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Einleitung

K. E. THEURER
Ostfildern

Verschiedene Anzeichen lassen erkennen, daB sich die orthodoxe
Medizin in Richtung einer fundierten, biologischen "Ganzheitsme-
dizin" zu orientieren beginnt. Die unkalkulierbare Komplexitat der
Lebensvorgdnge macht neue Konzepte notwendig,als deren Endprodukt
eine anders orientierte Medizin stehen muB. Zu ihrem Basiswissen
werden alle die MaBnahmen gehdéren, mit deren Hilfe es gelingt, das
duBerst feine, sich den wechselnden Siuationen prazise, anpassende
Geflige der Lebensvorgdnge zu unterstiitzen und so die Lebenskrédfte
des Kranken zu mobilisieren. Der Organismus verfiigt ilber regene-
rative Krafte zur Erhaltung und Wiederherstellung der Gesundheit.
Die &drztliche Kunst sollte mit geeigneten Methoden diese "hygio-
genetischen Regulationen" des Organismus aktivieren. Nichts liegt
naher, als die dabei zur Wirkung gelangenden Faktoren aus gesun-
den, phylogenetisch &hnlichen, Individuen zur Unterstiitzung der

korpereigenen Wiederherstellungsbestrebungen zu nutzen.

Der Hamatologe Prof. Herbert BEGEMANN bezeichnet das Lebens als
einen nie zur Ruhe kommenden Prozess sich stdndig verandernder
Gleichgewichte. Jedes Lebewesen sei nur als eine in sich selbst
ruhende Ganzheit zu verstehen; dies sei maBgeblich fiir unsere the-

rapeutischen Bestrebungen (1) .

Ich mochte annehmen, daB wir mit unseren Therapiearten diesen For-
derungen gentigen. Die Arbeiten von SPEMANN und meinem Lehrer, dem
Zoologen MANGOLD, haben hier zu wichtigen Erkenntnissen gefiihrt.
Heilung bedeutet Ubergang von Krankheit in den Zustand von Gesund-
heit durch natiirliche Vorgé&nge. Der Oragnismus verfiigt iber rege-
nerative Krafte zur Erhaltung und Wiederherstellung der Gesund-
heit. Jede Schadigung tragt in sich den Grund zu ihrem eigenen Aus-
gleich. Die &rztliche Kunst sollte mit geeigneten Mitteln diese

hygiogenetischen Regulationen des Organismus aktivieren.



Das Wort "Hygiogenese" leitet sich von Hygiene ab; man versteht
darunter die Gesamtheit der bei der Genesung wirkenden objektivier-
baren Vorgange auf dem Weg von der Krankheit =zur Gesundheit. Nichts
liegt néher als die dabei zur Wirkung gelangenden stofflichen Fak-
toren aus gesunden, phylogenetisch &hnlichen Individuen zur Unter-
stiitzung der koérpereigenen Wiederherstellungsbestrebungen zu nut-
zen. Dieser Denkansatz unterscheidet unsere Behandlungsmethoden

von anderen organo- und zelltherapeutischen Methoden, die verlo-
rengegangene Funktionen vorwiegend fiber Substitution und Prothesen

wiederherstellen wollen.

Eine Wiederherstellung der natiirlichen morphologischen Strukturen
iber zelleigene Synthesemechanismen ware das Ideal. Diese Restitu-
tio ad integrum wird leider nur im Tierreich auf einer sehr nie-
drigen Organisationsstufe erreicht, und zwar bei Schwammen, die
noch keine definierte Form haben, bei Wirmern, die schon relativ
kompliziert aufgebaut sind, und z.T. auch noch bei Reptilien. Bei
hoéher differenzierten Tieren kommt es Jjedoch morphologisch nur noch
zu einer unvollkommenden Reparatur. Stoffwechseldefekte der Gewe-
bezellen kdnnen allerdings weitgehender normalisiert werden. Diese
Unterschiede habe ich in meinem Gastvortrag im Mai dieses Jahres
an der Tierarztlichen Hochschule in Hannover zugrunde gelegt (2).
Das Vorhandensein von Selbstheilungsvorgdngen und die Moglichkeit,
diese medikamentds zu beeinflussen, bilden unsere therapeutische

Basis.

Wahrend unphysiologische Arzneimittel Regulationsmechanismen und
bestimmte Stoffwechselvorgange hemmen oder blockieren, die fiur die
Selbstheilungsvorgange bendtigt werden und so die eigentliche Hei-
lung verhindern, koénnen biomimetische Arzneistoffe, die in den
Stoffwechsel integriert werden und etwaige Stoffwechseldefekte
iberbriicken, die Selbstheilungsbestrebungen des Organismus unter-
stitzen (3) .

Auch ist der Ansicht zu widersprechen, daB die Naturheilkunde le-
diglich der gl&dubigen Unterwerfung des Patienten bediirfe, um iber-
haupt etwas bewirken zu konnen und der Glaube an die Magie der

selbstheilenden Krafte die starkste Arznei sei. Dem ist entgegen-
zuhalten, dal die gezielte therapeutische Nutzung von biophysika-
lischen und biochemischen Mechanismen, die an Placeboeffekten be-

teiligt sind, keine Suggestionswirkung mehr sein koénnen. Nach dem
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Stand des heutigen Wissens ist es zweckmidBig, Behandlungsmethoden
nach ihrem Wirkungsmechanismus zu definieren; erzielen sie eine
Heilung durch Selbstregulation, sind sie der Naturheilkunde zuzu-

schreiben (4).

Unsere Tagungen zeigen, wie meine wissenschaftlichen Freunde und
ich von Anfang an bemiht waren, die biologischen Grundmechanismen
zu erkennen und zu erforschen, um unsere Behandlungsmethoden nach
dem Wirkungsmechanismus zu optimieren.Dadurch haben unsere Tagun-
gen fir die Gesamtmedizin zunehmend an Bedeutung gewonnen, weil

wir immer bestrebt waren, eine Briicke zwischen Naturheilkunde und

Naturwissenschaft zu bauen.

Ich mochte nun dieser Tagung einen recht erfolgreichen Verlauf

winschen, nicht zuletzt zum Wohle unserer Patienten.

Literatur

1. BEOEMANN, H.: Therapie der Gegenwart }2 0, 307-322(1981)

2. THEURER, K.: "Aktivierung von Selbstheilungsvorgdngen - Hygio-
genese durch Organo- und Immunotherapie"; Der praktische Tier-
arzt, 543 ff. und 691 ff. (1982)

3. THEURER, K.: "Heilung durch Glauben"; Arztliche Praxis 52 (1979)

4. THEURER, K.: "Naturheilkunde - quo vadis"; Leserbrief, Selecta
22, Heft 19 (1980)



Struktur und Funktion der Tumor-DNA in Bakterien-

induzierten Pflanzentumoren

G. KAHL
Botanisches Institut
Johann Wolfgang Goethe-Universitat

Frankfurt am Main

Pflanzen reagieren auf Verletzungen, seien sie durch physikalische,
chemische oder biologische Ursachen bedingt, mit einer schnellen
Aktivierung der wundnahen Zellen. Je nach ihrer genetischen Kon-
stitution, dem AusmaB der Verwundung und der an der Wunde herr-
schenden physiko-chemischen Verhdltnisse vermdgen die verschiede-
nen Pflanzen auf unterschiedliche Weise diese Aktivierung zu einer
regelrechten Wundheilung auszunutzen. Bestimmte Pflanzen schlies-
sen ihre Wunden durch Sekretion von VerschluBsubstanzen (Latex,
Harz, Wundgummi) oder benutzen die Reste der durch die Verletzung
abgestorbenen Zellen als Barriere gegen eindringende Phytopatho-
gene und den fiir die Zelle toétlichen Wasserreflux. Auch relativ
hoch entwickelte Pflanzen machen sich diese recht archaische Art

des Wundverschlusses zunutze.

Bei vielen Pflanzen fithrt die Verwundung zu einer ausgedehnten
chemischen Modifikation wundnaher Zellwdnde (Kieselsdureeinlage-
rung, Phenolimpré&gnierung, Verholzung, Verkorkung) und damit einem
baktericid und fungicid wirkenden WundverschluB. Oft proliferieren
die wundexponierten Zellen auch in die Wunde hinein (Wundkallus)
oder bilden ein kompliziertes AbschluBgewebe unter der Wundober-
fldche, an dessen Zustandekommen mehrere Zelltypen mit unterschied-
licher Funktion beteiligt sind (Wundperiderm). Gleichgiiltig, wel-
che Art der Wundheilung auch immer durchgefiihrt wird, sie ist stets
transient. Nach dem Abklingen des Wundreizes geht die aktivierte
Wundzelle wieder in eine ruhende Zelle iber, der Wundheilungspro-

zess 1ist abgeschlossen.

Zu einer abnorm gesteigerten, permanenten Wundheilung kann es aber

kommen, wenn sich ein ubiquitdr verbreitetes Bodenbakterium,



Agrobacterium tumefaciens, an die durch die Verwundung exponierten

Zellwdnde der Pflanze fixiert ("attachment"). Diesem Attachment
unterliegen noch nicht ndher bekannte Wechselwirkungen zwischen
Lipopolysacchariden des Bakterien-Sacculus und Polygalacturonsadure
der Mittellamelle pflanzlicher Zellwdnde. Nach dem Attachment {ber-
tragt die Bakterienzelle in einem konjugationsahnlichen Vorgang
einen Teil eines Plasmides ("tumor-inducing plasmid"; Ti-Plasmid;
pTi) in die pflanzliche Wundzelle, wo es in das nukledre Genom
kovalent integriert wird und auf bislang noch nicht ganz geklarte
Weise die Wundzelle zu permanenter mitotischer Aktivitdt umsteu-
ert. Die {ibertragene DNA ("transferred DNA", T-DNA) codiert fiur
eine Reihe von Funktionen, die zum einen fiir den transformierten
Zustand der Wundzelle ohne Bedeutung, zum anderen dafiir aber es-

sentiell sind ("oncogenes").

Fiir unser Verstandnis tumordsen Wachstums von Pflanzen ist die ge-
naue Kenntnis der Struktur der T-DNA und all ihrer Funktionen wvon

wesentlicher Bedeutung.

Die T-Region des Ti-Plasmids von Agrobacterium wird in die prasump-

tive Tumorzelle ibertragen

Bakterien erobern sich oft eine 6kologische Nische, einen Ort also,
an dem sie Konkurrenten um gemeinsame Nahrungsmittel {berlegen
sind, indem sie die Fahigkeit zum Abbau bestimmter organischer
Substanzen erwerben. Ihre Konkurrenten dagegen kénnen diese poten-
tiellen Nahrungsstoffe nicht verwerten. Die Gene fiir den Abbau
solcher Stoffe liegen sehr oft auf sog. Plasmiden (katabolische
Plasmide; CHAKRABARTY 1976), extrachromosomalen doppelstrangigen
und kovalent ciculdr geschlossenen DNA-Molekiilen (cccDNA), die

als Trager von Antibiotikaresistenzen bekannt geworden sind. Sol-
che Plasmide enthalten stets Gene, die fiir die Replikation des
Plasmides codieren (rep-Funktionen), oft auch Bereiche, die den
Transfer des Plasmides von einer Bakterienzelle in die andere ka-
talysieren (tra-Funktionen). Plasmide mit tra-Genen, (sog. konju-
gative Plasmide) werden daher nach ihrer Replikation in der Ur-
sprungszelle rasch in einer plasmidfreien Bakterienpopiilation ver-

breitet, die damit neue Eigenschaften erwirbt.

Agrobacterium tumefaciens besitzt im Ti-Plasmid ein solches konju-
gatives Plasmid ( VAN LAREBEKE et al., 1974; ZAENEN et al., 1974;




WATSON et al., 1975), dessen Molekulargewicht von etwa 95 bis =zu
156 Megadaltons variieren kann. Daneben kénnen noch mehrere ande-
re Plasmide in ein und derselben Bakterienzelle vorkommen, die
aber nichts mit der Virulenz des Bakteriums zu tun haben. Dagegen
ist der Besitz des Ti-Plasmides unabdingbare Voraussetzung fir
eine Tumorinduktion an Pflanzen. Verlust des Ti-Plasmids ("curing")
bedingt unvermeidlich den Verlust der Onkogenitdt. Werden in plas-
midfreie und daher nicht virulente. Stdmme Ti-Plasmide wieder ein-
gefihrt - also beispielsweise durch Konjugation - so werden diese
Stamme wieder onkogen. Onkogenitdt ist also an die Anwesenheit

des Ti-Plasmides gekoppelt, das Ti-Plasmid selbst reprasentiert
das schon zu Anfang der pflanzlichen Tumorforschung postulierte
"Tumor-induzierende Prinzip" (TiP). Damit ist erwisen, dal Plas-
mid-DNA ursdchlich in die Transformation pflanzlicher Zellen ver-
wickelt ist (Abb.1).

Abb. 1: Ti-Plasmid von Agrobacterium tumefaciens

Ti-Plasmide codieren fir eine Reihe von Funktionen, die nur zum
Teil fir die Transformation von Wirtszellen verantwortlich sind.
Solche Funktionen konnen sehr leicht durch einen Vergleich der
Eigenschaften plasmidloser und pasmidhaltiger Agrobakterien fest-

gestellt werden. Danach sind Ti-Plasmide fiur folgende Charakteri-



stika des Bakteriums verantwortlich: Tumorinduktion an Pflanzen,
konjugativer Transfer der Ti-Plasmide von Bakterium zu Bakterium
und Katabolismus von Arginin und Ornithin. Dariiberhinaus codieren
Gene des Ti-Plasmids noch fiir die Synthese bestimmter tumorspezi-
fischer Aminosdurederivate (sog. Opine) in der Wirtszelle sowie
deren Abbau durch das Bakterium ( ZAENEN et al., 1974; VAN LAREBEKE et al
1974, 1975; SCHELL, 1975; WATSON et al., 1975; ENGLER et al., 1975; BQMHOFF et
al., 1976; GENETELDO et al., 1977; KERR et al., 1977; FIRMIN et al., 1978;
KLAFWIJK et al., 1978; PETIT et al., 1978 a,b,; ELT,TS et al., 1979; GUYON et al
1980; HOISTERS et al., 1982; KERR et al., 1982; TEMPfi et al., 1982;).

Die Entdeckung dieser Opine in pflanzliche Tumorzellen, die durch

Agrobacterium tumefaciens transformiert worden waren, war im Prin-

zip der erste Beweis dafir, daB bakterielle Gene bei der Tumorin-
duktion beteiligt sind. Urspriinglich war nur ein Lysinderivat ana-
lysiert worden (N-<1-(D-1-Carboxyadthyl)-L-Lysin oder "Lysopin";
LIORET, 1955; BIEMANN et al., 1960); spater wurden andere Derivate
basischer Aminosduren entdeckt. Alle diese tumorspezifischen opine
- sie sind nicht in normalen Pflanzenzellen vorhanden - lassen

sich grob in drei Gruppen katalogisieren.

Die Octopingruppe besteht aus Octopin, Octopinsdure, Lysopin und
Histopin, die Nopalingruppe aus Nopalin und Nopalinsdure (Ornalin)

und die Agropingruppe (frither Nulltyp-Gurppe) aus Agropin (Abb.2).
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Abb. 2: Strukturformeln der Opine von Agrobacterium tumefaciens
Links: Octopin-Familie. Rechts oben: Nopalin-Familie.
Rechts unten: Agropin.




Die Klassifizierung der Ti-Plasmide verschiedener Agrobakterium-
Stdmme basiert auf der Art des Opins, das nach der Infektion mit
dem jeweiligen Stamm im Tumorgewebe synthetisiert wird. Bakterien
mit Octopinplasmiden 1induzieren Octopin-haltige Tumoren, Bakterien
mit Nopalinplasmiden Nopalin-haltige Tumoren; Agropin-haltige Tu-
moren entstehen nach der Infektion pflanzlicher Zellen mit Agropin-
plasmiden. Octopinplasmide sind untereinander sehr ahnlich, wenn
nicht gar identisch, wie DNA-Reassoziationsexperimente und Restrik-
tionsmusteranalysen belegen (CURRIER et al., 1976; GENETELLO et al.
1977; DRUMMOND et al. , 1978; SCIAKY et al., 1978;). Nopalinplasrnide
dagegen zeigen erhebliche Diversitat untereinander und weniger als
30% Homologie mit den Octopinplasmiden (CURRIER et al., 1976).
Einige Nopalinplasrnide (pTiAT-181, pTiEU-6 und pTi-T10/73; PETIT

et al., 1970; SCIAKY et al., 1978) kodieren zwar noch fiur die Fa-
higkeit des Bakteriums, Nopalin zu katabolisieren, aber nicht mehr
fiir die Synthese dieses Opins in der Tumorzelle (sog. "defekte"
Nopalinplasrnide; GUYON et al., 1980). Agropin- und Octopinplasmide
besitzen wahrscheinlich einen gemeinsamen Vorfahr, denn zum einen
existiert ein HochstmaBl an Homologie zwischen beiden Plasmidtypen
(DRUMMOND et al., 1978), =zum anderen findet sich Agropin oft in
Octopintumoren (FIRMIN et al., 1978).

