleswig-Holstein eine externe Qualitétssicherung
praktisch nicht gibt. In Anbetracht der Fiille von Dia-
gnosen und Therapien, die in der Inneren Medizin an-
gewandt werden, erschien es von vornherein unmég-
lich, daB sich die Qualitétssicherung auf alle Teilaspek-
te bezieht. Die Arztekammer Schleswig-Holstein hat
vielmehr eine sogenannte Tracer-Diagnose ausge-
wiihlt, ndmlich die thrombolytische Therapie des Herz-
infarktes. Inzwischen ist es jedoch so, da3 in Liibeck
diese Therapie nur noch in Ausnahmefillen durchge-
fiihrt wird, so daf die Grundlage fiir die Qualitétssiche-
rung entfillt. Das einzig vorzeigbare Resultat nach 10
Jahren externer Qualitétssicherung in der Inneren Me-
dizin ist die Erkenntnis, daf} externe Qualitiitssicherung
schwierig und teuer ist.

Die Bezeichnung der bisher getroffenen MaBnahmen
als ,,externe Qualititssicherung® ist Augenwischerei.

Diese wenigen Beispiele miissen gentigen, um zu zei-
gen, daf sich ein Qualititsmanagement, das sich bei
der Herstellung von Gummibédrchen bewéhrt haben

mag, zur Qualitdtssicherung im Bereich Forschung,
Lehre und Krankenversorgung nicht ausreicht. Wahr-
scheinlich ist es eher schddlich, solche hochkomplexen
und komplizierten Lebensbereiche durch tiberregiona-
le und allgemein verbindliche Normen regulieren zu
wollen. Haben denn die Experimente mit der Planwirt-
schaft nicht hinreichend klar gezeigt, wohin zentrales
Reglement fithrt? Auch muB es bei allen Innovationen
unser gemeinsames Ziel sein, Biirokratie zu verrin-
gern; wir drohen schon jetzt an zuviel Biirokratie zu
ersticken. Mit der ISO-Norm wird aber zusitzliche Bii-
rokratie in erheblichem Umfang neu eingefiihrt.

Die Qualitdtsmerkmale fiir Lehre, Forschung und Pati-
entenversorgung sollten nicht durch eine DIN
ISO-Norm festgelegt werden, sondern vielmehr von
moglichst kleinen und moglichst antonomen Arbeits-
bereichen selbst definiert werden. Die Erfahrung zeigt,
daB solche selbst festgelegten Normen fast immer in
ihren Anspriichen hoher liegen als allgemein verbindli-
che Festlegungen. Der Typus des begeisterten und be-
geisternden Lehrers, des vor Wissensdurst glithenden
Wissenschaftlers und des guten, menschenkundigen
Arztes kann durch keine DIN ISO-Norm geschaffen
werden, jedoch kann die Entstehung und Bliite dieses
Typus durch die Schaffung eines geeigneten Klimas
gefordert werden.

H. L. Fehm
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ORIGINALARBEITEN I

Aus dem Institut fiir Physiologie der Medizinischen Universitét zu Liibeck (Direktor: Prof. Dr. med. W. Jelkmann)

Wirme induziert Suicid von Leukamiezellen

D. M. Katschinski

Zusammenfassung

Erwdrmung von PLB-985 Leukédmiezellen (fiir eine
Stunde) fiihrt ab einer kritischen Schwellentempera-
tur von 42° C zum apoptotischen Zelltod. Die Expres-
sion von Bel-2 und Bax bleibt unveréndert nach einer
Exposition zu 43° C. Die wirmeinduzierte Apoptose
korreliert jedoch mit einer endogen gesteigerten Pro-
duktion von Tumor Nekrose Faktor o (TNFq). Die
Blockierung der wirmeabhiingigen TNFo, Expression
(mit Pyrrolidinedithiocarbamat) bzw. Blockierung
der biologischen Aktivitidt (mit neutralisierenden An-
tikdrpern) hebt die wirmeinduzierte apoptotische
Wirkung auf. Myeloide Differenzierung der Zellen
mit 0.5 % N,N,-Dimethylformamid verhindert eine
temperaturabhéingig gesteigerte TNFo. Expression
und bewirkt gleichzeitig einen Schutz vor wirmein-
duzierter Apoptose. Diese Befunde stiitzen die Hypo-
these, daBl durch Wirme die endogene Bildung von
autokrin wirksamen TNFol vermittelt wird, welches
ein apoptotisches Suicidprogramm in Leukéimiezellen
einleitet.

Summary

The effects of heat ranging from 37° C to 43° C on the
induction of apoptosis and cell cycie distribution
were investigated in the promyelocytic leukemia cell
line PLB-985. The threshold temperature for the onset
of apoptosis was found to be 42° C. Whereas hyper-
thermia exerted no effect on the expression of Bel-2
and Bax, heat induced an over 30fold increase of tu-
mor necrosis factor (TNF) oo mRNA expression. This
endogenous production of TNFa correlated directly
with the temperature induced apoptotic effect. Blok-
king TNFo expression via treatment with pyrrolidine-
dithiocarbamate or TNFq activity with neutralizing
antibodies abrogated heat provoked apoptosis. Intere-
stingly, this autocrine suicidal loop found in immature
leukemia cells was lost when the cells were differen-
tiated via treatment with 0.5 % N,N-dimethyl-
formamide. These data are of critical importance for
the understanding of the biological impact of fever as
well as for developing new therapeutic approaches to
malignant diseases.
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Einleitung

Um im erwachsenen Organismus ein Gleichgewicht
zwischen Zellneubildung und Zelltod aufrechtzuerhal-
ten, ist die Zellebensdauer vorprogrammiert. Das pro-
grammierte Absterben von Zellen wird als apoptoti-
scher Zelltod bezeichnet. Der Begriff Apoptose wurde
1972 von den Pathologen Kerr, Wyllie und Currie in
Anlehnung an das Abfallen eines welken Blattes (von
griechisch apo: von, weg, los und prosis: Senkung) ein-
gefithrt. Uberleben Zellen, deren Absterben bestimmt
war, kann das entstehende Ungleichgewicht zur Tu-
morbildung fithren. Durch den gezielten Einsatz von
zytotoxischen Substanzen kann Apoptose in Tumorzel-
len aber auch ausgeldst werden. Detaillierte Erkennt-
nisse tiber fehlgeleitete apoptotische Vorgiinge oder
tiber Moglichkeiten, Apoptose zu induzieren, kénnen
deshalb helfen, effizientere Antitumorstrategien zu
entwickeln.

Apoptose folgt einem genetisch kontrollierten Pro-
gramm, das durch Applikation von spezifischen Si-
gnalen ausgeldst wird (Barinaga et al, 1998, Raff,
1998). Der Verlust von sogenannten ,,Vitalititsfakto-
ren” - z. B. Wachstumsfaktoren und Hormonen - ge-
hort ebenso wie das Einwirken von ,, Todesfaktoren —
z. B. Tumor Nekrose Faktor oo (TNFa), FAS Ligand,
Glucocorticoide und DNA Schidigung (Nagata,
1997) — zu den Apoptosesignalen. Bemerkenswerter-
weise reagieren einige Tumorzellen nicht nur auf exo-
gene Zugabe von ,, Todesfaktoren* wie TNFo, oder
dem FAS Liganden, sondern exprimieren die entspre-
chenden Gene unter bestimmten Bedingungen — z. B.
nach TemperaturerhShung, Stimulation mit Zytoki-
nen oder Behandlung mit chemotherapeutischen Sub-
stanzen — auch endogen (Frede et al. 1996, Hug et al.
1997).

Hauptanliegen der gegenwértigen onkologisch ausge-
richteten Apoptoseforschung ist es, die Suszeptibilitit
maligner Zellen gegeniiber dem breiten Spektrum der
moglichen Apoptosesignale zu beschreiben sowie die
dazugehorigen Signaliibertragungswege funktionell zu
charakterisieren. Wir untersuchen derzeit, ob durch er-
hohte Temperaturen Apoptose in Leukéimiezellen aus-
geldst werden kann.
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Abb. 1: Induktion von Apoptose durch Wirmeexposition von PLB-985 Zellen. (¢) PLB-985 Zellen wurden fiir eine
Stunde mit Temperaturen zwischen 37° C und 43° C behandelt. Anhand von Propidiumjodid-Féirbungen und
durchflufizytometrischer Messungen wurde der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen bis zu 48 Stunden
nach der Wirmeexposition bestimmt. Typische DNA-Histogramme vor Wiirmeexposition (a) sowie 18 Stunden
nach einer Exposition zu 43° C [fiir eine Stunde] (b). (d), PLB-985 und DMF-PLB Zellen wurden fiir eine Stunde
mit Temperaturen zwischen 37° C und 43° C behandelt. 18 Stunden nach der Wéirmeexposition wurde die DNA
extrahiert und elektrophoretisch in einem Agarose Gel untersucht.

Untersuchungsschwerpunkte dieses Projektes sind:

1. Auslésung von wirmeinduzierter Apoptose in Leuk-
dmiezellen in Abhéngigkeit von deren Differenzie-
rungsgrad.

2. Aufkldrung der Mechanismen der wirmeinduzierten
Apoptose mit besonderer Berlicksichtigung der en-
dogenen TNFo. Produktion.

FOCUS MUL 16, Heft 1 (1999)

Material und Methoden
Zellinien
Die humanen, promyelozytiren Leukéimiezellen

PLB-985 (Dr. M. Dinauer, Indianapolis, USA) wurden
in 90 % RPMI 1640 mit 10 % fetalem Kilberserum als
Zellsuspension in Kultur gehalten. Fiir die neutrophile
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Differenzierung wurden sie in Kulturmedium unter Zu-
satz von 0,5 % N-N Dimethylformamid (DMF) fiir
sechs Tage kultiviert. Vor Versuchsbeginn wurde die
morphologische und funktionelle Differenzierung der
Zellen mittels Pappenheimfarbung bzw. Nitroblaute-
trazolium-Reduktion und Lucigeninreaktion kontrol-
liért (Karnovsky, 1994).

Temperaturbehandlung

Fiir die Temperaturbehandlung wurden die Zellen un-
ter standardisierten Wachstumsbedingungen in Zellkul-
turflaschen kultiviert. Unter diesen Bedingungen wur-
den die Kulturflaschen, die in einem mit 95 % Luft/5
%CO, gefiillten wasserdichten Polyethylenschlauch ein-
geschweilit wurden, in einem Wasserbad bei verschiede-
nen Temperaturen behandelt. Die Temperatur wurde mit
Hilfe einer Thermosonde, die regelmifig kalibriert wur-
de, kontrolliert. Wie in fritheren Untersuchungen be-
stimmt, wird unter diesen Bedingungen im Zellkultur-
medium die Umgebungstemperatur nach ca. 5 min er-
reicht (Katschinski und Robins, 1999).

Qualitative Darstellung von Apoptose mittels
gelelektrophoretischer Trennung von DNA

Zelluldre DNA wurde aus den Zellen isoliert und mit-
tels gelelektrophoretischer Trennung nach fiir Apopto-
se typischer, internukleosomaler DNA Fragmentierung
untersucht, Dazu wurden die Zellen in 10 mM TrisHCI
pH 8, 1 mM EDTA, 0,2 % Triton X-100 lysiert. Das
Lysat wurde mit 20 mg/ml Proteinase K versetzt und
eine Stunde bei 50° C inkubiert, Durch Hinzufiigen ei-
ner 5 M NaCL Losung wurden die nukledre DNA und
RNA gefillt und die DNA durch Behandlung mit
DNAse freier RNAse A (2 mg/ml) bei 50° C von RNA
gereinigt. Die DNA Proben wurden in einem 1,5 %
Agarose Gel in 1 x TAE Puffer getrennt. Nach Firbung
des Gels mit Ethidiumbromid war die DNA unter
UV-Licht als fluoreszierende Bande(n) sichtbar. Wih-
rend groBe DNA Fragmente (> 20 kbp) das Gel nicht
durchwandern, sind kleine DNA Fragmente (20 kbp -
180 bp), die im Rahmen des apoptotischen Prozesses
entstehen, als typische ,DNA-Leiter* zu sehen.

Quantifizierung von apoptotischen Zellen mittels
Durchflufizytometrie

Der zeitliche Verlauf der Zellzyklusverteilung sowie das
AusmalB der induzierten Apoptose wurde mittels Propi-
diumjodid Firbung und DurchfluBzytometrie bestimmt
(Darzynkiewicz et al. 1994). Die durchfluizytometri-
schen Bestimmungen wurden mit Unterstiitzang von Dr.
P. Schlenke (Institut fiir Inmunologie) durchgefiihrt.

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
Fiir eine morphologische Beurteilung wurden die Zel-

len mit 100 pg/ml Acridin-Orange und 100 ug/ml Pro-
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pidiumjodid geférbt. Im Fluoreszenzmikroskop wur-
den die Beschaffenheit des Chromatins sowie die Un-
versehrtheit der Zellmembran als apoptotische Merk-
male beurteilt.

RNA Extraktion, Reverse Transkriptase Reaktion (RT)
und Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

RNA Extraktion sowie RT- und TNFo, p55 und
GAPDH PCR Reaktionen wurden durchgefiihrt wie
beschrieben (Frede et al. 1996)

Ergebnisse und Diskussion

Weérmeinduzierte Apoptose in
PLB-985 Leukdmiezellen

Durchflufizytometrische Untersuchungen an wirmebe-
handelten PLB-985 Zellen ergaben, daf 18-24 Stunden
nach einer einstiindigen Behandlung mit 42° C und 43°
C in signifikantem Ausmal} Apoptose induziert wird
(Abb. 1c¢). Die Behandlung der Zellen mit 37° C, 40,5°
C oder 41° C (jeweils fiir eine Stunde) dagegen fiihrte
nicht zum gesteigerten apoptotischen Zelltod. Diese
Befunde wurden durch Extraktion von DNA und an-
schliefender elektrophoretischer Auftrennung in ei-
nem Agarosegel bestitigt. Typische apoptotische DNA
Fragmentierung wurde 18 Stunden nach der Behand-
lung mit 42° C und 43° C beobachtet, wihrend die
DNA nach Behandlung bei 37° C, 40,5° C und 41° C
intakt war (Abb. 1d). Fluoreszenzmikroskopische Auf-
nahmen von PLB-985 Zellen 18 Stunden nach einer
Exposition zu 43° C (fiir eine Stunde) zeigen zusétzlich
typische apoptotische Merkmale wie das Ausbilden
von apoptotischen Korperchen, aber auch Chromatin-
kondensation und Chromatindisintegration. Die
Schwellentemperatur von 42° C, ab der in signifikan-
tem Ausmaf} Apoptose induziert wurde, stimmt mit Er-
gebnissen von Takasu et al. (1998) in HL-60 Zellen
iiberein,

Zusitzlich zur durch Wirme ausgeldsten Apoptose
konnte in den PLB-985 Zellen auch ein Temperaturef-
fekt auf die Zellzyklusverteilung beobachtet werden.
Der prozentuale Anteil der Zellen in S-Phase war 4-8
Stunden nach Behandlung mit 40,5° C - 43° C signifi-
kant erhsht (Abb. 2b). Bei den gleichen Temperaturen
wurde 12 - 18 Stunden nach der Wérmeexposition eine
signifikante Erhéhung der Zellen in G,/M Phase gefun-
den (Abb. 2¢), wihrend der Anteil der Zellen in G] Pha-
se zu dem gleichen Zeitpunkt in den 42° C und 43° C
behandelten Zellen erniedrigt war (Abb. 2a).

Schutz vor wirmeinduzierter Apoptose durch
myeloide Differenzierung von PLB-985 Zellen

Gegenstand weiterer Untersuchungen war die Frage,
ob durch den Differenzierungsgrad der Leu-
kdmiezellen die Empfindlichkeit gegeniiber Tempera-
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turerhthung beeinflufit werden kann. Dazu wurden die
PLB-985 Zellen durch eine sechstidgige Behandlung
mit 0,5 % N,N-Dimethylformamid (DMF) zu neutro-
philen Vorlduferzellen (DMF-PLB) differenziert.

Die DMF-PLB Zellen zeigten nach Differenzierung
eine Zellzyklusverteilung mit 73,2 % =+ 1,5 Zellen in
G,/G, Phase, 18 % + 1,3 Zellen in S-Phase und 8,7 % +
0,3 Zellen in GZ/M Phase (verglichen zu 41,2 % £ 2,4
Zellen in G /G, Phase, 37 % & 1,1 Zellen in S-Phase
und 20,9 % * 1,3 Zellen in G,/M Phase in der undiffe-
renzierten Zellpopulation).

Exposition von den DMF-PLB Zellen zu 37° C - 43°C
(fiir eine Stunde) fithrte im Gegensatz zu den undiffe-
renzierten PLB-985 Zellen zu keiner Induktion von
Apoptose (Abb. 1d).

Wirmeinduzierte Apoptose korreliert nicht mit
der Proteinexpression von Bcl-2 und Bax

Um einen Einblick in das durch Wirme ausgeloste
Apoptoseprogramm zu gewinnen, wurde die Expressi-
on von Proteinen der Bcl-2 Familie untersucht. Bel-2,
dessen Gen als Onkogen der t(14;18)-Translokation in
follikuldren Non-Hodgkin Lymphomen entdeckt wur-
de, war eines der ersten beschriebenen Signalmolekiile
fiir Apoptose (Hockenberry et al. 1990). Mittlerweile
sind mehrere Bel-2 verwandte Proteine mit pro- (Bax,
Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid, Bik, Hrk) oder anti-apoptoti-
scher (Bcl-2, Bel-X1, Bel-w, Brag-1, Mcl-1, A1) Wir-
kung beschrieben worden (zur Ubersicht Krémer,
1997). Die Proteine der Bcl-2 Familie sind im Zytosol
hauptséchlich aber in der dufleren Mitochondrienmem-
bran lokalisiert. Durch veriinderte Proteinexpression
von pro- oder anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen
(Yang und Korsmeyer, 1996) oder durch die Ausbil-
dung bestimmter Heterodimere (Yin et al. 1994) —z. B.
begiinstigt durch Dephosphorylierung von Bad (Zha et
al, 1996) — kann die Hemmung oder Auslésung von
Apoptose beeinflufit werden. Bcl-2 Proteine sind u. a.
in der #uBeren Mitochondrienmembran lokalisiert.
Dort beeinflussen sie die Mitochondrienfunktion sowie
die Freisetzung von Cytochrom C aus dem intrami-
tochondrialen Raum (Green und Reed, 1998).

Die Basalexpression von Bcl-2 und Bax in den
PLB-985 Zellen unterschied sich nicht von der in den
DMF-PLB Zellen (Abb. 3a). Zusitzlich konnte durch

Abb. 2: Zellzyklusverteilung nach Wirmeexposition
von PLB-985 Zellen. PLB-985 Zellen wurden fiir eine
Stunde mit Temperaturen zwischen 37° C und 43° C
behandelt. Anhand von Propidiumjodid- Firbungen
und durchflufzytometrischen Messungen wurde der
prozentuale Anteil der Zellen in G /G, (a), S (b) und G/
M Phase (c) bis zu 48 Stunden nach der Wirmeexposi-
tion bestimmt.
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Abb. 3: Korrelation zwischen Bcl-2, Bax und Tumor
Nekrose Faktor o, (TNF o) Expression mit der Indukti-
on von temperaturinduzierter — Apoptose. (a),
Basal-Proteinexpression von Bcl-2 und Bax in
PLB-985 verglichen mit DMF-PLB Zellen. (b), Bcl-2
und Bax Proteinexpression in Abhéiingigkeit von einer
Exposition der PLB-985 Zellen zu 37° C oder 43° C
(fiir eine Stunde). (c), Expression von p55, TNFo und
Glycerolaldehydphosphatase (GAPDH) mRNA in Ab-
hingigkeit von einer Exposition der PLB-985 oder
DMF-PLB Zellen zu einer Temperatur von 37° C oder
43° C (fiir eine Stunde). Die Zahlen unter den TNFo
Banden entsprechen den Ergebnissen der TNF o, mRNA
Quantifizierung mittels Polymerase Kettenreaktion.

Nachweis der Proteinexpression von Bcl-2 und Bax
mittels Western blot Untersuchungen in Proteinextrak-
ten von PLB-985 Zellen, die bis zu 48 Stunden nach
Behandlung mit 37° C oder 43° C gewonnen wurden,
eine veriinderte Proteinexpression als Ursache fiir die
temperaturabhingige Apoptose ausgeschlossen wer-
den (Abb. 3b).

Induktion von Apoptose nach Wirmeexposition
korreliert mit der endogenen TNFa Expression

Verbringt man PLB-985 Zellen fiir vier Stunden in
Zellkulturiiberstand von wirmebehandelten Zellen
(43°C fiir eine Stunde), wird Apoptose induziert (Abb.
4a). Aus diesen Versuchen war auf das Vorhandensein
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von ,,pro-apoptotischen Faktoren“ im Zellkulturiiber-
stand in Abhéingigkeit von einer Wirmeexposition zu
schliefen.

Einige Leukdmiezellen wie auch die PLB-985 Zellen
exprimieren spontan TNFo. (Giri und Aggarwal, 1998).
Die endogene Produktion dieses apoptotischen ,,To-
desfaktors* konnte durch die Wirmeexposition in den
undifferenzierten PLB-985 Zellen deutlich gesteigert
werden. Nach Behandlung mit 43° C (fiir eine Stunde)
wurde mittels quantitativer RT-PCR Untersuchungen
eine Induktion der TNFo, mRNA Expression auf mehr
als das 30fache des Ausgangswertes 12 Stunden nach
der Temperaturbehandlung beobachtet (Abb. 3 ¢). Kor-
relierend zu den Apoptosebefunden wurde kein ver-
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AbD. 4: Wiirme induziert ein autokrines TNFo abhéingiges Selbstimordprogramm in PLB-985 Zellen. (a), PLB-985
Zellen wurden fiir eine Stunde mit 43 °C behandelt. 18 Stunden nach der Wiirmeexposition wurde das Kulrurmedi-
um gewonnen (Konditioniertes Medium); anschlieffend wurden bis dahin unbehandelte PLB-985 Zellen mit dein
konditioniertem Medium fiir 4 Stunden inkubiert. Sowohl aus den wiirmebehandelten (Spur 1) als auch aus den it
konditioniertem Medium behandelten Zellen (Spur 2-4) wiurde DNA extrahiert und elektrophoretisch in einemn
Agarose Gel untersucht. (b), PLB-985 Zellen wurden fiir eine Stunde zu Temperaturen von 37° C (Spur 2) oder 43°
C (Spur 3) mit oder ohne Zugabe von 1 ug (Spur 4) oder 10 Ug (Spur 5) neutralisierendem TNFo Antikérper
exponiert (1 ul neutralisierender TNF Antikérper entspricht 1 Ug). 18 Stunden nach der Wéirmeexposition wurde
DNA aus den Zellen extrahiert und elektrophoretisch in einem Agarose Gel untersucht. In (c), wurde das gleiche
Experiment wie in b durchgefiihrt aber anstelle von neutralisierenden TNFo. Antikdrpern unspezifische 1gG (1ul
der IgG Antikorper entspricht 11g) Kontrollantikérper verwendet. (d), PLB-985 Zellen wurden fiir vier Stunden
mit unterschiedlichen Konzentrationen von Wildtyp TNF o, oder den spezifischen p55 oder p75 Rezepror Agonisten
(TNF-R-p55 bzw. TNF-R-p75) behandelt. Anschlieflend wurde aus den Zellen DNA extrahiert und in einem Agaro-
se Gel gelelektrophoretisch untersucht.

gleichbarer Effekt in den 37° C behandelten Kontroll-
zellen oder in den DMF-PLB Zellen gefunden.

Wiirme induziert ein autokrines TNFa abhiingiges
Selbstmordprogramm in PLB-985 Zellen

Um die Bedeutung der gesteigerten endogenen TNFo
Produktion fiir die temperaturabhiingige Apoptose
funktionell zu charakterisie-

o ren, wurden PLB-985 Zellen
@ PLB - 985 43°C + 25 uM PDTC mit 43° C unter Zugabe von
pre 0 1 4 8 12 18 24 h| neutralisierenden TNFo, An-
tikdrpern behandelt. Diese
Kombination fiihrte zu einer
deutlichen ~ Abschwichung
der Apoptose (Abb. 4 b),
wihrend durch die Zugabe
von unspezifischen 1gG An-

TNF-a

400 bp

GAPDH 4, bp

Abb. 5: Pyrrolidinedithiocarbamat (PD TC) verhindert temperaturinduzierte Apoptose in PLB-985 Zellen. (a),
PLB-985 Zellen wurden fiir eine Stunde zu einer Temperatur von 43° C (Spur 2) mit oder ohne Zugabe von 25 uM
(Spur 3), 15 uM (Spur 4) oder 5 UM (Spur 3) PDTC exponiert. 18 Stunden nach der Wiirmeexposition wurde DNA
aus den Zellen extrahiert und elektrophoretisch in einem Agarose Gel untersucht. (b), Expression von Tumor
Nekrose Faktor o mRNA in ADhéingigkeit von einer Exposition der PLB-985 Zellen zut einer Temperatur von 43°C
(fiir eine Stunde) unter Zugabe von 25 uM PDTC.
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tikérpern zur Wirmebehandlung die Initiierung von
Apoptose nicht beeinflut wurde (Abb. 4 ¢). Zusitzlich
konnte durch Pyrrolidinedithiocarbamat (PDTC), ei-
nem Hemmstoff der TNFo Produktion (Schreck et al.
1992), die temperaturabhingig gesteigerte TNFo Ex-
pression verhindert werden (Abb. 5 b). Parallel dazu
wurde durch die Kombination von PDTC und 43° C die
temperaturinduzierte Apoptose deutlich abgeschwiécht
(Abb. 5 a). Diese Befunde deuten darauf hin, daBl tem-
peraturabhiingig autokrin wirksames TNFo. von den
PLB-985 Zellen gebildet wird, das fiir die Initiierung des
Apoptoseprogramms verantwortlich ist.

Behandlung von PLB-985 Zellen mit exogen zugege-
benem TNFo bestitigte die Suszeptibilitidt der Zellen
gegeniiber diesem Apoptosestimulus (Abb. 4 d). Zu-
siitzlich konnte durch die Behandlung mit TNF RI
(pS5) und TNF RII (p75) selektiven Agonisten (Loet-
scher et al. 1993, van Ostade et al. 1993) gezeigt wer-
den, daB TNFo-induzierte Apoptose in den PLB-985
Zellen iiber eine Ligandenbindung mit dem p55 Rezep-
tor vermittelt wird (Abb. 4 d), was mit den Ergebnissen
von anderen Untersuchern fibereinstimmt (Chainy et
al. 1996, Haridas et al. 1997). Die konstitutive Expres-
sion des p55 Rezeptors konnte auf mRNA Ebene in den
PLB-985 Zellen dargestellt werden. Auflerdem wurde
eine Modulation der p55 mRNA Expression durch eine
Exposition zu 43° C ausgeschlossen (Abb. 3 c).

Eine TNFo vermittelte endogene Suicidwirkung ist
auch fiir andere Zellmodelle beschrieben worden.
Nach Stimulation von NK-Zellen mit Interleukin
(IL)-12 und IL-15 wurde die Initiierung von Apoptose
in Abhiingigkeit von einer endogen gesteigerten TNFo
Expression beobachtet (Jewett et al. 1997, Ross und
Caliguri, 1997).

TNFo-induzierte Apoptose wird, wie in unserem Mo-
dell fiir die PLB-985 Zellen bestitigt, in der Regel
durch eine extrazellulire Bindung von TNFo an den
transmembraniren pS5 TNF Rezeptor (TNF RI) einge-
leitet. Die Liganden-Rezeptorbindung bewirkt eine
Anlagerung von verschiedenen Signalmolekiilen an
die intrazellulire ,,death domain“ wie z. B. FADD
(Fas-associated protein with death domain), TRADD
(TNFR I associated death domain protein) oder RIP
(receptor interacting protein) [Boldin et al. 1995, Hsu
et al. 1995, Stanger et al. 19951. Als Folgereaktion der
Rekrutierung von den verschiedenen Vermittlermole-
kiilen werden ,Interleukin-1 converting enzyme‘-ar-
tige Proteasen (Caspasen) entweder direkt (z. B. Cas-
pase 8) oder iiber eine gesteigerte Produktion von
Ceramid (z. B. Caspase 2) aktiviert (Medema et al.
1997, Adam et al. 1996, Schwandner et al. 1998). Mitt-
lerweile sind zehn verschiedene Caspasen identifiziert
worden (Alnemri et al. 1996). Interaktion mit nur einer
Initiatorcaspase fiihrt zur wechselseitigen Aktivierung.
Im aktiven Zustand katalysieren Caspasen die Frag-
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mentierung von Enzymen wie der Poly (ADP-ribose)
Polymerase, aber auch von Proteinen des
Zell-Stiitzgeriistes und der DNA iiber eine Aktivierung
einer DNAse (Janicke et al, 1998, Sakahira et al, 1998,
Enari et al, 1998). Dies fiihrt zu den typischen morpho-
logischen und biochemischen Charakteristika von apo-
ptotischen Zellen. Neben dieser pro-apoptotischen Si-
gnaliibertragung wird durch die Bindung von TNFo. an
den p55 Rezeptor zusitzlich iiber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF, B die Expression von
anti-apoptotischen Proteinen, wie das erst kiirzlich ent-
deckte IEX-1 , gesteigert (Wu et al 1998). Die Balance
zwischen den pro- und anti-apoptotischen Signalwe-
gen entscheidet tiber die Auslosung von TNFo-indu-
zierter Apoptose. Gegenstand derzeitiger Untersuchun-
gen ist es aufzukldren, iiber welche der beschriebenen
intrazelluldren Vermittlermolekiile das autokrine
TNFao Apoptoseprogramm in den PLB-985 Leukémie-
zellen nach Wirmeexposition eingeleitet wird.

Unsere Untersuchungen zeigen, dafl ab einer Schwel-
lentemperatur von 42° C Apoptose in Leukdmiezellen
induziert werden kann. Erhéhte Temperaturen sind kli-
nisch als klassisches Symptom eines ,,Tumorfiebers*
zu beobachten. Therapeutisch werden erhohte Tempe-
raturen in Form von lokaler oder Ganzkorper-Hyper-
thermie klinisch gezielt fiir die Antitumorbehandlung
eingesetzt (Feyerabend et al. 1997, Robins et al. 1992).
Es gilt zu priifen, inwieweit temperaturinduzierte spe-
zifische Effekte zur Beeinflussung der Apoptose in un-
differenzierten im Vergleich zu differenzierten Zellen
im Rahmen von therapeutischen Konzepten wie z. B.
der Aufreinigung von Knochenmarksproben im Rah-
men von autologen Knochenmarkstransplantationen
in der Tumorbehandlung genutzt werden kénnen (Ro-
bins et al. 1984).
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Aus dem Institut fiir Immunologie und Transfusionsmedizin! (Direktor: Prof. Dr. med. H. Kirchner) der Medizini-
schen Universitit zu Liibeck und dem Dept. of Pathology?, Harvard Medical School, Boston, USA

Die Rolle von Komplement in Immunantwort und Toleranz

S. Goerg! und M.C. Carroll?

Das Komplementsystem ist ein integrativer Bestandteil
des Immunsystems. Ausgehend von Immunkomple-
xen, bestehend aus Antigen und Antikérpern wie IgM
oder IgG, kann das Komplementsystem iiber die Kom-
plementfaktoren C1, C4, C2 durch Bildung der klassi-
schen C3-Konvertase aktiviert werden. Alternative Ak-
tivierungsmechanismen beinhalten die spontane Auto-
katalyse von Komplement C3 (tick over), unter Einbe-
ziehung des Faktors B, der die alternative C3-Konver-
tase stabilisiert. Ein weiterer neu entdeckter Aktivie-
rungsweg erfolgt iiber Mannose bindendes Lektin. Ak-
tiviertes C3b induziert die weiteren Komplementfakto-
ren C5 - C9 unter Bildung des Membranangriffskom-
plexes, der durch Porenbildung eine Zyto- oder Bakte-
riolyse hervorrufen kann (Abb. 1). Im Verlauf einer
Komplementaktivierung konnen Komplementspalt-
produkte wie C3a und C5a als Anaphylatoxine einer-
seits die Vasopermeabilitit, andererseits die Chemota-
xis von Leukozyten beeinflussen und tiber C5a-Rezep-
toren Mastzellen aktivieren. Komplementspaltproduk-
te, die an bakteriellen Oberflichen angelagert sind,
konnen iiber die Komplementrezeptoren CR3 und CR4
die Phagozytose unterstiitzen, und Komponenten des
klassischen Aktivierungsweges wie C1, C4, oder C2
sind an Transportmechanismen von Immunkomplexen
beteiligt. Regulatorische Proteine kénnen die Komple-
mentkaskade an verschiedenen Stufen inhibieren und
kommen sowohl im Serum als auch zellgebunden vor.

Neben dem Einflufl auf das angeborene Immunsystem,
ist auch die erworbene humorale Immunantwort vom
Komplementsystem beeinfluit. Sowohl die transiente
Depletion von C3 vor einer Immunisierung (1), als
auch der genetisch bedingte Mangel an Komponenten
des klassischen Aktivierungsweges in Meerschwein-
chen (2,3), Hunden (4) oder des Menschen (5) fithren
zu einer reduzierten Antikdrperproduktion. Die Regu-
lation der Antikdrperproduzierenden B-Zellen erfolgt
iber die Komplementrezeptoren CR1 und CR2 (CD35/
CD21) (6). CD21/CD35 bilden zusammen mit CD81
und CD19 den B-Zell-Korezeptorkomplex (Abb. 1).
Die Komplementrezeptoren binden die Liganden C3d
oder C4d, und CD19 ist aufgrund seines intrazytoplas-
matischen Molekiilbereichs fiir die Signaltransduktion
verantwortlich (7,8). Antigene k6nnen an membran-
stindigen  Immunglobulinen  (B-Zell-Rezeptoren
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Abb. 1
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Abb. 1: Funktionen des Komplementsystems

(BCR)) spezifisch binden und iiber Igo. und IgP B-Zel-
len aktivieren. Immunkomplexe aus spezifischem An-
tigen und Komplement C3d konnen B-Zell-Rezeptoren
und CD21/CD35 kreuzvernetzen und so zu einer syner-
gistischen Aktivierung von B-Zellen fiihren (9).

CD21/CD35 werden in der Maus von nur einem Gen
(Cr2) kodiert und durch alternatives Splicen generiert
(10). Defizienz von Cr2 fithrt daher zu einem Mangel
an CD21 und CD35. Fiir die B-Zell-Regulation scheint
jedoch CD21 wichtiger zu sein als CD35, da die Re-
zeptorblockade durch Injektion von monoklonalen An-
tikérpern nur mit Anti-CD21 zu einer reduzierten Im-
munantwort fiihrte (11).

Um die Bedeutung von Komplement als Ligand fiir
CD21/CD35 in Immunantwort und Toleranz zu unter-
suchen, wurden Miuse generiert, die entweder defizi-
ent fiir Komplement C4, C3 oder CD21/CD35 waren
(C4mt C3nlt oder Cr2™, Komplement normale Tiere
als Kontrolle = C*). Komplementdefiziente Miuse, die
in einer keimarmen Umgebung aufwachsen, haben
eine normale Lebenserwartung und zeigen lediglich
eine leicht reduzierte Immunglobulinsynthese, insbe-
sondere fiir die Subklassen IgG 2a, IgG 2b und IgG 3.
Die Immunisierung mit einem viralen Antigen (Lamb-
daphage 174) fiihrte dagegen zu einer deutlich redu-
zierten Immunantwort in C4™" C3 oder Cr2™" Tie-
ren (Abb. 2). Dies ist vergesellschaftet mit einer redu-
zierten Ausbildung von germinalen Keimzentren in
Milz (Abb. 3a, b) und Lymphknoten (12-14). Germin-
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Abb. 2: Reduzierte humorale Immunantwort in Kom-
plement Rezeptor defizienten Mdusen.

ale Keimzentren stellen den Ort der klonalen Selektion
von B-Zellen dar, die durch Proliferation, Mutation,
Selektion und Klassenswitch in der Lage sind, hochaf-
fine Antikorper zu produzieren (15).

Die reduzierte Immunantwort in C3™' und Cr2™! Méu-
sen, kann durch eine Ubertragung von Knochenmark
von normalen M#usen revidiert werden, Dabei zeigt es
sich, daB bereits die lokale Produktion von geringen
Mengen C3 durch Monozyten und Makrophagen aus-
reichend ist, um die Immunantwort wieder herzustellen
(16).

Neben B-Zellen ist der Komplementrezgptor CD21 auf
follikulér dentritischen Zellen (FDC) in der Milz und
Lymphknoten exprimiert (17). FDC sind in der Lage,
Immunkomplexe ohne weitere Prozessierung auf ihrer
Oberfliche zu prisentieren (Trapping). Die Deposition
von Immunkomplexen auf FDC fiihrt zu einer Anrei-
cherung von Antigenen und erlaubt so eine bessere In-
teraktion von Antigenen und B-Zellen, In C3™" C4ml
Cr2™" Tieren ist dieses Trapping deutlich reduziert
(Abb. 3¢, d). (12). Dies zeigt, daB Komplementfakto-
ren C4 und C3 an der Bildung von Immunkomplexen
beteiligt sind, und daB eine Bindung dieser Immun-
komplexe iiber Komplementrezeptoren auf FDC statt-
findet. Die Dekoration von Antigen mit C3d erlaubt die
Bindung und Anreicherung an FDC, wo migrierende
B-Zellen mit einer htheren Wahrscheinlichkeit auf das
Antigen treffen. Hier kann dann eine synergistische
Aktivierung der B-Zelle durch Kreuzvernetzung von
BCR und CD21/35 mit der Ausbildung von germinalen
Zentren erfolgen. Auch wenn weitere Faktoren an der
Aktivierung von B-Zellen in vivo beteiligt sind (z. B. T-
Zell-Hilfe iiber CD40/CD40L, CD28/B7.2, Zytokine
wie IFNy oder IL-4), so sind die Komplementbestand-
teile C3, C4 bzw. die Komplementrezeptoren CD21/
CD35 notwendig, um eine angemessene Immunreakti-
on gegeniiber T-Zell-abhingigen Antigenen zu indu-
zieren.

Um zu untersuchen, ob die reduzierte FDC-Lokalisati-
on von Antigen oder aber die ausbleibende Stimulation
von CD21/CD35 der B-Zelle fiir die ungentigende hu-
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morale Immunantwort verantwortlich ist, wurden B-
Zellen von anti-HEL Méiusen auf normale Miuse iiber-
tragen. Anti-HEL M#use sind transgen (tg) fiir einen
hochaffinen Antikorper gegen Hen Egg Lysozyme
(anti-HEL). Transferiert man solche tg anti-HEL B-
Zellen in Tiere, die mit HEL vorimmunisiert sind, so
konnen die tg Zellen mit autochtonen B-Zellen im ger-
minalen Zentrum kompetetiv interagieren. Tg B-Zel-
len, deren Komplement Rezeptoren fehlen, konnen da-
gegen nach dem adoptiven Transfer in normale Tiere
nicht mehr erfolgreich um die Nischen im germinalen
Zentrum konkurrieren und sterben ab (Abb., 3e, f). Da
in diesem Experiment die Rezipienten gleich behandelt
wurden, der Unterschied zwischen den zwei Gruppen
lediglich im Rezeptormangel der transferierten B-Zel-
len lag, scheint CD21/CD35 auf B-Zellen unverzicht-
bar fiir eine erfolgreiche Immunantwort gegeniiber
fremden Antigenen zu sein (18).

Die Bedeutung der Komplementkomponenten des
klassischen Aktiviernngsweges bei Immunreaktionen
gegen Fremdantigene 146t folgern, dafl auch beim Kon-
takt von B-Zellen mit Selbstantigenen das Komple-
mentsystem involviert ist. Da eine angemessene Im-
munreaktion gegen Selbstantigene als Toleranz ver-
standen werden kann, wurden zwei Toleranzmodelle
an Komplementdefizienten Tieren tberpriift. Zunéchst
wurden C4™ und Cr2™! defiziente Miuse mit C57/B16
Ipripr Tieren gekreuzt, Lpr-Miuse haben eine spontane
Mutation innerhalb des FAS-Apol-CD95-Gens, CD95
ist ein Rezeptormolekiil, welches fiir die Induktion ei-
nes Apoptoseweges verantwortlich ist (20). Der Defekt
von CD95 pridisponiert zu Lymphoproliferation und
zur Produktion von Autoantikdrpern gegen nukletire
Antigene und ds-DNA unter Ausbildung einer Glo-
merulonephritis (21). Lpr-Miuse werden daher als
Modell fiir den Systemischen Lupus Erythematodes
(SLE) akzeptiert. Wihrend C57/B16 Ipripr Tiere in der
Regel nur eine milde Erkrankung entwickeln, wird die-
se durch den Mangel von Komplement C4 oder den
Komplementrezeptoren CD21/CD35 dramatisch atte-
nuiert. C4™" Iprlpr und Cr2™" Ipripr Tiere haben signi-
fikant hohere IgG Autoantikorper Titer gegen nukledre
Antigene. In Ubereinstimmung mit erhohten ANA-Ti-
tern sezernieren C4™" [pripr und Cr2™" [pripr Miuse
signifikant mehr Autoantikorper gegen ds-DNA (Abb.
4). Die pathologische Konsequenz von zirkulierenden
Autoantikorpern ist beim SLE die glomerulidre Deposi-
tion von Immunkomplexen, die zu einer Nephritis und
Niereninsuffizienz fithren kann. Die Untersuchung von
renalen Gefrierschnitten zeigt eine gesteigerte Ablage-
rung von IgG in den Glomerula von Cr2™" und C4™t
Iprlpr Miusen, verglichen mit C* [prlpr Miusen (Abb.
5a, b, ¢). Daneben werden in Ubereinstimmung mit der
Deposition von IgG verstidrkte Zeichen einer Inflam-
mation, wie Hyperzellularitit und Membranverdickun-
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gen beobachtet. Obwohl mehr Immunkomplexe in
‘Komplement defizienten Tieren gebildet und in der
Niere deponiert werden, kénnen diese nicht an FDC
der Milz abgelagert werden, wie mit anti-C3 Antikor-
pern gezeigt wurde (Abb. 6a, b, ¢). Dies belegt erneut,
daB fiir das trapping von Immunkomplexen an FDC
Komplement notwendig ist, andererseits wird hier-
durch eine Auseinandersetzung von B-Zellen mit
Selbstantigenen erschwert und kénnte Ursache fiir eine
fehlende negative Regulation sein. Insgesamt haben
C4™I oder Cr2™" [pripr Miuse ein attenuiertes SLE-
ghnliches Krankheitsbild, hervorgerufen durch hohere
Konzentrationen an Autoantikérpern gegen nukledre
Antigene und dsDNA sowie einer gesteigerten glo-
meruliren Deposition von Immunkomplexen (19).

Die Bedeutung von Komplement fiir die Tolerenzent-
wicklung von selbstreaktiven B-Zellen wurde in einem
weiteren Mausmodell getestet. Méuse, die transgen
(tg) fir ein Antigen (soluble Hen Egg Lysozyme
(sHEL)) und transgen fiir ein hochaffines HEL spezifi-
sches Immunglobulin vom IgM-Typ sind (anti-HEL/
sHEL Tiere), zeigen eine spezifische Toleranzentwick-
lung der tg anti-HEL B-Zellen (22). Die Toleranzin-
duktion durch 16sliches HEL-Antigen erfolgt bereits
im Knochenmark, tg B-Zellen kénnen dennoch in die
Peripherie auswandern, allerdings mit einer deutlich
reduzierten Lebensdauer. Weiterhin zeigen solche Zel-
len eine dramatisch erniedrigte Expression von mem-
branstiindigen IgM. Ex vivo konnen diese B-Zellen
nicht mehr durch HEL aktiviert werden, was durch eine
reduzierte Kalziummobilisation oder eine reduzierte
Expression von Aktivierungsmarkern wie CD86 ge-
zeigt werden kann. Durch die reduzierte Lebenserwar-
tung ist der Anteil von tg B-Zellen an der Gesamtlym-
phozytenzahl in Milz und Lymphknoten stark vermin-
dert, und immunhistologisch sind ebenfalls nur wenige
tg B-Zellen nachzuweisen (Abb. 7a) (23). Die Gesamt-
heit dieser Phinomene wurde urspriinglich als Anergy
bezeichnet, heute wird eher der Begriff Toleranzinduk-
tion verwendet. Kreuzt man Cr2™"-Tiere mit doppelt-
transgenen anti-HEL/sHEL Tieren, so zeigt sich, daf tg
B-Lymphozyten in einer erhthten Frequenz insbeson-
dere in der Mantelzone der weilen Pulpa der Milz
(ADbb. 7b, ¢), aber auch im Lymphknoten akkumulieren
(Tabelle 1). Die Expression von CD23 als Marker fiir
reife B-Zellen ist bei Cr2™! tg B-Zellen, verglichen mit
C*tg B-Zellen erhoht, und die Lebensspanne ist gestei-
gert, In C*-Tieren werden ca. 45 % der tg B-Zellen in-
nerhalb einer Woche ernevert, in Cr2™'-Tieren dage-
gen nur ca. 25 %. Ex vivo ist die Kreuzvernetzung des
B-Zell-Rezeptors durch spezifisches HEL-Antigen in
der Lage, intrazellulidres Kalzium zu mobilisieren und
die Expression des Aktivierungsmarkers CD86 zu in-
duzieren (Tabelle 1). Zusammen ergibt sich, daB die
Toleranzinduktion in Cr2™-transgenen B- Zellen be-
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Abb. 4: Autoantikrper gegen dsDNA in lpripr Mdusen.

reits im Knochenmark nur unzureichend erfolgt, die
auswandernden B-Lymphozyten mit einer erhhten
Lebensspanne in Milz und Lymphknoten akkumulie-
ren, sich zu reifen B-Zellen weiterentwickeln und nor-
mal durch das Kreuzvernetzen von B-Zell-Rezeptoren
aktiviert werden konnen. Die Induktion von Toleranz
in HEL-antiHEL Miusen erfolgt daher nur unzurei-
chend, wenn die Komplement Rezeptoren CD21/CD35
fehlen (19).

Da eine Kreuzung von anti-HEL Tieren mit C4™" nicht
mdglich ist (beide Gene liegen auf dem gleichen Chro-
mosom), wurden durch Knochenmarktransplantation
Chimiren erzeugt. Dabei wurde Knochenmark von C*
anti HEL Tieren auf C* sHEL oder C4™" sHEL Rezipi-
enten libertragen. Wihrend C*sHEL Rezipienten die
transplantierten tg B-Zellen in einen toleranten Zu-
stand iiberfithren konnten (reduzierte Anzahl, Lebens-
spanne, Aktivierbarkeit tg B-Zellen, Population von
Milz und Lymphknoten (Abb. 7)), gelang dies den
C4m'sHEL Rezipienten nicht (Tabelle 2). Auch im an-

Abb. 3: Milz-Gefrierschnitte von C* (a, ¢ und e) oder
Cr2# (b, d und f) Mdusen. Darstellung von germina-
len Keimzentren (braun) (a-f) und in blau B-Zellen (3a
und 3b), an FDC deponierte Antigene (3¢ und 3d),
transgene B-Zellen von C* (e} oder Cr2™! (f) Donoren
5 Tage nach Transfer, jeweils in vorimmunisierte C*
Rezipienten.

Abb. 5, 6, 7: C* jeweils reprdsentiert in a, Cr2™"in b
und C4™%in c.

Abb. 5: Nachweis von Immunkomplexen in Nieren-Ge-
frierschnitten von lprlpr Tieren mit anti-IgG-FITC.

Abb. 6: An FDC deponierte Immunkomplexe in lprlpr
Mciusen, dargestellt mit anti C3 (blau), sowie germina-
le Keimzentren (braun).

Abb. 7: Drei Farben Immunhistochemie zum Nachweis
von T-Zellen (CD3-braun), B-Zellen (B220-pink), so-
wie anti-HEL B-Zellen (HEL-blau) in Milzen von anti-
HEL/sHEL Mdusen.
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Abb. 3: Submukdse Plexus. Ganglien des Plexus submucosus externus (grofier
Pfeil) und internus (kleiner Pfeil) sind durch diinne Nervenfaserstringe zu re-
lativ zarten Nervengeflechten verbunden. Schichtpréparat, Kolon, PGP 9.5, x
60

Abb. 9: Intestinale neuronale Dysplasie (IND). Submukdses Riesenganglion
mit erhdhter Nervenzellanzahl (n>15). PGP 9.5-immunreaktive Nervenzellen
(rot, grofer Pfeil) lassen sich deutlich von Gliazellen abgrenzen (blau, kleiner
Pfeil). Nebenbefundlich Melanosis coli (Sternchen). Schnittprdaparat, PGP
9.5, Héimalaun, x 600

Abb. 4: Schema der Zytoar-
chitektur enterischer Ner-
venzellen (Typ I - VI) nach
Silberimprignation  (nach
Stach et al. 1989)

Abb. 7: Intestinale neurona-
le Dysplasie (IND). Submu-
kdses Riesenganglion mit er-
héhter  Nervenzellanzahl.
Schichtprdparat, Kolon,
PGP 9.5, x 300

Abb. 8: Intestinale neurona-
le Dysplasie (IND). Verdick-
te und vermehrte Nervenfa-
serstriinge (Pfeile) im Ple-
xus  submucosus internus.
Schnittprdaparat, Kolon,
PGP 9.5, Hémalaun, x 200
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Anzahl HEL* Anzahl HEL* Anzahl CD23* | BrDU negative von ex vivo CD86 und B220
HEL B-Zellen (x10%)| B-Zellen (x10°%) | HEL* B-Zellen | HEL*Zellen im LK Expression nach HEL
in der Milz im LK (x10% im LK Stimulation von Milzzellen
(o none | 23 +/-5.7 10.0 +/- 1.9 5.3 +/-09 76 % 15 %
Cr2™ |none | 26 +/- 13.1 8.2 +/- 2.4 3.8+4/-0.9 74 % 153 %
C* sHEL | 25 +/- 9.1 a* 3.2 +/- 1.4 b* 0.5 +/- 0.3 ¢* 55 % d* 1.8 % e*
Cr2™ [sHEL | 52 +/-13.9 a* | 8.2 +/- 2.5 b* 20+/- 1.2 c* 75 % d* ‘ 111 % e*
(a* = p<0.0001), (b* = p<0.00007), (c* = p< 0.001), (d* = p < 0.0008), (e* = p<0.004)

Tab. 1: Rolle von CD21/CD35 im anti-HEL/sHEL Toleranz Modell

tiHEL/sHEL Modell zeigt sich zusammenfassend, daf}
Komplement C4 und die Komplementrezeptoren
CD21/CD35 notwendig sind um Toleranz zu induzie-
ren.

Insgesamt sieht man fiir Komplement defiziente Méuse
einen Immundefekt, der zu unangemessenen Reaktio-
nen von B-Zellen gegentiber Antigenen fithrt. Wihrend
die angemessene Reaktion gegen ein fremdes Antigen
zu einer Immunisierung fithren sollte, erwartet man
von einer angemessenen Reaktion gegen Selbstantige-
ne Toleranz. Der Mangel an Komplement scheint daher
zu einer Verschiebung der Schwellenwerte, die zwi-
schen Ignoranz, Immunantwort und Toleranz entschei-
den, zy fithren. Diese Beobachtung ist in Ubereinstim-
mung mit Clq defizienten Méusen, die auch verstirkt
zu Autoimmunphédnomenen neigen (24). Andere Im-
mundefekte wie der Mangel von CD435, (ein Tyrosin-
phosphatase Rezeptormolekiil von B-Zellen) (23), re-
sultierten ebenfalls in reduzierter Immunantwort ge-
geniiber Fremd Antigen und geringerer Toleranzinduk-
tion in einem Selbstantigen Modell. Da es verschiede-
ne Mechanismen gibt, die zur Toleranz fithren (Elimi-
nation, Rezeptor-Austausch, Fas und Antigen induzier-
te Apoptose) ist noch unklar, welcher am stirksten bei
Komplementmangel inhibiert ist. Ob es einen weiteren,
bislang unbekannten Komplement abhingigen Tole-
ranzinduktionsweg gibt, soll in der Zukunft an der
MUL untersucht werden.

'

Wichtig ist jedoch die Erkenntnis, daB} ein lange beste-
hender Widerspruch beim Systemischen Lupus Erythe-
matodes des Menschen gekléart werden konnte: Die Be-
obachtung, dafl der Mangel an Komplementkompo-
nenten des klassischen Aktivierungsweges einerseits
zu Immundefizienz insbesondere gegeniiber gramne-
gativen Erregern fiihrt, gleichzeitig eine hohere Inzi-
denz fiir die Autoimmunerkrankung SLE auftritt. Die
Reproduktion dieses Phidnomens im Tiermodell er-
laubt, die Mechanismen der Toleranzinduktion in Kno-
chenmark, Lymphknoten und Miiz besser zu verstehen
und bietet die Option, neue therapeutische Verfahren
fiir Autoimmunerkrankungen zu entwickeln.
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Aus der Abteilung fiir Orthopédie des Akut Klinikums Neustadt/Holstein (Direktor: PD Dr. med. P. Dufek)

Feld- und Hallenhockey: Eine ungefihrliche Sportart?*

R. Jung, R. Traut, P. Dufek

Zusammenfassung

In einer retrospektiven Analyse wurden 130 Hockey-
spieler/-innen (49 w / 81 m) aus sechs norddeutschen
Hockeyvereinen nach Hockeyverletzungen und Sport-
schiden befragt und nachuntersucht. Das Durch-
schnittsalter lag bei 23 / 27 Jahren (16 - 57 1.), die
Spielpraxis bei 11/15 Jahren. Der Trainingsaufwand
betrug 2 - 4 h pro Woche, es wurden 17/13 Spiele pro
Feldsaison (25% Kunstrasen) und 16/14 Spiele pro
Hallensaison absolviert.

Bei 3033 Verletzungen lag die Verletzungsinzidenz pro
Spieler und Jahr bei 1,71 Verletzungen. Den Hauptan-
teil bildeten leichtere Blessuren mit 92,6 %. Als
schwerwiegend wurden 7,4 % der Verletzungen einge-
stuft, mit einer resultierenden Sportinvaliditét in 3 Fil-
len. Die schweren Verletzungen zeigten eine Privalenz
fiir Kopf und Hinde, wobei die untere Extremitét ein
breiteres Spektrum sowie eine groflere Anzahl von Ver-
letzungen aufwies. 63 % aller Verletzungen wurden
durch Hockeyschlidger oder -ball verursacht, 35 % ent-
standen ohne Fremdeinwirkung, 2 % durch direkten
Gegnerkontakt.

Sekundiire Sportschidden traten nach Band- und Ge-
lenkverletzungen bei 6 % der Spieler, als ‘primére
Band- und Gelenkschiden bei 18 % auf. 43 % der Un-
tersuchten gaben chronische Dorsalgien an. 6 Spieler
erlitten beim Hockeyspielen einen Bandscheibenvor-
fall.

BALL GEGNER (direkt)

34% 2%

INTERN
35%
SCHLAGER
29%
Abb. 1: Verletzungsursachen (n=3.033) — Hockey-

schldager und -ball verursachen 2/3 aller Verletzungen.

* Ein zusammenfassender Artikel der an der Medizinischen Fakultit
der Medizinischen Universitiit zu Litbeck angenommenen Disser-
tationsarbeit ,,Feld- und Hallenhockey: Belastung und Gefidhrdung
des Bewegungsapparates durch Verletzungen und Sportschiiden®
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Platzwunde

Fraktur

Prellung

T T T T i
0% 20% 40% 80% 80% 100%]

[ mintem & Gegner ®Bali @Schisger |

ADbD, 2: Verletzungsverteilung nach Ursache je Verlet-
aungstyp (n = 3.033) — Die Verletzungsursachen be-
dingen den Verletzungstyp. Exogene Anprelltraumata
durch Hockeyschliger / -ball und endogene Uberla-
stungsverletzungen ohne Fremdeinwirkung

Verletzungslokalisation

Im Verletzungsprofil stellten die schldger- und ballbe-
dingten Traumata des Hand- und des Gesichtsbereiches
eine hockeytypische Gefihrdung dar. Diese miissen als
bestmdglich kontrollierbare Grofe durch individuelle
Protektoren (Biflkeile, Handschuhe, Schienbeinscho-
ner) vermieden werden. Dieser Spieler trug bereits

Prellungen, Platzwunden,
Frakturen, Zahnverletzungen

<%

« 9% Rippenprefiungen, Lumbago,
Bandscheibenvoriille,

Wirhelkdmperblockierungen

fmmm 31 % Handprellungen,
Schiifwunden, Mittelhand- und
Fingerfrakturen, Platzwunden

= 53% Prellungen,
Muskelverlotzungen,

Kapsel- Bandverletzungen,
Frakturen, Platzwunden

SRS 8 W

Abb. 3: Verletzungslokalisation
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wihrend der Olympischen Spiele *72 eine Gesichts-
maske.

Band - Gelenk-
o beschwerden
Riicken- (primar)
beschwerden

27%
64%

Band - Gelenk-
beschwerden
(sekunddr)
9%

Abb. 4. Sportschiiden beim Hockey (n = 81)
Diskussion

Unsere Studie zeigte einen Anteil an leichten Verlet-
zungen von iiber 90 %. Dieses tibertrifft die Angaben in
der Literatur. Im Gegensatz zu fritheren Studien wurde
in unserer Arbeit die Gesamtsumme aller erlittenen
Verletzungen erfafit.