Opinsynthese im Tumor und Opinabbau im Bakterium werden von ver-
schiedenen Loci kodiert. Die Gene fiir die opinsynthetisierenden
Enzyme werden in die Wirtszelle ibertragen, sind also Bestandteil
der T-DNA, die Gene fiir Opinabbau dagegen liegen ausserhalb der T-
Region des Ti-Plasmides (d.h. des Ubertragenen Bereichs). Sie
kodieren fir mindestens zwei Enzyme, von denen das erste die Opine
in eine *C-Ketosdure und Arginin zerlegt, das zweite ein Arginin-

derivat in eine verwertbare KohlenstoffVerbindung iiberfiihrt.

Die Information fiir den konjugativen Transfer von Ti-Plasmiden in
vitro liegt ebenfalls auf dem Ti-Plasmid selbst und kann durch das
Opin induziert werden, das durch das entsprechende Plasmid abge-
baut werden kann. Octopinabbauende Stamme werden also durch Octo-
pin, Octopinsdure oder Lysopin, nicht jedoch durch die Octopin-
analogen Noroctopin, Homooctopin oder Desmethylhomooctopin zum
Plasmidtransfer induziert (HOOYKAAS et al., 1979). Detaillierte
Studien erbrachten den Nachweis, daB die Gene fiir den Octopinka-

tabolismus (occ genes) und den Transfer (tra genes) in verschie-



denen Operonen organisiert sind, aber durch ein gemeinsames Regu-
latorgen kontrolliert werden ( KLAPWIJK et al., 1978; TEMPfiet al.,
1978) . Dies belegen vor allem Mutanten, die (1) konstitutiven Oc-
topinabbau und Ti-Plasmidtransfer zeigen (also wahrscheinlich im
gemeinsamen Regulatorgen mutiert sind, wodurch beide Funktionen
betroffen sind, (2) konstitutiv fir Octopinabbau sind,aber indu-
zierbar fir Transfer geworden sind wund (3)induzierbar fir Octo-
pinkatabolismus, aber konstitutiv fir Transfer sind (mithin wahr-
scheinlich mutierte Regulatorproteine besitzen, die eine konsti-
tutive Aktivitdt in einem (occ/tra) und eine induzierbare Aktivi-
tat in einem anderen Gen erzeugen (tra/occ). Auch in Nopalinplas-
miden existieren &dhnliche Regulationsmechanismen fiir den Plasmid-
tranfer (TEMPf et al., 1978; 1982).

1. Rep (Replikation)

Tra (Transfer; konjugativ)

Nos (Nopalinsynthese in Tumoren)

Oes (Octopinsynthese in Tumoren)
4. Noc (Nopalinkatabolismus)

Occ (Octopinkatabolismus)

Are (Argininkatabolismus)

Agc (Agropinkatabolismus)

Psc (Katabolismus phosphorylierter Zucker)
5. Ape (AusschluB des Phagen AP1)
6. Inc (Inkompatibilitat)
7. One (Onkogenitat)
8. Shi (SproBinduktion in Tumoren)
9. Ri. (Wurzelinduktion in Tumoren)

Ro1i

10. Agr S (Sensitivitat gegen Agrocin 84)
11. Wirtsspezifitat

Tab. 1ls Funktionen des Ti-Plasmides von Agrobacterium

tumefaciens

Die Wirtsspezifitdt von Agrobacterium tumefaciens ist ebenfalls

auf dem Ti-Plasmid kodiert und bestimmt die Anzahl von Wirtspflan-

zen, bei denen nach Infektion Tumoren erzeugt werden kdénnen. Zu
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ihrem Nachweis wurde ein plasmidfreier Bakterienstamm mit gerei-
nigter Plasmid-DNA von Bakterienisolaten aus Tumoren der Weinrebe
transformiert. Transkonjuganten vermochten dadurch wieder Tumoren
zu induzieren, und zwar mit dem Wirtsspektrum des Donorstammes.
Fingerprint-Analysen durch Restriktionsendonukleasen bestatigten
die Identitat der Plasmide in Donor- und Transkonjugantenstdmmen
(TOMASHOW et al., 1980).

Neben anderen Eigenschaften (z.B. dem Ausschlul des Phagen APl

und der Sensitivitdt gegen ein von Agrobacterium radiobacter pro-

duziertes Bacteriocin, Agrocin 84) bestimmen Sequenzen des Ti-
Plasmides auch die Tumormorphologie. Agrobakterien mit Octopin-
plasmiden induzieren gewdhnlich unorganisierte Tumoren, wé&hrend
Nopalinplasrnide sowohl unorganisierte als auch schwach oder aber
hochorganisierte Tumoren aus Massen von undifferenzierten Zellen,
zwischen denen aber differenzierte Zellen (z.B. Tracheiden, Phloem-
elemente) 1liegen kdénnen, wohingegen Teratomata organdhnliche
Strukturen entwickeln. Allerdings spielen hierbei auch Bakterium-
Wirtsbeziehungen sowie die Position des Tumors an der Wirtspflan-
ze eine Rolle (Abb. 3).

Bei der Erforschung all dieser Plasmidfunktionen haben mutierte
Plasmide eine wesentliche Rolle gespielt, einmal Transposon-In-
sertionsmutanten (HERNALSTEENS et al., 1978; VAN MONTAGU et al.,
1979; GARFINKEL et al., 1980; HULSTERS et al., 1980; 1982 ; OOMS et
al., 1980; DE GREVE et al., 1981;), =zum anderen Deletionsmutanten
(KOEKMAN etal. , 1979; HULSTERS et al., 1980; 1982 ;) .Die genetische
und molekularbiologische Analyse dieser Mutanten ergab dariber-
hinaus, daB es auch Sequenzen ausserhalb der T-DNA auf dem Ti-
Plasmid gibt, die fir die Tumorinduktion unerl&flich sind (Onco-

genicity functions oder Onc-Regionen; Abb. 4).

Diese Onc-Regionen sind Uber eine Halfte des Ti-Plasmides verteilt.
Die andere Hdlfte hat offenbar mit der Tumorinduktion nichts =zu
tun, sie kann ohne Verlust der Virulenz entfernt werden (KOEKMAN
et al., 1979). Dies bedeutet, daB es Gene auf dem Ti-Plasmid gibt,
die nicht in der Tumorzelle wiederzufinden sind, aber wichtige
Funktionen bei der Tumorentstehung besitzen. Diese Onc-Regionen
konnten bei der Excision der T-DNA aus dem Ti-Plasmid, dem Trans-
fer der T-DNA, dem Anheften der Bakterien an die Wundzellwand

("attachment"), der Integration der T-DNA ins Wirtszellgenom oder
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der Umsteuerung des Wirtsstoffwechsels eine Rolle spielen (HULSTERS
et al., 1982). Neueste Forschungen haben ergeben, daB zumindest
einige dieser Onc-Regionen wenigstens voriilbergehend in der Pflan-

zenzelle zu finden sind (SCHELL, pers. Mitteilung).

Abb. 3: Typischer Positionseffekt bei der Crown Gall-Tumorentstehung:
die Intensitdt der Tumorbildung wird auch durch Einfliisse des
Wittsgewebes mitbestimmt. Wird Stengelgewebe von Kalanchoe pro-
liferiert unmittelbar cberhalb eines Blattansatzes (also im un-
teren Teil eines sog. Internodiums) verwundet und infiziert,
so entstehen stdrkstens proliferierende und z.T. hochorgani-
sierte Tumoren (links), wahrend eine erfolgreiche Infektion
in der Internodiumsmitte zu deutlich kleineren (Mitte), im
oberen Teil des Internodiums nur zu kleinen, zumeist unorga-
nisierten Proliferationen fithrt (rechts).

Allerdings sind die meisten Mutationen, die zu einer Beeintrach-
tigung der Tumorbildung fiihren, auf Ti-Plasmidsequenzen lokali-
siert, die in allen Ti-Plasmiden vorkommen und damit homolog sind
(sog. T-Region; ENGLER et al., 1981). Diese T-Region wird aus dem
Ti-Plasmid herausgeschnitten und auf bislang unbekannte Weise in
die Pflanzenzelle injiziert. Dazu wiederum muf das Agrobacterium
Zugang zu bestimmten Stellen der pflanzlichen Zellwand erhalten.
Normalerweise schiitzt sich ndmlich die hohere Pflanze durch die
Ablagerung von Fetten und Wachsen (Kutinisierung) vor Wasserver-

lust und Infektionen, die vor allem an allen umweltexponierten
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Oberfldchen erfolgt. Dieser "Mantel" ist gewdhnlicherweise nicht
von Bakterien zu durchdringen, es sei denn, er wird teilweise ent-
fernt oder =zerstort. Dies geschieht nach einer Verwundung der Pflan
ze (KAHL, 1982). Durch einen solchen Eingriff werden die Pflanzen
an der Oberflache aufgerissen und sterben ab. Oft werden deren

Reste als Schutzbarriere verwertet (Abb.5A).

are ¥ Insertions sifecting
-3 25 ongogenicity

094 pTi C58

4pe 3 Regiors o homology
with Tl AchS

Abb. 4 : Genetische und funktionelle Karte des Ti-Plasmides von Agro-—
bacterium tumefaciens, Stamm C 58. Zur Erklarung der verwende-
ten Symbole und Abkiirzungen siehe Tab.l. Die schraffierten Be-
reiche repradsentieren sog. Onkogenitdtssequenzen, die essen-—
tiel flir eine Tumorinduktion sind, deren Funktionen aber nicht
konkret bekannt sind.

Die unter der Wunde liegenden Zellen reagieren in der Regel mit
einer Aktivierung des Stoffwechsels und einer Wundheilung. Dieser
Vorgang setzt eine differentielle Genaktivierung voraus und fihrt
zur Sekretion baktericider und fungicider Substanzen (z.B. Harzen,
Phenolen, Latex oder Schleim; Abb.5B), der chemischen Modifikation
wundnaher Zellwadnde (Abb.5C; Verholzung) oder einer begrenzten
Proliferation der wundnahen Zellen (Kallusbildung), oft der Bil-
dung eines regelrechten WundabschluBgewebes (Periderm; Abb.5D).
Noch bevor es zu ausgedehnten Wundreaktionen kommt, haftet sich

das ubiquitdr vorkommende Agrobacterium tumefaciens an wundexpo-

nierte Pflanzenzellwande an ("Attachment"). Dabei spielen Wechsel-
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Euphorbia stricta Cucurbita spec.
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Primitive und komplexe Wundreaktionen bei hoéheren Pflanzen.

A. Verwendung der Reste abgetdteter Zellen als Wundbarriere.
. Sekretion von Stoffen, die zum einen die Wunde mechanisch verschlies-

sen, zum anderen bakterio- und fungistatische, in speziellen Fadllen
sogar bakteri- und fungicide Wirkung besitzen. Links im Bild: an der
Wundfldche geronnener Milchsaft eines Wolfsmilchgewachses, rechts
der VerschluR von Siebplatten des assimilatleitenden Phloems einer
Kirbispflanze mit Kallose und Schleimen.

C. Modifikation wundnaher Zellwande durch Verholzung (Lignifizierung).
. Wundabschlubgewebe. Links Kallusbildung an einer Wunde der Kohlrabi-

knolle mit anschlieRender Lignifizierung der Zellwande der am Wund-
verschlul beteiligten Zellen. Rechts Bildung eines reguldren, se-
kunddren AbschluBgewebes mit anschlieRender Verkorkung (Suberini-
sierung) der wundnahen Zellwande.
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Wirkungen zwischen Lipopolysacchariden des Bakteriensacculums und
Polygalacturonaten der pflanzlichen Mittellamelle eine Rolle. Nach
dem Attachment verlaft fibrilldres Material die Bakterienzelle und

tritt in die Pflanzenzelle iber.

Integration der T-DNA in mittelrepetitive Sequenzen des nukledren

Genoms der Wirtszelle

Eine Integration der T-DNA kann sowohl in plastiddre, mitochondrale
oder auch nukledre DNA erfolgen, wenn man von der Moglichkeit ab-
sieht, daB sie auch als selbststdndiges Replikon existieren kon-
nen. Entsprechende Experimente haben zweifelsfrei ergeben, dab die
T-DNA im Kern der Wundzelle, nicht aber in Mitochondrien oder Chlo-
roplasten enthalten ist (CHILTON et al., 1980; WILLMITZER et al.,
1980; CHILTON, 1982). Ganz offenbar werden aber mehrere Kopien der
T-DNA in verschiedene Stellen des nukledren Genoms eingebaut, ge-
wohnlich etwa 1-3. Die Insertionssteilen mit dem rechten oder 1lin-
ken Ende der T-Region konnten aus einem Nopalintumor des Tabaks
isoliert, in einem "—Phagenvektor kloniert und detailliert unter-
sucht werden. Danach ist die T-DNA in Nopalintumoren tandemartig
hintereinander angeordnet und in repetitiver Sequenz der Pflanzen-
DNA integriert. Trotzdem ist eine Insertion auch in hochrepetitive
oder Unique-Sequenzen méglich (ZAMBRYSKI et al., 1980). Die Pflan-
zen-DNA in der Ndhe der Insertionsstelle enthdlt mehrerer direkt-
oder indirekt- repetitive Sequenzen ("direct or inverted repeats";
LEMMERS et al., 1980; ZAMBRYSKI et al., 1980), die eine Rolle bei
der Insertion spielen kénnten, obwohl an den Enden der T-DNA keine
dhnlich gestalteten, homologen Bereiche zu finden sind. Insofern
unterscheidet sich die T-DNA von bakteriellen Transposons, DNA-
Sequenzen, die autotransferabel sind wund mithilfe von endstandi-

gen, invers-repetitiven Sequenzen integrieren (STARLINGER, 1982)

Der mittlere Teil der T-DNA ("core-T-DNA") ist allen Ti-Plasmiden
homolog und offensichtlich fiir die Tumorinduktion essentiell.
Jede Mutation in diesem Bereich filhrt entweder zu einer Abschwa-
chung der Tumorinduktion oder zu deren Verlust (KOEKMAN et al.,
1979). Diese Sequenzen sind in allen Ti-Plasmiden vorhanden und
homolog ("common sequences"). Obwohl die Funktionen dieser "Core-

DNA" noch weitgehend unbekannt sind, missen auf ihr doch Informa-
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tionen codiert sein, die irgendwie die Tumorinduktion und die Auf-
rechterhaltung des tumordsen Zustandes der Pflanzenzelle garantie-

ren .

Der rechte Teil der T-DNA enth&lt das Gen oder die Gene fiir die
Opinsynthese. Tnl-Insertionen in diesem Bereich fihren zum Verlust
der Fahigkeit des Bakteriums, in Pflanzentumoren Opine zu synthe-
tisieren. Die Onkogenitédt wird dagegen nicht beeinflult, die Trans-
posoninsertionsmutante Onc’ Nos beweist also, daB das Gen fiir die
Opinsynthese fiir eine Tumorinduktion nicht notwendig ist (HOLSTERS
et al. , 1980). Tatsadchlich ist der Nachweis gelungen, daB der rech-
te Bereich der T-DNA in Octopintumoren fiir das Enzym Lysopindehy-
drogenase (LpDH) codiert (SCHRODER et al., 1981). Der linke Bereich
der T-DNA ist weniger weitgehend erforscht und zudem variabel in
Octopin- und Nopalintumoren. Allerdings kann man durch Insertions-
mutationen in bestimmten Bereichen der T-DNA auch die Tumormorpho-
logie beeinflussen. Wé&hrend die T-DNA des Wildtypplasmides nédmlich
fiir die Bildung eines unorganisierten Tumors codiert, gibt es Mu-
tanten, die zur Bildung von Sprossen (Shi = shoot induction) oder
auch Wurzeln (Ri =root-induction) fiihren (HOLSTERS et al., 1982;
LEEMANS et al. , 1982). Daraus lakt sich ableiten, dal es Sequenzen
auf der T-DNA gibt, die direkt oder indirekt in den Wuchsstoffhaus-
halt der Pflanzenzelle eingreifen. Die Balance zwischen zellteir
lungsférdernden Hormonen (Cytokine) und zellstreckungsfordernden
Hormonen (Auxinen) bestimmt nédmlich die morphogenetische Potenz

der jeweiligen Pflanzenzelle bzw. des Pflanzengewebes. Jeder Ein-
griff, der zu einer Verdnderung des Gehaltes an aktiven Hormonen
einer Sorte in einer Zelle fithrt, bedingt damit auch zwangsldufig

eine verdnderte Morphogenese (z.B. SproBlbildung).
Die Onkogenitédtsfunktionen sind nicht exakt begrenzbar.

All diese Untersuchungen haben zu der Erkenntnis gefithrt, daBl die
aus dem Ti-Plasmid herausgeschnittene T-Region ohne grdlere Um-
stellungen kovalent in die Wirtszellen-DNA integriert wird und
dort -colinear mit der T-Region- 1in einer oder wenigen Kopien
vorhanden ist und in noch unbekannter Weise die Wundzelle zu per-

manenter Proliferation zwingt (Abb.6).
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Abb . Schematischer Abrif der Tumorbildung durch Agrobacterium tume-—
faciens . Die normale Zelle muR verwundet und damit aktiviert
werden, damit es zu einem Attachment des Agrdbakteriums und
einem Transfer der T-Region und moglicherweise anderer Regionen
des Ti-Plasmides in die Wundzelle kommen kann. Die T-DNA wird
kovalent an die Sequenz der Kern-DNA der Wirtszelle gebunden
und steuert auf noch nicht exakt bekannte Weise den Wuchsstoff-
haushalt der betreffenden Zelle um: es kommt zu einer permanen-—
ten Proliferation.