Die schweren Verletzungen zeigten eine Prévalenz fiir
Kopf und Hiénde. Diese Verletzungen waren zumeist
schliger- oder ballbedingt. Insbesondere die Platzwun-
den und Frakturen des Kopfes und der Hand sind als
hockeytypische Verletzungen einzustufen. Im Gegen-
satz zu den akzidentellen Kopfverletzungen werden
Verletzungen von Hand und Fingern von den Sportlern
als unvermeidlich in Kauf genommen.

Das gehdufte Auftreten von Bandscheibenvorfillen
und die groBe Anzahl an hockeybedingten Riicken-
schmerzen in der Probandengruppe deuten auf hohe
Belastungen der Bewegungssegmente der Lendenwir-
belsiule. Chronische Schiden sind hier nicht auszu-
schliefen. Die Problematik von akuten Verletzungen
oder chronischen Sportschiden der Wirbelsiule ist eine
fiir den Hockeysport kontrovers gefiihrte Diskussion.
Unsere Studie zeigt eine signifikant erhohte Anzahl an
Riickenbeschwerden bei den Sportlern seit Aufnahme
dieser Sportart. Als Erklérung fiir die hohe Zahl an
Dorsalgien in unserem Untersuchungskollektiv kann
eine nachgewiesene extreme Belastungszunahme auf
die Bewegungssegmente der Lendenwirbelséiule bei
unphysiologisch vorgeneigter Korperhaltung dienen.
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Resumee

Der Hockeysport ist im Vergleich zu anderen Mann-
schaftsballsportarten eine relativ ungefihrliche Sportart.
Die Schnelligkeit des Spieles erfordert jedoch ein
Hochstmall an kérperlicher Fitnef8 und Konzentration
zur Verhiitung von Verletzungen. Schon durch die Be-
riicksichtigung dieser notwendigen Voraussetzungen
kann durch entsprechendes Training und Verhalten im
Spielbetrieb die Verletzungsgefihrdung gesenkt werden.

Hauptprotektion gegen Schldger- und Ballverletzungen
muf} in erster Linie die Vernunft des Gegenspielers
sein. Dieses ist eine nicht erreichbare Prdmisse im
Wettkampf- und Leistungssport. Risikosituationen und
akzidentelle Verletzungen konnen nur durch priventiv
eingreifende Spielregeln und Korperprotektoren ver-
mieden werden. Das Blocken mit flachgelegtem Schlé-
ger (Brettlegen) sollte als besondere Gefihrdung fiir
die Hinde grundsitzlich verboten werden. Uber eine
Entschirfung gefahrvoller Spielsituationen (Strafecke,
kurze Ecke) mufl nachgedacht werden.

Zukiinftig muf eine intensivere Betrenung und Aufkli-
rung der Spieler und Trainer von sportmedizinischer Seite
gewihrleistet werden, um Verletzungen schnell und ad-
#quat zu therapieren und wenn moglich zu vermeiden.
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UBERSICHTEN I

Aus dem Institut fiir Anatomie! (Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h. ¢. W. Kiihnel), der Klinik fiir Chirurgie? (Direktor:
Prof. Dr. med. H.-P. Bruch) und der Klinik fiir Kinderchirurgie® (Direktor: Prof. Dr. med. H. Halsband) der Medi-
zinischen Universitit zu Liibeck; IV. Medizinische Klinik* (Direktor: Prof. Dr. med. M.V. Singer), Klinikum

Mahnnheim der Universitit Heidelberg

Das enterische Nervensystem: Von der Anatomie zur Klinik*
T. Wedel', R. Eggers!, J. GleiB?, T. Schiedeck?, H.-P. Bruch?, W. Sigge?, H.-J. Krammer*

Zusammenfassung

Der Gastrointestinaltrakt verfiigt iiber die grofte An-
sammlung von Nervenzellen aulerhalb des Zentralnes-
vensystems, die zusammen mit Gliazellen das enteri-
sche Nervensystem (ENS) bilden. Das ENS ist mor-
phologisch gekennzeichnet durch Ganglien und Ner-
venfaserstringe, die unterschiedlich geformte nervale
Netzwerke in den Winden des Gastrointestinaltrakts
bilden. Die anatomische Topographie der Nervenge-
flechte innerhalb der Darmwand, die heterogene neu-
ronale Zytoarchitektur und die Vielfalt der von den en-
terischen Nervenzellen synthetisierten Neurotransmit-
ter sind Grundlage der funktionellen Komplexitiit des
ENS. Auf der Basis intramuraler ReflexbSgen vermit-
telt und koordiniert das ENS als ,,brain of the gut* weit-
gehend unabhingig von zentralnervosen Einfliissen
gastrointestinale Funktionen einschlieflich Motilitit.
Zahlreiche Erkrankungen mit intestinalen Motilitéts-
storungen im Kindes- und Erwachsenenalter beruhen
auf qualitativen und quantitativen Veridnderangen des
ENS. Kolorektale Innervationsstrungen umfassen die
intestinale Aganglionose (Morbus Hirschsprung), die
Hypoganglionose, die intestinale neuronale Dysplasie
(IND) sowie Ganglienheterotopien. Als isolierte oder
kombinierte Formen konnen sie zur schweren chroni-
schen Obstipation und zur Ausbildung eines Megako-
lon fijhren. Die histopathologische Diagnostik intesti-
naler Innervationsstorungen 148t sich mit enzym- und
immunhistochemischen Methoden an Serienschnitten
oder Schichtpriparaten der Darmwand durchfiihren.
Eine zuverlissige Befundung setzt geniigend Darm-
wandgewebe sowie morphometrische Referenzwerte
fiir unterschiedliche Kolonabschnitte und Altersgrup-
pen voraus. Seit den anatomischen Erstbeschreibungen
vor etwa 150 Jahren ist das ENS zunehmend in das In-
teresse der gastroenterologischen Grundlagenfor-

* Herrn Professor Dr. med. Dr. h. ¢. Wolfgang Kiihnel, Rektor der
Medizinischen Universitiit zu Liibeck, anliBlich seines 65. Ge-
burtstages gewidmet.
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schung und Klinik gertickt. Ein interdisziplindrer An-
satz zur Erforschung des ENS schlieBt neben deskripti-
ver und quantitativer Morphologie neurophysiologi-
sche und molekulargenetische Untersuchungen ein, um
neue Erkenntnisse zur Pathogenese, Diagnostik und
Therapie intestinaler Innervationsstérungen zu gewin-
nen.

Summary

The gastrointestinal tract contains the largest amount
of nerve cells outside the central nervous system con-
stituting together with glial cells the enteric nervous
system (ENS). The morphology of the ENS is characte-
rised by ganglia and nerve fascicles forming differently
shaped nervous networks within the walls of the ga-
strointestinal tract. The anatomical topography of the
nerve plexus, the heterogeneous neuronal cytoarchitec-
ture and the diversity of neurotransmitters synthesized
by enteric nerve cells represent the basis for the
functional complexity of the ENS. Based on intramural
reflex pathways the ENS as the ,,brain of the gut” me-
diates and coordinates virtually independent from cen-
tral nervous influences gastrointestinal functions inclu-
ding motility. Numerous diseases associated with inte-
stinal motility disorders in children and adults are
caused by qualitative and quantitative abnormalities of
the ENS. Colorectal innervation disorders involve inte-
stinal aganglionosis (Hirschsprung’s disease), hypo-
ganglionosis, intestinal neuronal dysplasia (IND) and
heterotopic ganglia. As isolated or combined forms
they can lead to severe chronic constipation and to the
formation of megacolon. The histopathological dia-
gnosis is achieved by enzyme- and immunohistoche-
mical methods applied to serial sections or
whole-mount preparations of the intestinal wall. A re-
liable assessment requires sufficient disposal of intesti-
nal tissue as well as morphometric reference values
concerning the different colonic segments and age
groups. Since the first anatomical descriptions approxi-
mately 150 years ago, the ENS has gained an increa-
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sing interest for the gastroenterological research and
clinic. An interdisciplinary scientific approach to the
ENS includes neurophysiological and moleculargene-
tical studies in addition to descriptive and quantitative
morphology in order to achieve more detailed insights
into the pathogenesis, diagnosis and therapy of intesti-
nal innervation disorders.

Das enterische Nervensystem

Historisches

Bereits Mitte des 19. Jahrhpnderts schlug die ,,anato-
mische Geburtsstunde® derjenigen Nerven, die den
Verdauungstrakt vom Rachen bis zum Enddarm in
Form von ganglioniiren Geflechten durchziehen. Pio-
niere wie Georg Meissner (,,Uber die Nerven der
Darmwand®, 1857) und Leopold Auerbach (,,Fernere
vorldufige Mitteilung tiber den Nervenapparat des Dar-
mes*, 1864) lieferten mit den zur damaligen Zeit zur
Verfligung stehenden histologischen Arbeitsmethoden
anatomisch itberzeugende Darstellungen und wurden
so zu Namensgebern der intestinalen Nervengeflechte.
Die detaillierten Zeichnungen von Alexander Dogiel
(1899) stellten den ersten klaren Beleg dafiir dar, daB}
die Nervenzellen der Darmwand keine einheitliche Zy-
toarchitektur aufweisen, sondern sich morphologisch
unterschiedlichen Typen zuordnen lassen. Schlielich
war es John Newport Langley (1900), der aufgrund sei-
ner anatomischen und physiologischen Untersuchun-
gen den Begriff ,,enteric nervous system® als ,,third di-
vision of the autonomic nervous system* prigte und
damit die tradierte Vorstellung
revidierte, daBl die Nerven des
Gastrointestinaltrakts lediglich
Endstrecken des parasympathi-
schen bzw. sympathischen Ner-
vensystems sind.

Morphologie

Das enterische Nervensystem
(ENS) &8t sich definieren als
die Gesamtheit aller Nerven-
und Gliazellen, die sich inner-
halb des Gastrointestinaltrakts
einschlielich Gallenblase und
Pankreas befinden. Die auf etwa
100 Millionen bezifferte Anzahl
enterischer Nervenzellen ver-
deutlicht, dafl das ENS die groB-
te Ansammlung von Nervenzel-
len auBlerhalb des Zentralner-
vensystems bildet [Furness und
Costa 1987]. Morphologisch ist
das ENS gekennzeichnet durch
unterschiedlich geformte Ner-
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Abb. 1: ENS im transmuralen Querschnitt. Gangliond-
re Nervengeflechte: Plexus myentericus (PM), Plexus
submucosus externus (PSE) und internus (PSI). Ner-
vengeflechte ohne Ganglien: Plexus muscularis super-
ficialis (pms) und profundus (pmp), Plexus muscularis
mucosae (pmm), Plexus mucosae (pm). Zur Beurtei-
lung gangliondirer Plexus sind tiefe Biopsien (C, A) er-
forderlich.

vengetflechte, die die gesamte Darmwand in mehreren
Ebenen durchziehen. Die darin eingelagerten Nerven-
zellen sind in Gruppen angeordnet und bilden die ente-
rischen Ganglien, die durch Nervenfaserstringe zu
gangliondren Netzwerken verbunden sind (Abb. 1).
Diese gangliondren Plexus befinden sich zwischen
Ring- und Lingsmuskulatur (Plexus myentericus) und

Abb. 2: Plexus myentericus. Ganglien (Pfeil) und Nervenfaserstriinge (Pfeil-
kopf) bilden ein regelrecht konfiguriertes Nervengeflecht. Schichtpréiparat,
Kolon, PGP 9.5, x 60
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Abb. 3: Submukdse Plexus. Ganglien des Plexus submucosus externus (grofier
Pfeil) und internus (kleiner Pfeil) sind durch diinne Nervenfaserstringe zu re-
lativ zarten Nervengeflechten verbunden. Schichtpréparat, Kolon, PGP 9.5, x
60

Abb. 9: Intestinale neuronale Dysplasie (IND). Submukdses Riesenganglion
mit erhdhter Nervenzellanzahl (n>15). PGP 9.5-immunreaktive Nervenzellen
(rot, grofer Pfeil) lassen sich deutlich von Gliazellen abgrenzen (blau, kleiner
Pfeil). Nebenbefundlich Melanosis coli (Sternchen). Schnittprdaparat, PGP
9.5, Héimalaun, x 600

Abb. 4: Schema der Zytoar-
chitektur enterischer Ner-
venzellen (Typ I - VI) nach
Silberimprignation  (nach
Stach et al. 1989)

Abb. 7: Intestinale neurona-
le Dysplasie (IND). Submu-
kdses Riesenganglion mit er-
héhter  Nervenzellanzahl.
Schichtprdparat, Kolon,
PGP 9.5, x 300

Abb. 8: Intestinale neurona-
le Dysplasie (IND). Verdick-
te und vermehrte Nervenfa-
serstriinge (Pfeile) im Ple-
xus  submucosus internus.
Schnittprdaparat, Kolon,
PGP 9.5, Hémalaun, x 200
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AbD. 5: Aganglionose. Prominen-
te Nervenfaserstringe (Pfeile)
durchziehen die Muskelloge in
vorwiegend paralleler Verlaufs-
richtung. Myenterische Ganglien
fehlen vollstindig. Schichtpripa-
rat, Kolon, PGP 9.5, x 60

Abb. 6: Hypoganglionose. Der
weitmaschige Plexus myentericus
ist gekennzeichnet durch Rarefi-
zierung der 'Nervenfuserstringe
(Pfeilkopfe) und Ganglien (Pfei-
le). Schichtpriparat, Kolon, PGP
9.5, x 60

7
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in verschiedenen Schichten der Submukosa (Plexus
submucosus externus und internus) [Krammer et al.
1997]. Die komplexe Architektur und spezifische
riumliche Anordnung lassen sich insbesondere anhand
von Schichtpriparaten der Darmwand veranschauli-
chen; bei denen das ENS nicht im Querschnitt, sondern
unter Wahrung der anatomischen Verhilmisse flichig
zir Darstellung kommt (Abb. 2, 3). Neben ganglioni-
ren Pléxus verfiigen die einzelnen Darmwandschichten
{iber Nervenfasergefiechte, die weitgehend nervenzell-
frei:sind und somit keine gangliondren Formationen
enthalten (Abb. 1). Morphologischer Ausdruck der
funktionellen Komplexitit des ENS ist die Formenviel-
falt der enterischen Nervenzellen. In Weiterfilhrung der
von'Dogiel (1899) beobachteten zytoarchitektonischen
Untel'schiéde etablierte Stach (1989) mit Hilfe von Ver-
silberungstechniken eine Typisierung, nach der sich
mindestens sechs Nervenzellpopulationen aufgrund
verschiedener Formen und Projektionsrichtungen dif-
ferenzieren lassen (Abb. 4).

Das ENS als ,,brain of the gut*

Immunhistochemische Techniken erlaubten dariiber
hinaus eine Charakterisierung der enterischen Nerven-
zellen aufgrund ihres Gehaltes an Neurotransmittern

Peptide
Vasoaktives intestinales Peptid
-Substanz P
Neuropeptid Y
Calcitonin gene related peptide
Cholecystokinin
Galanin
Bombesin
Neurotensin
Somatostatin

Amine
Acetylcholin
Noradrenalin
Serotonin
Dopamin

Aminosiduren
y-Amino-Buttersiure
Tyrosin

Opioide
Enkephaline
Endorphine

Purine
Adenosin-Triphosphat
Gase
Stickoxyd

Tabelle 1: Neuroaktive Substanzen im enterischen
Nervensystem
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im Sinne eines ,,neurochemical coding* [Getrshon et al.
1994]. Neben den klassischen Transmittern des sympa-
thischen und parasympathischen Nervensystems wird
eine stetig steigende Anzahl von non-adrener-gen
non-choliner-gen (NANC) Uber- triigerstoffen nachge-
wiesen, die zuvor im Zenfralnervensystem gefunden
worden waren (Tab. 1). Die komplexen Verschaltungen
von intrinsischen afferenten Neuronen, Interneuronen
und inhibitorischen bzw. exzitatorischen Motoneuro-
nen zu intramuralen Reflexbdgen (,,neuronal circuits‘)
ermoglichen dem ENS, seine Funktionen weitgehend
unabhiingig von zentralnervosen Einfliissen auszuiiben
[Furness und Bornstein 1995]. Die Vermittlung und
Koordinierung intestinaler Motilitdt unterliegt somit
iiberwiegend der Kontrolle des ENS, das aufgrund der
aufgefiihrten Eigenschaften auch haufig als ,,brain of
the gut“ bezeichnet wird. Vor diesem Hintergrund ist es
verstidndlich, da} Verinderungen des ENS zu teilweise
erheblichen Storungen der intestinalen Motilitét fithren
konnen.

Intestinale Innervationsstorungen

Die klinische Relevanz des ENS 146t sich beispielhaft ver-
deutlichen anhand einer unliingst im New England Jour-
nal of Medicine verdffentlichten Auflisfung von insge-
samt 26 intestinalen Motilititsstorungen, bei denen Ver-
#nderungen des ENS nachgewiesen wurden [Goyal und
Hirano 1996]. Aus morphologischer Sicht kénnen dabei
zum einen quantitative Abweichungen von der Norm vor-
liegen im Sinne einer Aganglionose, Hypoganglionose
oder Hyperganglionose, zum anderen qualitative Veréin-
derungen im Sinne einer neuronalen Degeneration oder
einer gestorten Neuro-transmitter-Homdgostase. Klinisch
kann es sich sowohl um angeborene als auch erworbene
Defekte des ENS handeln. Die resultierenden intestinalen
Motilititsstérungen lassen sich dtiologisch zuriickfithren
auf primére Verénderungen des ENS oder auf Erkrankun-
gen, bei denen es sekundiir bzw. fakultativ zu Schédigun-
gen des ENS kommt (Tab. 2). Im folgenden werden die
hiufigsten kolorektalen Innervationsstérungen als Uber-
sicht dargestellt.

Aganglionose

Bereits 1899 berichtete der dénische Kinderarzt Harald
Hirschsprung {iber ,,Stuhltrigheit Neugeborener in
Folge von Dilatation und Hypertrophie des Kolon*.
Die zugrundeliegende Histopathologie wurde jedoch
erst zwei Jahrzehnte spéter durch Dalla-Valle (1920)
erkannt. Der Morbus Hirschsprung ist gekennzeichnet
durch das vollstindige Fehlen von intramuralen Ner-
venzellen und einem vermehrten Auftreten von ver-
breiterten Nervenfaserstriingen innerhalb des betroffe-
nen kaudalen Darmwandabschnittes (Abb. 5). Im agan-
gliondren Segment scheint vor allem der Mangel an in-
hibitorischen Neurotransmittern (z. B. NO, VIP) ver-
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Erkrankungen mit Verinderungen* des enteri-
schen Nervensystems

obligat*
Morbus Hirschsprung (Aganglionose)
Hypoganglionose / Heterotopien
Intestinale neuronale Dysplasie
Chagas Krankheit
Achalasie

fakultativ*
Infantile hypertrophe Pylorusstenose
Intestinale Pseudo-Obstruktion
Mekoniumileus
Nekrotisierende Enterocolitis
Morbus Crohn
Colitis ulcerosa
Diabetes mellitus
Amyloidose
Sklerodermie
Neurofibromatose
Myotone Dystrophie
Parkinson-Syndrom
Zytomegalie

Tabelle 2: Beispiele fiir die klinische Relevanz des en-
terischen Nervensystems

antwortlich zu sein fiir das Uberwiegen des glattmus-
kuldren Tonus und die daraus resultierende dauerhafte
funktionelle Obstruktion [Guo et al. 1997]. Konsekutiv
kommt es zur mechanischen Aufdehnung proximaler
Darmabschnitte im Sinne eines Megakolon. Obwohl
der Morbus Hirschsprung meistens im friihen Kindes-
alter diagnostiziert und therapiert wird, belegte eine
Analyse zahlreicher Kasuistiken, dafl schweren Obsti-
pationen und einer Megakolonausbildung im Jugend-
und Erwachsenenalter ebenfalls eine intestinale Agan-
glionose zugrunde liegen kann [Wheatley et al. 1990].

Mit der Einfithrung differenzierterer Untersuchungs-
methoden konnte die Diagnostik intestinaler Innervati-
onsstorungen entscheidend verbessert werden. Es zeig-
te sich, daB abgestuft zwischen der Aganglionose und
der Normoganglionose weitere intestinale neuronale
Fehlbildungen vorkommen, die ebenfalls eine schwere
chronische Obstipation verursachen. Die Klassifikati-
on dieser non- aganglionéren intestinalen Innervations-
storungen [Borchard et al. 1991, Holschneider et al.
19941 umfaBt im wesenttichen folgende Formen:

Hypoganglionose

Bei der Hypoganglionose liegt eine deutliche Rarefi-
zierung der myenterischen Ganglien und Reduzierung
der Gangliengrdfe sowie des Nervenzellgehaltes der
Ganglien vor. Im Schichtpréparat der Darmwand zeigt
der Plexus myentericus im Vergleich zur Normogan-
glionose (Abb. 2) ein weitmaschigeres Nervengetiecht
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auf (ADbb. 6). In Abhingigkeit vom AusmaB der hypo-
gangliondren Verdnderungen lassen sich unterschiedli-
che Schweregrade beschreiben. Die Hypoganglionose
wird hiufig beim Morbus Hirschsprung im Bereich der
sog. Ubergangszone vom agangliondiren zum not-
mogangliondren Segment gefunden oder kann als iso-
lierte Form vorliegen.

Intestinale neuronale Dysplasie

Die als intestinale neuronale Dysplasie (IND) bezeich-
nete Innervationsstérung ist insbesondere durch mor-
phologische Verdnderungen der submukdsen Plexus
gekennzeichnet. Histopathologische Charakteristika
sind zum einen das vermehrte Auftreten von sog. Rie-

Abb. 10: Heterotopien der Lamina propria mucosae.
Ektope Nervenzellen (Pfeilkopfe) zwischen epithelia-
len Krypten (K) und der Lamina muscularis miucosae
(LMM). Schnittpriprat, PGP 9.5, Hdmalaun, x 625

senganglien, deren Nervenzellanzahl tiber dem zwei-
bis dreifachen der Norm liegt, zum anderen verdickte
Nervenfaserstringe, die das normalerweise feinstruk-
turierte submukose Nervengeflecht unregelmifig
durchziehen und z.T. knospentérmig eingelagerte Ner-
venzellen enthalten (Abb. 7-9). Fakultativ kann es zur
vermehrten Verlagerung von Nervenzellen in die La-
mina propria mucosae bzw. Lamina muscularis muco-
sae kommen (Abb, 10). Neben der isolierten Form 143t
sich die IND hiufig proximal einer Aganglionose im
Sinne einer ,Hirschsprung-assoziierten IND* (HA-
IND) beobachten [Wedel et al. 1997].

Ganglien-Heterotopien

Als Heterotopien werden Ganglien bezeichnet, die sich
in Darmwandschichten befinden, die normalerweise
als nervenzellfrei angesehen werden. Neben den bei
der IND auftretenden mukdsen Nervenzell- Heteroto-
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Abb. 11: Heterotopien der Tunica muscularis. Ektopes
Ganglion (Pfeil) auflerhalb der Muskelloge (Pfeilkip-
fe). Ldangsmuskelschicht (LM), Ringmuskelschicht
(RM). Schnittpriparat, PGP 9.5, Héimalaun, x 400

pien (Abb. 10) sind es vor allem Ganglien- Heterotopi-
en des Plexus myentericus, die innerhalb der Léangs-
oder Ringmuskulatur beobachtet werden (Abb. 11).

In eigenen Untersuchungen [Wedel et al. 1998a] lielen
sich die Ergebnisse von Stoss et al. (1991) bestitigen,
daf} die aufgefiihrten intestinalen Innervationsstrun-
gen nicht nur bei Kindern, sondern auch im Jugend-
und fortgeschrittenen Erwachsenenalter anzutreffen
sind. Zum anderen konnte gezeigt werden, dafl auch
non-aganglioniire Verdnderungen des ENS zur chro-
nisch persistierenden Obstipation mit Ausbildung eines
Megakolon fiihren - ein Bild, das klinisch den Verhilt-
nissen beim Morbus Hirschsprung gleicht.

Diagnostik intestinaler Innervationsstérungen

Aufgrund dieser Erkenntnisse erscheint es sinnvoll, bei
der Differentialdiagnostik chronisch obstipativer Zu-
stiinde, die sich nicht durch andere Ursachen kliiren
lassen, das aufgezeigte Spektrum intestinaler Innerva-
tionsstorungen zu beriicksichtigen. Die histopathologi-
sche Diagnostik ist dabei umso aussagekriftiger, je
mehr Darmwandgewebe fiir die Beurteilung zur Verfii-
gung steht. Mindestanforderung sind Schleimhautstu-
fenbiopsien, bei denen eine ausgeprégte Acetylcholine-
sterase-Aktivitidt fiir das Vorliegen eines Morbus
Hirschsprung spricht. Eine Befundung von Nervenfa-
serstrdngen und Ganglienformationen innerhalb der
submukdsen Plexus zum Nachweis einer IND wird erst
dann ermdglicht, wenn durch tiefgreifende Stufenbiop-
sien ausreichend submukéoses Gewebe miterfalt wurde
(Abb. 1). Erfolgt die Gewebeentnahme unzureichend
oder die anschlieBende Aufarbeitung der Schnittserien
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unvollstidndig, kénnen hiufig nicht-reprisentative bzw.
uneinheitliche Befunde resultieren. Um ein Gesamtbild
der intramuralen Plexusmorphologie zu erhalten, ist
eine Ganzwandbiopsie mit Anteilen des fiir die intesti-
nale Motilitdt maBBgeblichen Plexus myentericus erfor-
derlich (Abb. 1). Nur auf diese Weise 148t sich das Aus-
mal einer zugrundeliegenden intestinalen Innervati-
onsstorung vollstindig beurteilen. Resezierte Darm-
wandsegmente lassen sich dariiber hinaus zu
kaudo-kranial aufgewickelten Resektatrollen
[Meier-Ruge et al. 1994] oder Darmwandschichtpripa-
raten [Krammer et al. 1994, Wedel et al. 1998a, b] auf-
arbeiten, die eine differenzierte flichenhafte Darstel-
lung der intramuralen Plexus im Verlauf zulassen.

Die selektive Darstellung des ENS gelingt sowohl
durch enzym- als auch immunhistochemische Verfah-
ren. Eine zuverldssige enzymhistochemische Diagno-
stik setzt nativ und in einer Kiihlkette versandtes Mate-
rial voraus und sollte eine Nachweiskombination der
Acetylcholinesterase, Lactatdehydrogenase und Suc-
cinatdehydrogenase umfassen [Meier-Ruge et al.
1994]. Als Alternative stehen immunhistochemische
Methoden zur Verfiigung, die am Formalin-fixierten
und Paraffin-eingebetteten Gewebe durchgefiihrt wer-
den konnen. In eigenen Untersuchungen [Krammer et
al. 1993, Sigge et al. 1998, Wedel et al. 1998a] erwies
sich Protein Gene Product (PGP) 9.5 unter den neuro-
nalen Markern als zuverldssigster pan-neuronaler Anti-
korper, mit dem sich Ganglien, Nervenzellen und Ner-
venfasern optimal darstellen und eindeutig von Glia-
zellen abgrenzen lassen (z. B. Abb. 9). Hiermit sind auf
der Basis eines standardisierten immunhistochemi-
schen Verfahrens die Voraussetzungen gegeben, mor-
phometrische Auswertungen des intramuralen Nerven-
gewebes vorzunehmen. Insbesondere non-aganglio-
nére Formen intestinaler Innervationsstdrungen kon-
nen auf diese Weise in ihrer histopathologischen Aus-
pragung differenziert erfafit und klassifiziert werden.

Das enterische Nervensystem — Gegenstand
interdisziplindrer Forschung

Seit den ersten anatomischen Beschreibungen des ENS
vor etwa 150 Jahren haben die modernen Methoden der
Grundlagenwissenschaften und das gestiegene Interes-
se der Kliniker sowie der Pharmazeutischen Industrie
zu einer deutlichen Weiterentwicklung der neuroga-
stroenterologischen Forschung gefiihrt. Die ficher-
iibergreifende Bearbeitung des ENS umfaft u. a. fol-
gende Aspekte:

Morphologie

Angesichts des breiten Methodenspektrums (Enzym-
und Immunhistochemie, Versilberungen, Transmiss-
ions- und Rasterelektronenmikroskopie, Schnitt- und
Schichtpriparate), das fiir die Untersuchung des ENS
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zur Verfiigung steht, ist es erforderlich, einheitliche
und standardisierte Verfahren zur histopathologischen
Befundung des ,,ENS-Status* festzulegen. Morphome-
trische Normwerte der intramuralen Plexus fiir die ein-
zelnen Kolonabschnitte sowie fiir unterschiedliche Al-
tersgruppen stellen die Voraussetzung dar, um entspre-
chende Abweichungen in ihrem Schweregrad systema-
tisch erfassen zu kénnen. Die Identifizierung zahlrei-
cher Neurotransmitter innerhalb des ENS legt ein ent-
sprechendes Screening insbesondere bei z. T. noch
dtiologisch ungeklérten intestinalen Motilitdtsstorun-
gen wie der idiopathischen chronischen Obstipation
(,,slow transit constipation®) nahe.

Neurophysiologie

In Ergidnzung zur deskriptiven Morphologie kénnen
elektrophysiologische in-vitro-Untersuchungen rese-
zierter Darmabschnitte Aussagen zum Kontraktilitits-
verhalten ermdglichen und pathologische Motilitéts-
muster diskriminieren. Dariiber hinaus 14t sich der
EinfluB von Neurotransmittern und Pharmaka unter
standardisierten Bedingungen tiberpriifen und ggf. the-
rapeutisch nutzen.

Klinische Genetik

Der Nachweis von Mutationen — Thyrosinkinase-Re-
zeptor RET [Puffenberger et al. 1994] und Endothelin
B-Rezeptor [Romeo et al. 1994] - bei Patienten mit
Morbus Hirschsprung gibt AnlaB dazu, das Vorliegen
genetischer Defekte auch bei solchen Patientenkollek-
tiven zu eruieren, die eine Hirschsprung-dhnliche Sym-
ptomatik und Histopathologie aufzeigen. Moglicher-
weise lassen sich damit auch non-aganglionére intesti-
nale Innervationsstérungen auf genetisch bedingte Ent-
wicklungsstorungen des ENS zuriickfithren und ent-
sprechend diagnostizieren.

Experimentelle Genetik

Die gezielte Ausschaltung von Genen am Tiermodell,
deren Produkte die Entwicklung des ENS mafigeblich
beeinflussen, erhht das Verstidndnis fiir die noch weit-
gehend ungeklidrten pathogenetischen Mechanismen
der kongenitalen intestinalen Innervationsstérungen
und assoziierter Organfehlbildungen. So lief sich bei
Miusen nach Ausschaltung der Gene, die fiir die
Tyrosinkinase-Domine des RET-Rezeptors sowie fiir
den Endothelin-B Rezeptor kodieren, jeweils eine inte-
stinale Aganglionose auslosen [Schuchardt et al. 1994,
Hosoda et al. 1994]. Fine Mutation des Protoonkogens
C-kit, das uv.a. fir die Entwicklung der interstitiellen
Cajal-Zellen verantwortlich ist, die als sog.
non-neuronale Schrittmacherzellen des Darms fungie-
ren, fiihrte zu intestinalen Motilititsstorungen mit
schwerer Obstipation [Maeda et al. 1992].
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Klinische Aspekte

Chronisch obstipative Zusténde, die z. T. seit der Kind-
heit bestehen und bis ins fortgeschrittene Erwachse-
nenalter hinein persistieren, gehen héufig mit ein-
drucksvollen Verdnderungen der Kolonanatomie ein-
her (z. B. Sigma elongatum, Megakolon, Cul de sac,
Intussuszeption, Rectumprolaps, Rectocele). Diese
Formen der Obstipation sind unter Anwendung konser-
vativer MaBnahmen therapierefraktir und erfordern
zumeist ein operatives Vorgehen. Erste Untersuchungs-
ergebnisse deuten darauf hin, daf} bei diesen Patienten-
kollektiven Veridnderungen des ENS vorliegen, die zu
den chronischen intestinalen Motilitdtsstérungen ge-
fithrt haben, In diesem Zusammenhang ist es bedeut-
sam, inwieweit die subjektiven Beschwerden des Pati-
enten, die objektivierbaren Motilitdtsparameter, die
Rontgenanatomie des Kolons sowie die zugrundelie-
gende Histopathologie miteinander korrelieren. Erstre-
benswert sind allgemein giiltige Richtlinien, nach de-
nen Indikation und Ausmal einer operativen Therapie
festgelegt werden kinnen, von der Patienten mit chro-
nischer Obstipation langfristig profitieren.
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Medizinischen Universitit zu Liibeck

Moderne Methoden der Infektionsdiagnostik

B. Albrecht und W. Solbach

Der rasche und zweifelsfreie Nachweis medizinisch
bedeutsamer Mikroorganismen, ein Hauptziel mikro-
biologischer Diagnostik, ist bei der Anwendung der
bisher tiblichen ,klassischen“ Labortechniken hiufig
nur unzureichend, manchmal gar nicht zu realisieren.
Selbst die Identifizierung bereits isolierter Keime be-
reitet oftmals erhebliche Schwierigkeiten, so daf} sich
die endgiiltige Diagnose um Tage oder gar Wochen ver-
zbgern kann. Somit erscheint es sowohl aus zeitlichen,
arbeitstechnischen als auch aus &dtiopathogenetischen
Griinden wiinschenswert, die Diagnose von Infektions-
krankheiten zu beschleunigen und zu erweitern. We-
sentliche Fortschritte sind auf diesem Weg durch die
Einfithrung molekularbiologischer Verfahren erzielt
worden (21).

Dieser Artikel soll Methoden de1 Nukleins#urediagno-
stik erldutern, die Grundlage fiir die moderne Infekti-
onsdiagnostik sind.

DNA-Sonden

Diese Methode ermoglicht die Detektion und Quantifi-
zierung spezifischer mikrobieller Nukleinsduresequen-
zen. Sie nutzt die komplementire Basenpaarung zwei-
er Nukleinsiurestringe. Dem Aufschmelzen doppelst-
ringiger DNA folgt das Aneinanderlagern (Hybridisie-
rung) zweier komplementirer einzelstringiger Nukle-
insduremolekiile unter Ausbildung spezifischer Was-
serstoffbriickenbindungen, Die experimentelle Durch-
fiihrung sogenannter DNA-Sonden-Assays folgt im-
mer einem gemeinsamen Prinzip: Die sogenannte “Tar-
get”- Nukleinsdure wird aus dem Patientenmaterial
isoliert und auf einer Membran fixiert. Nach anschlie-
Bender Aufschmelzung der doppelstranglgen Targetnu-
kleinsiure durch z. B. Temperatur- oder pH-Anderung,
kann eine einzelstringige DNA-Sonde sequenzspezi-
fisch hybridisieren (25; Abbildung I). Diese ist mar-
kiert und ermdglicht so den Nachweis der spezifischen
Bindung. Die Markierung der DNA-Sonde erfolgte an-
fénglich mit radioaktiv markiertem Phosphor (*2P), ist
aber weitgehend durch nichtradioaktive Materialien
wie Biotin oder Digoxigenin ersetzt worden (26).

Inzwischen sind, je nach Bedarf, andere membrangebun-
dene Testformate fiir den Nachweis mittels DNA-Sonden
entwickelt worden, wie der Dot (oder Slot) Blot, der re-
verse Dot (Slot) Blot oder die in situ Hybridisierung.
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Dot bzw. Slot Blot bezeichnen hierbei das Design der
Nukleinsdureimmobilisation auf der Membran
(Dot=Punkt, Slot=Tasche). Diese platzsparenden For-
mate ermoglichen die gleichzeitige Hybridisierung
mehrerer Targetnukleinsguren mit einer DNA-Sonde.
Beim reversen Blot hingegen wird nicht die Targetnu-

m Bakterium
DNA

%——-—- Detergens

Isolierung und
Fixierung

einzelstrangige

o ZielDNA
L v S . Matrix
Hybridisierung 1/———; biotinylierte DNA-Sonde
Detektion Streptavidin-Enzym

p:e¥e
O OO0

Visualisierung lf—— Chromogen

Farbsignal

Abbildung 1: Prinzip der DNA-Sonde

Identifizierung einer einzelstringigen, immobilisierten
Ziel-DNA, durch basenkomplementdre Bindung mit ei-
ner markierten DNA-Sonde (z. B. Biotin).

Am Hybrid wird im Rahmen einer nichtradioaktiven
Reaktion (z. B. Streptavidin-Enzym) ein detektierbares
Signal generiert und mittels eines Chromogens visuali-
siert. Das entstandene Farbsignal kann quantitativ be-
stimmt werden.
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kleinsdure, sondern die Sonde auf der Membran fixiert,
dies erméglicht die gleichzeitige Hybridisierung der
Zielnukleinsiure mit verschiedenen DNA-Sonden.
Bei der in situ Hybridisierung findet die Hybridisie-
rung von Zielsequenz und Sonde direkt im fixiertem
Gewebe auf einem Objekttriger statt. Fiir die Infekt-
diagnostik ist die Hybridisierung nur bedingt geeignet,
da die mikrobielle Zielsequenz h#ufig in zu geringer
Konzentration vorliegt. Daher wurden sogenannte in
vitro Amplifikationssysteme entwickelt. Ziel der Am-
plifikationssysteme ist die millionenfache Vermehrung
eines erregerspezifischen Nukleinsdurebereiches, der
anschliefend mit den zuvor beschriebenen Hybridisie-
rungsmethoden detektiert werden kann. Erst {iber die
Kombination eines effizienten in vitro Amplifikations-
systems mit einem hochsensitiven, nichtradioaktiven
Detektionssystem wird ein Nachweis geringster Men-
gen des Pathogen moglich.

Amplifikationsverfahren

Bisher gebriuchliche Verfahren lassen sich in Tar-
getamplifikation und Signalamplifikation einteilen.

Targetamplifikation

Bei der Targetamplifikation (Abbildung 2) kommt es
entweder {iber eine in vitro Replikationsreaktion, oder
in Kombination mit einer in-vitro-Transkriptionsreak-
tion zur millionenfachen Vervielfiltigung der Zielse-
quenz (19). Die in-vitro-Replikationsreaktion fiihrt
mittels DNA-Polymerasen zur Nukleinséurevervielfal-
tigung. Bei der Kombination mit einer in vitro Tran-
skriptionsreaktion erfolgt zunéchst die Transkription
der RNA in ¢cDNA durch Transkriptasen und anschlie-
Bend die Vervielfdltigung durch DNA-Polymerasen.

Im Verlauf der Amplifikationsreaktionen wird jedoch
nicht nur die spezifische Zielsequenz vervielfiltigt,
sondern es kann auch zur Vermehrung unspezifischer

Targetamplifikation
PCR

RT-PCR reverse transcription and PCR
LAT

polymerase chain reaction (18)

ligation activated transcription (21)

3SR self-sustained sequence replication (21)
TMA  target mediated amplification (15)
TAS transcription amplification system (15)

NASBA nucleid acid sequence based amplification (13)
SDA
LCR

LAR

strand displacement amplification (21)
ligase chain reaction (2)
ligation amplification reaction (30)

Abbildung 2: Verfahren zur Targetamplifikation
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Nebenprodukte kommen (17), sodaB sich der Amplifi-
kationsreaktion immer eine spezifische Detektion der
Zielsequenz mittels Hybridisierungstechniken an-
schliefen muf.

Signalamplifikation

Bei der Signalamplifikation (Abbildung 3) wird ein
schwaches Signal einer spezifischen Sonden-Hybridi-

Signalamplifikation
verzweigte Sonde (8)
Cycling Probes (7)
QB-Replikation (16)

Abbildung 3: Verfahren zur Signalamplifikation

sierung mit einer sehr geringen Menge der nachzuwei-
senden Ziel-Nukleinsédure {iber enzymatische Schritte
auf ein detektierbares Niveau verstidrkt. Es wird also
nicht ein Teil der Nukleinsdure vermehrt, sondern das
Signal der spezifischen Hybridisierung selbst. Je nach
Anforderung werden eine Vielzahl von Verfahren ein-
gesetzt. Im folgenden sollen die gebriauchlichsten Me-
thoden der Targetamplifikation niher beschrieben wer-
den.

Polymerase Kettenreaktion

Die von K. Mullis entwickelte Polymerase Kettenreak-
tion (PCR) erlaubt die selektive invitro Amplifikation
einer definierten DNA-Genregion durch Einsatz einer
thermostabilen DNA-Polymerase in einem zyklischen

Thermoprofil (18,23). Wahrend der PCR werden drei

distinkte thermische Schritte durchlaufen (Abbilding

4).

1) Denaturierung doppelstriingiger mikrobieller DNA
bei 92°C-96°C.

2) Anlagerung (,,annealing®) sequenzspezifischer Oli-
gonukleotide (Primer) an die komplementdre Se-
quenz der DNA-Matrix bei einer Temperatur zwi-
schen 45°-72°C (die Temperatur dieses Schrittes
wird durch den Schmelzpunkt der Primer definiert).

3) Elongation (,.extension”) der Primer am 3°‘-OH-
Ende durch Polymerisation von Desoxynukleo-
sidtriphosphaten bei 72°C.

Die meist 30-40 fache Wiederholung dieses Zyklusses
fiithrt dann zur exponentiellen Vermehrung der Zielse-
quenz.

Die Spezifitit der PCR fiir die nachzuweisenden Erre-
ger wird durch die Wahl der Primersequenzen und die
Stringenz ihrer Hybridisierung gewéhrleistet. Im Rah-
men der medizinischen Diagnostik ist eine zweifels-
freie Analyse der PCR Produkte erforderlich. Deshalb
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Abbildung 4: Prinzip der Polymerase Kettenreaktion
Die Ausgangs-DNA (z. B. bakteriell, viral) wird ther-

misch denaturiert, so dafi die Oligonukleotidprimer

unter stringent gewdhlten Bedingungen spezifisch hy-
bridisieren kénnen. Die thermostabile Polymerase
fiihrt nun zur Elongation der Primer. Die neusyntheti-
sierte dsDNA wird nun wieder denaturiert und liegt so-
mit erneut als Template vor.

miissen die Produkte iiber ihre charakteristische Grofe,
Klonierung, Sequenzierung, Restriktionsenzymver-
dau, Reamplifikation mit sogenannten inneren Primern
(nested PCR) und/oder Hybridisierung mit spezifi-
schen DNA-Sonden genau charakterisiert werden.

Bei vielen Fragestellungen, wie zum Beispiel der HIV-
Viruslast, muf mittels der PCR neben der qualitativen
Aussage auch eine Quantifizierung der Amplifikati-
onsprodukte ermoglicht werden. Laborinterne PCR-
Systeme ermdglichen dies durch die Etablierung quan-

FOCUS MUL 16, Heft 1 (1999)

titativer PCRs anhand interner Standards. Eine auto-
matisierte Weiterentwicklung der herkémmlichen PCR
ermoglicht die online Messung der entstandenen spezi-
fischen Amplifikationsprodukte.

Die hohe Kontaminationsgefahr der PCR liegt in der
sonst angestrebten hohen Sensitivitit der Methode be-
griindet (/7). Die Probenaufbereitung und die Durch-
fiihrung der einzelnen Reaktionsschritte, sowie das Be-
arbeiten der Amplifikationsprodukte unterliegt daher
besonders strengen Richtlinien.

Um eine moglichst hohe Konsistenz der Ergebnisse so-
wohl innerhalb eines diagnostischen Labors als auch
zwischen verschiedenen Laboratorien zu gewiihrlei-
sten, wird derzeit die Verwendung von vorgefertigten
PCR-Kits und kompletten Testsystemen, die eine
Kombination der PCR-Reaktion mit der anschlieBen-
den Amplifikatdetektion automatisiert gewihrleistet,
bevorzugt.

Ligase Kettenreaktion

Eine weitere Moglichkeit zur exponentiellen Amplifi-
kation von Targetsequenzen wurde mit der Isolierung
einer thermostabilen DNA-Ligase ertffnet (2). (Abbil-
dung 5)

Zwei Paare von Oligonukleotiden werden wihrend
PCR-dhnlicher Thermozyklen nach ihrer unmittelbar
benachbarten Hybridisierung mit einer einzelstringi-
gen Templatenukleinsiure durch die DNA-Ligase mit-
einander verkniipft. In Analogie zur PCR-Reaktion
kénnen diese Ligationsprodukte nach einem Denatu-

Matchad target
[— cjfr — | LCR primers
::g:? Target DNA
LGR primors
l Ligate
f— o-T - ] LCR produot
L a-A l
l Cycle
[ c-T [ c-T !
[ G-A - 1 G-A ]
LCR product
[ Cc-T -] [= Cc-T ]
[= G-A — ] [= G-A }

Abbildung 5: Prinzip der Ligasekettenreaktion

Bei der LCR erfolgt der gezielte Nachweis einer Tar-
getsequenz liber sukzessive Zyklen aus Denaturierung
der DNA, der unmittelbar benachbarten Hybridisie-
rung von 2 spezifischen Primern und deren anschlie-
JSende Ligation. Die Ligationsprodukte dienen bei allen
weiteren Reaktionszyklen als neue, zusditzliche Templa-
temolekiile.
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Abbildung 6: Prinzip der NASBA

Der Promotor-Primer (enthéilt T7 Polymerase) bindet
an die mikrobielle Ziel RNA und wird mittels reverser
Transkriptase (RT) verlingert. Das entstandene RNA/
c¢DNA Hybrid wird durch die RNAseH degradiert, die
freigewordene ¢cDNA bindet mit dem spezifischen Pri-
mer 2, so daf} die RT eine neue DNA Kopie synthetisie-
ren kann. Als Ergebnis liegt eine doppelstringige Tem-
plate DNA mit integrierter T7 Promotorsequenz vor,
die nun der zyklischen Vermehrung durch die RNA Po-
lymerase (RNA Pol) zugefiihrt wird.

rierungsschritt ihrerseits wieder als neue Templatemo-
lekiile dienen. Dabei ist ein Paar der Oligonukleotide
komplementér zu dem einen und das andere Paar kom-
plementédr zu dem ersten Strang der Targetnukleinsdu-
re. .

Bei der Ligase Kettenreaktion (LCR) ist bereits ein po-
sitiver Nachweis von Ligationsprodukten fiir die An-
wesenheit der entsprechenden Templatenukleinsdure
im Probenmaterial beweisend. Eine genaue Analyse
der Amplifikationsprodukte, die bei der PCR unab-
kémmlich ist, ist hier nicht notwendig und vereinfacht
daher im Rahmen diagnostischer Anwendungen den
routinemifBigen Finsatz dieser Methode.

Beide bisher vorgestellten Methoden zur in vitro Ampli-
fikation miissen unter thermozyklischen Reaktionsbe-
dingungen ablaufen. Mit dem Einsatz isotherm verlau-
fender Systeme wird eine neue Richtung beschritten.

Ihr Vorteil ist der geringe apparative Aufwand.
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Nucleid Acid Sequence Based Amplification
NASBA

Uber eine von einem Primer induzierte reverse Tran-
skription wird bei der 3SR (self-sustained sequence re-
plication) nach mehreren isothermen Reaktionsschrit-
ten iiber RNA Intermediate eine hohe sequenzspezifi-
sche Amplifikation eines Zielnukleinsdurebereiches er-
zielt. Diese Methode entspricht weitgehend dem soge-
nannten TAS-Prinzip (transcription amplification sy-
stem) und der NASBA Methode (Nucleid Acid Se-
quence Based Amplification) (13). (Abbildung 6)

Die Amplifikation basiert auf der Aktivitit folgender
Enzyme, der AMV Reverse Transkriptase, der E.coli
RNAseH und der T7 Polymerase, und zwei targetkom-
plementdren Oligonukleotiden. Eines dieser Oligonu-
kleotide enthilt die Konsensus-Promotorsequenz der
T7 RNA Polymerase. Im Verlauf der Reaktion hybridi-

Abbildung 7: Sekunddrstrukturmodel von Prokaryoten
Das 5 Ende ist mit einem ausgefiillten Kreis gekenn-
zeichnet; Helices sind in der Rethenfolge ihres Auftre-
tens vom 5zum 3 Ende beziffert; mit P beschriftete
Bereiche sind spezifisch fiir Bakterien (Prokaryonten);
Regionen konservierter Sequenzbereiche wurden mit
fetter Linie, Regionen relativer Variabilitdt (in Sequenz
und Lénge) mit diinner Linie gezeichnet und mit V1 bis
V9 bezeichnet,wobei V4 nicht bei Prokaryonten vor-
kommt; gestrichelte Linien stellen Bereiche dar, die in
nur einigen der bekannten Strukturen vorkommen.
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siert dieser Oligonukleotidprimer spezifisch an die
Template RNA und wird durch die im Reaktionsansatz
enthaltene Reverse Transkriptase templatespezifisch
als cDNA verlidngert. Die RNAseH baut nun den RNA
Anteil des entstandenen RNA/cDNA Hybrids ab. Nun
kann der zweite Primer spezifisch mit der einzelstridn-
gigen cDNA hybridisieren und wird durch die Re-
verse Transkriptase verlidngert. Ein doppelstringiges
DNA Molekiil wird durch die T7 RNA Polymerase
Promotorsequenz erzeugt. Die spezifische Promotor-
sequenz kann von der T7 Polymerase erkannt werden,
so daf} das doppelstringige DNA Molekiil als Matrize
fiir eine effektive RNA Synthese dient. Die neu syn-
thetisierten RNA Molekiile dienen nun selbst als Tem-
platemolekiile. Es kann nach ca.15 Minuten Reakti-
onszeit ein Amplifikationsfaktor von 10° erreicht wer-
den. Der Vorteil der isothermen Reaktionsbedingun-
gen ist auch gleichzeitig ein Nachteil, da bei 37°C
Reaktionstemperatur nur eine geringe Stringenz der
Zielsequenz/Primer-Hybridisierungsreaktion zu er-
warten ist. Bedeutender Vorteil ist der Einsatz von
RNA als Template, da auf diese Weise nur lebende
Erreger, nicht hingegen abgestorbene Mikroorganis-
men (z. B. nach Antibiotika-Therapie) nachgewiesen
werden.

Auf Methoden zur epidemiologischen Charakterisie-
rung von Krankheitserregern soll in diesem Artikel
nicht eingegangen werden. Letztendlich lassen sich
fast alle auf grundlegende Methoden der Molekular-
biologie wie zum Beispiel den Restriktionsenzymver-
dau in Kombination mit anderen Techniken zuriickfiih-
ren. Allen gleich ist das Erstellen von Erreger-typi-
schen Mustern (fingerprinting) auf der Basis bestimm-
ter Gene und Genmuster (z. B. repetitive Elemente).

Universelle eubakterielle PCR

Neben den dargestellten diagnostischen Moglichkeiten
bietet das Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene eine weitere Methode zur Identifizierung von
Bakterien, die universelle, eubakterielle PCR.

Bei diesem PCR-System werden Primer eingesetzt, die
phylogenetisch hochkonservierte Bereiche im Bakteri-
engenom erkennen und in der Lage sind, alle bekann-
ten Bakterienspezies mit hoher Wahrscheinlichkeit zu
amplifizieren. Die Identifizierung erfolgt dann iiber die
anschlielende Sequenzierung und den computerge-
stiitzten Datenabgleich mit bereits bekannten Sequen-
zen (1).

Bei Bakterien lassen sich drei ribosomale RNA
(tRNA) Spezies unterschiedlicher Grofie nachweisen,
die durch die Angabe ihres Sedimentationskoeffizien-
ten gekennzeichnet werden, 16S (ca.1500 Basen), 23S
(ca. 300 Basen) und 5S (ca. 120 Basen) (20). (Abbil-
dung 7)
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Dazwischen liegen die sogenannten intergenischen
oder internal transcribed spacer (ITS) (3). Die riboso-
malen Gene (RNA Gene) sind ubiquitdr verbreitet,
funktionell konstant, dadurch weitgehend gleich in der
Primér- und Sekundérstruktur, Weiterhin besitzen sie
eine hohe genetische Stabilitit (5,10). Die 16S Genre-
gion ist bisher am eingehendsten untersucht und stellt
damit eine ausgezeichnete Zielstruktur fiir ein univer-
selles PCR-System dar (6,9,1,11,12,28,30).

Aufgrund der Universalitiit des Systems werden alle im
Material vorliegenden Bakterien gleichermaBen ampli-
fiziert (17). Anzustreben ist daher der Einsatz des Sy-
stems zum Beispiel bei der Identifizierung von Rein-
kulturen, die auf herkdmmliche Weise nicht identifi-
ziert werden kdnnen, oder wenn eine weitere Anzucht
nicht mehr moglich ist. Ein Fallbeispiel soll die Effizi-
enz der Methode verdeutlichen.

Fallbeispiel

Ein 71jdhriger ménnlicher, somnolenter Patient kam
mit Fieber, Ikterus und reduziertem AZ zur stationéiren
Aufnahme. Als auffilliger Untersuchungsbefund zeig-
te sich in der Sonographie der Leber im rechten Unter-
lappen ein Abszef mit einem Durchmesser von 46 mm.
Aufgrund der Somnolenz des Patienten wurde ein kra-
nielles MRT durchgefiihrt, indem sich wenige Millime-
ter grofie Herde darstellen liefen. Die Therapie wurde
mit Ciprofloxacin eingeleitet, der Leberabszel wurde
punktiert.

Alle angelegten mikrobiologischen Kulturen (Punktat,
Blutkultur) blieben nach 7tdgiger Bebriitung steril. Im
mikroskopischen Direktpriparat des Leberpunktates
fanden sich vereinzelt fadenformige gramnegative
Stibchen.

Der Zustand des Patienten bessert sich nicht, so daf die
Therapie auf Cefpodoxim und Metronidazol umgestellt
wurde, worunter es zur deutlichen Befundbesserung kam
und der Patient nach weiteren 7 Tagen in die hédusliche
Pflege entlassen werden konnte.

Das Punktatmaterial wurde einer DNA-Préparation und der
universellen eubakteriellen 16S rDNA PCR zugefiihrt.

Zur Durchfiihrung einer universellen eubakteriellen
PCR mit anschliefender direkter Sequenzierung ver-
wenden wir zwei Primerpaare (fd1/244; PC3ModR/
Bak11W), die Produkte von ca. 350bp, bzw. 700bp ge-
nerieren, die sich in ihrer Sequenz erginzen. Als Posi-
tivkontrolle dient L.pneumophila ATCC 33152. (Abbil-
dung 8)

Die PCR-Produkte wurden anschliefend direkt se-
quenziert und auf dem ABI PRISM™ -System 377A
analysiert. (Abbildung 9) Die Sequenzen wurden in ei-
nem Blast Search (Basic Local Alignment Search Tool)
am NCBI mit bekannten Bakteriensequenzen vergli-
chen (7).
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Abbildung 8: 165rDNA PCR
Dargestellt ist das Ergebnis der PCR Reaktion der uni-

versellen eubakteriellen 16SrDNA PCR mit zwel
Primerpaaren (fd1/244-ca.350bp; PC3ModR/
Bak11W-ca.700bp); 1.5% Agarose, gefdrbt mit Ethidi-
umbromid

Spur 1 100bp Molekulargewichtsstandard Fa. PeqLab
Spur 2 Patienten DNA (Amplifikatidnge ca. 700bp)
Spur 3 Negativkontrolle (H,0)

Spur 4 Positivkontrolle (L.pneumophila ATCC 33152)
Spur 5 Patienten DNA (Amplifikatlinge ca. 350bp)
Spur 6 Negativkontrolle (H,0)

Spur 7 Positivkontrolle (L.pneumophila ATCC 33152)
Spur 8 100bp Molekulargewichtsstandard Fa. PeqLab
Im Leberpunktatmaterial des Patienten konnte bakteri-
elle DNA (Spur 2 und 5) nachgewiesen werden.

Dies ergab mit einer Wahrscheinlichkeit von 96% Fu-
sobacterium nucleatum.

Mittels universeller eubakterieller 16S rDNA PCR
konnte somit im Zusammenhang mit dem mikroskopi-
schen Direktpréparat und der Klinik des Patienten Fu-
sobacterium nucleatum als ausldsendes Agens identi-
fiziert werden.

Die hier aufgefithrten Methoden der Nukleinsduredia-
gnostik mit ihren Vorteilen, aber auch Nachteilen, sol-
len nicht dariiber hinwegtduschen, dal der Goldstan-
dard der mikrobiologischen Diagnostik auch heute
noch die Anzucht des Krankheitserregers ist. Aller-
dings muB} man auch einrdumen, dal} der eindeutige
Nachweis einiger Krankheitserreger, wie Tropheryma
whippeli erst durch diese Methoden ermdglicht wurde
(22). Der diagnostische Aussagewert der neuen und der
herkéminlichen Methoden wird sich auch weiterhin er-
ginzen und nicht ausschliefen und weiterentwickeln.
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Abbildung 9: Chromatogrammn

Das Chromatogramm zeigt die Basensequenz (690bp)
des amplifizierten Produktes aus der AbD. 8. Die
generierte Sequenz wird anschliefiend einem Daten-
abgleich im BLAST Search zugefithrt.
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Aus der Medizinischen Klinik I' (Direktor Prof. Dr. med. Horst Lorenz Fehm) und I1? (Direktor Prof. Dr. med.