Transkription der T-DNA in Poly(A) -RNA durch RNA-Polymerase II

der Wirtszelle

Nach ihrer Integration in mittelrepetitive Sequenzen des Zellkerns
Dabei

wann zum ersten Mal nach einer Infektion T-DNA-

wird die T-DNA oder zumindest ein Teil davon transkribiert.
ist noch ungeklart,
spezifische Transkripte auftreten, zumal es sehr schwer ist, zwi-
schen den Transkripten der im Wundgewebe siedelnden Bakterien und
den Transkripten der Pflanzenzelle zu unterscheiden. Die Agrobak-
terien lesen namlich bestédndig Ti-Plasmidsequenzen ab, es entste-
hen bereits im Bakterium geringe Mengen an RNA, die vom Plasmid

(GALVIN et al., 1981).

kodiert werden In der Anfangsphase der Tu-

morentstehung werden daher =zumindest
terium in der gesamten RNA zu finden

Schwierigkeit zu umgehen versuchten,

auch Transkripte aus dem Bak-
die diese
daB Bak-

sein. Experimente,

weisen darauf hin,

terien in pflanzlichen Wunden keine oder nur unmeBbar geringe Men-

gen an RNA synthetisieren,

weisen.

die Homologie zu Plasmidsequenzen auf-

Dagegen beginnen nach eigenen Untersuchungen transformierte
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Wundzellen bereits 36 Stunden nach der Infektion mit der Produk-
tion von T-DNA codierter RNA (KAHL, G., OTTEN, L., SCHELL, J., un-
verdffentlicht) . Obwohl vieles darauf hindeutet, daB auch Bereiche
auBerhalb der T-Region des Ti-Plasmides tiibertragen werden und zu-
mindest voriilbergehend in der prasumptiven Tumorzelle erhalten blei-
ben, ist vo6llig unbekannt, ob diese "Onkogenitdts-Bereiche" auch
transkribiert werden. Es wird der Anwendung wesentlich verfeinerter
Methoden vorbehalten sein, die &dulerst geringe Menge solcher

Transkripte einwandfrei festzustellen.

Die Ablesung von bakteriellen Sequenzen in Crown Gall-Tumorzellen
war im Prinzip schon lange bekannt. In den Opinen dieser Tumorzel-
len waren namlich Substanzen gefunden worden, die nie in normalen,
nicht infizierten Pflanzenzellen auftraten, also von Bakterien
stammen muBten. Einen direkten Beweis brachten Experimente, in
denen die gesamte RNA von Tumoren gegen ein spezi-fisches Fragment
des Ti-Plasmides hybridisiert wurde (DRUMMON et al., 1977). Dabei
zeigte sich, daB der rechte Teil der T-DNA am aktivsten transkri-
biert wurde. Der linke Teil wurde nur schwach abgelesen (GURLEY

et al., 1979). Eine Reihe anderer Untersuchungen haben diese Er-
gebnisse im Prinzip bestatigt (WILLMITZER et al., 1981; LEEMANS

et al., 1982; WILLMITZER et al., 1982).

Beide Strange der T-DNA codieren fiir RNA. Die sog. T1-DNA in octo-
pinhaltigen Crown-Gall-Geweben wird in sieben polyadenylierte RNAs
transkribiert, deren Lange von 670 bis 2700 Basen variiert. Zumin-
dest zwei, moglicherweise auch vier Transkripte sind sowohl in Oc-
topin- als auch Nopalintumoren zu finden und werden vom mittleren

Bereich der T-DNA ("core") codiert (WILLMITZER et al., 1982).

Es ist nunmehr gesichert, daB die wirtseigene Polymerase II die
Ablesung der T-DNA-Gene ibernimmt. Geringe Konzentrationen an
cC-Amanitin (0.7p.g/ml) verhindern das Erscheinen von Transkripten
mit Homologie zur T-DNA in isolierten Tumorzellkernen vollig (WILL-
MITZER et al., 1982). Das aus dem Knollenbldtterpilz (Amanita phal-
loides) isolierte cyclische Octopeptid hemmt die DNA-abhangige RNA-
Polymerase I (bei relativ hohen Konzentrationen) und zwei (bei
niedrigen Konzentrationen) wund dient somit dem Nachweis einer
Transkription durch beide Polymerasen sowie =zur Diskriminierung

zwischen beiden Enzymen.
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Damit ist auch der Nachweis erbracht, daBb die wirtseigene Polyme-
rase II Promotersequenzen auf der T-DNA erkennen mufl. Moglicher-
weise werden alle Transkripte der T-DNA von eigenen Promotoren aus
abgelesen. Die relativ hdufigste mRNA, fir die Octopin-Synthase
(oder Lysopindehydrogenase) codierend, wird von einem Gen mit einer
moglicherweise nicht kontrollierbaren Promotersequenz abgelesen,
da sie in allen Geweben von Pflanzen gefunden werden kann, die von
transformierten Tabakzellen regeneriert wurden. Wie schon von tie-
rischen Genen her bekannt, sind etwa 140-300 Basenpaare vor dem
Initiationscodon am 5'Ende ("upstream") wesentlicher Bestandteil
des Opinsynthasegens. Octopintumoren enthalten entweder nur ein
solches Gen oder deren zwei, wobei das eine am rechten Ende der
sog. TL-DNA fiir die Octopinsynthase codiert, das andere am rechten
Ende der sog. TR-DNA lokalisiert ist und fiir die Agropin- und Man-
nopinsynthase codiert. Beide DNA-Bereiche sind durch Pflanzen-DNA
voneinander getrennt. Daher produzieren Tumoren, die sowohl TL-
und TR-DNA besitzen, sowohl Octopin als auch Agropin, wohingegen
Tumoren, die nur TL-DNA enthalten, lediglich Octopin zu syntheti-
sieren vermdgen. In Nopalintumoren finden sich ebenfalls zwei Gene
fiir Opinsynthetasen, wovon eines am rechten Ende der T-DNA loka-
lisiert ist und fir die Nopalinsynthetase, das andere am linken
Ende der T-DNA fiir Agrocinopinsynthetase codiert (ELLIS et al.,

1981) . Nopalintumoren produzieren also normalerweise beide Opine.

Von dem mittleren Teil der T-DNA ("common sequences") werden in
Octopin- als auch Nopalintumoren insgesamt sechs verschiedene
Transkripte abgelesen, die moglicherweise alle irgendwie die Ent-
wicklung normaler Pflanzenorgane verhindern. Zwei dieser Trans-
kripte (RNA 1 und 2) blockieren spezifisch eine SproBbildung, ein
weiteres Transkript (RNA 4) hemmt ebenso spezifisch die .Wurzelbil-
dung. Transkript 5 wiederum erlaubt keine Bildung von Blattknospen
auf den Tumoren. Da die Bildung all dieser Organe vom endogenen
Wuchsstoffgehalt und dem Verhdltnis von Auxinen zu Cytokininen ab-
hangt, fungieren die erwé&hnten Transkripte wahrscheinlich analog
den Phytohormonen. Die Transkripte 1 und 2 hédtten demnach Auxin-
das Transkript 4 Cytokininwirkung. Dafiir spricht auch die Tatsache,
daB das Verhédltnis von Cytokininen zu Auxinen in Wildtyptumoren
0,22, in wurzelbildenden Tumoren (induziert durch Agrobakterien
mit einer Mutation im Gen 4 nur 0,02, in sproBbildenden Tumoren

(induziert durch Mutanten in Gen 1 oder 2) dagegen 14,4 ist.
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Es ist daher die Spekulation erlaubt, daB im Laufe der Evolution
durch vo6llig unbekannte Mechanismen pflanzeneigene Gene (Auxin-
und Cytokiningene mitsamt ihren eukaryontischen Promotoren) in das
Ti-Plasmid rekombiniert wurden. Damit waren die Agrobakterien als
Besitzer des Ti-Plasmids in der Lage, pflanzliche Wuchsstoffe zu
bilden und pflanzliche Zellen und Gewebe zum Wachstum zu induzie-
ren. Ganz offenbar aber erwies es sich als vorteilhafter fiir das
Bakterium, diese Gene wieder zusammen mit anderen Genen in die
Pflanzenzelle zu iberfithren und dort zur Expression zu bringen.
Denn die Verwertbarkeit auch nur eines Produktes der manipulierten
Pflanzenzelle durch das Agrobakterium, nicht aber seine Konkurren-

ten, garantierte diesem Bakterium bereits eine 6kologische Nische.

Mogliche Funktionen einer Onc-Region des Ti-Plasmides

Aulerhalb der T-Region des Ti-Plasmides liegende Sequenzen sind in
bislang noch weitgehend ungekldrter Weise in den Prozess der Tu-
morbildung einbezogen. Werden diese sog. Onc-Regionen aus dem
Plasmid entfernt oder mutiert, so verliert das Agrobakterium seine
Virulenz. Obwohl nur die T-DNA selbst in Tumorzellen nachweisbar
ist, wadre es doch denkbar, daB voriilbergehend auch die Onc-Regionen
in die verwundete Pflanzenzelle injiziert werden und dort wirksam
werden. Ergebnisse einiger Experimente scheinen dies zu bestati-
gen. So 1ist ein Gen, das fir die Auxinbiosynthese codiert, etwa
20.9 kb links von der T-DNA lokalisiert, einem Bereich also, der
fir die Onkogenitédt unerlaRlich ist. Mutationen in diesem Gen
fiihren daher zum Verlust der Virulenz des Agrobakteriums. Dieses
sog. 1laaP-Gen ("indole acetic acid production", d.h. Auxinbiosyn-
these) konnte in der pradsumtiven Tumorzelle voribergehend aktiv
werden, groBe Mengen an Auxinen bilden und damit die Zelle gewis-
sermaflen vorkonditionieren (LIU et al., 1982). Dies wiirde bedeuten,
daB die Zelle durch das Auxin habituiert wird. Unter Habituierung
versteht man einen Vorgang, durch den eine normalerweise wuchs-
stoffabhdngige Pflanzenzelle Wuchsstoffautonom wird. Dieses Phano-
men ist von der pflanzlichen Gewebekultur her bekannt. Nach eini-
gen Passagen in ein neues Medium werden Pflanzenzellen pldotzlich
unabhdngig von appliziertem Wuchsstoff: sie teilen sich auch ohne
Zugabe von Auxinen oder Cytokinin, sie sind habituiert. Ganz of-

fenbar werden in solchen Zellen auf noch unbekannte Weise die Gene
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fiir Auxin- und Cytokininsynthese permanent aktiviert.

Das iaaP-Gen also, wenn auch nur in der Anfangsphase der Tumorent-
stehung in der Pflanze vorhanden, spdter aber eliminiert, kdnnte
habituierend wirken. Dieser Zustand der Habituierung wiirde dann /
durch die integrierte T-DNA permanent aufrechterhalten ("tumor
maintenance"). Es ist offensichtlich, daBk die Funktion(en) der
Onc-Regionen und auch der T-DNA selbst noch weitgehend unbekannt
sind. Mit einer Aufklarung dieser Funktion ist aber angesichts der

intensiven Bearbeitung bald zu rechnen.

"Genetische Kolonisierung": ein Beispiel von bakteriellem

Parasitismus

Die Tatsache, daB Plasmidgene, die fiir die Synthese von Opinen ko-
dieren, in der infizierten Pflanzenzelle aktiv werden, wahrend

die Pflanzenzelle die entstehenden Opine aber offenbar nicht nut-
zen kann, hat zur Formulierung des Konzeptes der "genetic colo-
nization" gefiihrt (SCHELL, 1978; HULSTERS et al., 1982). Danach
iberfiithrt das virulente Agrobakterium einen Teil seiner Ti-Plas-
midsequenzen in die verwundete Pflanzenzelle, ohne selbst in sie
einzudringen. Tatsdchlich belegen elektronenoptische Aufnahmen und
auch biochemische Experimente, daB Agrobakterien zwar an den dus-
seren Zellwanden wundexponierter Zellen haften, nie aber ins Zell-
innere vorstoRen. Nach dem Transfer dieser Sequenzen kommt es in
der Wirtszelle u.a. zur Ablesung von Genen, die fir Opinsyntheta-
sen im weitesten Sinne codieren. Durch deren Aktivitdt wiederum
werden Opine in der Wirtszelle akkumuliert, fiur die aber kein ab-
bauendes System vorhanden ist. Daher werden die Opine an die Um-
gebung sezerniert und von den dort siedelnden Agrobakterien selek-
tiv aufgenommen ("Opinpermease"). Da das Agrobakterium, nicht aber
andere, nicht verwandte Bakterien, auf dem Ti-Plasmid die Infor-
mation fiir den Opinabbau enth&lt, vermag es die Opine als Kohlen-
Stoff- ,Stickstoff- und Energiequelle zu nutzen.Gleichzeitig indu-
ziert das Opin den konjugativen Transfer des Ti-Plasmides, wodurch
dieses Plasmid in der Agrobakterienpopulation rasch verbreitet
wird. Damit hangt sich das Agrobakterium parasitierend an den
Photosyntheseapparat der hoheren Pflanze an und bezieht aus diesem
System die lebensnotwendigen C- und N-Geriiste sowie Energie. Diese

Unterwerfung des pflanzlichen Stoffwechsels erreicht das Agrobak-
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terium durch den Transfer von Genen in die Pflanzenzelle, also ei-
ne genetische Manipulation des Wirtes ("genetic colonization").
Der dadurch entstehende Vorteil erlaubt eine préferentielle Besie-
delung der o6kologischen Nische "Pflanzentumor" und seiner unmit-

telbaren Umgebung durch Agrobacterium tumefaciens auf Kosten sei-

ner Konkurrenten (Abb.7).

CONODITIONING | INDUCTION ‘ PROMOTION AND COMPLETION
PHASE PHASE PHASE

\
\

X
Agrobacterium tumefaciens, “\
\

3— 7i-plasmid

DEORONORE

NORMAL CELL CONDITIONED CELL RECIPIENT CELL TRANSFORMED PRIMARY TUMOR
CELL CELL
Wounding Site - specific Integration Transcription
attachment of bacteria of the trans- of transposon
and transfer of part of poson into and activation
the Ti-plasmid (trans- cellular DNA of certain host
poson) genes

Abb. 7: Genetische Kolonisierung von Pflanzen durch Agrobacterium
tumefaciens. Das Bakterium infiziert verwundete Pflanzen und
induziert die Bildung von Crown Gall-Tumoren, vor allem im Be-
reich des Ubergangs Wurzel-SproB (engl.:"crown"). Die Tumor-
entstehung ist bereits eine Konsequenz der genetischen Manipu-
lation der Pflanze durch das Bakterium. Die Tumoren produzie-
ren Opine, die von der Tumorzelle nicht verwendet werden kon-
nen und in den Wurzelbereich der Pflanze diffundieren oder
auch sezerniert werden. Da nur Agrobakterien diese Opine abbau-
en kdnnen, genielen sie gegeniber Konkurrenten um gemeinsame
Substrate einen selektiven Vorteil, haben sich also eine &ko-
logische Nische ercbert.

Transfer von in vitro rekombinierten Genen mit Hilfe der T-DNA:

genetische Manipulation von Pflanzen

Agrobacterium tumefaciens ibertrdgt nach seinem Attachment an die

Zellwdnde wundexponierter pflanzlicher Zellen Plasmidgene in Em-
pfangerzellen und transformiert sie dadurch in Tumorzellen. Diese

Art der Ubertragung von Erbmaterial hat nun fiir die moderne Pflan-
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zenzlchtung eine grole Bedeutung. Wenn es namlich gelédnge, "nitz-
liche" oder "wlinschenswerte " Gene einer Pflanze zu isolieren,

an die T-Region des Ti-Plasmides zu koppeln und in eine andere
Pflanze zu Ubertragen, die diese Gene nicht besitzt, so ware prak-
tisch eine Neuschopfung mit "besseren" oder "niitzlicheren" Eigen-
schaften entstanden: sie beséfBe ja einzelne Gene einer anderen
Pflanze und damit auch andere Eigenschaften. Es besteht iberhaupt
kein Zweifel, daBR dieser Art der Pflanzenverbesserung die Zukunft
gehdért, denn sie vereint den Vorteil der schnelleren Durchfihrbar-

keit mit dem der gezielten Veranderung des Erbgutes und ist damit

den konventionellen Ziichtungsmethoden Uuberlegen.

Zur Praxis der genetischen Manipulation von Pflanzen ("genetic en-
gineering") gehort also einmal ein "nttzliches", d.h. fiir den Zich-
ter interessantes Gen oder Gene, ein Vektor (d.h. ein Ubertriger
des Gens/der Gene) und eine Empfdngerpflanze. Dartberhinaus muB

der manipulierte Empfédnger das iibertragene Gen auch exprimieren
und - Vorbedingung fiir eine erfolgreiche Zichtung - auch an seine
Nachkommen weitergeben, d.h. vererben. Hier nun aber beginnen be-
reits die Schwierigkeiten, klaffen Theorie und Praxis auseinander.
Die "niitzlichen" Gene sind nur sehr schwach zu isolieren, die Vek-
toren noch unvollkommen, die Reaktion der Empfangerpflanze auf die

eingefiihrten Gene nicht einschatzbar.

Natiirlich strebt eine Genlbertragung in erster Linie den Ausgleich
eines fir den Menschen schddlichen oder ungewollten Defizits einer
Kulturpflanze an. Daher wédre der Transfer von Genen nitzlich, die
fiir die Resistenz gegen Bakterien, Viren, Pilze oder Schadinsekten,
Wirmer odeiF auch hoéhere Tiere codieren. Leider ist nicht einmal in
Ansdtzen bekannt, welche Gene und wieviel Gene flir eine solche Re-
sistenz verantwortlich sind, zumal Resistenzmechanismen &duBerst
komplex sind. Dariiberhinaus wiirde der Erwerb von Genen der Resistenz
gegen Diurre, Salz, Kilte und Hitze viele Kulturpflanzen in ihrem
Wert fiir die Sicherung der menschlichen Erndhrung steigen lassen.
Pflanzen mit hoherem Nédhrwert (z.B. hoherem Lysin-, Cystein- oder
Proteingehalt in Blattern, Sprossen und Samen) oder hoéherer Pro-
duktivitat (hoherer Anzahl von Samen, Friichten, Blattern, insgesamt
verwertbarer Biomasse) sind seit Beginn der Menschheit Ziel der
Auslese und Zichtung. Leider sind aber hochgesteckte Erwartungen
zundchst unbegriindet: solche Eigenschaften sind das Resultat einer

komplizierten, bislang noch unverstandenen Wechselwirkung zwischen
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vielen verschiedenen Genen. Es ist daher unwahrscheinlich, daB die
genetische Manipulation von Pflanzen - zumindest an ihrem Beginn -
zUu einer Beeinflussung solcher komplexer Eigenschaften fihrt. Selbst
die Ubertragung einzelner Gene von Pflanze zu Pflanze - heute ohne
groBere Schwierigkeiten moglich geworden - fihrt nicht notwendiger-
weise zu einem Erfolg. Oft werden die eingefithrten Gene nicht ab-
gelesen oder wieder eliminiert. Trotzdem sind Pilotexperimente
mit einem einzigen Gen leichter zu handhaben und von unschédtzbarem
Wert flr unser Verstandnis des Gentransfers in vitro. Das Auffin-
den eines solchen Gens setzt zundchst einmal die Reindarstellung
seines Produktes voraus : ein Protein muB extrahiert und zur Homo-
genitat gereinigt werden und Antikdérper gegen dieses Protein mils-
sen gewonnen werden, um die mRNA fliir dieses Protein aufzuspiiren.
Dazu werden alle mRNAs einer bestimmten Pflanze isoliert und in
einem in vitro-Translationstest in viele verschiedene Proteine
ibersetzt. Mit Hilfe des Antikdrpers wird daraus das gewlnschte
Protein und damit auch der Messenger fiir dieses Protein gewonnen.
Nun wird mit Hilfe einer reversen Transkriptase (RTase aus AMV)
eine komplementdre DNA (cDNA) zu diesem Messenger hergestellt,
diese cDNA durch Klonieren vermehrt und damit das Gen, zumindest
der Exonteil des Gens, verfiigbar. Eine notwendige Analyse des Gens
muB das Vorhandensein von Promotoren und Regulationssequenzen
(TATA-Box; "up-stream sequences") bestdtigen, bevor man an eine
Genlibertragung denken kann. Solche Experimente sind aber nur An-
satzweise gemacht worden. Trotzdem sind bereits mehrere Pflanzen-
gene in Bearbeitung (z.B. Chalconsynthasegen: KREUZALER et al.,
1979) und ausserdem gelang der Transfer anderer Gene (z.B. Neomy-
cinphosphotransferase II-Gen des Tn5, Phaseolin-Gen der Garten-
bohne Phaseolus vulgaris, Alkoholdehydrogenasegen der Hefe, Nopa-

linsynthasegen von Agrobacterium tumefaciens und ein bakterielles

Transposon Tn7 mit der Resistenz gegen Methotrexat). Allerdings
wurden lediglich das Gen fir Nopalindehydrogenase und das Trans-
poson auch abgelesen. Hier erwarten also den Experimentator noch

viele Schwierigkeiten.

Vektoren fiir den eigentlichen Ubertragungsvorgang sind bekannt,
jedoch nur wenige sind auch fiir diesen Prozess geeignet. Pflanzen-
pathogene Viren (Blumenkohlmosaikvirus, CaMV; Geminiviren wie z.B.
CSMV und BGMV, d.h. "chlorosis striate mosaic wvirus" und "bean

golden mosaic virus", aber auch RNA-Viren und Satelliten-RNA) sowie
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Viroide (Proteinfreie, circuldre RNA-Molekiile von nur geringem Mo-
lekulargewicht werden als Vektoren ebenso diskutiert wie instabile
d.h, ortsveranderliche und auch stabile Gene (z.B. Replikatorregi-
onen). Allerdings sind diese potentiellen Vektoren entweder noch
nicht genitigend erforscht oder noch nicht in geeigneter Weise ver-
dndert, um allen Anforderungen an einen Vektor zu geniigen (HOWELL
1982). Ein solcher Vektor sollte einen moglichst groBen Wirtsbe-
reich besitzen, d.h. mdéglichst viele Pflanzen befallen, leicht in
die Wirtspflanze eindringen und die importierten Gene stabil in
das Pflanzengenom einbauen konnen, so dal sowohl Replikation als
auch Transkription méglich sind. Auch sollte das Genprodukt im
neuen Milieu stabil sein. All diese Voraussetzungen erfiillt die

T-Region des Ti-Plasmides von Agrobakterium tumefaciens. Daher

ist das Ti-Plasmid zur Zeit der einzige Vektor, der bereits zum
Gentransfer benutzt wird. Die hauptsdchlichen Nachteile sind dabei
dal (1) nur zweikeimblattrige Pflanzen, also nicht wirtschaftlich
bedeutende Monokotyledonen wie Reis, Mais, Gerste, Weizen, Roggen
und Hirse als Wirtspflanzen in Frage kommen und (2) ein erfolg-
reicher Gentransfer lediglich durch die Wuchsstoffautomatie der

Zielpflanze belegt werden kann.

Zukinftiger Forschung wird es vorbehalten sein, aus dem Ti-Plas-
mid einen idealen Vektor zu machen. Ein solcher Vektor sollte zum
einen Gene enthalten, die fir seinen Transfer in Pflanzenzellen
codieren, zum anderen Sequenzen flir die Integration in Pflanzen-
DNA und Promotersequenzen, die auch eine Ablesung der mitimportier'
ten Fremdgene enthdlt (z.B. die Promotersequenz von Opinsynthasen)
Dariiberhinaus darf der Vektor nach seinem Einbau in die Pflanzen-
DNA nicht die Regeneration ganzer Pflanzen aus transformierten
Einzelzellen verhindern (Abb.8) und sollte Gene enthalten, deren
Aktivitat leicht verfolgt werden kann (z.B. Resistenzen gegen An-
tibiotika). Die Insertion eines bakteriellen Transposons, Tn7, in
die T-DNA und sein Transfer in die Pflanzenzellen sowie seine Ex-
pression zeigen bereits, dal ein Gentransfer auf diese Weise mog-
lich ist. Die dadurch transformierten Zellen sind in der Lage, in
geringen Konzentrationen von Methotrexat zu wachsen (Tn7 codiert
fiir Resistenz gegen Methotrexat), wadhrend normale Zellen durch

Methotrexat abgetdtet werden.
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von Agrobacterium tumefaciens.

Nach der Isolation und Reinigung des Nackte Protoplasten (links) und Einzel-

Ti-Plasmides wird die T-Region mit zellen einer Suspensionskultur (rechts)
Restriktionsendonukleasen herausge- kénnen durch Transformation (links) oder
schnitten, so daf der Opinsynthase- Infektion (rechts)Plasmid-DNA aufnehmen
promoter intakt bleibt. In vitro Re- und auch integrieren. Die transformier-
kontoinationstechniken helfen dem Ex- te Zelle kann daraufhin Kallus entwik-
perimentator, das gewlinschte Gen an keln. Kallusgevebe selbst kann ganze,
das T-Regionsfragment zu ligieren. nun genetisch veranderte Pflanzen bilden.
Die erweiterte T-Region wird darauf- Sollte der Kallus keinerlei Kapazitat
hin wieder in das Ti-Plasmid rekom- zur Regeneration besitzen, miissen Kal-
biniert, dieses in Agrobacterium luszellen und Zellen mit regenerativer
tumefaciens wieder eingefithrt und Potenz fusioniert werden. Aus der Hy-

an Pflanzen damit Tumoren erzeugt. bridzelle lassen sich dann ganze Pflan-
Uber die Anlage einer Zellkultur zen regenerieren, die das neu einge-
koénnen aus einzelnen Tumorzellen fithrte, an die T-DNA gekoppelte Gen mit-—
wieder ganze Pflanzen regeneriert samt der T-DNA in allen Zellen enthal-
verden, die das neu eingefiihrte ten.

Gen in allen Zellen enthalten.

Daneben 1l4Rt sich die Fremd-DNA auch mit Hilfe von Liposomen ver-
packen und einschleusen. Auch mechanische Mikroinjektion wvon DNA
in Zellkerne ist denkbar. Tatsdchlich gelang die Transformation
Pflanzlicher Protoplasten von Tabak (KRENS et al., 1982) und Petu-
nie (DRAPER et al., 1982) sowie die Transformation von Vinca-Pro-

toplasten via Fusion mit Agrobakterium-Sphéroplasten (HASEZAWA et
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al., 1982). Diese transformierten Protoplasten besitzen nun, wie
alle pflanzlichen Protoplasten, die Fahigkeit, sich zu ganzen
Pflanzen zu regenerieren. Durch eine solche Regeneration erhielt
man transformierte Pflanzen, die zwar T-DNA enthielten und auch
Opine synthetisierten, aber ansonsten normal wuchsen und fertil
waren (OTTEN et al., 1981). Zu einer solchen Regeneration sind al-
lerdings bislang nur Dikotyledonen gebracht worden, einkeimblatt-
rige Pflanzen lassen sich noch nicht aus Protoplasten regenerieren.
Es wird also auch ein Ziel der modernen Pflanzenziichtung sein miis-
sen, wichtige Kulturpflanzen aus Einzelzellen regenerieren zu kon-
nen. Denn nur dann ist auch eine landwirtschaftliche Ausnutzung

genetisch manipulierter Pflanze moéglich.

Die Arbeiten des Autors wurden von der Fritz-Thyssen-Stiftung (Koln, BRD) unter-
stiitzt. Fir die Hilfe bei der Zusammenstellung des Manuskripts danke ich Frau
S. Kost.
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Diskussion

Herr PORCHER: Ist eine Riickbildung mdglich, auch wenn es der Tumor-
DNA einmal gelungen ist, in die Pflanzenzelle einzudringen? Die
Tumorgenese ware in diesem Falle keine EinbahnstraBe, also heute
Normalzelle, morgen Tumorzelle, sondern ein offenes System, das
durchaus auch zur Rickbildung fadhig ist. Sofern dies mdglich ist,
welche Mechanismen spielen hier eine Rolle? Sind es nun Differen-
zierungsreize, so wie wir es beispielsweise mit NEYTUMORIN an
Sdugetierzellen sehen, wirft die Pflanzenzelle die Tumor-DNA ein-
fach wieder heraus oder unterdriicken Repressoren die Tumor-DNA-

Information?

Herr KAHL: Eine RiUckbildung von Tumoren hat nicht zwangslaufig zur
Folge, daB die Tumor-DNA verschwindet. Nach noch v6llig unbekann-
ten Mechanismen wird die Tumor-DNA ganz oder teilweise unterdrickt,
so daB die Tumorzelle nur noch in der Lage ist, "Normalprogramme"
zu realisieren. Es ist aber auch moglich, daB die Tumor-DNA heraus-
geworfen wird. Bezeichnenderweise geschieht dies wahrend der Mei-

ose, also wahren der Reduktionsteilung.

Vom zichterischen Standpunkt aus ist dies natiirlich unerwinscht,

wenn neue Gene zur Ertragsverbesserung in die Pflanze eingefihrt
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werden sollen. Bei einigen Pflanzen, und Ubrigens auch bei einigen
Mammalier-Zellen, die mit Viren infiziert worden sind, kommt es
aber zu einer derartigen Eliminierung der Tumor-DNA. Welche Me-
chanismen dieser Eliminierung zugrunde liegen, ist unbekannt. Mog-
licherweise werden Teile der DNA beim Crossing-over, bei der na-
tiirlichen Rekombia.tion der DNA, erkannt und herausgeschnitten.

In der Regel bleibt jedoch die Tumor-DNA in der Pflanzenzelle drin
auch iber die Meiose hinaus.

AUDITORIUM: Kann man den Unterschied der pflanzliche Tumoren zu
den menschlichen Tumoren so beschreiben, daB diese Tumoren eigent-
lich nur Exophyten sind, die nicht metastasieren und im Gegensatz

zum menschlichen Tumor die Pflanze nicht bedrohen?

Herr KAHL: Wir haben bei Pflanzen kein invasives System. Es exi-
stieren zwar Leitbahnen, die im Zellkern fixierte Tumor-DNA kann
jedoch nicht wegtransportiert werden; sie bleibt im Zellkern fi-
xiert. Die Zelle kann sich - anders als bei S&dugetieren - auch
nicht aus dem Zellverband losen und absiedeln. Wir haben also bei
Pflanzen keinerlei Metastasenbildung, obgleich in Form der sog.
Sekundadrtumoren metastasendhnliche Gebilde auftreten kdnnen. Ob-
wohl diese Tumoren u.U. auf einem Ast aufgereiht sind wie Perlen
auf einer Perlenkette, handelt es sich nicht um eine Metastasie-

rung, sondern um Jjeweils neue Infektionsvorgénge.

Diese Tumoren kénnen durchaus einen wirtschaftlich bedeutenden
Faktor in Monokulturen darstellen. Es gibt in Australien Untersu-
chungen, wonach ein Drittel der Weinernte durch derartige Agrobak-
terien-induzierte Tumoren vernichtet wird. Im Colorado-Delta ist
in den Jahren 1978/79 etwa ein Drittel der gesamten Zitrusernte
vernichtet worden. Gerade Monokulturen sind durch diesen Tumor
gefahrdet, der allerdings nur schadet, wenn er eine besonders em-
pfindliche Entwicklungsphase der Pflanze trifft. Junge Pflanzen
koénnen durch den Tumor praktisch ausgesaugt und durch das Gewicht
des "Schmarotzers" heruntergedriickt werden. Altere, stidrkere Pflan

zen widerstehen den Tumoren ohne Schwierigkeiten.

Herr DOLD: Wie vermehrt sich Ihr Agrobakterium im Boden? Handelt
es sich nur um einen Wirtswechsel, kdénnte man sich also vorstellen
daB diese ibertragene DNA spdter wieder ein Bakterium wird? Wir
kennen diesen Vorgang ja von Parasiten. Oder meinen Sie, dal hier

eine EinbahnstraBe eines besonderen Entwicklungsweges vorliegt?



32

Herr KAHL: Weder - noch: Das Bakterium selbst kopiert sein Ti-Plas
mid, ehe es dieses weitergibt (normalerweise in ein anderes Bakte-
rium) . Es behdlt also immer eine Kopie zuriick. Bekannt ist dieses
Phadnomen u.a. bei der Dissemination von Plasmiden. Diese Plasmide
codieren nun fir die Resistenzen gegen Antibiotika. Bakterien, die
diese sog. Resistenz-Plasmide besitzen, werden damit resistent ge-
gen Antibiotika, koénnen aber auch derartige Plasmide an andere
Bakterien weitergeben. Auch hier wird zundchst eine Kopie angelegt
die im Bakterium verbleibt. Ein Wirtswechsel findet -um auf ihre
Frage einzugehen - nicht statt, denn das Bakterium bleibt ausser-
halb des Wirts. Es schleust nur einen Teil seiner Erbsubstanz ein.

Diese Erbsubstanz bleibt dann flir immer in der Pflanzenzelle.

Uber die '(genetische Kolonisierun”' hat das Bakterium enorme Vortei-
le. Durch diese genetische Manipulation zwingt es die befallene
Pflanzenzelle, Produkte herzustellen, die nur das Agrobakterium
selbst, aber weder die Pflanzenzelle noch andere Bakterien nutzen
kann. Mit Hilfe dieser Produkte kann es wachsen und schafft sich
gewissermaRen eine Okologische Nische im Daseinskampf. Es handelt

sich also hier um einen Sonderfall von Parasitismus.
Herr DOLD: Wé&chst das Bakterium in diesem Tumorbereich?