Hugo A. Katus) der Medizinischen Universitét Liibeck

Uber Darmbrand, eine vor 50 Jahren in Liibeck beschriebene
Erkrankung, und was aus ihr wurde

B. Kreft!, K. Dalhoff?, K. Sack?

Zusammenfassung
In den Jahren 1946-1948 trat in Liibeck und anderen
Stidten Norddeutschlands eine epidemisch verlaufen-
de Infektion auf, die bis dahin nicht be-
kannt war. Die Erkrankung wurde auf-
grund threr Morphologie als Darmbrand
(Enteritis necroticans) bezeichnet. Unter-
suchungen ergaben, daB} es sich bei dem
Infektionserreger um Clostridium perf-

ringens Typ C handelte. In der Folge

konnte die Pathogenese der Enteritis ne-
croticans und die eine krankheitsauslo-
sende Bedeutung des beta-Toxins von
Clostridium perfringens Typ C gesichert
werden. Entsprechend konnte durch die
Immunisierung gegen dieses Toxin die In-
zidenz der Enteritis necroticans in Papua
Neu Guinea, einem Land, in dem die Er-

" DARMBRAND

ENTERITIS NEGROTICANS

anstalten Stid und Ost (7). Die Autoren: Prof. Dr. med.
K. Hansen, Chefarzt der Med. Klinik Siid. Dr. med. ha-
bil. E. Jeckeln, Prosektor am Pathologischen Institut.
Prof. Dr. med. J. Jochims, Chefarzt der
Kinderklinik. Prof. Dr. med. A.p Lezi-
us, Chefarzt der Chirurgischen Klinik
Ost. Prof. Dr. H. Meyer Burgdorff,

Chefarzt der Chirurgischen Klinik Sid.
S riocns Prof. Dr. F. Schiitz, Chefarzt des Hygie-
et nischen Institutes Ost. Im Vorwort dan-
‘ken die Autoren namentlich ihren Assi-

stenten, die auch spiter als Arzte in Lii-

beck titig waren, u. a. den Herren Drs.
Ebert, Edelhoff, Gahrmann, Langer,
Liibbers, v. Romatowski, Schiimann
und Uthgenannt. Aus Anlaf} der 50. Wie-
| derkehr des FErscheinungsjahres der
Monographie soll an die Darmbrand-

krankung in bestimmten Regionen noch

GEORG THIEME YERLAG + STUTTGART

epidemie erinnert und dargestellt wer-

heute endemisch ist, deutlich gesenkt App 7. Titelblatt der Mono-

werden.

Vor 50 Jahren — 1949 — erschien im Thie-
me Verlag die Monographie Darmbrand, Enteritis ne-
croficans, in der Liibecker Arzte ihre Erfahrungen mit
dieser Erkrankung mitteilten. Wenngleich der Darm-
brand in Europa eine kaum noch auftretende Erkran-
kung ist, so ist mit seinem epidemischen Auftreten be-
sonders in Notstandsgebieten zu rechnen. Die vorlie-
gende Arbeit soll an die in Liibeck aufgetretene Darm-
brandepidemie und die damit verbundene Arbeit der
beteiligten Arzte erinnern und eine Darsteliung der
Epidemiologie, Pathogenese und Therapie der Erkran-
kung unter Beriicksichtigung inzwischen gewonnener
Erkenntnisse geben.

Einleitung

1949 erschien im Thieme Verlag die Monographie
Darmbrand, Enteritis necroticans, eine umfassende
und sorgfiltige Analyse der Erfahrungen, die in Li-
beck mit der 1946 - 1948 abgelaufenen Epidemie ge-
wonnen wurden, und zugleich das vorbildliche Resul-
tat einer engen Kooperation zwischen Klinikern, Pa-
thologen und Mikrobiologen (Abb. 1), der damaligen
Cheférzte und ihrer Assistenten der Liibecker Kranken-

2

graphie von 1949,

den, welche Rolle Darmbrand regional,
national und weltweit im Anschiuf an
die Epidemie bis heute spielt; ferner soll
die Enteritis necroticans von anderen Clostridium perf-
ringens assoziierten Erkrankungen abgegrenzt werden.

I Die Darmbrandepidemie 1946 -1948 in Liibeck

Definition: Zu einer Zeit, als mikrobiologische Befun-
de noch nicht vorlagen, wurde die Erkrankung rein
morphologisch durch Jeckeln definiert (9), der ihr auch
den Namen gab: ,,Wir verstehen unter Darmbrand eine
akute Erkrankung des Darmrohres, in deren Mittel-
punkt eine die oberen Diinndarmabschnitte bevorzu-
gende, die Darmwand abschnittsweise oder diffus be-
fallende, von der Schleimhaut her einsetzende, zum
Fortschreiten in die Tiefe neigende und nicht selten in
Schiiben verlaufende Nekrose steht.*

Epidemiologie: Die Erkrankung war, als sie im friihen
Sommer 1946 erstmals auftrat, iiberraschend neu, denn
keiner der behandelnden Arzte hatte sie zuvor gesehen.
Eine Literaturrecherche ergab, dafl nur Jaffé 1918 (8)
bei sechs russischen Kriegsgefangenen und einem
deutschen Soldaten Darmbrand exakt morphologisch
beschrieben und bereits als #dtiologisches Agens ein
vom Darmlumen her wirkendes bakterielles Gift ver-
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mutet hatte. 1946/47 wurden in Liibeck 364 Fille gese-
hen, darunter 140, die histologisch gesichert wurden,
In Norddeutschland gab es dariiber hinaus zahlreiche
Erkrankungsfille, vor allem in den Regionen Hamburg
und Kiel. Darmbrand gab es zu jeder Jahreszeit, ge-
héuft jedoch von Juni bis Oktober, vor allem im Au-
gust. Unter den Erkrankten iiberwogen Ménner, ein
Altersgipfel fand sich im 5. Dezenium, die Todesfélle
hiuften sich im Séduglings- und Greisenalter. Die Ge-
samtmorbiditit wurde auf 1,6 : 1000 Einwohner be-
rechnet, die Mortalitéit betrug insgesamt 22 % — vor
Einfiihrung der Sulfonamidtherapie 44 %, danach 16 %
.

Klinik: Es gab drei Verlaufsformen:

1. Der perakute Verlauf fiihrte innerhalb von Stunden
bis wenigen Tagen zum Tode unter dem Bilde des
toxischen Herzkreislaufversagens, oft mit neurolo-
gischen Symptomen, wie Bulbérparalyse oder Tetra-
plegie. Diese Form dominierte bei Sduglingen und
Kleinkindern.

2. Die akute Verlaufsform, die das zentrale klinische
Problem darstellte. Die hiiufigste Trias der Anamne-
se war: unertrigliche, plotzlich auftretende Leib-
schmerzen, betont links vom Nabel, Diarrhoe und
strikte  Nahrungsverweigerung. Klinisch beein-
druckten vorrangig: schwerstes Krankheitsgefiihl,
Temperaturen um 38°C, starke lokale Hyperalgesie
der Haut, bei ausgeprigtem lokalen Druckschmerz,
Fehlen einer groben Abwehrspannung infolge nur
infraomentaler ausgeprigter Peritonitis, blutige Di-
arrhoen, Petechien der bleichen Haut bei normalen
Thrombozytenzahlen. Es bestand allenfalls eine ge-
ringe Leukozytose mit deutlicher Linksverschie-
bung und toxischer Granulation.

3.Die leichte Verlaufsform infolge geringfiigigen
Darmbrandes, die symptomlos war oder sich als un-
spezifische Gastroenteritis duferte, keinen wesentli-
chen Ausfall der Darmfunktion nach sich zog und als
Zufallsbefund bei Sektionen erkannt wurde.

Bei giinstigem Verlauf der akuten Form bildeten sich
die Lokalsymptome in 5 bis 10 Tagen zuriick, nach 4
Wochen war der Stuhl blutfrei. Bettruhe wurde bis zur
5. Woche eingehalten, Entlassung erfolgte in der 6. bis
7. Krankheitswoche. Andere innere Organe blieben
weitgehend unbehelligt, eine Neigung zu schmerzhaf-
ten Darmhpassagen blieb gelegentlich bestehen.

Komplikationen der akuten Form waren zahlreich: pa-
ralytischer lleus infolge Darmlihmung bei ausgedehn-
tem Darmbrand; friihe Stenose infolge des Darmwand-
0dems mit mechanischem, meist hohem lleus; Spétste-
nose infolge zirkuldrer Darmwandnarbe mit Heus oder
pré- bzw. intrastenotischer Perforation (Abb. 2) und
Perforationsperitonitis; Blutung ins Darmlumen infol-
ge AbstoBBens der Nekrosen; Adhisionsileus. Infolge-
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dessen ergab sich eine duflerst komplexe und oftmals
schwierige Differentialdiagnose des akuten Abdo-
mens, insbesondere bei vereinzelt auftretendem Darm-
brand auBerhalb der Epidemie.

Pathologische Anatomie, Makroskopische Befunde:
Singuldre oder multiple Darmabschnitte von 6 cm bis
330 cm Linge sahen aus wie hdmorrhagisch infarziert
und waren von gummischlauchartiger Konsistenz. Be-
vorzugt betroffen waren das Jejunum, besonders in sei-
nen proximalen Abschnitten, und das lleum; selten be-
fallen waren Osophagus und Magen (jeweils 5/102
Fille). Lokal bestand eine fibrindse Peritonitis (Abb.
3).

Mikroskopische Befunde: Strotzende Hyperdimie der
dilatierten Darmwandkapillaren mit Fibrinthromben
sowie ein massives Odem der Mukosa und Submukosa
wurden als frilhe Veriinderungen gefunden (Abb. 4).
Wenig spiiter folgten ausgedehnte Blutungen in allen
Darmwandschichten, danach Nekrosen der Zotten und
nachfolgend auch tief in die Darmwand reichende Ne-

AbD. 2: Jejunumstenose mit stecknadelkopf- und lin-
sengrofler Wandperforation nach 11 Monate zuriicklie-
gendem Darmbrand. Makrophoto, 1.2x. Aus: v. Roma-
towski (20).
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Abb. 3: Situs der Bauchhdhle (links) und Querschnitt
des Jejunums (rechts) bei akutem Darmbrand. Aus: E.

Jeckeln: Die pathologische Anatomie des Darmbran-
des. In (7).

ADb. 4: Akuter Darmbrand, 2 Abschnitte aus dem Re-
sektat der Kasuistik A.D. Odem der Submucosa und
apikale Nekrose einer Kerckring'schen Falte (oben).
Ausgedehnte Schleimhautnekrosen und thrombosierte
Kapillaren der Submucosa (unten, Path E 6869/67.
HE, Lupe).

krosen, die gelegentlich Gasblasen enthielten. Vor Absto-
Bung der Nekrosen fehlten stets nennenswerte Leukozy-
teninfiltrate, erst in der 3. Krankheitswoche entstanden
Geschwiire mit reaktivem Granulationsgewebe. Nach
Abheilung derselben wurden mehr oder weniger ausge-
dehnte Narben gefunden, deren schiefergraue Farbe auf
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Abb. 5: Narbe nach Darmbrand: vollstindige Wieder-
herstellung des Faltenreliefs. Makrophoto, 1.2x. Aus:
v. Romatowski (20).

\I

Abb. 6

Siderinablagerungen in der Odemsklerose der Darmwand
beruhen, Keine Regeneration der Kerckring’schen Falten
und der Zotten (Abb. 5). ~ Extraintestinal wurden ledig-
lich petechiale Blutungen in Gehirn und Riickenmark,
insbesondere bei perakuten Verlaufsformen, gefunden, als
Ausdruck einer generalisierten ,,Kapillartoxikose®.
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Atiologie: Fast stets gelang der Nachweis von anaerob
wachsenden grampositiven Stibchen (Abb. 6) aus
Tupfpréiparaten von resezierten Darmabschnitten che-
motherapeutisch nicht behandelter Patienten sowie in
deren Stuhl, hiufig auch aus Erbrochenem, gehebertem
Magen- bzw. Duodenalinhalt, gelegentlich auch aus
dem Blut. Ferner gelang die Anziichtung aus Fischpa-
sten, Fischdarm und aus Milch. Tierexperimentell war
die Erzeugung von Darmbrand durch direkte transmu-
rale intraduodenale Applikationen der angeziichteten
Anaerobier moglich. Diese wurden identifiziert als
eine Subspezies von Clostridium perfringens Fraenkel,
die sich vom Gasbranderreger sowohl morphologisch
als auch durch die Leichtigkeit der Versporung, die
hohe Kochresistenz der Sporen und die Produktion von
wenig o, aber viel B-Toxin unterschied und von Zeis-
sler (33) als Bacterium enterotoxicus bezeichnet, von
Oakley dem Typ F der Welch-Nuttai-Bakterien zugeord-
net wurden; spitere Taxonomie: C. perfringens Typ C.

Pathogenese: Da auch bei Gesunden Darmbranderre-
ger im Stuhl in geringen Mengen nachzuweisen waren,
schienen u. a. quantitative Aspekte wichtig zu sein. Das
bevorzugt saisonale Auftreten der Erkrankung wurde
erklidrt durch die giinstigen Wachstumsbedingungen
fiir die Krankheitserreger in der warmen Jahreszeit. Da
Minner hiufiger undiszipliniert und viel d8en, hitten
sie eine grofere Erkrankungschance als Frauen. Die
besonders hohe Sterblichkeit von Sduglingen wurde
zuriickgefiihrt auf die hohere Durchldssigkeit der
Darmwand fiir Proteine, also auch fiir das f-Toxin des
Krankheitserregers.

Folgende Vorstellung zum Ablauf der Erkrankung wur-
de entwickelt: Die Infektion erfolge mit Nahrung, die
Sporen der Erreger enthilt; nur bei Subaziditit des
Magensaftes reiche erregerhaltige sporenlose Nahrung
aus. Als wichtig wurden dariiber hinaus angesehen
Motilitdtsstérungen des Gastrointestinums infolge
kohlenhydratreicher Nachkriegsernihrung, die aufler-
dem iiber ein akzentuiert alkalisches Duodenalmilien
fiir maximale Bakteriendichte sorge. Bedeutsam sei
ferner der experimentell ermittelte Befund, daf} die
gleichzeitige Aufnahme von gramnegativen Aerobiern
infolge Sauerstoffverbrauchs das Wachstum der Darm-
branderreger begiinstige. Im Anschluf} an eine enteriti-
sche Schidigung erfolge dann das Eindringen des bak-
teriellen B-Toxins.

Dieses verursache eine Kapillarldshmung mit konseku-
tiven Durchblutungsstérungen und den geschilderten
pathologisch-anatomischen und klinischen Folgen.

Therapie: Entscheidend waren folgende Mafnahmen:

1. Der Entleerung des Magens und der oberen Darmab-
schnitte mittels Miller-Abbot-Sonde schloff sich
eine Dauerabsaugung des Darminhaltes iiber Tage
an.
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2. Applikation der von Domagk auf Veranlassung von
Lezius zur Verfiigung gestellten Sulfonamide Sulfa-
tolamid (Marbadal, 20 g/d) und Homosulfanilamid
(Marfanil, 5 g/d) in jeweils 5 Einzeldosen/d, zu-
néchst tiber die liegende Sonde, fiir mindestens 8 bis
10 Tage.

3, Intravendse  Applikation von  Serum, das
Anti-B-Toxin enthielt, iiber mehrere Tage; eine giin-
stige Wirkung wurde bereits nach wenigen Stunden
gesehen.

4. Bluttransfusionen, sofern die Blutungsanidmie infol-
ge Darmbrandes dies erforderte.

5. Chirurgische Therapie der Folgen der Darmwandne-
krosen — blutende oder vor der Perforation stehende
Geschwiire — mittels Resektion mdglichst nach in-
ternistischer Vorbehandlung.

II Was wurde nach dem Abklingen der Epidemie
1947 aus der Erkrankung Darmbrand?

1. Regional: Singulidre Erkrankungen wurden nach
1950 unseres Wissens nach kaum, epidemische Erkran-
kungen sicher nicht publiziert. Im Kolleg der speziel-
len pathologischen Anatomie wurde um 1960 an der
CAU in Kiel von Prof. Wilhelm Doerr auf die im ,,nas-
sen Dreieck® zwischen Hamburg, Kiel und Liibeck
1946/47 abgelaufene Epidemie im Sinne einer histori-
schen Tatsache hingewiesen, wie Kollegaufzeichnun-
gen belegen. Als Assistent am von Prof. Ernst Jeckeln
geleiteten pathologischen Institut der Stddtischen
Krankenanstalten Liibeck hatte man noch 1964 bei der
makroskopischen Befundung des Diinndarmes im Rah-
men von Obduktionen sorgféltig auf Residuen des ab-
gelaufenen Darmbrandes zu achten. In der Tat fanden
sich nicht selten (bei damals ca. 1500 Sektionen/JTahr)
einzelne schiefrige flache Narben mit unvollstindig
wiederhergestelltem Faltenrelief, wie sie von Roma-
towski beschrieben hat (Abb. 5). SchlieBlich kénnte
die folgende Kasuistik aus 1988 auf eine potentiell
langfristige Bedeutung eines unter Narbenbildung ab-
geheilten Darmbrandes hinweisen.

Kasuistik

Anamnese: Der 58jihrige Patient, G. F, geb. am
04.12.1929, aus Travemiinde, gab im Mirz 1988 an,
1946 oder 1947 ldngere Zeit in der chirurgischen Kli-
nik des Krankenhauses Stid gelegen zu haben; man
habe drztlicherseits damals mehrfach eine Bauchopera-
tion erwogen und gesagt, er habe einen Darmbrand.
Diese Vorgeschichte war nicht zu objektivieren, da die
Krankenakten vernichtet waren.

Seit 5 Tagen , Erkiltung” mit Husten, Auswurf und
Luftnot. Seit dem Vortag Schmerzen im rechten Fufl
mit Rétung und Schwellung, nachdem er sich 2 Wo-
chen zuvor eine Platzwunde am re. Schienbein zugezo-
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gen hatte. Deswegen Einweisung in das Krankenhaus
Priwall.

Klinischer Befund am 20.03.1988: Patient mit deutli-
chen Krankheitserscheinungen. Rechter Vorfuf} gerstet
und bis in die Kndchelregion geschwollen. Daneben
feinfleckige rote Effloreszenzen an der Haut des Unter-
schenkels (Vaskulitis?). Leib unauffillig. Bronchiti-
sche RG liber den Lungen. BSG 20/43 mm n. W,, Leu-
ko 8,2/nl mit geringfiigiger Linksverschiebung, Kér-
pertemperatur 38° C. Verdachtsdiagnose: Erysipel. Tn-
fektarthritis?

Klinischer Verlauf: Unter 2 x 750 mg Cefuroxim/d i.v.
weitgehende Riickbildung des Lokalbefundes am rech-
ten Fuf} innerhalb von 2 Tagen. Deshalb Umsetzen des
Antibiotikums auf 3 x 500 mg Cefaclor/d. Am 22.03.
Auftreten von krampfartigen Leibschmerzen und will-
rigen Durchfillen mit Blut- und Schieimbeimengun-
gen. Auch nach Absetzen des Cephalosporins Leib zu-
nehmend druckschmerzhaft und Entwicklung eines Su-
bileus. Daher Verlegung des Patienten in die MUL un-
ter der Verdachtsdiagnose: antibiotikaassoziierte pseu-
domembrandse Colitis.

Befund bei Verlegung in die MUL am 30.03.1988: Sig-
moldoskopie ohne pathologischen Befund. Sono-
graphisch Aszites bei Hypalbumindmie (22,7 gA). Ab-
domen gebliht, diffus druckschmerzhaft, klingende
Darmgeriusche. Stuhl etwas blutig tingiert. Radiolo-
gisch mehrere Diinn- und Dickdarmspiegel. Tempera-
tur 38,3° C. CRP 106 mg/l. Im tibrigen keine auffilli-
gen Laborwerte.

Befund bei Laparatomie am 31.03.1988: 1000 ml bju-
tig tingiertes Exsudat in der Bauchhohle. 10 und 20 cm
distal des Treitz’schen Bandes fanden sich 2 blande, 2
bis 3 cm breite Stenosen des oberen Jejunums, 80 cm
distal hiervon beginnend fanden sich 8 weitere Steno-
sen von 6 bis 8 cm Breite verteilt bis zum terminalen
lleum; die Darmwand war hier r&tlich und leicht 6de-
matds. Magen und Dickdarm unauffillig, ebenso das
gesamte iibrige Abdomen. Von einer Resektion, bei der
lediglich 60 cm Jejunum belassen worden wire, wurde
abgesehen.

Perioperative Befunde: Mesenterialer Lymphknoten:
unspezifische Lymphadenitis. Aszites: Zytologisch
Zeichen der geringen chronischen Entziindung. Kein
Nachweis von Krankheitserregern bei kulturellen An-
ziichtungsversuchen aus Aszites, Magensaft, Stuhl,
Harn und Blut. Serologische Untersuchungen auf Clos-
tridium difficile, Campylobacter, Typhus, Paratyphus,
Enteritissalmonellen, Shigellen, Brucellen, Yersinien
und Leptospiren fielen sdmtlich negativ aus.

Postoperativer Verlauf: Mehrwochiger Aufenthalt auf
der Intensivstation wegen protrahierter Ileussympto-
matik und interkurrenter Aspirationspneumonie. Nach
konservativer Beherrschung des Krankheitsbildes
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zeigte die radiologische Untersuchung des Diinndar-
mes nach Sellink am 06.05. keinen sicher krankhaften
Befund mehr. Entlassung am 10.05.88 in die ambulante
hausérztliche Behandlung. Der weitere Verlauf ist un-
bekannt. Eine aktenkundige drztliche Anamnese anldf-
lich einer Parotisoperation im Januar 1991 ergab je-
doch keine Hinweise auf eine abdominelle Symptoma-
tik; klinisch war zu diesem Zeitpunkt am Leib kein
krankhafter Befund zu erheben.

In dieser Kasuistik sind die #tiologischen Zusammen-
hiinge zweifellos unsicher, Wenn beriicksichtigt wird,
daBl multiple Diinndarmstenosen lediglich entstehen in
der Folge von Darmbrand, wie durch von Romatowski
beschrieben (20), oder des Morbus Crohn, der hier
nicht vorliegen diirfte, weil es keine Hinweise auf eine
chronischprogrediente Erkrankung gibt, konnte fol-
gende Pathogenese zutreffen: Der aus der Nachkriegs-
zeit erinnerte Darmbrand hat 10 blande stenosierende
Diinndarmnarben hinterlassen, die, bedingt durch eine
nachhaltige Motilitdtsbeschleunigung infolge der aktu-
ellen Infektion oder der antibakteriellen Chemothera-
pie, akut dekompensierten und einen Ileus verursach-
ten.

2. National: Unseres Wissens liegen nur wenige Publi-
kationen {liber vereinzelte frische Darmbranderkran-
kungen nach 1950 vor, so zum Beispiel von Wechner et
al., (31), die in Berlin 1979/80 4 Fille beobachteten.
Folgende Kasuistik stammt aus Westfalen, die 1967 im
Institut fiir Pathologie der Medizinischen Akademie
Liibeck mitbefundet wurde:

Kasuistik

Anamnese des H. D., geb. am 15.02.1937, aus Hagen/
Westfalen: Als Kind Gelbsucht. Seit dem 19. Lebens-
jahr Thrombophlebitiden der Beine, spiter Ulcus cru-
ris, deswegen 4 Wochen stationire Behandlung. Nach
der Entlassung in der 3. Juliwoche 1967 unklare Sensa-
tionen im Oberbauch bei Nikotin- und Alkoholkon-
sum. Am 31.07. plotzlich heftige Leibschmerzen von
der Nabelgegend her giirtelférmig ausstrahlend, Zu-
nahme der Beschwerden bei Nahrungsaufnahme. Am
06.08.67 erstmals Ubelkeit, mehrfaches Erbrechen und
daher Einweisung in die Klinik.

Klinischer Befund: Reduzierter AZ und KZ. Peritonea-
ler Reizzustand mit Druck- und Loslaschmerz, BSG
19/36 mm n. W., normal sind Korpertemperatur, Puls
sowie Harn- und Serumdiastase. Wegen zunehmender
Beschwerden und radiologischem Nachweis von
Diinndarmspiegeln Laparotomie am 09.08.

Operationsbefund: Im oberen Jejunum fand sich eine
15 cm lange gangrdndse Darmschlinge, die reseziert
wurde; Odem des zugehérigen Mesenteriums. Alle {ib-
rigen Organe und Darmabschnitte waren unauffillig.
Chirurgischerseits wurde der Verdacht auf eine Mesen-
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terialvenenthrombose geduflert. Mikrobiologische Un-
tersuchungen erfolgten nicht.

Pathologisch-anatomischer Befund: Kein Nachweis ei-
ner tiber das Resektat hinausgehenden Mesenterial-
venenthrombose oder einer Invagination. Makroskopi-
sche Darmveriinderungen wie bei Darmbrand (PD Dr.
Laubmann/Hagen). Prof. Jekkeln, MUL, der das Re-
sektat zugesandt erhielt: Akuter Darmbrand mit sekun-
diaren Geféifverinderungen (Path. E-Nr.. 6869/67;
Abb. 4).

3. Weltweit: In den letzten Jahrzehnten ist der Darm-
brand in den westlichen Lindern zu einer seltenen Er-
krankung geworden, die nur noch sporadisch vor-
kommt, die jedoch aufgrund ihrer Seltenheit zu diagno-
stischen Problemen fiihren kann (19). Uber die Dia-
gnostik und (chirurgische) Therapie der Enteritis ne-
croticans liegen daher mehrere kasuistische Mitteilun-
gen vor (26). Da der Darmbrand in Deutschland nicht
meldepflichtig ist, liegen exakte Zahlen tiber seine In-
zidenz nicht vor. Die Enteritis necroticans ist nicht auf
die Norddeutsche Region und die Jahre nach dem
Zweiten Weltkrieg beschriinkt gewesen. Eine schwer
verlaufende Enteritis necroticans, die klinisch, epide-
miologisch, histomorphologisch und mikrobiologisch
der in Norddeutschland beschriebenen Darmbrander-
krankung weitgehend gleicht, wurde bei den Bewoh-
nern des Hochlandes von Papua Neu Guinea (PNG) be-
schrieben. Sie wird dort aufgrund des Zusammenhan-
ges mit dem Verzehr von Schweinefleisch als ,pig-bel
(wortlich etwa: ,Schweine-Bauch®) bezeichnet (13,
15). In den Arbeiten, die diese Enteritis necroticans be-
schreiben, wird explizit Bezug auf die von den Liibek-
ker Arzten publizierte Schrift genommen (15).

Die Enteritis necroticans in PNG weist einige Beson-
derheiten auf, die die Erkrankung auch in Nord-
deutschland besser verstehen lassen und pathogeneti-
sche Gesichtspunkte beleuchten. Zur Entstehung der
Enteritis necroticans tragen nach dem derzeitigen
Kenntnisstand alimentére Besonderheiten bei, die fiir
das epidemische Auftreten der Erkrankung in Neu Gui-
nea, aber auch in Deutschland 1946-1948 relevant sind
(12). Hierzu zdhlen vor allem der Mangel an digestiven
Proteasen im Diinndarm, wie er nach vorwiegend pro-
teinarmer, kohlenhydratreicher Diiit auftritt, und die
Zufuhr hitzestabiler Trypsin-Inhibitoren, die in be-
stimmten Speisen (z. B. Sii-Kartoffeln: Ipomaea ba-
tata) enthalten sind. Nach der aus rituellen Griinden im
Hochland PNGs ausgetibten plotzlichen Aufnahme
grofler Mengen von Schweinefleisch, von dem eine
Kontamination mit C. perfringens angenommen wird,
kann das B-Toxin dieses Erregers, das sehr empfindlich
gegeniiber proteolytischen Vorgéngen ist, der Trypsin-
einwirkung entgehen und seine toxische Wirkung ent-
falten (12). Auch Bohnen und Erdniisse enthalten Pro-
teaseinhibitoren; das Entstehen einer Enteritis necroti-
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cans nach deren Verzehr und der nachfolgenden Auf-
nahme von Schweinefleisch ist beschrieben worden
(12). Zudem kann eine Infestation mit Nematoden zu
einem Proteasenmangel fithren, da Ascaris lumbrico-
ides Trypsin-Inhibitoren produziert und damit einer
Verdauung entgeht (16). In diesem Zusammenhang ist
bedeutsam, daB 70-80 % der Bewohner des Hochlan-
des von Neu Guinea von Ascaris lumbricoides befallen
sind (16). Askariden sind bei den in Liibeck 1946/47
diagnostizierten Féllen dagegen nicht beschrieben
worden.