Herr KAHL: Ja. Es wachst, wie elektronenmikroskopische Aufnahmen
belegen, sowohl auf dem gebildeten Tumor als auch in der Umgebung
der tumortragenden Pflanze. Agrobakterien sind ja Bodenbakterien,
bevorzugen also den bodennahen Bereich von Pflanzen, sehr oft den
Ubergang zwischen Wurzel und Sprof (engl.:crown) =zur Infektion.

Da der Tumor oft wie eine Galle aussieht, wird er als Crown-Gall-

Tumor bezeichnet.
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Beeinflussung der Melanomentwicklung durch

Steroidhormone bei Xiphophorus*

M. SCHARTL, ANGELIKA SCHARTL u. HELGA WAHN
Genetisches Institut der Justus-Liebig-Universitat

GieRen

Schon in den Schriften von HIPPOKRATES (um 450 v. Chr.) findet man
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem Verlauf bestimmter
Krebserkrankungen des weiblichen Organismus und dem Hormonstatus
der Erkrankten. Seit dem 19. Jahrhundert ist die Hormonabhiangig-
keit verschiedener Mammakarzinome bekannt; es wurde gezeigt, dab
es sich bei diesen Hormonen um Steroide handelt (12). Auch fiir das
maligne Melanom beim Menschen wurde eine Beeinflussung durch Se-
xualhormone nachgewiesen (6,10). Diese Befunde erlangten Bedeutung
fir die Tumortherapie. Die Erfolge einer solchen Therapie waren
jedoch widerspriichlich (11). Auch Tierexperimente stellten den
therapeutischen Wert einer Steroidbehandlung in Frage. Zum einen
fithrt die Behandlung mit Sexualhormonen zur Entstehung von Tumoren
und zu einer Beschleunigung des Tumorwachstums (8), =zum anderen
kann die Behandlung mit der gleichen Substanz das Wachstum von Tu-
moren hemmen bzw. deren Malignitatsgrad verringern (13). Experi-
mentelle Untersuchungen, die diesen dualen Effekt einer Erklarung
auf zellbiologischer Ebene zufithren kénnten und damit auch zu einer
Revalidisierung bestimmter Therapeutika fthren wiirden, liegen bis-
lang nicht vor.

Ziel unserer Untersuchungen war es, die am Melanomsystem des mit-
telamerikanischen Fisches Xiphophorus sporadisch gefundenen Hin-

weise auf den EinfluBR von Hormonen auf die Tumorbildung (3,17) ex-
perimentell zu prifen und den Wirkungsmechanismus der Hormone auf

die Tumorbildung auf zellbiologischer Ebene zu untersuchen.

Wir danken Prof. Dr. F. ANDERS fir Diskussionen und Anregungen.
ie Arbeit wurde unterstiitzt durch die Deutsche Forschungsgemein-

schaft, Sonderforschungsbereich 103 "Zellenenergetik und Zell-
airferenzierung".



34

Zell- und molekularbiologische Grundlage der Melanomentstehung bei

Xiphophorus

Wie bei allen Vertebraten stammen die Melanin-synthetisierenden
Pigmentzellen von Xiphophorus aus der Neuraileiste. Ab dem 3. Em-
bryonaltag wandern von dort ca. 1000 Zellen aus und besiedeln das
Chorium der Haut, die Meninx von Gehirn und Rickenmark, das Peri-
toneum und das perivaskuldre Bindegewebe der Hauptblutgefafle.
Diese Vorlauferzellen teilen sich nun und differenzieren sich tber
die Stadien der Chromatoblasten, der Stamm (S)-Melanoblasten, der
Intermedidren (I)-Melanoblasten, der Avancierten (A)-Melanoblasten
und der Melanozyten zu Melanophoren. Im Melanophorenstadium ver-
lieren die Zellen ihre Teilungsfé&higkeit und werden bei Erreichen

eines bestimmten Alters durch Makrophagen abgebaut (4) (Abb.1) .

Fir die neoplastische Transformation ist nur das Stadium des I-
Melanoblasten kompetent (4). Die neoplastische Transformation bei
Xiphophorus wird, unabhingig von der Atiologie des Tumors, von
einem chromosomalen Gen vermittelt, das als Tumorgen (Tu) bezeich-
net wird (1). Dieses formalgenetisch erfafte Gen steht zu minde-
stens einem von neun bisher bei Xiphophorus identifizierten Onko-
genen (16), die homolog zu den Onkogenen der RNA-Tumorviren sind,
in Beziehung (15). - Zur Tumorbildung kommt es, wenn bestimmte,
Tu-spezifische Regulationsgene durch Kreuzung oder durch Mutation
eliminiert werden. Tu kann dann exprimiert werden und transformiert
I-Melanoblasten zu TI (T=transformiert)-Melanoblasten. Diese dif-
ferenzieren sich weiter zu TA-Melanoblasten, T-Melanozyten und den
teilungsféhigen T-Melanophoren (Abb.1l) (4).

Teilung und Differenzierung der transformierten Zellen fithrt =zur
Bildung von Melanomen. Das Verhdltnis des Anteils von teilungsfa-
higen, unvollstdndig differenzierten Zellen zu dem der teilungs-
fdhigen, terminal differenzierten T-Melanophoren bestimmt den Ma-
lignitdtsgrad des Melanoms. Je gréBer der Anteil unvollstadndig
differenzierter Zellen ist, um so hoher ist der Malignitadtsgrad.
Melanome, die vorwiegend aus terminal differenzierten Zellen be-

stehen, sind benigne (18).

Bei bestimmten Genotypen kommt es trotz dereprimiertem Tu nicht
zur Tumorbildung, weil die Differenzierung der Pigmentzellen in

einem prakompetenten Stadium arretiert ist (4).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Differenzierung von nor-

malen und neoplastisch transformierten Pigmentzellen
bei Xiphophorus (nach Ref. 4 verandert).

Effekte von Steroidhormonen auf die Melanomentwicklung

Im Rahmen der im folgenden beschriebenen Experimente wurden 11 Ste-
roide und analoge Substanzen getestet: das mannliche Sexualsteroid
Testosteron; 5-Dihydrotestosteron, die wirksame Form des Testoste-
rons; l7-Methyltestosteron, ein synthetisches Androgen; das Ana-
bolikum Methylandrostanolon; das Antiandrogen Cyproteronacetat;

das weibliche Sexualsteroid Ostron; Didthylstilbdstrol, ein syn-—
thetisches Ostrogen; das Gestagen Progesteron, Vorstufe aller Se-
xualsteroide; 17-Hydroxyprogesteron, eine Testosteronvorstufe; das
Glucucorticoid Cortison; sowie das Immunsuppressivum Prednisolon.
Wahrend einige der Substanzen multiple Effekte auf die Melanoment-

wicklung zeigten, hatten andere einen singuldren oder auch keinen

Effekt. Die Ergebnisse dieser Behandlung sind in Tab. 1 zusammen-
gefaBt.
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Induktion Verstdrkung Regression

Testosteron X X X
17-Methyltestosteron X X X
5-Dihydrotestosteron X X o (52 4P
Methylandrostanolon X X it
Cyproteronacetat 0 n.t. X
Ostron 0 0 X
Didthylstilbdstrol 0 0 X
Progesteron 0 0 = 0
17-Hydroxyprogesteron 0 0 0
Cortison 0 0

Prednisolon 0 0

X: Effekt; O0: kein Effekt; n.t.: nicht getestet;

Tab. 1: Effekte von Steroiden und analogen Substanzen auf die

Tumorentwicklung bei Xiphophorus.

Im folgenden werden die Behandlungsexperimente mit 17-Methyltesto-
steron ausfithrlicher dargestellt, da hierbei die detailliertesten
Befunde vorliegen, die eine analytische Auswertung erlauben. Die

Hormone wurden in einer &thanolischen Losung in einer Konzentration
-8

von 2-20 yl/1-d (entsprechend einer 10 molaren Loésung) dem Aqua-
rienwasser zugegeben. Die Hormonkonzentrationen liegen in einem

physiologischen Bereich; auch die Testostegonkonzentration im Blut
eines 25-30jadhrigen Mannes betragt ca. 10 Mol/1.
Die folgenden Befunde lassen sich in drei Gruppen einteilen:

a) Tumorinduktion

Bei Fischen, bei denen die Pigmentzelldifferenzierung in einem
prakompetenten Stadium arretiert ist, und die deshalb trotz dere-
primiertem Tu keine Melanome ausbilden, kommt es nach Behandlung
mit 17-Methyltestosteron zur Induktion von Melanomen (Abb. 2).
Diese Tumoren bestehen vorwiegend aus Zellen eines niedrigen Dif-
ferenzierungsgrades. Das elektronenmikroskopische Bild zeigt un-
verzweigte Zellen, die entweder unpigmentiert sind oder fast aus-
schlieRlich Pramelanosomen enthalten (Abb. 3b). Dabei handelt es
sich offensichtlich um spate T-Melanoblasten und frithe T-Melano-
zyten. Die Melanome zeigen dreidimensionales, invasives Wachstum,

sie sind hochgradig maligne (Abb.3a)
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Abb. 2: Induktion von Melanomen nach Behandlung mit 17-Methyl-
testosteron. Links: Kontrolltiere; rechts: behandelte

Tiere (20]i.9/1»d; Behandlungsdauer: 4 Monate)

Die Induktion von Melanomen bei diesen Fischen kann durch die dif
ferenzierungsférdernde Wirkung von Testosteron auf die Pigmentzel
len erklart werden (14): Die in einem prakompetenten Stadium arre
tierten Zellen werden in das kompetente Stadium angehoben und koén

nen neoplastisch transformiert werden.

In diesem Experiment wirkt Testosteron als Tumorpromoter im Sinne
der Zweischritt-Hypothese der Tumorgenese (5). Der erste Schritt,
die Initiation, die eine Veranderung auf der Ebene der DNA bein-
haltet, ist in diesem Fall die Dereprimierung des Tumorgens ent-
weder durch kreuzungsbedingte Elimination oder durch Mutation von
Regulationsgenen. Der zweite Schritt, die Promotion, die eine epi
genetische Beeinflussung der Zelle darstellt, ist die Testosteron-
vermittelte Forderung der Zelldifferenzierung.

b) Steigerung des Malignitdtsgrades

Bei Jungfischen bestimmter Genotypen, die benigne Melanome tragen
kommt es nach Hormonbehandlung zu einer Erhoéhung des Malignitats-

grades des Tumors. Bei den unbehandelten Tieren treten zwar neo-
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Histologie und Ultrastruktur des malignen Melanoms

Transversalschnitt (F4arbung: S&durealizarinblau/Anilin-
blau-Orange G) durch ein Testosteron-induziertes Mela-
nom. Unter einer hyperplastischen Epidermis (E) befin-
det sich das dreidimensional, invasiv wachsende Tumor-
gewebe (T). Im proximalen Bereich kommt es zur Verdran-

gung und Zerstdrung des Muskelgewebes (Mu).

Ultrastruktur einer typischen Zelle eines Testosteron-
induzierten Melanoms mit gelapptem Zellkern (K) und we-
nigen, Melanin-haltigen Pigmentgranula im Zytoplasma.

Neben reifen Melanosomen (M) treten sehr viele unreife

Melanosomen (Pramelanosomen, P) auf.
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plastisch transformierte Pigmentzellen auf, aber die Anzahl der
Zellen, die durch Neutransformation nachgeliefert wird, steht im
Gleichgewicht mit der Anzahl der Zellen, die terminal differenziert
werden, und dann durch Makrophagen abgebaut werden. Nach Testoste-
ronbehandlung zeigen die Melanome das gleiche histologische und
ultrastrukturelle Erscheinungsbild wie die unter a) Dbeschriebenen.
Die aus transformierten Zellen niedrigen Differenzierungsgrades be-
stehenden Melanome sind hochgradig maligne. Im Vergleich zu unbe-
handelten Tieren ist das Tumorwachstum der behandelten Tiere be-
schleunigt und die Sterblichkeitsrate der Fische erhoht. Abb.4
zeigt die Dosisabhédngigkeit dieser Effekte.

Uberlebensrote
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Abb. 4: Dosis-Effekt-Kurve der Behandlung mit 17-Methyltestoste-

ron von Jungfischen mit beginnender Melanombildung.
A , Melanom-tragende Tiere; A , tumorfreie Geschwister-

tiere; Uberlebensrate 14 Tage nach Beginn der Behandlung.

Die Erhohung des Malignitdtsgrades dieser Melanome 1laRt sich eben-
falls durch eine Foérderung der Zelldifferenzierung erkldren. Diese
bewirkt, daB mehr Stammzellen in das kompetente Stadium angehoben

und neoplastisch transformiert werden. Die dadurch bedingte Zunahme

" Proliferierenden Melanomzellen stort die Homdostase des benignen
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Melanoms, da mehr Zellen nachgeliefert werden als terminal diffe-

renzierte Zellen abgebaut werden.

Abb. 5: Regression von Melanomen nach Behandlung mit 17-Methyl-
testosteron. Links: Kontrolltiere; rechts: behandelte

Tiere (4 ug/l'd; Behandlungsdauer: 5 Monate) .

c) Verringerung des Malignitdtsgrades und Tumorregression ]

Nach Testosteronbehandlung von Fischen, die maligne Melanome tra-
gen, kommt es zu einer Benignisierung der Melanome (Abb.5). Wah-
rend die unbehandelten Melanome in ihrem histologischen und ultra-
strukturellen Erscheinungsbild Abb.3a,b entsprechen, wandelt sich
die Morphologie nach der Behandlung. Die Melanome bestehen dann
vorwiegend aus dentritischen Zellen, deren Zytoplasma dann voll-
stédndig mit reifen Melanosomen angefiillt ist (Abb.6e). Diese Zel-
len koénnen morphologisch als terminal differenzierte T-Melanopho-
ren identifiziert werden. Zwischen die Melanomzellen wird Kollagen
eingelagert (Abb.6f), ein Prozess, der zur Abkapselung des Tumors
filhrt. Die terminal differenzierten Zellen werden nun von Makro-
phagen abgebaut, ein Prozess, der besonders auffdllig im Randbe-
reich des Melanoms ist (Abb. 6d). Die verbleibenden Melanomreste
sind hochgradig benigne, sie sind nicht invasiv und zeigen eine

ausshclieBlich zweidimensionale Ausbreitung (Abb.6c).
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6: Histologie und Ultrastruktur des benignen Melanoms

c) Transversalschnitt (Farbung: S&durealizarinblau/Anilin-
blau-orange G) durch ein Melanom nach Behandlung mit
Testosteron. Der Tumor (T) =zeigt zweidimensionales
Wachstum ohne Infiltration des Muskelgewebes (Mu).

E = Epidermis.

d) Makroskopische Aufsicht auf den Randbereich eines Mela-
noms nach Behandlung mit Testosteron. Durch Makrophagen
(ca. 10 um groRe schwarze Zellen, schwarzer Pfeil) wer-
den T-Melanophoren (Durchmesser ca. 150 um) phagozytiert
(weiBer Pfeil).

e) Ultrastruktur von Zellen eines Melanoms nach Behandlung
mit Testosteron. Das Zytoplasma ist dicht gepackt mit
reifen Melanosomen; die dentritischen Auslaufer der Zel-
len bilden ein dichtes Netzwerk.

f) Ultradinnschnitt durch den Randbereich eines Melanoms
nach Behandlung mit Testosteron. Einlagerung von Kol-
lagen (Ko) .
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Auch dieses Phanomen 1laBt sich durch die differenzierungsfordernde
Wirkung des Testosterons erkldren: Die unvollstandig differenzier-
ten, teilungsfahigen T-Zellen im malignen Melanom werden zu ter-

minal differenzierten, teilungsfédhigen T-Melanophoren.

Untersuchungen iber den molekularen Wirkungsmechanismus des Testo-

sterons

Zur Aufkldrung eines moglichen Wirkungsmechanismus des Testoste-
rons wurde die Frage untersucht, ob das Hormon seine Wirkung di-
rekt an der Pigmentzelle entfaltet oder ob es iber einen unspezi-
fischen Eingriff (z.B. durch Konzentrationserhdhung infolge der
Behandlung) in die Regelkreise des gesamten Hormonsystems der
Fische wirkt, wobei im letzten Fall der eigentliche Effektor noch
unerkannt bliebe. Dazu wurde mit Hilfe des "Dextran-coated charcoal
assay" (9) eine Bestimmung des Testosteronrezeptors in verschie-
denen Normalgeweben und im Melanomgewebe durchgefiithrt. Ein cyto-
solischer Rezeptor fir Testosteron wurde - wie erwartet - im Hoden
gefunden, dariiberhinaus aber auch in der gesunden Haut, sowie in

erheblichem MaRe auch im Melanomgewebe.

Diese Befunde weisen darauf hin, dal Testosteron seine differen-
zierungsfordernde Wirkung direkt an der Pigmentzelle iber den be-
kannten Wirkungsmechanismus entfaltet, ndmlich a) durch Bindung an
einen cytosolischen Rezeptor, b) Transport des Hormon-Rezeptor-
Komplexes in den Zellkern, c¢) Bindung an die DNA und d) Aktivie-

rung von bestimmten Genen.

Diskussion

Wahrend andere Steroide und Anabolika multiple Effekte auf die Me-
lanomentwicklung der Fische zeigten, bewirkten Antiandrogene und
Ostrogene nur eine Regression von Melanomen. Andere Steroide zeig-
ten keine Effekte (Tab.l). Dies besagt jedoch nicht, dak solche
Substanzen nicht als Cokarzinogene und/oder Antikarzinogene auf
die Entwicklung von Tumoren anderer Histogenese wirken kénnen.So
ist z.B. von Ostrogen bekannt, daB es zum einen Regression von Pr’*
statakarzinomen bewirkt (7) , zum anderen aber auch als Cokanﬁnog@

in der Hepatokarzinogenese wirkt (19). Inwieweit hierbei die dif" j
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ferentielle Expression von Rezeptoren fiir diese Hormone wiahrend
der verschiedenen Differenzierungsstadien der Zelle eine Rolle
spielt, 1ist bislang ungeklart.

Im Rahmen der hier beschriebenen Experimente konnte am Beispiel
des Testosterons ein moglicher Wirkungsmechanismus auf zellbiolo-
gischer Ebene fir den dualen Effekt von tumorbeeinflussenden Sub-
stanzen aufgezeigt werden. Eine Forderung der Zelldifferenzierung
kann sowohl den cokarzinogenen als auch den antikarzinogene Effekt
des Testosterons erklaren. Welche Wirkung eine Behandlung auf die
Tumorentwicklung hat, ist somit nicht allein von der chemischen
Struktur einer Substanz, sondern in entscheidendem MaBe auch von
dem Differenzierungsstadium der Zielzellen abhdngig. Die Induktion
von Tumoren durch Differenzierung prédkompetenter Zellen in ein kom-
petentes Stadium gibt Hinweise auf die Atiologie der Vielzahl "pro-
moter-getriggerter" bzw. "endokrin-abhingiger" Tumoren bei Tier
und Mensch (1). Der Induktion, die endogen (genetisch) oder exogen
(durch Mutation) erfolgen kann, folgt - oftmals nach sehr langer
Latenzzeit - die Promotion, die ebenfalls endogen (z.B. durch Hor-
mone) oder exogene Ursachen (z.B. Umweltnoxen) haben kann. Ent-
sprechend konstruierte Teststdmme von Xiphophorus, bei denen die
Initiation bereits erfolgt ist, koénnen Analog zu dem in Abschnitt
lila beschriebenen Experiment zum Aufspiiren solcher endogener und
exogener Promotoren verwendet werden (2). Andere Genotypen koénnen
in Analogie zu den oben angefithrten Experimenten der Priifung von
therapeutisch wirksamen Substanzen und dem Nachweis eventueller,
kocarzinogener Nebenwirkungen dienen. Eine Uberpriifung der am Me-
lanomsystem von Xiphophorus gewonnenen Erkenntnisse an anderen

Systemen miiBte sich im Einzelfall natiirlich anschlielen.
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Diskussion

Herr BECKMANN: Ich bin Humanmediziner und habe eine grundsatzliche
Frage: Wie steht es mit der Erhdéhung des Malignitatsgrades von Me-
lanomen nach Testosteron, wenn wir vor der Notwendigkeit stehen,
Testosteron zu applizieren, beispielsweise beim Panhypopituitaris-
mus. Ich habe einen solchen Patienten schon langer in Behandlung;
er bekommt bei mir monatlich u.a 250 mg Testosteron. Gott sei
Dank hat dieser Patient kein Melanom. Gelegentlich sehen wir aber
Kinder mit Melanomen. Sind diese nun minderwiichsig und ware even-
tuell Testosteron indiziert oder andere anabole Steroide, mibte
ich jetzt doch wohl Bedenken haben. Sehen Sie Gefahren, derartige
Pradparate vorbehaltlos weiter einzusetzen? Missen wir nach Ihren

Ergebnissen nicht eine gewisse Zuriickhaltung iben? Was sollen wir

tun?

Herr SCHARTL: Ich bin kein Humanmediziner und mit dieser speziel-
len Problematik auch nicht so vertraut. Unsere Befunde zeigen al-
lerdings relativ eindeutig, daB ein Zusammenhang zwischen der Wir-
kung von Testosteron und der Erhdhung des Malignitatsgrades be-
steht, auch im Fall von Anabolika. Selbst die von uns getesteten
Anabolika zeigen alle im Experiment - wir haben da sehr empfindli-
che Testsysteme - androgene Nebenwirkungen. Ich weil nicht, inwie-
weit die Humanmedizin schon darauf eingegangen ist. Soweit ich aber
Einblick habe, gibt es zumindest in der Dermatologie durchaus Be-
denken. Man weill, daB z.B. die Prognose von Melanomen an mannli-
chen Individuen oft schlechter ist als an weiblichen. Man miBte
eben hier weiter forschen, ob derartige Melanome einen Testosteron-
Rezeptor aufweisen, wie wir ihn bei den Fischen gefunden haben.

Die Versuche diirften relativ einfach sein und geben sicher auch

weitere Aufschliisse, wie wir uns in der Huamnmedizin zu verhalten
haben.

Herr BECKAMNN: Wir lassen die Melanome natiirlich in Ruhe! Sonst be-
steht nédmlich die Gefahr der Metastasierung. Wie sollen wir dann

derartige Rezeptoren feststellen kdnnnen? Diese Frage mul einfach
offen bleiben.

Herr SCHARTL: Man koénnte eventuell auf Biopsiematerial =zuriickgrei-
fen.

Herr JACHERTZ: Ich glaube, der Vortrag von Herrn SCHARTL zeigt ein-
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deutig, daR das Problem der Tumorgenese nicht nur ein Problem von
Strukturgenen ist, sondern daB es vor allem ein Problem der Regu-
lation ist. In einer solchen Situation wird besonders deutlich,

daB wir noch recht wenig Uber die Regulation wissen.

In Differenzierungsabldufen erdffnen sich - wie wir hier gesehen
haben - mehr oder weniger vorilbergehend Wechselkreise, die dann
auf irgendwelche Substanzen ansprechen und natiirlich auch zu Tu-
moren fihren koénnen. Wir koénnen eine wunderschdne Phanomenologie
bewchreiben, wir konnnen Dosiswirkungskurven beschreiben, aber
wir koénnen nicht - was dringend notwendig ware - Wirkungsmecha-
nismen von Stufe zu Stufe analysieren. Solche Probleme, wie sie
eben angesprochen wurden von Herrn BECKMANN, sind zweifellos von
grundlegender Wichtigkeit, koénnen aber im Moment wahrscheinlich nur
auf statistischer Ebene beantwortet werden. Nun sind, solange wir
die Hormone kennen, sicher schon unzdhlige Fa&lle damit behandelt
worden. Die Informationen liegen also im Grunde genommen schon
vor, wieweit man durch solche Behandlung Tumoren induzieren kann.
Diese Erfahrungen wurden nur bisher noch nicht systematisch aus-

gewertet .

Herr SEIFERT: Ich mdchte diese Therapieangst, die mdglicherweise
durch Ihren Vortrag, Herr SCHARTL, entstanden ist, doch etwas ab-
mildern. Zwar haben Sie ganz bestimmte Arten von Fischen herausge-
griffen. Dieser Wirkungsmechanismus ist aber nur bei diesen Fi-
schen nachweisbar. Man kann sicher Ihre Ergebnisse, dal eine Testo-
steronbehandlung letztendlich Tumoren oder Melanome induziert,

nicht verallgemeinern.
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Mikro-Kolonie-Teste zur Prifung

zytostatischer und zytotoxischer Stoffe in vitro

H. MAURER

Fachbereich Pharmazie

Freie Universitdt Berlin

Wegen des hohen Kosten- und Zeitaufwands, der mit grofen Tierzah-
len verkniipft ist, bemilhen sich mehrere Arbeitsgruppen seit Jahren
in verstarktem MaBe, Zellkultursysteme, sog in-vitro-Teste, zum
Screeening potentieller Zytostatika heranzuziehen und weiterzuent-
wickeln. Gerade in den letzten Jahren sind verschiedene methodi-
sche Verbesserungen der Zell- und Gewebekultur-Methoden erzielt
worden, welche diese Bemthungen unterstiitzen und rechtfertigen.
Obgleich die in-vitro-Teste mit Versuchstieren der klinischen
Priifung n&herstehen als die in-vitro-Teste mit Zellkulturen, weil
sie pharmakokinetische, pharmakodynamische und systemtoxische Pha-
nomene berilicksichtigen, gibt es gewichtige Argumente fir die An-
wendung der in-vitro-Teste:

Geringer Testsubstanz-Bedarf, geringer Zeitaufwand, vergleichs-

weise geringer Kostenaufwand, minimaler Tierbedarf; damit Mog-

lichkeit, sehr viel mehr Substanzen testen zu kdnnen.

In vitro-Screening-Methoden

Es gibt verschiedene Methoden zum in vitro-Screening, welche alle

mit Vor- und Nachteilen beladen sind. Meist wird das Wachstumsver-

halten von normalen S&ugetier- oder Tumorzellen in Kultur unter dem

Einflul zugesetzter Testsubstanzen geprtuft, d.h. getestet wird die

Zellteilungsaktivitdt. Die Methoden lassen sich einteilen in

a) zellbiologische, bei denen die Zellzahl und Eigenschaften der
Morphologie, Histologie, Karyologie, Kolonie-Bildungsfédhigkeit
u.a.m. erfalt werden, sowie

b) biochemische, bei denen der Einbau meist von Nukleosid-Vorstufen

@H—Thymidin oder *H-Uridin)in Nukleinsiduren bestimmt wird.
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Unter den biochemischen Methoden birgt das beliebte, weil rasch
ausfiihrbare *H-Thymidin-Einbauverfahren verschiedene Artefakt-Még-
lichkeiten, die zur Fehlinterpretation von Ergebnissen fiithren
kénnen. Darauf hat MAURER in einer umfassenden Ubersicht hingewie-

sen (1) .

Zellbiologische Methoden sind demgegeniiber aufwendiger und zeit-
raubender. Die Prifung der Zellzahl, Morphologie und Karyologie
setzt voraus, daB diese Zellen iberhaupt in Kultur zur Zellteilung
angeregt werden und daB es nur diese Zellen (und keine anderen
Zellen wie Fibroblasten und Makrophagen) sind, die proliferieren.
Solche Langzeit-Zellkulturen brauchen meist mehrere Passagen, um

andere Zellen zu eliminieren.

Hamatopoetische Stammzellen

Es gilt heute als gesichert, daf sich die verschiedenen, im Blut
identifizierbaren Blutzellen von sog. Stammzellen ableiten (2).
Diese Stammzellen bilden Nachkommen, die verschiedene Differen-

zierungswege passieren (Abb.1l).

Stammzellen aus dem gesunden, Blutzell-bildenden (hdmatopoetischen)
Knochenmark von Menschen und M&usen lassen sich in der Zellkultur
in Agargel zu Kolonien heranziichten, an denen man den Einflul

zytostatischer und zytotoxischer Arzneistoffe erfolgreich studie-

ren kann.
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Abb. 1: Der hamatopoetische Stammbaum
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Solche hdmatopoetischen Stammzell-Teste sind heutzutage fiir die
in-vitro-Toxizitatsprifung nicht nur von Zytostatika, sondern auch
vieler anderer Arzneistoffe von Interesse. In zunehmenden MaRe
werden namlich Schéddigungen der Blutzell-bildenden Organe als ernst-
zunehmende, in bestimmten F&llen sogar als bedenkliche Nebenwir-
kung vieler Arzneistoffe angesehen. Die Rote Liste 1982, in der die
meisten in der Bundesrepublik Deutschland produzierten Arneimittel
verzeichnet sind, =zahlt allein 34 verschiedene Arzneistoff-Gruppen
auf, bei denen als Nebenwirkungen Stdrungen der Hamatopoese, Leu-
ko- und Thrombopenien, Agranulozytosen, Knochenmark-Depressionen,
Blutbild-Verdnderungen u.a. bekannt geworden sind. Darunter fallen
so bekannte Arzneistoffe wie
Anthranilsdure-Derivate, Biguanide, Dihydralazin, Hydantoine,
Carbamazepin, Meprobamat, nicht steroidale Antiphlogistika/
Antirheumatika, Oxazolidinion-Derivate, PAS, Penicillamin,
Phenothiazine, Pyrazolone, Rifampizin, Sulfonamid-Derivate,
Thiazide.

Wie aus vielen Arbeiten hervorgeht, wissen wir sehr wenig iber

die akute, verzdgerte und kumulative Toxizit&t verschiedener
Pharmaka auf Knochenmarkzellen, die zu aplastischen Andmien, Agra-
nulozytosen, Thrombopenien und hadmolytischen Andmien fithren kon-
nen. Wir wissen meist nicht, auf welcher Stammzell-Ebene die

Noxen eingreifen und welche Regulationsprozesse betroffen sind.
Kenntnisse Uber die Mechanismen erscheinen notwendig, um gezielte

therapeutische MaBnahmen ergreifen zu kdnnen.

Hamatopoetische Agar-Kolonie-Teste mit Glaskapillaren:

Eine Entwicklung der Arbeitsgruppe MAURER, (Berlin)

Die bedeutenden methodischen Fortschritte hdmatologischer in-vitro-
Methoden der letzten Jahre legten es nahe, diese Methoden fiir
Untersuchungen iiber Arzneistoff-bedingte Intoxikationen der héama-
topoetischen Stammzellen und ihrer Regenerationsphé&nomene heran-
zuziehen. Mehrere Arbeitsgruppen haben fir die verschiedenen Blut-
zellen (Erythrozyten, Lymphozyten, Granulozyten Monozyten und Me-
gakaryozyten) seit 1966 hdmatopoetische Stammzell-Teste mit Agar-
gel-haltigen Petri-Schalen entwickelt. Die in-vitro-Kolonie-Teste

der meisten Arbeitsgruppen benutzen Petri-Schdlchen, deren Boden
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mit einer Agargel-haltigen N&dhrschicht bedeckt wird, auf welche

die Stammzellen in einer weiteren Agargel-Schicht ausgesdt werden.

Da diese Methode aufwendig ist, haben MAURER und Mitarbeiter ein

Mikroverfahren entwickelt: Anstelle von Petri-Schalchen werden

Glaskapillaren verwendet, die folgende Vorteile bieten:

1. Bis zu 10 mal weniger Materialien (Zellen, Kulturmedien Test-
substanz), weniger Zeitaufwand, geringere Kosten.

2. Keine Agar-Doppelschicht.

3. Geringere (0,18%) Agar-Konzentration (gegeniiber 3% in der Petri-
schale) , dadurch bessere Farbbarkeit der Koloniezellen.

4. Die lineare Anordnung der Kolonien in der Kapillare erlaubt
einfacheres, schnelleres Zahlen der Kolonien.

5. Die relativ einfache, optische Auswertbarkeit mittels Licht-
streu-Densitometrie in geringfiigig umgebauten, handelsiiblichen
Geraten macht komplizierte Instrumente Uberflissig.

6. Geringere Kontaminationsgefahr durch Bakterien und Pilze.

Seit 1976 hat nun die Arbeitsgruppe MAURER (Berlin) systematisch
die Vorteile der Agarkapillar-Methode fiir die einzelnen hamatopoe-
tischen Stammzell-Teste eruiert und die in-vitro-Kulturbedingungen
hierfir optimiert. So wurden Teste fir Granulozyten/Makrophagen (3),
T-(4) und B-Lymphozyten (5) sowie ein optisches Verfahren zur Ver-
folgung der Wachstumskinetik der Kolonien (6) entwickelt.Mittels
dieser Methoden wurden Granulozyten- und Lymphozyten-Chalon-Akti-
vitdten in vitro nachgewiesen (7,8). Mittlerweile wurde die Agar-
Kapillartechnik von anderen Arbeitsgruppen in Berlin (Ost), Minster,
Borstel, Budapest, Poitiers, Mailand u.a. Orten Ubernommen und

erfolgreich angewandt. Fiir methodische Ubersicht siehe (9,10)

Abb.2 zeigt schematisch die Arbeitsgédnge des T-Lymphozyten und des
Granulozyten-Testes. Fir den ersteren Test werden etwa 20 ml mensch-
liches Venenblut, fiir den letzteren das Knochenmark einer einzigen
Maus benoétigt. Durch Wahl des entsprechenden Hormons (Colony sti-
mulating Factor) koénnen die Knochenmark-Stammzellen zur Bildung

von Makrophagen-Kolonien angeregt werden, m.a.W. aus dem Granulo-
zyten-Test wird ein Makrophagen-Test. Fir den Erythropoese-Test
bendtigt man Erythropoetin; dieser Test 1l4Bt sich bislang nicht

mit Glaskapillaren durchfithren. Die Empfindlichkeiten der Assays
gegenliber zytotoxischer Substanzen nehmen wie folgt zu: T-Lympho-

zyten-Test” Granulozyten-Test Erythrozyten-Test.
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T-Lymphocyten-Kolonie-Assay
Human-BluI’
Isopaque - Fi “coll-Zentrilugaflbn

PHA -Stimulation in Suspensions-
Kullur. fir 26h/37°C

Zugabe der Testsubstanz
und verfiissiglem Agar

[ B =) Aussoal in’ Kapillaren
( b i) Kolonien -Zd8hlung nach 7 Tagen
Granulocyten-Kolonie - Assay
+
Méuse -Knochenmorkzellen
Zugabe von CSA, Testsubstfanz
und verflissiglem Agar
{ 1 ) ) Aussaal in Kapillaren
]
([ To-orariocas] i | Kolonie -(und Cluster-) Zahlung
naoch 7 Tagen
Abb. 2: Der Lymphozyten- und Granulozyten-Kapillartest

Anwendung der Agar-Kapillar-Methode mit hamatopoetischen Stammzellen

Mit dem Granulozyten- und Lymphozyten-Test haben MAURER et al. den
EinfluB zytostatischer und immunsuppressiver Methylhydrazone in
vitro untersucht u.a. gefunden, daB die Kolonie-Methoden weit em-
pfindlicher als die viel benutzte biochemische *H-Thymidin-Methode
sind (11) .