Die einseitige proteinarme Ernéhrung, die weite Ver-
breitung des Krankheitserregers C. perfringens und die
plotzliche Zufuhr vermutlich groferer Mengen des
Krankheitserregers mit dem Genuf§ kontaminierten
Schweinefleisches erklirt das hiufige Auftreten der
Enteritis necroticans in Papua Neu Guinea. Bei den
einheimischen Bewohnern des Hochlandes PGNs
konnten zu 86 % Antikorper gegen das B-Toxin von C.
perfringens nachgewiesen werden. Die Erkrankung
wird jedoch gelegentlich auch in kiistennahen Stidten
PNGs diagnostiziert, ihr relativ seltenes Auftreten dort
wird mit einem regelméiBigeren Verzehr von Schweine-
fleisch, der damit verbundenen héheren Proteasenakti-
vitidt im Verdauungstrakt und hygienischeren Schlacht-
und Lagerbedingungen erklirt (27). Die Bedeutung des
Verzehrs von Fleisch als Risikofaktor fiir die Erkran-
kung an der Enteritis necroticans wird in mehreren Be-
richten aus der Region beschrieben (26) und ist in einer
Fall-Kontroll-Studie analysiert und belegt worden
(14). Hier zeigte sich, daB besonders der Verzehr von
Schweinefleisch mit einem signifikanten Erkrankungs-
risiko verbunden war (relatives Risiko: 14,1). Mit zu-
nehmender Hiufigkeit des Verzehrs von Schweine-
fleisch pro Woche jedoch sank das relative Risiko. An-
dererseits sind auch Fille von Enteritis necroticans do-
kumentiert, in denen ein Verzehr von Schweinefleisch
der akuten Erkrankung nicht voranging (5, 27) und Un-
tersuchungen, die eine Kontamination des Fleisches
mit C. perfringens oder seines B-Toxins belegt hiitten,
fehlen. Daher ist eine Bedeutung von C. perfringens als
Teil der vorhandenen intestinalen Flora fiir die Erkran-
kung nicht auszuschlieen (18). Die pathogenetische
Rolle von C. perfringens Typ C und dessen f3-Toxin fiir
diese Infektionserkrankung ist dagegen auch tierexpe-~
rimentell gesichert (7, 16, 30).

Auch in anderen Landern mit oftmals kriegsbedingten
Notlagen (10) ist die Enteritis necroticans eine in der
Differentialdiagnose der Diarrhoe und des akuten Ab-
domens zu beriicksichtigende Erkrankung (1, 3, 17,
19). Insbesondere in China ist die Erkrankung (einer
Mitteilung aus dem Jahre 1979 zufolge) nicht selten
(25), ihr Vorkommen wird unter anderem in Uganda
(28, 32), Nepal (17) und auf den Salomonischen Inseln
(5, 28) beschrieben. Die Enteritis necroticans ist daher
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vor allem in den Tropen und Léndern, in denen ein
Nahrungsmangel herrscht, auch heute noch in die Dif-
ferentialdiagnose der Diarrhoe und des akuten Abdo-
mens einzubeziehen (1, 3, 5, 28). Entsprechend kénnte
die Verbesserung der Erndhrungssituation in den
1950er Jahren das Verschwinden der Erkrankung in
Deutschland erkldren. In PNG ist die Infektionserkran-
kung noch immer existent, es wird tiber besondere Ver-
14ufe auch heute noch berichtet (2, 4, 31). Der Darm-
brand ist somit nicht unbedingt eine Erkrankung ver-
gangener Zeiten und es ist mit Epidemien in Notstands-
gebieten und gelegentlichen sporadischen Erkrankun-
gen (2, 23, 31 ) zu rechnen.

Therapie der Enteritis necroticans: Die auf den Schwe-
regrad der Erkrankung abzustimmende medizinische
Therapie besteht in der intravendsen Infusionstherapie,
einer Nahrungskarenz, der Drainage des Mageninhal-
tes iiber eine naso-gastrale Sonde, der antibiotischen
Therapie (Penicillin, Chloramphenicol, und Riperazil-
lin) und Bluttransfusionen (24). In der chirurgischen
Therapie der Enteritis necroticans stellt sich stets die
Frage nach dem richtigen Operationszeitpunkt (frith
oder spiter) und dem Ausmaf} der Resektion (Resekti-
on aller erkrankten Abschnitte oder Resektion von
moglichst wenig Darm; 6, 26).

Impfung gegen Darmbrand: In bestimmten Regionen
PNGs betrug die Inzidenz der Enteritis necroticans bis
zu 50/10.000 bei Erwachsenen und etwa 33/10.000 bei
Kindern bis zu 15 Jahren. 500 Kinder sollen jéhrlich
vor Einfithrung der Immunisierung an der Enteritis ne-
croticans auf Papua Neu Guinea verstorben sein (16,
29). Die Erkrankung war zumindest in den 1970er Jah-
ren in bestimmten Regionen Papua Neu Guineas die
hiufigste Todesursache bei Kindern iiber 12 Monate
(23% aller Todesfille in dieser Altergruppe). Versuche,
Enteritis necroticans in PNG durch Verbesserungen der
Nahrungsmittelhygiene zu verhindern, waren v.a. auf-
grund des ubiquitdren Vorkommens des Frregers nicht
erfolgreich (16). 1979 wurde daher eine kontrollierte
Studie zur Immunisierung gegen das B-Toxin von C.
perfringens erstmals bei 5070 Kindern in PNG durch-
gefiihrt. Von 2538 Kindern, die mit dem von der Firma
Wellcome Research  Laboratories hergestellten
B-Toxoid geimpft wurden, erkrankten in den nachfol-
genden 2 Jahren 2 Kinder an ,pig-bel‘, von 2532 kon-
trollgeimpften Kindern (immunisiert mit Tetanustoxo-
id) erkrankten in dieser Doppelblindstudie dagegen 17
an der Enteritis necroticans (p< 0.01). Hieraus errech-
nete sich ein Riickgang der jahrlichen Inzidenz von 33/
10.000 auf 4/10.000 (11). Die Zahl der Einweisungen
in das Medi Hospital, Southern Highlands in PNG mit
der Diagnose ,pig-bel* ging in den Jahren 1981 bis
1983 sehr deutlich zuriick (16). Bei der Behandlung ei-
ner klinisch manifesten Enteritis necroticans ist dage-
gen die Gabe eines Antitoxins — anders, als es die Lii-
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becker Erfahrungen vor 50 Jahren nahelegten — ohne
eine signifikante Auswirkung auf den Krankheitsver-
lauf geblieben (22), wobei sich nihere Angaben zu Ei-
genschaften des applizierten Antitoxins (hergestelit
von der Firma Wellcome) in der zitierten Studie nicht
finden.
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Wissenschaftskritische Uberlegungen zum Evidenzbegriff

S. Voigt*

1. Einleitung

¢«

»Wer irrt, weill nicht, daf er irrt.

Dieser Ausspruch Carl Friedrich von Weizséckers ist
Motto fiir die folgenden Uberlegungen zum Bvidenz-
begriff und zu der heute modernen englischsprachigen
Bezeichnung der evidence based medicine. Nicht zu-
fillig hat Weizsiicker den Begriff Evidenz in seinen er-
kenntnistheoretischen Uberlegungen zum Zweifel auf-
gegriffen. Er unterscheidet in diesem Zusammenhang
drei Auslegungen des Evidenzbegriffs:

»Man kann die Weise des Gegebenseins von Unange-
zweifeltem schlichte Evidenz nennen. DaB die schlich-
te Evidenz keine absolute GewiBheit bietet, weif} jeder.
Der Schein triigt, und die Schwierigkeit ist, da} man
nicht weiBl, wo man es mit Schein zu tun hat. Aber in
der Praxis bringt man es meist zu der fiirs Leben noti-
gen GewiBheit, die man, wenn Zweifel vorangegangen
ist, reflektierte Evidenz nennen kann. Philosophen mei-
nen manchmal, reflektierte Evidenz konne bis zur ab-
soluten Evidenz gesteigert werden,”

Der Begriff der Evidenz hat eine lange medizinhistori-
sche Tradition. Evident ist zunichst das, was sich dem
Beobachter als sichtbar und wahrnehmbar darstellt.

,.Der Grundsatz, daf3 sich das Wissen des Arztes am
Krankenbett bildet, stammt nicht erst vom Ende des 18.
Jahrhunderts, Fiir viele — wenn nicht fiir alle Revolutio-
nen der Medizin — war diese Erfahrung erste Quelle
und bleibende Norm.”?

Der reine klinische Blick ist auch ein qualitativer, der
Krankheit nach evidenten Kriterien erfafit: ,,[man] mufl
dorthin sehen, wo es Trockenheit, Brennen, Reizung
oder Feuchtigkeit, Verschleimung, Schwichung
gibt.*

Die Beobachtung der Kranken durch Kliniker gilt auch
im 20. Jahrhundert noch als Grundlage fiir die Behand-
lung: ,,Um jedem unserer Kranken eine seiner Krank-
heit und ihm selber vollkommen angemessene Behand-
lung vorschlagen za konnen, suchen wir, von seinem
Fall eine objektive und vollstindige Idee zu gewinnen;
wir sammeln in einem Dossier, das ihm gehort und das
seine Beobachtung ausmacht, Informationen, die wir
iber ihn haben. Wir beobachten ihn in derselben Wei-

* Frau Dr. Sabine Voigt hat sich mit einer Arbeit tiber ,,Die Tagebii-
cher der Bashkirtseff von 1877-1884* an dem Fachbereich Neuere
Deutsche Literatur und Kunstwissenschaften der Philipps-Univer-
sitiit Marburg promoviert. Sie ist die Frauenbeauftragte der Medi-
zinischen Universitiit zu Liibeck.

50

se, wie wir die Sterne beobachten oder ein Experiment
im Laboratorium,‘?

Evidenz ist also ein Begriff, der sowohl in Kliniken als
auch in Laboratorien Anwendung findet. An beideh
Orten spielt der Blick des Klinikers bzw. der Forsche-
rin die entscheidende Rolle.

In den folgenden Ausfiihrungen wird zunichst eine
wissenschaftshistorische sowie theoretische Einord-
nung des Evidenzbegriffs vor dem Hintergrund der ak-
tuell gebriuchlichen Bezeichnung der evidence based
medicine versucht. Hierbei soll die Frage gestellt wer-
den, ob und inwieweit sich die Bedeutung des Begriffs
Evidenz in der derzeitigen gesundheitspolitischen Dis-
kussion verschoben hat bzw. auf welche Weise Evidenz
im gesundheitspolitischen Denken vernetzt ist.

2. Definition der Begriffe Evidenz und evidence
based medicine

Nach dem Duden heifit Evidenz ,,Deutlichkeit; voll-
stiindige, liberwiegende Gewibheit; einleuchtende Er-
kenntnis*.®

Im theologischen Sinne wird Evidenz mit Gewiflheit
synonym gesetzt. Hier wird zwischen praktischer und
theoretischer GewiBheit unterschieden: ,,Die prakti-
sche Glewiheit] des natiirlichen Verhaltens ist ge-
wohnlich eine nur moralische. Die theoretische
GlewiBheit] der Wiss. u. der Philosophie ist dem jewei-
ligen Gegenstand u. der Evidenz der Prinzipien ent-
sprechend verschieden. Die hochste erreicht die Ma-
thematik, in ihrer Exaktheit das Ideal der Wiss. u. hiu-
fig auch der Philosophie. [...] Die G{ewifheit] der Gei-
steswissenschaften beruht dagegen auf Sicherheit der
Erfahrung u. steht damit der des alltdglichen Lebens
am néchsten.*

Es ist Cicero, der das Wort evidentia als Ubersetzung
und Nachbildung aus dem Griechischen ins Lateini-
sche einfiihrte und mit dem Begrift perspicuitas syn-
onym setzte.

' C.F v. Weizsiicker 1995, S. 45.
* C.F v. Weizsiicker 1995, S. 46.
3 Foucault 1993, S. 69.
+ Foucault 1993, S. 30.

J.-Ch. Sournia, Logique et morate du diagnostic, Paris 1962, 8. 19,
zitiert in: Foucault 1993, S. 13.

% Duden 1990, S. 234.
7 Lexikon fiir Theologic und Kirche, Freiburg 1986, S. 874.
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Innerhalb der griechischen Philosophie ist der Begriff
der Evidenz iiberwiegend in der epikureischen Er-
kenntnislehre beheimatet — ,.als Augenscheinlichkeit
und offenkundige Présenz im Bereich der sinnlichen
Wahrnehmung,

In der Philosophie wird Evidenz gleichermaBen als
»zentrale wie umstrittene Instanz der offenkundigen,
unmittelbar einleuchtenden Selbstbezeugung wahrer
Erkenntis und der immanenten Legitimation von Ur-
teilen® bezeichnet.” Somit hiingen Evidenz und Ur-
teilsbegriindung eng zusammen, was auch fiir Brenta-
no Grundlage seiner erkenntnistheoretischen Abhand-
lungen zur Wahrheit und Evidenz darstellt.'® Demnach
ist ein Urteil, welches evident ist, €o ipso ein wahres
Urteil; mit anderen Worten ist ein Irrtum bei Evidenz
immer ausgeschlossen. Brentano unterscheidet dabei
zwischen zwei Klassen evidenter Wahrheiten: die Ver-
nunftwahrheiten oder Einsichten und die Tatsachener-
kenntnisse. Den Vernunftwahrheiten kommt eine ,,apo-
diktische Evidenz zu, weil sie keine Existenzvorausset-
zungen machen, sondern lediglich die Behauptung ent-
halten, daf} etwas unmdglich ist.“!" Tatsachenerkennt-
nisse hingegen beziehen sich auf die innere Wahrneh-
mung und beruhen also auf das je eigene BewuBtseins-
leben. Ubertriigt man diese Aussage auf die medizini-
sche Ebene, kénnte der Satz wie folgt umformuliert
werden: Evidenz ist in erster Linie die bewuBte innere
Wahrnehmung einer Krankheit durch den Kranken.
Doch heute in einer Zeit mit immer komplexer werden-
den Krankheitsbildern spielt die innere Wahrnehmung
der Kranken eine eher unbedeutende Rolle. Aus medi-
zinischer Sicht geht es vielmehr um das Erkennen einer
Krankheit durch den Blick des Arztes, also durch die
duBlere Wahrnehmung des anderen.

In Abgrenzung zum Evidenzbegriff, der kurzgefaBt die
Wahrnehmung des Ist-Zustandes der Kranken be-
schreibt, bezieht sich der Begriff der evidence-based
medicine zunichst auf alles, was auf eine effiziente und
effektive Versorgung sowie Therapie der Kranken ab-
zielt. Dies soll, so Sackett, auch auf der Basis von ex-
ternen klinischen Studien passieren: ,,The practice of
evidence-based medicine means integrating individual
clinical expertise with the best available external clini-
cal evidence from systematic research.“> An dieser
Definition von Sackett wird bereits deutlich, da der
englische Begritt evidence etwas anderes meint als der

¥ Historisches Worterbuch der Philosophie, Basel/Stuttgart 1972, S.
830.

* Historisches Wérterbuch der Philosophie, Basel/Stuttgart 1972, S.
830.

10 Brentano 1962.
' Handbuch philosophischer Grundbegriffe, Bd. 2, S. 431

2 Sackett et al. 1997, S. 2.
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deutsche Evidenzbegriff, der in seiner wissenschafts-
theoretischen und -historischen Tradition gerade das,
was evidence zum Ausdruck bringen will, niimlich Ef-
fizienz und Effektivitit, nicht meint. Es geht bei der
evidence-based medicine also um den Einsatz der ge-
genwilrtig wirksamsten und besten Therapie aus der
medizinischen Forschung. Die Erkenntnis tiber die be-
ste Therapie fiir eine bestimmte Erkrankung wiederum
erhilt man, nach Sackett, durch Meta-Analysen aus
randomisierten kontrollierten Studien. Somit basiert
evidence-based medicine im wesentlichen auf Epide-
miologie und ihre statistischen Methoden.

3. Wissenschaftshistorische und -theoretische
Eingliederung des Evidenzbegriffs

Traditionell repriisentiert die Familie den Ort der
Krankheit: in physischer Abgeschlossenheit werden
kranke Familienmitglieder gepflegt. Die Signifikanten
(Symptome und Zeichen) der Krankheit werden weder
verglichen noch dokumentiert; familiale Fiirsorge und
die Pflege des kranken Menschen stehen hier im Vor-
dergrund. Erst mit Griindung der ersten Spitiler findert
sich der Status der Kranken:

,»Im Spital ist der Kranke Subjekt seiner Krankheit, d.
h. es handelt sich um einen Fall; in der Klinik geht es
nur um ein Beispiel: hier ist der Kranke ein Akzidens
seiner Krankheit, das voriibergehende Objekt, dessen
sie sich bemichtigt hat.*!?

Nicht mehr auf den Kranken, sondern auf die Krank-
heit fokussiert sich nunmehr der Blick des Klinikers.
Die Klinik wird zum Ort der Krankheit, deren Sympto-
me und Zeichen verglichen und mathematisch ver-
sprachlicht werden: heute wiirde man diese Vorgehens-
weise als epidemiologisch beschreiben.

Im 18. Jahrhundert konzentrierte sich dieser Blick zu-
niichst auf die Aufstellung eines Systems von Zuord-
nungen: ,.ein Symptom wird in einer Krankheit situiert,
eine Krankheit in einer Artgruppe, und diese wird in
den allgemeinen Plan der pathologischen Welt einge-
ordnet.“!

Doch im Verlauf der Wissenschaft vom Menschen ist
der medizinische Blick des Arztes immer komplizierte-
ren Gegenstinden ausgeliefert. Es gilt, eine Vielheit
von Fakten und Symptomen wahrzunehmen, die eine
immer gréBlere Anzahl von Kombinationsméglichkei-
ten ergeben. Viele Elemente einer Krankheit sind so
subtil, daf} sie nicht mehr wahrgenommen werden, sie
entgehen dem medizinischen Blick. In dieser Vielheit
von mathematischen und physikalischen Gegebenhei-

'* Foucault 1993, S. 75
4 Foucault 1993, S. 46.
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ten kann es keine Evidenz und GewiBheit im klassi-
schen Sinne mehr geben.

So existiert nach Popper nur die ,,Evidenz einer Wahr-
nehmung®. Subjektive Uberzeugungserlebnisse kon-
nen somit niemals die Wahrheit wissenschaftlicher Sét-
ze begriinden. Evidenz hat, nach Popper, nichts mit der
Begriindung wissenschaftlicher Annahmen zu tun.'

Auch evidence-based medicine bedeutet weniger For-
schung nach neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen
als vielmehr die statistische Zusammenfassung ver-
schiedenster randomisierter Studien iiber nutzvolle und
nutzlose Therapien. Diese systematische Analyse soll,
so Sackett, zu einer besseren medizinischen Praxis fiih-
ren.

Doch welche Rolle spielen in diesem Kontext die wis-
senschaftlichen Laboratorien?

Im Spannungsfeld von Labor und Klinik vernetzen
sich Leitvorstellungen tiber Gesundheit und Krankheit
sowie Implementierungen medizinischer Programme.

Das Labor grenzt sich von der Klinik aufgrond seiner
experimentell evozierbaren Phidnomene ab. Dabei kin-
nen Experimente Ausdruck einer gezielten Strategie,
aber auch die Bestitigung von bereits wahrgenomme-
nen Fakten sein. Allerdings existieren auch Experi-
mentalsysteme, die nur durch blindes Tasten medizini-
sches Neuland zu erschlieBen vermégen. Denn wir ha-
ben es bei Experimenten in der Regel nicht ,,mit einem
klaren Verstiindnis von Theorie und Experiment, son-
dern vielmehr mit einer komplexen Experimentalan-
ordnung zu tun, die so eingerichtet ist, daB sie ein Wis-
sen produziert, das wir noch nicht haben.*'¢

In diesem Sinne wird Natur oder in unserem Fall
Krankheit erst als wissenschaftliches Modell verstidnd-
lich und faBbar. Denn die wissenschaftliche Repriisen-
tation der Natur erfolgt erst durch das Modell.

In Abgrenzung zum Labor konnte aus der vorherigen
These der SchluB gezogen werden, daf} die Klinik
selbst ,,kein Instrument zur Entdeckung einer noch un-
bekannten Wahrheit, sondern eine bestimmte Methode
der systematischen Prisentierung und Anordnung der
schon erkannten Wahrheit*!” reprisentiert.

Im Labor finden wissenschaftliche Aktivititen statt,
die hiufig Uberraschungen in sich bergen und die uns
bisher Unbekanntes offenbaren. Nach Rheinberger
produzieren also Experimente die Zukunft, wihrend
bisherige im Sinne der evidence-based medicine durch-
aus bewihrte technische Konstruktionen die Gegen-
wart verlingern wiirden. '

5 Vgl. Popper 1984, S. 201,

16 Rheinberger 1992, S. 25.

7 Foucault 1993, S. 75.

18 Vgl. Rheinberger 1992, S. 71.
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Die Experimentalsysteme'® in den Laboratorien, die
sich erst zu Beginn des 19. Jahrhunderts durchgesetzt
haben, schaffen Raum, Dinge darzustellen, die andern-
falls als Wissenschaftsobjekte nicht greifbar wiren.
Fiir den Evidenzbegriff bedeutet dies wiederum, dalB in
diesem Wissenschaftsraum zun#chst keine unmittelba-
re Evidenz existiert. Es handelt sich hier, wenn iiber-
haupt, um eine mittelbare Evidenz, ,,mit der wir einse-
hen kénnen, was bei Operationen herauskommen kann,
die wir nach verabredeten Regeln durchfiihren.®

4. Schlufbetrachtung

So wie ich meine Uberlegungen begonnen habe, méch-
te ich sie auch beenden: ndmlich mit einem Zitat von
Carl Friedrich von Weizsédcker:

,Berufung auf Evidenz ist aber dort kein Argument, wo
jemand da ist, der diese Evidenz nicht in sich erlebt.
Das mag daran liegen, daB er etwas nicht sieht, was
ihm, wenn er es sihe, evident wiire; es kann aber auch
daran liegen, daB er ein Gegenargument oder Gegen-
beispiel sieht. Der im Wort Evidenz steckende Begriff
des Sehens erscheint nun der empiristischen oder sen-
sualistischen Reflexion als Metapher.“?! Evidenz als
Metapher fiir sinnliche Wahrnehmung spiegelt sicher-
lich nicht die Inhalte des heute modernen Begriffs der
evidence based medicine wider. Somit stehen wir vor
einem Ubersetzungsproblem: der englischsprachige
Begriff der evidence kann offensichtlich nicht mit dem
deutschen Wort Evidenz iibersetzt werden. Denn Evi-
denz im medizinhistorischen Kontext ist zunéchst das,
was sichtbar und wahrnehmbar ist. Somit folgt der kli-
nische Blick zunichst einer evidenten Logik. Doch je
komplizierter medizinische Fakten und Symptome
werden, desto ungewisser und unzuverldssiger wird
der Wahrnehmungsakt des Arztes. Dies bedeutet, daf3
heute der evidente drztliche Blick, wenn iiberhaupt, nur
unter Zuhilfenahme von Apparaten und technischen
Geriiten sozusagen als Ubersetzungsmaschinen mog-
lich ist.

Mit dem Aufkommen wissenschaftlicher Laboratorien,
in denen durchgefiihrte Experimentalanordnungen in
der Regel auf Annahmen und Hypothesen beruhen, er-
scheint uns der Begriff der Evidenz zunehmend als ein
konservatives Konzept, welches wissenschaftlichem
Bestreben entgegensteht. Allein die Beweisfiihrungen
eines Experimentes mag einer mittelbaren Evidenz ent-
sprechen.

Welche Bedeutung wird nun dem englischsprachigen
Begriff der evidence-based medicine zuerkannt? Seine

1 Vgl, dazu auch Rheinberger/Hagner (Hg.) 1993.
0 Weizsiicker 1995, S. 682,
2 Weizsiicker 1995, S. 134,
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Bedeutung 148t sich in erster Linie auf zwei Fragen re-
duzieren: Wirkt etwas und warum wirkt es. Die Ant-
worten auf diese Fragen sind nach dem Verstindnis
von evidence-based medicine in der Meta-Analyse kli-
nischer Studien zu finden. Somit impliziert evidence-
based medicine auch weniger wissenschaftlichen Fort-
schritt als vielmehr die Suche nach den besten Daten
bereits durchgefiihrter Studien fiir die Therapie einer
bestimmten Erkrankung. Damit konnte das Konzept
der evidence-based medicine in die Néihe von Quali-
tdtssicherungsmafinahmen riicken, fiir die Bezeichnun-
gen wie Effizienz und Effektivitdt malBigebend sind.
Dies ist jedoch in keinem Fall gleichzusetzen mit dem
hier vorgestellten Evidenzbegriff. Um in diesem Zu-
sammenhang Mifverstindnissen vorzubeugen, sei
Vorsicht bei der Ubersetzung der Bezeichnung evi-
dence-based medicine geboten. Evidence zumindest
kann nicht mit dem bereits wissenschaftshistorisch und
-philosophisch etablierten Begriff Evidenz iibersetzt
werden.
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DIE SUMMA-CUM-LAUDE-DISSERTATION I

Aus dem Institut fiir Physiologie der Medizinischen Universitit zu Litbeck (Direktor: Prof. Dr. med. Wolfgang

Jelkmann):

EinfluB} der cyclischen Nucleotide cAMP und cGMP auf den
Calciumspiegel und die Autakoidsynthese in Endothelzellen*

St.-S. Bolz, U. Pohl

Zusammenfassung

Die Vasodilatatoren Stickstoffmonoxid (NO) und
Prostacyclin (PGI,) werden kontinuierlich aus Endo-
thelzellen freigesetzt. Wihrend die Hemmung der NO-
Synthese jedoch zu Vasokonstriktion und Blutdruckan-
stieg‘fﬁhrt, bleibt die Blockade der PGI,-Produktion
ohne Effekt. Denkbar wire, dafl bei Hemmung der
PGI,-Synthese die Produktion von NO kompensato-
risch gesteigert wird. Dies bedeutete, daB PGI, unter
Normalbedingungen die Aktivierung der endothelialen
NO-Produktion reduziert. Moglich wiire dies iiber eine
Kontrolle . der endothelialen Calciumhomdéostase, da
die Synthesewege beider Autakoide calciumabhiingig
reguliert werden. Wir untersuchten deshalb, ob PGI,
und NO iiber ihre ,second-messenger cAMP und
c¢GMP die Calciumkonzentration ([Ca?*']) in Endothel-
zellen und damit die endotheliale Autakoidproduktion
beeinflussen. Histamin- und Bradykinin-induzierte
[Ca®]-Anstiege wurden mit der Fura 2-Methode in hu-
manen Nabelschnurendothelzellen (HUVECs) vor und
nach Cyclooxygenasehemmung bzw. Gabe cAMP-er-
hohender Substanzen gemessen. Als MaB fiir die NO-
Produktion dienten die endothelialen cGMP-Anstiege,
die nach NO-Synthasehemmung vollstindig aufgeho-
ben und somit NO-vermittelt waren. Die Konzentratio-
nen der cyclischen Nukleotide cAMP und cGMP wur-
den mit einem Radioimmunoassay bestimmt. Die Ago-
nist-induzierten [Ca®]-Anstiege waren nach Vorbe-
handlung der HUVECs mit PGI, und dem Adenylat-
cyclaseaktivator Forskolin, welche beide die endothe-
liale cAMP-Konzentration erhohten, signifikant redu-
ziert. Stimulation der cAMP-abhéingigen Proteinkinase
mit cBIMPS reduzierte die [Ca’].-Anstiege ebenfalls
und hemmte vollstéindig die Histamin-induzierte PGI.-
Freisetzung. Umgekehrt waren die Histamin-induzier-

* Dr. med, Steffen-Sebastian Bolz hat iiber dieses Thema bei
Prof. Dr. med. Ulrich Pohl promoviert. Beide sind heute an
der Universitit Mainz titig. Die Dissertation von Dr. Bolz
wurde von der Medizinischen Fakultdt der Medizinischen
Universitiit zu Litbeck mit summa cum laude beurteilt.
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ten [Ca**]—-Anstiege und die calciumabhéingige NO-
Produktion nach PGI -Hemmung signifikant verstirkt.
Im Gegensatz dazu beeinflufiten weder die Erhthung
der endothelialen cGMP-Spiegel durch Natriumnitro-
prussid oder C-Typ-Natriuretisches Peptid noch ihre
Senkung durch den NO-Synthasehemmer LNNA die
endotheliale Calciumhomdostase.

PGI, reduzierte cAMP-abhiingig die Agonist-induzier-
ten [Caz"]rAnstiege und modulierte so nicht nur seine
eigene calciumabhingige Synthese iiber einen negati-
ven Feedbackmechanismus, sondern auch die von NO.
Folglich fiihrte die Hemmung der PG],-Synthese zu ei-
ner Erhohung der NO-Produktion. Da NO tiber seinen
second messenger cGMP die endotheliale Calciumho-
moostase und damit die Autakoidproduktion nicht be-
einfluBite, konnte es den Wegfall der PGI,-Effekte kom-
pensieren. Dieser Mechanismus konnte erkldren, wa-
rum selbst chronische Gaben von Cyclooxygenase-
hemmern von Patienten mit intakter Endothelfunktion
ohne signifikante Anderungen des Blutdrucks toleriert
werden, withrend NO-Synthasehemmer durch periphe-
re Vasokonstriktion erhebliche Blutdruckanstiege in-
duzieren.

1. Einleitung

Die kontinuierliche Freisetzung der Vasodilatatoren
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin (PGL)) aus
Endothelzellen spielt eine wesentliche Rolle bei der
Kontrolle des Basaltonus der Blutgefdfie [1-3]. In der
Tat fiihrt die systemische Hemmung der endothelialen
NO-Synthase (eNOS), welche aus dem Substrat L-Ar-
ginin NO bildet, zu einem Blutdruckanstieg [4]. Dage-
gen haben Cyclooxygenasehemmer, welche die PGI,-
Synthese blockieren, keinen derartigen Effekt [5]. Dies
146t vermuten, dafl der Wegfall des Vasodilatators PGI,
[6, 71 durch vermehrte Bildung eines anderen Vasodila-
tators, z. B. NO, kompensiert werden kann. Solch ein
Kompensationsmechanismus wire denkbar, wenn
PGI, die NO-Synthase oder vorgeschaltete Aktivie-
rungsmechanismen unter Normalbedingungen hemm-
te. Eine direkte Hemmung der eNOS durch PGI, konn-
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te jedoch nicht nachgewiesen werden. Dagegen zeigen
Befunde an glatten Muskelzellen und Thrombozyten
[8-111, daf} das PGI, iiber seinen ,,second messenger*
cAMP die intrazellulire Calciumkonzentration
([Ca?]) reduziert [12-14, 16]. Da die eNOS durch ei-
nen Anstieg von {Ca®], aktiviert wird [15], konnte so
PGI, in der Tat die NO-Bildung iiber einen negativen
Feedbackmechanismus hemmen. Allerdings wiire dies
wenig effektiv, wenn umgekehrt auch die calciumab-
hiingige PGIL,-Synthese iiber NO bzw. seinen ,,second
messenger” cGMP reduziert wiirde. Uber eine mogli-
che gegenseitige Beeinflussung beider Autakoide auf
Ebene der einzelnen Endothelzelle ist bisher nur wenig
bekannt. Ziel dieser Studie war es deshalb, die Effekte
von cAMP- und cGMP-mediierten Signalwegen auf
die Agonist-induzierten Calciumanstiege in Endothel-
zellen zu analysieren. Besonders sollte die Rolle des
cAMP-steigernden PGI, bei der Kontrolle der calcium-
abh#ngigen endothelialen NO-Produktion gepriift wer-
den, um so eventuell zu verstehen, wie im Falle einer
PGI,-Hemmung vermehrt NO gebildet werden kénnte.

2. Material und Methoden
2.1 Zellkultur

Die humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVECS)
wurden nach der Methode von Jaffe et al. [17] aus fri-
schen Nabelschnurvenen gewonnen und auf Fibronec-
tin-beschichteten (Spg/cm?, Boehringer) Kulturplatten
(Nunclon, Dinemark) ausgesit. Das Kulturmedium
M199 enthielt 25 % fetales Kilberserum, 50 U/ml Pe-
nicillin und 50 pig/l Streptomycin. Konfluente Mono-
layer von HUVECs zeigten nach durchschnittlich 3 Ta-
gen das endothelzelltypische pflastersteinartige Ausse-
hen. Zusitzlich wurden die HUVECs anhand ihrer Fé-
higkeit, acetyliertes LDL (acLDL) aufzunehmen, cha-
rakterisiert [18]. Fiir alle Versuche wurden ausschlief-
lich Primédrkulturen verwendet.

2.2 Intrazellulire Calciuimmessung

[Ca“]] wurde in den Zellen mit der Fura 2-Methode
[19] gemessen. Die Zellkulturplatten wurden hierfiir
auf dem modifizierten Tisch eines invertierten Mikro-
skops (IMT 2, Olympus, Japan) plaziert. Die Anre-
gungswellenléinge alternierte mit 4Hz zwischen 340nm
und 380nm. Die emittierte Fluoreszenz bei 510nm
(Photomultiplier, PTI, Wedel, Deutschland) entsprach
der Summe der Einzelemissionen von ca. 50 Zellen im
Beobachtungsfeld. Am Ende jeder Messung wurde die
Fura 2-Fluoteszenz mit MnCl, (§mM) aufgehoben. Die
verbleibende Autofluoreszenz der Zellen und des Tri-
germediums wurde anschlieBend von den Einzelregi-
strierungen abgezogen. Aus den so korrigierten Fluo-
reszenzsignalen wurde das Verhiltnis zwischen der
Emission bei der Anregungswellenldnge 340nm (F

)
3401
bzw. 380nm (F,,) gebildet. Diese Verhéltnisbildung

380
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erlaubt eine Bestimmung der Calciumkonzentration,
die unabhingig von der tatséichlichen Fura 2-Konzen-
tration in der Zelle und eventuellen Bleicheffekten des
Farbstoffs ist. Die Ratio F,,, /F.  wurde mit Hilfe
einer gespeicherten Kalibrationskurve (PTI, calibrati-
on software) in Calciumkonzentrationen umgerechnet.

2.3 Messung der cyclischen Nucleotide cAMP
und cGMP

Die basale und stimulierte Freisetzung der cyclischen
Nucleotide wurde in denselben Zellen gemessen. Diese
wurden fiir 2min mit 500ul HEPES-Pufferlsung mit
oder ohne den betreffenden Agonisten Uiberschichtet.
Die Freisetzung der Nucleotide errechnete sich aus
dem absoluten Nucleotidgehalt des Uberstandes divi-
diert durch die Expositionzeit (2 min). Die Messung
der intrazelluldren Nucleotidkonzentration setzt die
Lyse der Zellen voraus, so dal} diese Konzentrationen
unter basalen und stimulierten Bedingungen nur in ver-
schiedenen Zellen verglichen werden konnten. Nach
2min Inkubation der Zellen mit HEPES-Pufferlgsung
(basal) oder 2- bzw. 5-miniitiger Exposition gegeniiber
Agonisten wurden die Zellen mit Trichloressigsdure
(TCA, 6 %, Sigma) lysiert. Nach weiteren 30min auf
Eis wurde die TCA durch 4-faches Waschen mit was-
sergesittigtem Ather aus dem Zelllysat entfernt. Die
cAMP- und cGMP-Konzentrationen wurden mit einem
Radioimmunoassay (RIA, New England Nuclear,
Dreieich) bestimmt, wobei das cyclische GMP vor der
Messung acetyliert wurde. Die gemessenen Nukleotid-
konzentrationen wurden auf den zelluldren Proteinge-
halt (Lowry Methode, [20]) des Ansatzes normalisiert.

2.4 Medikamente und Substanzen

Die physiologische Pufferlosung (HEPES/Tyrode) ent-
hielt (in mmol/1): NaCl 144, KCl 4, CaCl, 1.6, MgCl, 1,
HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl}-ethan-
sulfonsdure) 10, NaH,PO, 0.4, Glucose 10 (pH auf 7,4
durch Titration mit 1M NaOH eingestellt).
Bradykinin, Histamin, SNP, ANP, CNP, Forskolin, Iso-
butylmethylxanthine (IBMX) und EGTA wurden von
Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Ionomycin von
Calbiochem (La Jolla, CA, U.S.A.), cBIMPS von Bio-
log (Bremen, Deutschland), LNNA von Serva (Heidel-
berg, Deutschland), Rinderserumalbumin (BSA) von
Biomol (Hamburg, Deutschland), HEPES/Tyrode,
MnCl, und Trichloressigsiure (TCA) von Merck
(Darmstadt, Deutschland) und Flolan® von Wellcome
(London, U.K.) bezogen.

SNP (Stammlosung 10mM) wurde in 1mM Natrium-
acetat, Flolan (PGI,, Stamml6sung 10mM) in Glycin-
puffer gelost und erst unmittelbar vor Inkubationsbe-
ginn in HEPES/Tyrode-Puffer bis zur gewiinschten
Endkonzentration weiterverdiinnt, IBMX und LNNA
muflten bis zur vollstindigen Lésung in HEPES/Tyr-
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ode auf 50°C erhitzt werden. Alle anderen Substanzen
wurden vor Versuchsbeginn direkt in der Pufferldsung
(HEPES/Tyrode) gelost. Alle Kontrollgruppen wurden
mit dem Losungsmittel allein behandelt. Alle Losun-
gen wurden tédglich frisch angesetzt.

Im Text angegebene Konzentrationen entsprechen den
Endkonzentrationen im Organbad.

2.5 Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwert = Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dargestelit (n entspricht der Zahl
der Experimente). Die intrazelluldren Konzentrationen
der cyclischen Nucleotide wurden mit dem Students t-
Test fiir nicht gepaarte Daten verglichen, da sie in un-
terschiedlichen Zellen gemessen wurden. Die Werte
der Nucleotidfreisetzung (extrazelluliire cAMP-Mes-
sung), in denselben Zellen vor und nach Stimulation
gemessen, wurden mit dem t-Test fiir gepaarte Daten
verglichen. Die Kinetiken der [Ca“]i—Anderungen
nach Applikation unterschiedlicher Stimuli wurden mit
einer nicht-linearen Regressionsanalyse verglichen.
Zunéchst wurden die Einzelkurven und danach die zu-
sammengefafiten Daten beider Einzelkurven an eine
Gompertzfunktion angepalit. Die Einzelkurven waren
signifikant voneinander verschieden, wenn der F-Test
eine signifikant niedrigere Summe der Quadrate der
Abweichungen jeder Einzelkurvenanpassung vergli-
chen mit den Abweichungen der Anpassung der ge-
poolten Daten an die Gompertzfunktion ergab [21].
Einzelwerte zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Kur-
ven wurden anschliefend mit dem Student’s t-Test fiir
gepaarte Daten verglichen. Die Daten wurden als signi-
fikant unterschiedlich erkannt, wenn die Irrtumswahr-
scheinlichkeit geringer als 5% war.

3. Ergebnisse

3.1 Agonist-induzierte Calciumanstiege

Histamin und Bradykinin steigerten [Ca™], in HUVECs
dosisabhiingig. In denselben Zellen erhthte Histamin
(0.3uM, n=9) [Caz"]i von basal 7742 auf 418+59nM und
Bradykinin (3nM, n=9) von 7444 auf 391+£57nM. In allen
Experimenten zur Untersuchung des Einflusses der cycli-
schen Nucleotide auf den Agonist-induzierten [Ca**] -An-
stieg wurden die o.g. Histamin- bzw. Bradykininkonzen-
trationen verwendet, die [Ca*] vergleichbar steigerten.
Die intrazelluldren {Ca**].-Anstiege hatten eine charakte-
ristische Kinetik (Abb.1) mit einem initialen, innerhalb
von Sekunden erreichten [Ca®]-Maximalwert, gefolgt
von einer niedrigeren Plateauphase.

3.2 Einflupp von PGI,, Forskolin und cBIMPS auf den
Agonisr—incluzierten[Caz*]i —Anstieg

Vorinkubation der Zellen mit PGI, (0.1uM, 2min) be-
einfluffte den basalen Calciumspiegel in HUVECs
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Abb. 1 : Der Histamin-induzierte [Ca** ]‘.-Ansrieg unter
Kontrollbedingungen (O, n=8) war nach Aktivierung
der cAMP-abhdngigen Proteinkinase mit cBIMPS (500
UM, (, n=8) signifikant reduziert (um 61 %). Zusdtzlich
war der Anstieg von [ Caz*]i auf den initialen Maximal-
wert in Gegenwart von ¢cBIMPS verzdgert.

(* = p < 0.05 Kontrolle vs. cBIMPS-Behandlung)

nicht, reduzierte jedoch den Bradykinin-induzierten
[Ca**]-Anstieg um 23 % (von 386+62 auf 296+48nM,
p<0.005, n=19). Fast identische Ergebnisse zeigten
sich in drei Experimenten, in denen anstelle des Brady-
kinins Histamin als Stimulus verwendet wurde. Inku-
bation der Zellen mit 0.1uM PGI, tiber 2min erhthte
den intrazelluldiren cAMP-Spiegel nicht signifikant
(von 55+3 auf 56t1pmol/mg, ), allerdings stieg die
cAMP-Freisetzung aus den Zellen unter gleichen Be-
dingungen signifikant an (von 3.9£04 auf
5.810.4pmol/min/mgProtein, p<0.005, n=14).

Die Bedeutung des cAMPs und der cAMP-abhéngigen
Proteinkinase (cAMP-Pk) fiir die Regulation des Ago-
nist-induzierten [Ca?*] - Anstiegs wurde in weiteren Ex-
perimenten durch Verwendung des Adenylatcyclaseak-
tivators Forskolin und eines cAMP-Pk-Aktivators,
cBIMPS, untersucht. Inkubation der Zellen mit For-
skolin (10uM, 3min) erhdhte den intrazelluldren
cAMP-Spiegel von 53t7 auf 85t1ipmol/mg, ..
(p<0.05, n=12), die cAMP-Freisetzung stieg von
4.2+0.4 auf 720.7pmol/min/mg, . (p<0.005, n=12)
an. Der Histamin-induzierte [Caz*]i—Anstieg wurde
durch 10pM Forskolin um 33% (p<0.05) reduziert,
ohne die basalen [Ca*]~Spiegel zu beeinflussen. Vor-
inkubation mit cBIMPS (500uM, 2min) reduzierte den
Histamin-induzierten [Ca*]-Anstieg signifikant von
313%13 auf 120£16nM (61 %, p<0.005, n=8), das Exr-
reichen des initialen [Ca*"]-Maximums war signifikant
verzgert (Abb. 1). Der Histamin-induzierte Anstieg
der PGl -Freisetzung aus HUVECs (40£3 % unter
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Abb. 2 : Der Histamin (0.3 uM, O, n=19)-induzierte
[Ca* ] -Anstieg war nach Hemmung der PGI,-Produik-
tion mit Indomethacin (7, n=19) signifikant verstérkt.
(* = p < 0.05 Kontrolle vs. Indomethacinbehandlung)

Kontrollbedingungen) war in Gegenwart von cBIMPS
vollstéindig gehemmt (p<0.005, n=16).

3.3 Effekte der Cyclooxygenasehemmung auf den
Agonist-induzierten [Ca** | -Anstieg und die NO-
Produktion

Inkubation der HUVECs mit dem COX-Hemmer Indo-
methacin (30uM, 30min) reduzierte die PGI,-Konzen-
tration  im  Zelliiberstand  signifikant  (von
1928+300pmol/ml auf 113+23pmol/ml, p<0.005,
n=7). Indomethacin hemmte auerdem vollstindig den
Histamin-induzierten Anstieg der extrazeiluliren PGI,-
Konzentration (unter Kontrollbedingungen von
19284300 auf 3462+561pmol/ml, p<0.005, n=7).

Indomethacinvorbehandlung der HUVECs verstirkte
den Histamin-induzierten initialen [Ca**]—Anstieg si-
gnifikant (p<0.05, Abb. 2), ohne die [Ca™]-Spiegel
der Plateauphase zu beeinflussen. Indomethacin hatte
dieselben Effekte auf Bradykinin-induzierte [Ca®]-
Anstiege.

Da bei Hemmung der Cyclooxygenase Arachidonséure
(AA) oder AA-metabolite (13-HODE; 14,15-HETE;
15-HETE) in den Zellen akkumulieren k&nnen, von
denen bekannt ist, daB sie in glatten Muskelzellen
[Ca™]-steigernd wirken [22,23], tiberpriiften wir, ob
AA idhnliche Effekte in HUVECs hat. Allerdings beein-
fluBte AA in ansteigenden Konzentrationen (0.1-
10uM) auch nach einer Inkubationszeit von 30min we-
der die basalen, noch die stimulierten [Ca™]-Spiegel.

Zur Untersuchung der Effekte einer COX-Hemmung
auf die NO-Synthese wwrde der vollstindig LNNA-
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Abb. 3 : Der Histamin (0.3 uM) -induzierte cGMP-An-
stieg in HUVECs (Con, n=8) war nach Hemmung der
endogenen PGI2 Produktion mit Indomethacin (Indo,
n=38) signifikant verstirkt. Der Anstieg war komplett
gehemmt nach Vorbehandlung der Zellen mit N(-Nitro-
L-Arginin (LNNA, 30uM, n=8), was zeigt, daf3 dieser
Anstieg vollstindig NO-vermittelt war.

(* = p < 0.05 Kontrolle vs. Indomethacinbehandlung)

hemmbare und damit NO-vermittelte cGMP-Anstieg
in HUVECs gemessen. Histamin (0.3uM) erhéhte die
intrazelluldren cGMP-Spiegel in Gegenwart des Phos-
phodiesterasenhemmers IBMX 12-fach nach 2min und
22-fach nach S5min. Der Anstieg nach Smin wurde
durch Indomethacin signifikant verstirkt (16.9£0.8 vs.
9.740.8pmol/mg, . in der Kontrollgruppe, Abb. 3).

3.4 Effekte von Histamin, SNP und CNP auf den
intrazelluliiven cGMP- und [Ca** | -Spiegel

Stimulation der HUVECs mit Histamin (3-300nM,
n=9) erhohte die intrazelluldren cGMP-Spiegel dosis-
abhiingig (Abb. 4). Die Histamin-induzierten cGMP-
Anstiege wurden durch zusitzliche Hemmung der
Phosphodiesterasen (IBMX, 10uM, 30min) verstirkt
(von 2.940.5 auf 9.4+1.1, p<0.01, n=9) und durch
LNNA (30pM, 30min) vollstindig gehemmt.

Stimulation mit dem C-Typ-Natriuretischen Peptid
(CNP, 0.01 bis 10M, 2min) erhohte den endothelialen
cGMP-Spiegel dosisabhingig. Diese CNP-induzierten
Anstiege waren ebensowenig durch LNNA hemmbar
(Abb. 4), wie die durch exogenes NO (SNP, 10uM,
2min) induzierten (von 0.42+0.07 auf 21.9%2.1 pmol/
mg, . unter Kontrollbedingungen und auf 22+2.1
pmol/mg, . unter LNNA, n=8). Keine dieser cGMP-
steigernden Mafilnahmen modulierte den basalen oder
Histamin-induzierten [Ca®]-Spiegel. Um auszuschlie-
Ben, daf} bereits die basalen cGMP-Spiegel hemmend
auf den [Ca®]-Anstieg wirkten, wurden die Zellen vor
Wiederholung der Experimente mit LNNA vorinku-
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Abb. 4 : Agonist-induzierte. cGMP-Anstiege in Endo-
thelzellen. Der obere Graph zeigt Histamin (3-300 nM,
n=9)-induzierte intrazellulire cGMP-Anstiege. Vorbe-
handlung mit 30 UM LNNA hemmte die cGMP-Anstieg
nach Stimulation mit 300 nM Histamin (n=9) vollstéin-
dig.

Der untere Graph zeigt intrazelluliire cGMP-Anstiege
nach Stimulation der HUVECs mit dem C-Typ-Natri-
uretischen Peptid (CNF, 0.01-10 uM, n=5). Vorbe-
handlung mit 30 UM LNNA hatte keinen Effekt auf die
CNP-induzierten cGMP-Anstiege.
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biert. Auch unter diesen Bedingungen zeigten sich kei-
ne Effekte des cGMPs auf den [Ca**]—Spiegel (Tabelle
1). Im Gegensatz zu HUVECs reduzierte eine Vorbe-
handlung von glatten Muskelzellen (VSMCs) mit SNP
den Histamin-abhéngigen [Ca*]-Anstieg in diesem
Zelltyp um 30% (n=6, p<0.05). Zusitzlich war in SNP-
behandelten VSMCs die Zeitspanne bis zum Erreichen
der maximalen initialen [Ca*],-Konzentration signifi-
kant verldngert (66+4.7 vs. 33+1.6s).

Behandlung cGMP basales [Ca}, Maximum [Ca?],
[pmol/mg, il [nM] [nM]

Kontrollen 0.4240.07 77.441.88 418159.8

30 uM LNNA 0.1640.01° 74.745.31" 396161.3"

10 uM LNNA 4.63+1.59° 77.4+1.78" 409.4170.17s-

10 uM LNNA 21.9242.09° 75,344,770 402.4166.2%

Tab. 1: Intrazelluldre cGmbP-Spiegel in HUVECs, mo-
duliert durch LNNA, SNP und CNPO (Behandlung),
hatten weder Einfluf3 auf den basalen [Ca’* ] -Spiegel
noch auf den Histamin (0.3iM-induzierten [Ca“]l,—An-
stieg. (n.8. = nicht signifikant unterschiedlich von der
Kontrolle; * = p<0.05; ** = py0.0] Behanldlung vs.
Kontrolle)

4. Diskussion

Sowohl PGI, als auch NO haben durch Erhdhung der
intrazelluldren Konzentrationen ihrer second messen-
ger cAMP und cGMP autokrine und parakrine Effekte
auf kultivierte menschliche Nabelschnurendothelzel-
len (HUVECs). Anstiege des cGMP hatten jedoch we-
der einen Effekt auf den intrazelluldiren Calciumspiegel
noch auf die calciumabhingige Autakoidsynthese. Tm
Gegensatz dazu reduzierten cAMP-Anstiege sowohl
die Agonist-induzierten [Ca*]—-Anstiege wie auch die
calciumabhéingige Synthese von NO und PGI,. Die
Hemmung der Prostacyclinsynthese mit dem COX-
Hemmer Indomethacin fithrte daher zu verstirkten
Agonist-induzierten {Ca*],-Anstiegen mit nachfolgend
erhohter Synthese von NO. Das nachfolgend vermehrt
freigesetzte NO konnte den Ausfall des Vasodilatators
PGI, bei der Kontrolle des glattmuskuldren Tonus zu-
mindest teilweise kompensieren (Abb. 5).

Anstiege der cyclischen Nucleotide cAMP und cGMP
in Endothelzellen sind schon in fritheren Studien ge-
zeigt worden, allerdings nur unter Verwendung stabiler
PGI -Analoga und gleichzeitiger Phosphodiesterasen-
hemmung {24, 25]. Die vorliegenden Befunde zeigen
nun, dafl die unter physiologischen Bedingungen von
Endothelzellen freigesetzten Mengen PGIL, und NO
ausreichen, die o.g. autokrinen Effekte zu bewirken.
PGl -induzierte cAMP-Anstiege waren reproduzierbar
allerdings nur als Anstiege der extrazelluldren cAMP-
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ADD. 5: Modellvorschlag zur Erkldrung der verstéirk-
ten endothelialen NO-Produktion bei Hemimung des
cyclooxygenaseabhdngigen Signalweges. Die grauen
Pfeile kennzeichnen die Signalwege, welche zur Syn-
these von NO and PGI, fiihren, unter Kontrollbedin-
gungen. Die schwarzen Pffeile markieren den Signal-
weg, iiber den die Hemmung der Cyclooxygenase
durch eine verstirkte NO-/cGMP-Produktion kompen-
siert werden kann.

Konzentration als Ergebnis einer verstirkten cAMP-
Freisetzung der stimulierten HUVECs zu messen. Ein
Anstieg der cAMP-Freisetzung setzt allerdings einen
erhdhten intrazelluldren cAMP-Umsatz oder lokale in-
trazellulire cAMP-Anstiege voraus. Tatséchlich sind
in einer frilheren Untersuchung nach Stimulation von
LLC-Pkl-Zellen mit Forskolin, PGE, und Isoprotere-
nol nur sehr stark lokalisierte cAMP-Anstiege nachge-
wiesen worden [26]. Lokalisierte cAMP-Anstiege wii-
ren in Endothelzellen, welche schon unter Basalbedin-
gungen einen sehr hohen cAMP-Spiegel aufweisen,
nach Lyse der Zellen im RIA nicht mehr nachweisbar.
Dennoch spielten sie eine wichtige Rolle fiir die Feed-
back-Kontrolle der endothelialen Autakoidsynthese.

Im Gegensatz zu cAMP war cGMP an der Regulation
der Calciumhomdostase in HUVECs nicht beteiligt.
Weder durch Senkung der ¢cGMP-Spiegel mit LNNA
unter Basalniveau, noch durch Erhhung mit Histamin,
SNP oder CNP [27, 28] wurde der Agonist-induzierte
[Ca“];Anstieg beeinflufit. Ubereinstimmend mit die-
sen Befunden fanden Draijer et al. ebenfalls keinen Ef-
fekt von ¢cGMP auf den Thrombin-induzierten [Caz*]r
Anstieg in HUVECs. Die Autoren fiihrten dies auf das
Fehlen der cGMP-abhéingigen Proteinkinase (¢cGMP-
Pk), welche die meisten cGMP-Wirkungen vermittelt,
in kultivierten und frisch isolierten HUVECs zuriick
[29]. Endothelzellen anderer Herkunft (z. B.: Schwei-
neaortenendothelzellen, PAECs) besitzen kleine Men-
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gen ¢cGMP-Pk [30, 31], die hauptsdchlich mit dem Zy-
toskelett assoziiert ist. Allerdings scheint cGMP auch
in diesen Zellen keine calciumregulierende Wirkung zu
haben (eigene Befunde, [24]). Das Fehlen von cGMP-
Effekten auf {Ca*], bedeutet nicht, daf dieses Nukleo-
tid keine Wirkungen in Endothelzellen hat. Es ist viel-
mehr wahrscheinlich, daB es in anderen zelluldren Pro-
zessen, z. B. der Kontrolle der endothelialen Permeabi-
litét fiir Makromolekiile, cGMP-Pk-unabhingig wich-
tige Funktionen austibt [32].

Anders als cGMP spielt das cAMP eine wesentliche
Rolle bei der Regulation des endothelialen Calcium-
haushaltes. Dabei waren die Agonist-induzierten
[Ca“]‘.—Anstiege nicht nur nach Stimulation der Zellen
mit PGl, oder Forskolin reduziert, sondern auch nach
direkter Aktivierung der cAMP-Pk mit cBIMPS [33].
Dies weist darauf hin, daB die cAMP-Pk funktionell in
die Kontrolle von [Ca*], integriert ist und die Wirkung
von cAMP auf die Zielproteine vermittelt. Der physio-
logische Vasodilatator PGI? reduzierte den [Ca™]-An-
stieg zwar weniger ausgepriigt als Forskolin und
cBIMPS. Seine wichtige Rolle fiir die negative Kon-
trolle von [Caz*]i 146t sich jedoch zusitzlich dadurch
belegen, daB nach Hemmung der PGI,-Synthese mit
Indomethacin die [Ca™]-Anstiege verstirkt waren.
Exogenes PGI, muBte allerdings in zehnfach hoherer
Konzentration appliziert werden, als die Zellen unter
Stimulation mit Histamin oder Bradykinin freisetzten,
um vergleichbare Effekte auf [Ca*], und cAMP zu er-
reichen. Diese schon in anderen Studien [34, 35] doku-
mentierte Beobachtung resultiert wahrscheinlich aus
der Tatsache, daB stimulierte HUVECs aufer PGI, an-
dere cAMP-steigernde Prostaglandine freisetzen, de-
ren Wegfall unter Indomethacin durch zusiitzlich appli-
ziertes PGI, ausgeglichen werden muf.

Aus technischen Griinden war der Effekt exogenen
PGI, auf die endotheliale PGI-Freisetzung nicht meB-
bar. Allerdings war die cBIMPS-abhéingige Reduktion
des [Ca™] -Anstiegs verbunden mit einer vollstéindigen
Hemmung der PGI2-Freisetzung aus HUVECs, Dies
weist darauf hin, daB die PLA -Aktivitit iiber die
cAMP-abhiingige Modulation von [Ca®] reguliert
wird und PGI, somit seine eigene Synthese tiber einen
negativen Feedback kontrolliert.

Die Hemmung der PGI,-Synthese fiihrte nicht nur zu
erhohten [Ca®]-Spiegeln nach Histaminstimulation,
sondern auch zu einer erhShten NO-Produktion und
nachfolgend erhohten ¢cGMP-Spiegeln im Endothel.
Die NO-Freisetzung, gemessen als LNNA-sensitiver
cGMP-Anstieg, war nach 5min signifikant erhéht, ob-
wohl nach PGI,-Synthesehemmung lediglich der in-
itiale {Ca’]-Anstieg, welcher die Calciumfreisetzung
aus intrazelluldren Speichern reprisentiert, verstirkt
war. Dies zeigt, da schon der initiale [Ca*]-Anstieg
eine wichtige Funktion fiir die lingerfristige Aktivie-
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rung der NO-Synthese hat. Passend dazu demonstrier-
ten Blatter et al., daB die Bradykinin-induzierte NO-
Produktion iiber den intrazelluldren [Ca’]-Anstieg
hinaus anhélt [36] und somit ein kontinuierlich erh6h-
ter Calciumspiegel fiir die Stimulation der NO—Syntha-
se nicht notwendig zu sein scheint.