In juingster Zeit konnten die Arbeitsgruppen MAURER und BRAUN (Ber-
lin) ein besonders instruktives Beispiel fiir die Anwendung von in-
vitro- und in-vivo-Testverfahren liefern, um notwendigen Informa-

tionen Uber die Zytotoxizitdt bestimmter Arzneistoffe und die da-
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von betroffenen Organe zu gewinnen. Sie untersuchten die Epoxid-
haltigen Baldrian-Inhaltsstoffe Valtrat und Dihydrovaltrat, die
vielfach als sedative Arzneimittel benutzt werden, mit den Agar-
Kapillar-Methoden, nachdem zuvor diese Stoffe auf Tumorzellen eine
alkylierende und zytostatische Potenz gezeigt hatten. Sie fanden
eine beachtliche zytotoxische Wirkung in allen Testen,wobei Valtrat
stdrker toxisch war als das bekannte Alkylans und Mutagen Epichlor-
hydrin. Das vergleichsweise untersuchte, nicht alkylierende Epoxid
L-Scopolamin war kaum zytotoxisch. Die Valtrat- und Dihydrovaltrat-
Effekte waren beim Auswaschen nicht reversibel. Daraus konnte ge-
schlossen werden, daB diese Baldrian-Inhaltsstoffe bei direktem
Kontakt mit gut proliferierenden S&ugerzellen beachtlich zytoto-

xisch wirken (12).

Doch wie steht es mit der Toxizitdt dieser Stoffe in vivo? Die Sub-
stanzen schddigen selbst in hohen Dosen weder nach peroraler noch
nach intraperitonealer Gabe das sonst sehr empfindliche Knochen-
mark von M&usen. Auch die Leber wird nach peroraler Gabe nicht
geschadigt; nach intraperitonealer Gabe hingegen zeigt sie eine
deutliche Schadigung (13). Diese Befunde legen die Hypothese nahe,
daB diese Stoffe hauptsdchlich mit den Zellen reagieren, mit denen
sie zuerst in Kontakt kommen: Im Magen-Darm-Trakt mit den Schleim-
hautzellen, bei intraperitonealer Gabe mit den Leberzellen. Die
reagierenden Zellen adsorbieren und/oder metabolisieren die Stoffe
enzymatisch zu nicht-reaktiven Verbindungen. In reaktiver Form
werden sie offenbar nicht resorbiert und gelangen auch nicht in die
Blutbahn. Beriicksichtigt man die o.g. Beobachtung einer direkten,
zytotoxische Wirkung auf proliferierende Zellen, muB man annehmen, I
dal die teilungsfdhigen Schleimhautzellen des Magen-Darm-Traktes
geschédigt werden. Die Folgerung wird durch die Beobachtung un-
terstitzt, daR Patienten nach langerer peroraler Einnahme von

Valtrat-Prdparaten auffallend haufig iliber Magenbeschwerden klagen, j

Das geschilderte Beispiel der Aufklarung eines wahrscheinlichen

Arzneistoff-Wirkungsmechanismus zeigt, daB

1. die Kombination verschiedener Teste das wichtigste Zielorgan
bestimmen und andere, nicht betroffene Organe ausschlieBen 1&aRkt;

2. hématopoetische in-vitro-Stammzell-Teste sehr empfindliche Me- I

thoden zur Erfassung zytotoxischer Effekte darstellen;
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3. Ergebnisse mit unseren Agar-Kapillar-Methoden relativ rasch
und ohne grofen Aufwand zu erzielen sind;

4. Ergebnisse aufgrund kombinierter Methoden wichtige Aussagen
zur Arzneimittelsicherheit erlauben;

5. die Kombination verschiedener in-vitro- und in-vivo-Teste wei-

tere Versuche mit Tieren als entbehrlich erscheinen 1l&aBkt.

Tumorstammzell-Teste filr das in-vitro-Screening

Ahnlich wie bei der Hamatopoese gibt es heute Hinweise fiir die
Existenz sog. Tumorstammzellen. So ist in letzter Zeit eine be-
sondere, biologische Eigenschaft der Tumorzellen fir die in-vitro-
Testung bedeutsam geworden: Die Fahigkeit zum klonalen Wachstum,
d.h. in vitro kann aus einer einzigen Tumorstammzelle eine Kolo-
nie von mehreren hundert Tumorzellen entstehen. Die Kolonie-Bil-
dungsfahigkeit der Tumoren kann am besten mit der heute immer
mehr anerkannten Theorie der klonalen Evolution der Tumoren er-
klart werden (Abb.3). Danach transformiert ein cancerogener Stoff
durch einen somatischen Mutationsprozess eine normale Zelle, die
forthin einen Wachstumsvorteil gewinnt und als Tumorstammzelle
proliferiert. Durch genetische Selektion kommt es zu einer klona-
len Expansion und Progression des Tumors mit Subpopulationen von
Zellen, die sich durch Karyotyp, Zellkinetik, Oberfldchen-Anti-
gene , Zytostatika-Empfindlichkeit u.a.m. unterscheiden. SchliefR-
lich entstehen aus Tumorstammzellen Mikroklone und Metastasen

mit autonomen, invasiven Wachstumseigenschaften, die das Immun-

abwehrsystem des Wirts unterlaufen koénnen.

Eine erfolgreiche Behandlung von Tumoren mull daher auf die radi-
kale Ausrottung der vermehrungsfdhigen Tumorstammzellen abzielen,
die aber -leider- nur einen kleinen Bruchteil der gesamten Zell-
population eines Tumors darstellen. In logischer Konsequenz die-
ser Theorie der klonalen Evolution der Tumoren sollte ein in-vi-
tro-System zum Nachweis der Empfindlichkeit der Tumorzellen ge-
geniiber Zytostatika die in-vitro-Klonierfé&higkeit dieser Zellen
ausnutzen. Effekte von Zytostatika sollten bei wachsenden Tumor-
Kolonien besonders gut meBbar sein.. So haben in den letzten Jahren
einige wenige Arbeitsgruppen entsprechende in-vitro-Kolonie-Teste
entwickelt und die Brauchbarkeit der Teste fir die in-vitro-Pri-

fung von Zytostatika an menschlichen und tierischen Tumoren nach-
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gewiesen. Insbesondere die Gruppe um S.E.SALMON (Tucson, USA) hat
iiberzeugend dargelegt, dal sich solche Assays nicht nur zur Pri-
fung der individuellen Zytostatika-Empfindlichkeit menschlicher
Tumoren gegeniiber bekannten Zytostatika, sondern auch zum Scree-
ning noch nicht eingefithrter, potentieller Zytostatika an Tumoren
desselben histologischen Typs eignen.

Transformierte . :
Zelle §

Reifende und
O-0—-@
|

absterbende Tumorzellen
|
Normalzelle Tumor- \
Stammzelle
|
] .
I

N

& @ —@
‘ —
7 Y
o7 \
& '
/
@&
Abb. 3: Theorie der klonalen Evolution der Tumoren

Anwendung der Agarkapillar-Methode fiir Tumorstammzell-Teste

MAURER und OSMAN haben in zahlreichen systematischen Versuchen
die Bedingungen fir das Kolonie-Wachstum verschiedener tierischer
Zellinien und primé&rer, menschlicher Tumoren in den Agargel-hal-
tigen Glaskapillaren optimiert (14) und gezeigt, daR die Agar-

Kultur-Methode im Vergleich mit anderen Assays =zur Prifung der
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Zellproliferation (Zellzdhlung und °*H-Thymidin-Aufniahme) doppelt
bzw. bis zu 8fach empfindlicher gegeniiber bestimmten Zytostatika
ist (15). Die wichtigsten Arbeitsgdnge der Zytostatika-Testung
faBt Abb.4 schematisch zusammen.
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Abb. 4: Tumorstammzell-Assay als Onkobiogramm

(Zytostatika-Empfindlichkeitsprifung in wvitro)
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An Hepatom-Zellen eines Meerschweinchen-Stamms wurde die Empfind-
lichkeit gegeniiber 7 verschiedenen Zytostatika mit der Mikro-Me-
thode in vitro und nach intratumoraler Chemotherapie in vivo ge-
pruft (16). Die Korrelation der in vivo-/in vitro-Resistenz lag

bei 100%, die der in vivo-/in vitro-Empfindlichkeit bei 80%.

Zur Bestimmung der individuellen in vitro-Enpfindlichkeit mensch-
licher Tumoren gegeniiber Zytostatika wurde ein neues Verfahren

und ein neuer "Sensitivitats-Index" entwickelt, der dimensionslos
und unabhédngig ist von grofen, pharmakokinetischen Unterschieden
der Pharmaka (17). An 3 verschiedenen menschlichen Primdrtumoren
wurden die Vorteile der neuen Auswertungsmethode gegeniiber anderen

Verfahren dargelegt. Ein Beispiel zeigt Abb. 5.

Adriblastin 5 -Fluor-uracil
% Survival % Survival
JOO PR s 100
Is=0.813 Is=02
A
" 20
50 50

Ac

Cut-off conc. Cut-off
0.0025 0025 025 25 02 20 20
pg/mi Adriblastin mg/mil 5-FU
Abb. 5: Bestimmung des Sensibilit&dtsindexes

eines Portiokarzinoms
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Ferner leistete die Mikro-Kloniermethode einen Beitrag zur Aufkla-
rung des Wirkungsmechanismus von 2 zytostatisch wirksamen Methyl-
hydrazonen (Bl und B2) bei L 1210- und Ehrlich-Ascites-Tumor (EAC)-
Zellen (18). Unterschiedliche in vitro- und in vivo-Effekte der
beiden Stoffe konnten durch unterschiedliche Membran-Affinitdten

erklart werden:

Nach Inkubation der Zellen mit den Stoffen iiber verschiedene Zei-
ten konnten EAC-Zellen von der B2- nicht aber von der Bl-Hemmung
"frei" gewaschen werden, wédhrend die Hemmung der L 1210-Zellen
durch Bl und B2 im selben MaBe durch Auswaschen aufzuheben war.
Aufgrund dieser in vitro-Befunde konnten wertvolle Riickschlisse
auf die weitere Entwicklung von Methylhydrazonen mit lipophilerem
Charakter gezogen werden. Befunde, die sonst nur mit zusatzlichen,

weit aufwendigeren Tierversuchen hidtten erzielt werden koénnen.

Arzneistoff-Prifung an Zellkulturen oder Tieren?

Bemerkungen angesichts neuerer methodischer Fortschritte

Von den Gegenern der in vitro-Teste mit Zellkulturen, also Befiir-

wortern von Tierversuchen, werden als Argumente gern vorgebracht,
- dab in vitro-Teste die Biotransformation und Bioverfiigbar-
keit, generell die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik eines
Arzneistoffs auBer Acht lieBen,

- dabk das mehrfache Passagieren von Testzellen zur Selektion
von Zellienien fihrt, die fir das Ursprungsgewebe nicht mehr
typisch sind und

- daB schlieBlich die Korrelation der in vitro-/in vivo-Er-

gebnisse oft wenig befriedigend sei: Eine Tendenz zu falsch

positiven Ergebnissen sei feststellbar, d.h. die Wirksamkeit

wird angezeigt, obgleich sie sich im Tier nicht finden 1laRt.

Die jlngsten Fortschritte der Zellkulturmethoden schwachen diese
Argumente nicht unerheblich: Es gelingt heute, die Testsubstanzen
vor dem Screening durch Inkubation mit mikrosomalen Leberenzymen
(entsprechend dem Arnes-Test zur Mutagenitadtsprtfung) zu bioakti-
vieren, die Testzellen durch schonende Einfrierprozesse zu kryo-
konservieren und durch sog. Auswaschversuche die Reversibilitat

zu bestimmen, d.h. Hinweise fiir die Bioverfiigbarkeit zu gewinnen.

In vitro-Teste eignen sich auch zur Kontrolle der Stabilitat ge-
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18ster Pharmaka sowie zur Aufklarung mdglicher Wirkungsmechanis-
men, die dem Chemiker wertvolle Hinweise zur Wirkstoff-Optimierung

liefern konnen.

Zweifellos bringt ein einziger Test nicht genligend verlaBliche Da-
ten; der Einsatz einer Te...t-Batterie und der Vergleich der in ver-
schiedenen Testen erhaltenen Resultate ist unerlé&flich. Auch sei
nicht verschwiegen, dal Zellkultur-Arbeit manuelles Geschick, Um-
gang mit Steril-Methoden und nicht unerhebliche Erfahrung mit spe-
ziellen Techniken erfordern. SchlieBlich sind viele Teste zu op-

timieren, was oft technische Probleme aufwirft.

Es gibt auch einige wichtige Argumente gegen das ibliche in vivo-
Screening mit Tieren. Pro Jahr werden etwa 15 000 synthetische
Stoffe und 400 Naturprodukte im Standard-Screen der Division of
Cancer Treatment des National Cancer Institute der USA mit gewal-
tigen Tierzahlen auf antitumorale Wirkung untersucht. Als Pra-
Screen dient in vivo die P 388-Miause-Leukdmie, die naturgemaB
solche Stoffe ausschlieBt, die nicht myelodepressiv wirken, obgleich
sie vielleicht auf einen anderen Tumortyp durchaus zytostatisch

wirken koénnen (falsch negatives Ergebnis) .

Die Wahl des Tumortyps fiir das Screening ist also entscheidend.Kon-
sequenterweise milssen sehr verschiedene Tumortypen gleichzeitig
eingesetzt werden, was letztlich riesige Tierzahlen bedeutet. Hin-
zu kommt, dal die Empfindlichkeit von Tumoren desselben histolo-
gischen Typs gegen Zytostatika sehr heterogen ist und daB die Re-
sistenz-Entwicklung in Tier-Modellen kaum befriedigend verfolgt
werden kann. Diese Erkenntnisse erzwingen geradezu Versuche mit
menschlichem Testmaterial (Biopsien,Punktaten, Zellen) unter teil-
weisem Verzicht auf Tierversuche. Solche und andere Argumente ha-
ben das National Cancer Institute der USA 1979 bewogen, in sein
aufwendiges Screening-Programm (im Seitenzweig) den Human Tumor
Stem Cell Assay als in vitro-Sreening-Test aufzunehmen und die
VerlaRBlichkeit des Tests in mehrjahrigen Untersuchungen zu iber-
prifen. Wachsendes Interesse und Bedeutung hat dieser Test als
Onkobiogramm in den USA auch fir prédtherapeutische Sensibilitdts-
testungen bei Krebserkrankungen erlangt, nachdem die Arbeitsgrup-
pen um SALMON (Tucson) und v.HOFF (San Antonio) eine iber 95%ige
Treffsicherheit fir die richtig-negative in vitro-/in vivo-Korre-

lation der Ergebnisse festgestellt haben. Mit anderen Worten: Die
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hohe Sicherheit der Resistenz-Ermittlung ist flir Krebs-Patienten
von grofer praktischer Bedeutung, weil unwirksame Zytostatika mit

ihren gravierenden Nebenwirkungen von vornherein ausgeschlossen

werden konnen.

Zusammenfassung

Die vorstehenden Ausfiilhrungen und Argumente lassen zusammenfassend
erkennen, daB klonale Stammzell-Teste (mit h&matopoetischen und
neoplastischen Zellen) zum in vitro-Screening zytostatischer und
zytotoxischer Arzneistoffe hervorragend geeignet sind. Sie spie-
len unter den heutigen Zellkultur-Methoden eine wachsende Rolle.
Doch kann auf Tierversuche zum in vivo-Screening nicht vollstén-
dig verzichtet werden, um eine optimale VerlaRlichkeit der Wirk-
stoff-Priifung zu erreichen. Aber die Zahl der Tierversuche kann
durch eine sinnvoll zusammengesetzte "Batterie" von in vitro-Testen

betrdachtlich eingeschrankt werden.

Mikromethoden zUr Kolonie-Zichtung in Agargel-haltigen Glaskapilla-
ren stetlen aufgrund verschiedener Vorteile eine wichtige Verbes-
serung der Stammzell-Teste dar. Sie starken damit die Rolle der

in vitro-Screening-Teste und tragen zur allgemeinen Verbreiterung

der Verfahren mit schmerzfreier Materie bei.
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Diskussion

Herr PORCHER: Gibt Ihr Testsystem auch AufschluB iber indirekt
wirkende Faktoren, also Faktoren beispielsweise, die auf das Immun-
system wirken, z.B. {ber eine Stimulierung der T-Lymphozyten oder

Natural-Kiiier-Zellen?