Die hier dargelegten Befunde belegen, dal cAMP im
Endothel iiber die Regulation der Agonist-induzierten
Calciumanstiege nicht nur die Produktion von PGIL,
sondern auch die von NO reguliert. Folglich resultiert
aus erniedrigten PGI,-Spiegeln, z. B. nach Cyclooxy-
genasechemmung, eine erhdhte endotheliale NO-Pro-
duktion. Da diese nicht durch negativen Feedback tiber
cGMP reguliert wird, konnten die erhthten NO- und
damit cGMP-Spiegel das Fehlen von PGI, bei der Kon-
trolle des vaskuldren Tonus kompensieren. Wire dieser
auf zelluldrer Ebene gezeigte Kompensationsmecha-
nismus auf intakte Gef#Be tibertragbar, lieBe sich erklé-
ren, warum Indomethacin bei Patienten mit intakter
Endothelfunktion ohne Effekt auf den peripheren Wi-
derstand und den systemischen Blutdruck bliebe. Es
wiire weiterhin verstéindlich, warum Indomethacin im
Gegensatz dazu bei Vorliegen einer endothelialen Dys-
funktion (z. B. Hyperlipiddmie, Diabetes, Herzinsuffi-
zienz), die sich vor allem in einer Abschwichung der
NO-Produktion und / oder Wirkung #uBert, die Ago-
nist-induzierte Vasodilatation reduziert und blutdruck-
steigernd wirkt.

(Diese Arbeit wurde unterstiitzt durch die Deutsche
Forschungsgemeinschaft [DFG Po 307/1-3])
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DAS PORTRAT

Professor Dr. rer. nat. Bernd Fischer
Direktor des Instituts fir Mathematik der MUL

Mit einer kurzfristigen Titeldnderung tiberraschte Pro-
fessor Dr. rer. nat. Bernd Fischer die Géste seiner An-
trittsvorlesung an der MUL am 17. November vergan-
genen Jahres. Nicht, wie auf den Einladungskarten an-
gekiindigt, zum Thema ,Mathematik in der Medizin®
werde er sprechen, er6ffnete er mit dem notwendigen
Selbstbehauptungswillen eines Mathematikers an einer
Medizinischen Universitit. Vielmehr miisse es richtig
heiflen: ,Mathematik ist Medizin“.
Professor Fischer, seit Mai 1997 Direktor
des Instituts fiir Mathematik der MUL, ist
in der Liibecker Informatik einer der Mén-
ner der ersten Stunde; am ersten Vorle-
sungstag des neuen Studiengangs im Okto-
ber 1993 war er schon dabei. Damals war
er allerdings noch vor allem an der Univer:
sitdt Hamburg tiitig und nahm in Liibeck
eine Vertretungsprofessur wahr.

Bernd Fischer, gebiirtiger Méllner, begann
nach dem Abitur 1976 in Schwarzenbek
sein Mathematik-Studium mit dem Neben-

sor Fischer in seiner Antrittsvorlesung eingehend dar.
Sie geben zugleich einen Einblick in aktuelle Frage-
stellungen und Methoden seines Faches: Mathematik
in der Medizin am Beispiel von EEG, Bildverarbeitung
und Thermoregulation.

Das Elektroenzephalogramm (EEG) ist eine Uberlage-
rung einer Vielzahl von Schwingungen unterschiedli-
cher Frequenzen. Bei auditorischen und visuellen Rei-
zen ergeben sich spezifische Verdnderun-
. gen des EEGs in den verschiedenen Area-
len des Gehirns, die ereigniskorrelierten
otentiale (EKP). Zum Aufspiiren eines
- EKPs war es bisher notwendig, die Stimu-
lationen vielfach zu wiederholen und die
- dabei aufgezeichneten EEG-Antworten zu
_ mitteln. Gemeinsam mit Physiologen der
. MUL versuchen die Mathematiker vermit-
. tels  Wavelet-Denoising-Techniken, je-
gf weils aus der Einzel-EEG-Antwort das
enthaltene EKP zu extrahieren.

i Die Wavelet-Zerlegung ist eine relativ

fach Informatik in Hamburg. 1983 machte
er das Diplom, 1987 promovierte er und 1994 habili-
tierte er sich. Aus den Jahren der tiglichen kurzen
Bahnfahrt aus dem Lauenburgischen nach Hamburg ist
bezeugt, dafl Professor Fischer von Fahrschiilern gele-
gentlich um Hilfestellung bei ihren Mathematik-Haus-
aufgaben gebeten wurde. Erwies sich der Losungsweg
als so schwierig, daB er in den zehn Minuten zwischen
Biichen und Schwarzenbek nicht abzuschlieflen war,
konnten die Schiiler ihren Lehrer mit Fug und Recht
darauf hinweisen, daB er auch von einem angehenden
Mathematik-Professor nicht bewiltigt worden war.

Seit Mérz 1996 ist er Professor fiir Numerische Mathe-
matik an der MUL. Professor Fischer hielt Liibeck
auch die Treue, als er im August 1996 einen Ruf an die
Universitdt Magdeburg erhielt, und lehnte ab. Er
schiitzt an der MUL vor allem die sehr guten Koopera-
tionsbedingungen, schrinkt aber scherzhaft ein, daB
eine kleine Fakultit wie die Technisch-Naturwissen-
schaftliche in Liibeck doch den Nachteil habe, da3 man
die zeitraubende Mitarbeit in den akademischen Gre-
mien kaum umgehen kénne.

Drei ficheriibergreifende Forschungsprojekte von Lii-
becker Mathematikern und Medizinern stellte Profes-
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" neue Technik in der Signalverarbeitung.
Die Fouriertransformation eines Signals liefert genaue
Auskunft itber den Frequenzinhalt, aber keine Informa-
tion tiber das zeitliche Auftreten der Frequenzen im Si-
gnal, Wihrend die Standardfouriertransformation da-
her nur fiir stationéire Signale geeignet ist, ist es mit der
Wavelet-Transformation moglich, auch zeitliche Aus-
sagen iiber Frequenzinhalte eines Signals zu treffen
und damit transiente Signale zu analysieren. Die fiir
das Projekt erforderlichen Wavelet-Zerlegungen sind
in Liibeck entwickelt worden — ein Beleg dafiir, wie die
Erfordernisse einer bestimmten medizinischen Frage-
stellung auf die Mathematik zuriickwirken und auch
hier zu neuen Ergebnissen fiihren kénnen.

Auch die Hirnforschung profitiert von Mathematik. In
einem Projekt des MUL-Instituts fiir Anatomie geht es
um die Bestimmung der rdumlichen Verteilung der
Neuronen in der Hirnrinde sowie die funktionale Zu-
ordnung der Neuronen. Dabei tritt das grundsitzliche
Problem auf, das dreidimensionale Objekt auf der
Grundlage zweidimensionaler CT-, PET- oder MR-Bil-
der zn rekonstruieren. Man ist fiir die angestrebte Bild-
auflosung schnell mit Differentialgleichungen kon-
frontiert, die {iber 500000 Unbekannte enthalten. Ziel
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des gemeinsamen Projektes ist die Erstellung eines
Softwarepaketes, mit dem sich das dreidimensionale
Bild eines individuellen Gehirnes und dessen Visuali-
sierung bis zur Auflésung der Neuronen automatisch
erstellen ldBt. Dazu wird die mathematische Methode
des ,,Elastic matching® genutzt.

Die erwihnte Kooperation auf dem Gebiet der Ther-
moregulation betrifft ein Projekt in der Frithgeborenen-
medizin und in der Medizintechnik zusammen mit dem
Drigerwerk und der Universitit Hamburg. Im Rahmen
dieses Projektes soll ein Softwarepaket erstellt werden,
das es ermdglicht, die Temperaturverteilung eines Friih-
geborenen unter verschiedensten Umwelteinfliissen am
Rechner zu simulieren. Ein typische klinische Fragestel-
lung ist hier: Ist es moglich, den Kopf eines Friihchens
zu kiihlen, ohne das Kind insgesamt zu unterkiihlen?

Fiir die kiinftige Arbeit an der Medizinischen Universi-
tit wiinscht sich Professor Fischer, auch in Hinblick
auf die Standortsicherung, eine VergroBerung des Stu-
dienangebots in Liibeck. Ganz besonders am Herzen
liegt ihm der geplante Studiengang ,Mathematik in
Medizin und Biowissenschaften, Dieser interdiszipli-
nir angelegte Studiengang pafit zum einen ausgezeich-
net in die Liibecker Hochschullandschaft und trigt zum
anderen modernen und innovativen Entwicklungen in
den genannten Wissenschaften Rechnung.

AuBerhalb der Mathematik betitigt Professor Fischer
sich gerne sportlich. So spielt er Tennis und unter-
nimmt mit seinen beiden S6hnen Inlineskating-Touren,
auch wenn sie ihn noch nicht auf die Halfpipe bekom-
men haben.

R. Labahn

Liibecker Studentengruppe nimmt erfolgreich am
Benjamin-Franklin-Contest in Berlin teil

AnliBlich des 30jdhrigen Jubildums des Universi-
titsklinikums Benjamin-Franklin (Steglitz) veran-
staltete die Freie Universitit Berlin einen Wettbe-
werb fiir Studenten. Jeweils fiinf Teilnehmer von den
Universititen Aachen, Heidelberg, Liibeck, Marburg
und Miinchen (LMU) sollten gegen das eigene Team
bei der Auflosung klinischer Fille, im schnellen
Diagnose-Diaquiz, auf Informationsjagd im Internet
und mit praktischen Aufgaben wie Gipsen oder Né-
hen in Wettstreit treten. In Liibeck meldeten sich
zwei Teams, die fleiBig trainierten und zu einer Vor-
entscheidung gegeneinander antraten. Bei den Vor-
bereitungen, an denen sich Dozenten aus verschiede-
nen Kliniken engagiert beteiligten, stellte sich ein
ganz neues Lehr- und Lerngefiihl ein: die kleine
Gruppe hoch motivierter Studenten begeisterte uns
Lehrende — so sollte Unterricht immer sein! Der Er-
folg blieb:denn auch nicht aus.

Mit Unterstiitzung der Freunde und Forderer unserer
Universitit konnte dann sowohl die knapp vorn lie-
gende Gruppe als aktive, die zweite Gruppe als ,,Fan-
club® mit nach Berlin fahren. Der ehrenvolle 2. Platz
knapp hinter den siegreichen Heidelbergern wurde
fiir Stefan Arndt, Kai Block, Ute Buschmann, Rolf
Gebser und Christian Ehrenberg mit einem hochwer-
tigen PC belohnt. Der folgende Bericht der Studenten
spricht fiir sich.
Prof. Dr. med. H. H. Wolff, Direktor der Klinik fiir
Dermatologie und Venerologie der MUL
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Im Dezember vergangenen Jahres hitte es keiner von
uns fiir moglich gehalten, da wir sechs Freunde ein-
mal unsere Uni in Berlin vertreten sollten, aber nach
sechsmonatigem gemeinsamem Training und denkbar
knappem Sieg in den Vorausscheidungen standen wir
sichtlich iiberrascht als frischgebackene ,,Benjamin-
Franklin-Olympioniken* fest. Sechs Freunde auf dem
Weg nach Berlin.

Am Abend der ersten Besprechung hatten sich zwdlf
Mutige unter der Leitung unserer Professoren Wolff
und Schmucker eingefunden. Bereits am Anfang stellte
sich ein grofies Problem. Wie sollten wir die Gruppe
auswithlen, die am Ende um Ruhm und Preise in Berlin
kéimpfen wiirde? Da gingen die Meinungen doch weit
auseinander. Der Teamgeist und die Gemeinschaft soll-
ten im Vordergrund stehen und nicht eine Auswahl an
Einzelkidmpfern. Eine Hilfte der Anwesenden kannte
sich schon vom ersten Semester an, vier wohnten ge-
meinsam in einer WG, so daB sich schnell zwei Grup-
pen zukiinftiger Lern- und Leidensgefihrten fanden,
die gemeinsam von ausgesuchten Professoren trainiert
und vorbereitet werden sollten. Fiinf Fécher, vier Mo-
nate Zeit, anfangs noch ganz lockere Abende mit ein
paar Glidsern Wein, spiter lange Néchte, ausufernde
Diskussionen iiber grofie Kleinigkeiten, viel Spaf}, viel
Zweifel und gegen Ende immer mehr nervise Gewil3-
heit dariiber, viel zu wenig zu wissen. Unsere Professo-
ren haben sich unglaublich viel Mithe mit uns gegeben.
Jeder ein kleiner Bundestrainer mit seiner Crew Auser-
wiihlter, haben sie uns begeistert durch die Vorberei-
tung gefiihrt, Sie hatten wie wir Spall am Unterricht in
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der kleinen Gruppe, am Krankenbett und in den Semi-
narrdumen. Das ideale Studium zum Greifen nahe.

Sommer, Sonne, Fuiball-WM, 30° C, Deutschland 0:2
hinten, volles Gepiick auf dem Weg zum Clubhaus der
Berliner, und der ortskundige Mitstreiter immer vorne-
weg: ,,Sind gleich da!* Irgendwann kamen wir an, nette
Menschen mit gelben Namensschildern begriifiten uns,
ein freundlicher Sektempfang mit Dekan, ein leckeres
Biifett, Wein und ein improvisiertes Volleyballspiel ge-
gen die Marburger. So lernten wir uns erst einmal ken-
nen, und der Nachmittag wurde ein voller Erfolg. Doch
gegen Abend wurde die Stimmung im ,,Hause der Na-
turfreunde” zunehmend gedédmpfter. Aufgeregt, mit ei-
nem flauen, ungewissen Gefiihl in der Magengegend,
wurden noch ein paar Krankheitsbilder und Differenti-
aldiagnosen diskutiert, bevor wir uns sehr friih ins Bett
begaben. Nur ein paar Mitstreiter aus Miinchen bewie-
sen wahre Nervenstidrke und blieben bis spit in die
Nacht in einem Biergarten.

Der néichste Tag, Tag der Entscheidung. In der Cafete-
ria der Uni treffen wir zufillig auf unsere Schlachten-
bummler, Freunde die es sich nicht nehmen lassen
wollten, uns auf unserer Mission Beistand zu leisten.
Eine wirklich gelungene Uberraschung, und Unter-
stiitzung konnten wir, so nervds wir waren, wirklich
gebrauchen. Noch ein paar Photos mit unseren Be-
treuern, angespannte Gesichter mit entspannten
Prof’s und schon ging es los, auf in den Horsaal West,
da fehlten nur noch die Bengalischen Lichter der Tif-
fosi, Hexenkessel Berlin, oder kam es einem nur so
vor?

Nach Runde eins wich die Anspannung: Uneinholbar
schien unser Riickstand zu den anderen Teams. Wieder
eine Serie von Dias, noch ein paar Laborwerte und eine
abenteuerliche Anamnese, plétzlich lagen wir auf dem
zweiten Platz. Die Teams der verschiedenen Universi-
titen sind alle so gut vorbereitet, daB oft einfach nur die
Schnelligkeit entscheidet. Die Dias werden kaum mehr
angesehen, oberste Taktik ist es, als erster den Buzzer
zu betitigen. Die Nerven liegen bloB. Bei einigen Fra-
gen ist sich selbst die Jury nicht ganz sicher. Vielleicht
hitte eine Pause gutgetan, um ein biichen Ruhe ins
Spiel zu bringen. Vielleicht waren es gerade die viel-
versprechenden Preise der ersten Plitze, die das Blut
jedes einzelnen zum Kochen brachten, und manchmal
viel zu ernsten Konkurrenzkampf durchblicken lielen,
den wir nun gerade vermeiden wollten. Internetjagd
nach medizinischem Wissen, Nihen, Augenspiegeln,
vor dem Gipsen lag der Sieg zum Greifen nahe. Doch
die Heidelberger gehen als knappe Sieger hervor.
Nach einem feudalen Abendessen mit unseren Profes-
soren ging es auf zur Siegerehrung und anschliefenden
Party im Festzelt vor dem Klinikum, in dem endgiiltig
alle Anspannung der Erleichterung wich und ausgelas-
sen frohlich gefeiert wurde.
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Der Benjamin-Franklin-Contest war fiir uns alle ein
unvergeBliches Erlebnis. Die fast halbjiéhrige Vorberei-
tungsphase zeigte uns, daB ein Medizinstudium auch
etwas anderes bedeuten kann als irrefithrende
Multiple-Choice-Fragen nach den kleinen versteckten
Molekiilen in unserem Korper, ndmlich Teamgeist,
Lernen an Fallbeispielen, Blickdiagnosen, Diskussio-
nen, die SpaB bereiten, und praktischen Ubungen, die
einen auf den spiteren Klinikalltag vorbereiten. Vielen
Dank an alle, die uns dabei geholfen haben, und selbst-
verstindlich auch ein grofes Lob nach Berlin. Denn
dort wurde dieser einzigartige Wettstreit ins Leben ge-
rufen und mit viel Miihe und Liebe vorbereitet.

Stefan Arndt, Kai Block, Ute Buschmann, Rolf Gebser,
Christian Ehrenberg

Personalia

Ruf an die MUL

Martinetz, Thomas, Professor Dr. rer. nat., Ruhr-
Universitit Bochum, hat den Ruf auf die C4-Professur
fiir Neuroinformatik/Bioinformatik an der Medizini-
schen Universitiit zu Liibeck erhalten. [Technisch-Na-
turwissenschaftliche Fakultit; 1998-09-09]

Petersen, Dirk, Privatdozent Dr. med., Abteilung
fiir Neuroradiologie der Universitit Tiibingen, hat den
Ruf auf die C3-Professur fiir den radiologischen
Schwerpunkt Neuroradiologie am Institut fiir Radiolo-
gie der Medizinischen Universitét zu Liibeck ange-
nommen. [Medizinische Fakultét; 1998-09-09]

Ehrendoktor

Kiihnel, Wolfgang, Professor Dr. med., Direktor des
Instituts fiir Anatomie und Rektor der Medizinischen
Universitit zu Liibeck, wurde mit dem Ehrendoktorti-
tel der Medizinischen Universitdt Sofia, Bulgarien,
ausgezeichnet. Die Ehrung erfolgte in Anerkennung
seiner Beitrige fiir die bulgarische morphologische
Wissenschaft und seiner Unterstiitzung bei der Reform
der Medizinischen Universitdt Sofia. [Medizinische
Fakultit; 1998-09-15]

Fachgesellschaften, Fachzeitschriften

Diedrich, Klaus, Professor Dr, med., Direktor der
Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Medi-
zinischen Universitit zu Liibeck, wurde zu einem der
drei Herausgeber des ,JJournals Archives of Gynaeco-
logy“ (Springer Verlag) gewihlt. [Medizinische Fakul-
tit; 1998-10-01]

Halsband, Heinrich, Professor Dr. med., Direktor
der Klinik fiir Kinderchirurgie der Medizinischen Uni-
versitit zu Liibeck, wurde zum geschiftsfiihrenden
Prisidenten der Deutschen Gesellschaft fiir Plastische
und Wiederherstellungschirurgie e. V. gewihit. In die-
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ser Aufgabe richtet Herr Professor Halsband auch die
37. Jahrestagung der Gesellschaft (Berlin 7. - 9. Okto-
ber 1999) aus. [Medizinische Fakultit; 1998-10-13]

R ink, Lothar, Dr. rer. nat., Institut fiir Immunologie
und Transfusionsmedizin der Medizinischen Universi-
tidt zu Liibeck, wurde auf der diesjéhrigen internationa-
len Mycoplasmen-Tagung der ,,International Organiza-
tion for Mycoplasmology (IOM)“ in das wissenschaft-
liche Komitee fiir den néchsten Mycoplasmenkongref3
im Jahre 2000 in Japan berufen. Des weiteren hat Dr.
Rink eine Einladung als Sprecher zur Konferenz ,,Inc
and Health: Curent Status and Future Directions® an
das National Institute of Health in den USA. Diese
Konferenzen dienen der Festlegung der Forschungs-
schwerpunkte und Forschungsgelder in den USA fiir
einen gesundheitspolitisch bedeutsamen Bereich. Dr.
Rink ist der einzige deutsche Sprecher und nach dem
jetzigen Stand der Sprecherliste wahrscheinlich sogar
der einzige Europder, der eingeladen wurde, um iiber
seine Arbeiten zur Immunbiologie von Zink zu berich-
ten. [Medizinische Fakultit; 1998-08-31]

R o b, Peter Maria, Privatdozent Dr. med., Medizini-
sche Klinik I der Medizinischen Universitit zu Liibeck,
wurde in den Herausgeber-Beirat der Zeitschrift ,,Ma-
gnesium-Bulletin - Offizielles Organ der Gesellschaft
fiir Magnesiumforschung e.V.* aufgenommen. [Medi-
zinische Fakultiit; 1998-07-20]

S tan ge, Eduard Friedrich, Professor Dr. med., Leiter
des Bereichs Gastroenterologie der Medizinischen Kli-
nik I der Medizinischen Universitit zu Liibeck, ist bei
der letzten Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft
fiir Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten in deren
Bereit gewihlt worden. Die Amtszeit belduft sich auf 6
Jahre. [Medizinische Universitit; 1998-10-29]

Ethik-Kommissionen

Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultét der
Medizinischen Universitdt zu Liibeck besteht aus fol-
genden Mitgliedern: Professor Dr. med. Manfred Oeh
michen (Vorsitzender der Kommission, Dekan, Di-
rektor des Instituts fiir Rechtsmedizin der MUL), Pro-
fessor Dr. med. Dr. med, dent, Helmut von Domar
u s (stellvertretender Vorsitzender der Kommission,
Direktor der Klinik fiir Kiefer- und Gesichtschirurgie
der MUL), Professor Dr. med. Peter Dominiak
(Direktor des Instituts fiir Experimentelle und Klini-
sche Pharmakologie und Toxikologie der MUL), Pro-
fessor Dr. phil. Dietrich v. Engelhardt (Direktor
des Instituts fiir Medizin- und Wissenschaftsgeschichte
der MUL), Dr. jur. Horst Gre b (Vizeprisident des
Landgerichts Liibeck), Professor Dr, med. Klaus Kru
s e (Direktor der Klinik fiir Pidiatrie der MUL), Heid-
run Miiller (Medizinische Klinik I der MUL) und
Dirk Stojan (Priasident des Amtsgerichts Liibeck).
[Medizinische Fakultit; 1998-12-02]
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Engelhardt, Dietrich v., Professor Dr. phil., Direk-
tor des Instituts fiir Medizin- und Wissenschaftsge-
schichte der Medizinischen Universitiit zu Liibeck,
Prisident der Akademie fiir Ethik in der Medizin, wur-
de in das International Advisory Board des Regional
Program on Bioethics der Pan American Health Orga-
nization (PAHO/WHO) berufen. Das Regional Pro-
gram on Bioethics ist eine gemeinsame Initiative der
PAHO, der chilenischen Regierung und der University
of Chile und hat die Vernetzung von Experten sowie
die Entwicklung von Aus- und Weiterbildungspro-
grammen auf dem Gebiet der Bioethik zum Ziel.
[Technisch-Naturwissenschaftliche Fakultit; 1999-01-
06]

R a s pe, Hans-Heinrich, Professor Dr. med. Dr. phil.,
Direktor des Instituts fiir Sozialmedizin der Medizini-
schen Universitit zu Liibeck, wurde vom Vorstand der
Bundesiirztekammer erneut in die Zentrale Ethik-
Kommission berufen. [Medizinische Fakultit; 1998-
07-06]

Forschungsforderung

Verleger, Rolf, Professor Dr. rer. soc. Dipl.-Psych.,
und Dr. med. Bernd Wauschkuhn, Klinik fiir
Neurologie der Medizinischen Universitdt zu Liibeck,
wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(DFG) fiir das Projekt ,,Ereignisbezogene EEG-Latera-
lisierungen zur Untersuchung des ventralen und dorsa-
len Pfads am Menschen® eine Verldngerung auf zwei
Jahre gewihrt. Mitarbeiter werden Dr. psych. Rob v a
n der Lubbe und Privatdozent Dr, rer. nat. Piotr |
askowski Das Projekt erforscht am gesunden
Menschen Zeitverlauf und Struktur der héheren Verar-
beitung visueller Information; wesentliche Erkenntnis-
se liegen dazu bislang nur aus invasiven Experimenten
an Primaten vor. [Medizinische Fakultéit; 1998-08-20]

Gastwissenschaftler

Aunapuu, Marina, Anatomisches Institut der Uni-
versitdt Tartu, Estland, hielt sich vom 1. bis 31. August
1998 als Gastwissenschaftlerin im Institut fiir Anato-
mie der Medizinischen Universitét zu Liibeck auf. Frau
Aunapuu ist studierte Veterindr-Medizinerin und be-
faBt sich derzeit mit der Ultrastruktur der Niere bei ent-
ziindlichen Erkankungen dieses Organs. [Medizinische
Fakultit; 1998-08-04]

R usanov, Ventzislav, Professor, Institut fiir Atom-
Physik der Universitdt Sofia, Bulgarien, und Dr. Vea-
ceslav Coropceanu, Department fiir Theoretische
Physik der Moldavischen Staats-Universitit Kishinev,
Moldavien, haben Forschungsstipendien der Alexan-
der von Humboldt-Stiftung fiir einen Aufenthalt als
Gastwissenschaftler am Institut fiir Physik der Medizi-
nischen Universitit zu Liibeck erhalten. Professor
Rusanov beschiftigt sich seit August 1998 fiir sieben
Monaten mit dem Thema ,,Thermal and optical swit-
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ches of molecular spin states*, Dr. Coropceanun wird ab
Februar 1999 fiir zwolf Monate Untersuchungen zum
Thema ,,Spectroscopic and magnetic properties of po-
lynuclear mixed-valence clusters® durchftihren. [Gast-
wissenschaftler; Technisch-Naturwissenschaftliche
Fakultit; 1998-08-31]

Tagung

S5th EULAR Postgraduate Course in Rheumatology,
Bad Bramstedt, 21.-30, August 1998

Vom 21. bis 30.8.1998 trafen sich 120 junge Arzte aus
28 Lindern zum 5. Postgraduiertenkurs in Rheumato-
logie der EULAR (European League against Rhenma-
tism) in der Rheumaklinik Bad Bramstedt. Durch die
Kombination einer grofien Rheumaklinik mit einer uni-
versitiren Rheumatologie, wie sie in Bad Bramstedt/
Medizinische Universitit Liibeck mit Direktor Prof.
Dr. W. L. Gross vorhanden ist, fanden sich ideale Vor-
aussetzungen fiir einen solchen Kurs. Das wissen-
schaftliche Programm und die Durchfiihrung wurden
durch Prof. Dr. W. L. Gross unterstiitzt, durch Prof. Dr.
H. Zeidler, Hannover, Dr. A. Wolf, Royal Cornwall
Hospital, Truro, UK, und Frau PD Dr. A. Gause, Bad
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Bramstedt/Liibeck organisiert. Anmeldung und Ver-
waltung erfolgte zum grofem Teil durch das
EULAR-Sekretariat in Ziirich. Der Gro8teil der Teil-
nehmer konnte in der Rheumaklinik Bad Bramstedt
untergebracht werden. Auch die volle Verpflegung und
die Tagungsraume wurden von der Rheumaklinik Bad
Bramstedt zur Verfiigung gestellt. Das Tagungspro-
gramm enthielt Vortrige und Workshops von 80 inter-
national bekannten Referenten aus 12 Lindern. Es be-
gann mit einem 3-tigigen Kurs der wissenschaftlichen
Grundlagen, an dem sich v.a. auch Mitglieder des SFB
376 beteiligten. Der anschlieBende 7-tigige klinische
Teil umfafite die rheumatologischen Krankheitsbilder
in Klinik und Praxis, Bildgebung und Therapie. Ein
besonders geschitzter Kursteil war die klinische Visite
bei Vaskulitis-Patienten der Stationen, bei der es zu
lebhaften Diskussionen der Teilnehmer mit den Refe-
renten kam. Zum SchluB des Kurses absolvierten die
Teilnehmer eine Multiple-Choice-Priifung, die 5 be-
sten wurden mit Buchpreisen ausgezeichnet. Die EU-
LAR-Kurse finden seit 1994 jéhrlich statt und sollen zu
einer standardisierten Rheumatologie-Ausbildung in
Europa fiihren. Die Unkosten flir diesen Kurs betrugen
fiir die Teilnehmer 1700,-- DM inklusive Unterkunft
und Verpflegung. Fiir einige Teilnehmer gab es Stipen-
dien der EULAR. Ferner erfolgte Unterstiitzung des
Kurses durch die Industrie und den SFB 367.
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