Herr MAURER: Indirekt ist es sehr schwer, Effekte festzustellen,
weil Jja meist andere Zellen mitbeteiligt sind. Was wir hier prifen,
ist eine direkte Wirkung auf sich teilende Zellen. Bei den T-Lym-
phozyten miissen wir natiirlich ein Mutagen zusetzen, etwa PHA, um
iberhaupt eien Proliferation zu erreichen. Wahrscheinlich sind

auch noch ein paar Makrophagen daran beteiligt, ohne die ja nichts
lauft bei der Lymphozytenstimulation, und sicherlich werden dabei
auch Interleukin I und II produziert. Was wir letztlich prifen,

ist eine direkte Wirkung auf proliferierende Zellen.

Herr BIRR: Sie verglichen in einer Tabelle Inhaltsstoffe des Bal-

drian im Vergleich zu Epichlorhydrin. Nun ist Epichlorhydrin eines
der reaktivsten Epoxide, trotzdem schienen die anderen Substanzen

in Threm Assay wirksamere Zytostatika zu sein als das Epichlorhy-

drin. Ist das nicht eine gefdhrliche SchluBfolgerung?

Diese Epoxide unterscheiden sich von Epichlorhydrin nicht durch
die Epoxidgruppierung, sondern durch die enorm gesteigerte Lyophi-
ile. Ich erinnere mich an eine Verzweigung mit einer Reihe von
Methylgruppen. Das koénnte bedeuten, daB solche Verbindungen die
Membranfunktion stdren und dadurch ihre Kolonie einfach abstirbt.
Was Sie dann in TIhrem Zytostatika-Assay messen, ist gar nicht der
zytostatische Effekt einer Epoxid-Verbindung an sich, sondern ei-

gentlich nur ein Membranoberfldchen-Effekt. Diese Kritik ist, glau-
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be ich, generalisierbar. Sie schalten bei diesem in vitro-Assay in
der Kapillare Jjede Art von Metabolisierung des beobachteten, des
studierten Zytostatikums oder, allgemein gesprochen, des Medika-

mentes aus.

Herr MAURER: Diese Kritik ist uns natiirlich bekannt. Diese Assays
an ha&matopoetischen Zellen sind, wenn man so will, in vitro-Toxi-
zitdts-Assays. Es gibt durchaus Epoxide, die mutagen wirken, und
andere, die nicht mutagen sind. Das hé&ngt u.a. auch von der ste-
rischen Konfiguration der Substanzen ab. Scopolamin ist eben nicht

wirksam, was sich auch in anderen Assays zeigt,

Man darf diese Assays nicht isoliert betrachten. Man muB sie zu-
sammen mit anderen Testverfahren bewerten. Dabei zeigt sich, dab
Valtrat und Dihydrovaltrat auch in echten Mutagenitdts-Assays mu-

tagen sind.

Nun zur Frage der Metabolisierung: Es ist klar, daB man auch die
Metabolisierung berticksichtigen solllte. Wir erreichen die meta-
bolische Aktivitat nach AMES dadurch, daB wir Lebermikrosomen ver-
wenden und die Substanzen vorher aktivieren, ehe sie eingesetzt

werden.
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Zellproliferationshemmende und

immunsuppressive Leberfaktoren

T.S. LIE

Abteilung fir Transplantation
Chirurgische Universitatsklinik

Bonn-Venusberg

In den letzten Jahren wurden durch einige Autoren immunosuppressi-
ve Faktoren im Extrakt der normalen Leber festgestellt (1, 2, 4).
Die Komponente mit immunosuppressiver Wirkung wurde als Protein
mit einem Molekulargewicht von ca. 65 000 bzw. mit elektrophore-
tischer Mobilitat &hnlich wie Beta- und Gammaglobulin bei Menschen
identifiziert (2).

Es ist bekannt, daB Lebertransplantate immunologisch glinstiger
sind als andere Organtransplantate. Wird bei Schweinen und Ratten
eine Leber transplantiert, kann der Empfédnger ohne immunosuppres-
sive Therapie Uberleben, widhrend die Niere und das Herz nach
Transplantation regelrecht akut abgestoRen werden. Wenn man Leber
und Niere zusammen verpflanzt, {berleben beide Organe verléngert.
Dies weist darauf hin, daB die Lebertransplantate gewisse immuno-
suppressive Faktoren freisetzen.

Bei der Transplantation wird die Spenderleber in einem gewissen
Grade ischédmisch geschadigt. Das Empfangerblut splilt nach der
Operation das geschdadigte Transplantat durch. Dabei kdnnte das
Organ immunosuppressive Leberfaktoren in die Blutbahn des Empfan-
gers abgeben. Diese kdnnten dann eine AbstoBungsreaktion unter-
driicken .

Wir haben diesen Faktor durch in vivo- und in vitro-Tests nachge-
wiesen und gleichzeitig deren Verhalten bei akutem und chroni-

schem Leberschaden untersucht.

Material und Methodik

Als Versuchstiere verwenden wir mannliche Lewis (LEW)- und BDE-Ratten mit
einem Kdrpergewicht von 220 - 250 g von der Zentraltierzucht in Hannover.
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Herstellung der Leberperfusate (LP)

Die Leber wurde entnommen und bei warmer Ischdmie 6 h lang liegengelassen, um
eine Leberschddigung zu erzeugen. Danach erfolgte die transportale Perfusion
der Leber mit 2 ml/g Lebergewebe Ringerldsung bei einer FluBrate von 1 ml/g
Lebergewsbe/min und zwar einmal oder finfmal mit gleichem Perfusat bei einem
Intervall von 30 min. Die einmal perfundierten Perfusate (LPwl) enthalten
einen Proteingehalt um 1 mg/ml, die finfmal perfundierten (LPw5) um 3-4 mg/ml.

M

Liver

Reservoir A hep

Perfusate
2ml/g

Bei einigen Ratten wurde die Leber in situ mit gekilhlter Ringerlésung perfun-—
diert und nach Entnahme in einer Kithlkammer von 2-4° C mit gekithlter Ringerlé-—
sung funfmal wie oben perfundiert (LPc5).

Herstellung der Leberextrakte (LE)

Alle Arbeiten wurden im Kithlraum von 2-4° C vorgenommen. Die ILeber wurde in
situ mit gekiihlter Losung perfundiert. Nach der Organentnahire wurde mit einem
Ultra-Turxax-Homogenisator zerkleinert. Nach dem Zentrifugieren (zundchst 30
min bei 1000 g, dann 30 min bei 26 000 g) benutzten wir den Uberstand (LEc) .

Gemischte Lymphozytenkultur (MLC)-Inhibitions-Tests

Als Responding Cells verwendeten wir Lymphknotenzellen von LEW oder BDE und
als Stimulating Cells Milzzellen von BDE oder LEW, welche mittels Ficoll-Mstri-
zoate-Losung gewonnen wurden. 1x10” Stimulationszellen behandelten wir 30 min
bei 37° C mit 40 ug Mitomycin in 2 ml RPMI-1640-Medium. Danach wurde eine Zell-
suspension von 2 x 10° /ml mit Kulturmedium fiir Responding- und Stimulating
Cells hergestellt. Das Kulturmedium setzte sich bei 100 ml aus einer Losung aus
88 ml RPMI-1640-Medium mit 0,5 ml Penicillin (20 000 U/ml) , 0,5 ml Streptonycin
(20 mg/ml) , 1 ml L-Glutamin (200 mM/ml) und 10 ml hitzeinaktiviertes Fotal-Kal-
ber-Serum zusammen. Fir jede Kultur werden von jeder Responding- und Stimula-
ting-Zellsuspension 0,1 ml auf eine Vertiefung der Mikroplatte der Fa. Falcon
(Nr. 3040) pipettiert. Fir die Kontrolle wurden dazu 0,01 ml Ringerldsung, flir
die Testgruppe 0,01 ml LPw5, LPc5 und LEc hinzugegeben. Nach drei Tagen Inku-
bation wurden 1 ~Ci *H-Thymidin (2 Ci/mnol, NEN) jeder Vertiefung zugegeben,
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die Zellen nach 18 - 20 h gewaschen und die Radioaktivitdt gemessen.

Test zur Priifung der Inhibition bei PHA-Stimulation

Entsprechend dem MCL-Kulturmedium wurde eine LEW-Lynphknoten-Zellsuspension
von 2 x 100 /ml hergestellt. Pro Kultur wurden 0,2 ml Zellsuspension und 0,02
ml einer 10%igen PHA-M (Difco) Losung in eine Vertiefung der Falcon-Mikroplatte
pipettiert. Fir die Kontrolle folgten 0,01 ml Ringerl'c)sun3g, fiir die Testgruppe
0,01 ml LPw5, LPc5 und LEc. Nach zwei Tagen wurden 1 pCi “H-Thymidin zu jeder
Vertiefung gegeben, 18 - 20 h spater die Zellen gewaschen und die Radioaktivi-
tAt gertBssen.

Test zur Prifung der Fibroblastenproliferationinhibition

Die Fibroblasten wurden aus LEW-Embryos nach der Methode von TAKASUGI und KLEIN
(1970) isoliert. Erneut wurde eine Zellsuspension von 1 x 10" /ml mit dem glei-
chen Kulturmedium wie beim MLC hergestellt. In die Vertiefung der Terasaki-
Platten (Fa. Falcon) wurden 0,01 ml Zellsuspension sowie 30 [il LPw5, LPc5 und
IEc fur die Testgruppe, bzw. 30 |il Ringerldsung fiir die Kontrolle gegeben. Auf
die dreitidgige Inkubation folgte die Fixierung der Zellen mit Aceton-Athanol,
die Farbung mit Giemsa und das Auszahlen.

Die Versuche wurden in 6 Gruppen vorgenommen:

Gruppe 1: BDE-Nieren wurden in LEW verpflanzt und die Empfanger mit BDE-LPwl
5 Tage lang, mit BDE-LPwS 5 Tage, 7 Tage und 10 Tage lang behandelt
und zwar taglich 2 ml intravends.

Gruppe 2: Mit Lebern von unbehandelten LEW wurden LPw5, LPc5 und LEc herge-
stellt. Es erfolgten damit folgende Tests:
PHA-Stimulationinhibitionstest, MLC-Inhibitionstest und Fibrobla-
stenproliferationinhibitionstest.

Gruppe 3: Um einen akuten Leber schaden zu erzeugen, wurden bei 10 LEW 35 mg/kg
KOrpergewicht Dimethylnitrosamin (DMNA) intravends gegeben und 48 h
spater getdtet; LPwS und LEc wurden mit je 5 Lebern hergestellt und
Serum entnommen. Damit erfolgten PHA-Stimulationinhibitionstest,
MLC-Inhibitionstest und Fibroblastenproliferations-Hemmtest.

Gruppe 4: Um einen chronischen Leberschaden zu erzeugen, wurden 30 LEW (0,1
ml/100 g Korpergewicht) intramuskuldr 2 x wochtenlich Tetrachlor-
Kohlenstoff gegeben. Nach 2, 4, 5, 6, 8 und 10 Wochen wurden je 5
Ratten getdtet und die Lebern histologisch untersucht.

Gruppe 5: Wir behandelten 20 LEW zweimal wochentlich mit CCl, (0,1 ml/100 g
Korpergewicht) intramuskuldr. Nach 2 und 4 Wochen wurden je 10
Ratten getdtet und je 5 Lebern fiir die Herstellung von LPw5 und
LEc verwendet. Wie in Gruppe 3 wurden damit immunologische Tests
durchgefithrt. Dafiir haben wir auch inaktivierte Sera der Ratten ver-
wandet .

Gruppe 6: Eine Leberzirrhose wurde bei 20 Ratten durch eine CCl,-Behandlung
wie bei Gruppe 5 liber 8 und 10 Wochen induziert. Nach 8 und 10
Wochen wurden je 10 Ratten getdtet und fiir die Herstellung von LPw5S
und LEc sowie des inaktivierten Serums verwendet. Die irmmunologi-
schen Untersuchungen wurden wieder wie in Gruppe 3 durchgefiihrt.
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Ergebnisse und Diskussion

A. Die Uberlebensdauer der Nierenempfénger

Die Uberlebensdauer der Nierenempfidnger ist in Tabelle 1 darge-
stellt. BDE-Nieren iberlebten in LEW-Empfangern ohne Behandlung

6 - 7 Tage (durchschnittlich 6,5 - 0,5 Tage). Durch eine finfta-
gige Behandlung mit BDE-LPwl {iberlebten die Nierenempfanger ver-
langert und zwar 8,9 - 1,8 Tage (p”0,05), jedoch war die finf-
Tage-Behandlung mit BDE-LPw5 noch effektiver (10,2 - 1,3 Tage).
Wenn man mit BDE-LPw5 10 Tage lang behandelt, wurde die Uberle-
bensdauer weiter verldngert (15,3 - 7,3 Tage). Die Nierenextrakte
(BDE-KE) hatten derartige Effekte nicht.

Tabelle 1: Uberlebensdauer der Nierenempfinger
(LEW = Empfanger; BDE = Spender)

nach einer LP-Behandlung (zweimal t&dglich intravends)

Behandlungsart/ Zahl Uberlebensdauer
Dauer in Tagen
Kontrolle 8 6,5 " 0,5
BDE-LPwl (5 Tage) 10 8,9 "
BDE-LPw5 (5 Tage) 7 10,2 7 1,
BDE-LPw5 (10 Tage) 9 15,3 7 7,3
BDE-KE (taglich) 9 7,4 " 1,2

Diese Resultate weisen darauf hin, daB LP immunosuppressive Fak-
toren besitzt. Je langer der Empfanger mit LP behandelt wird,
desto langer iberlebt er. LPwl, d.h. LP mit niedrigem Proteinge-
halt, zeigt weniger immunosuppressive Wirkung als LP mit hohem
Proteingehalt (LPw5). Nierenextrakte zeigen keine ausreichende
immunosuppressive Wirkung, d.h. Nieren besitzen wahrscheinlich

kaum einen derartigen Organfaktor.

B. LP und LE von unbehandelten LEW

PHA-Stimulationinhibition:

Tabelle 2: LEW-LPw5 konnte die Stimulation der LEW-Lymphknoten-
zellen durch PHA fast vollkommen inhibieren, Jjedoch LEW-LPc5 iber-
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haupt nicht, sondern eher mehr stimulieren. LEW-LEc dagegen zeigte
die gleichen Effekte wie LEW-LPw5.

Tabelle 2: PHA-Stimulation-Inhibition durch LEW-LPw5,

LEW-LPC5 und LEW-LEc. ( x 1000 cpm)
ohne PHA mit PHA mit PHA und LPw5 Inhibition in %
2,6 73,7 1,8 97,5
4,1 73,4 , 98,5
100,3 1,2 99,1
1,9 66,1 0,5 99,2
ohne PHA mit PHA mit PHA und LPc5 keine Inhibition
2,6 73,7 126,0
4,1 73,4 T8
3,8 100,3 124,5
ohne PHA mit PHA mit PHA und LEc Inhibition in %
7,5 147,5 0,1 99,9
16,5 142,9 0,1 99,9
0,9 104 ,9 0,1 99,9

Diese Resultate weisen darauf hin, daB geschadigte Leberzellen die
immunosuppressiven Faktoren in die Blutbahn freisetzen, intakte
Lebern jedoch nicht. Eine Leber, die in kalter Ischédmie konser-
viert wurde, kann diesen Faktor nicht in das Perfusat abgeben.
Dieser Faktor ist kein Leberzellzerfallprodukt, sondern normaler
Bestandteil der Leberzellen. Die LEc zeigten die gleichen Effekte
wie LPw5. Dieser PHA-Stimulationinhibitionseffekt von LP bzw. LE
ist durch Immunosuppression bedingt, nicht aber durch Cytotoxizi-
tat der LP. Wie Tabelle 1 zeigt, besitzt LP die immunosuppressive

Wirkung in vivo.
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MLC-Inhibition:

Die Resultate der MLC-Inhibition werden in Tabelle 3 dargestellt
Das LEW-LPw5 konnte die Stimulation der Blastogenese der LEW-

Zellen durch BDE-Zellen vollkommen inhibieren. AuRerdem konnte e
auch die BDE-Zellenstimulation durch LEW-Zellen inhibieren. Der

Inhibitionseffekt ist daher nicht spezifisch.

Tabelle 3; MLC-Index nach Zugabe von Lew-LPw5 und LEW-LEc

LEW-BDEm LEW-BDEm Inhibition in %
ohne LPw5 mit LPwS
22,0 0,1 99
22:7 0,1 99
BDE-LEWm BDE-LEWm
ohne LPw5 mit LPw5S
9,4 0,1 99
8,0 0,2 97
LEW-BDEm LEW-BDEm
ohne LEc mit LEc
3,7 0,1 97,3
251 0,4 80,9
23;2 02 99,1
16,3 0,1 99,3
m = Stimulationszellen

_ _ ¢
MLC-Index cpnlj}Kontréllé)

Den gleichen Effekt zeigten auch Leberextrakte, die in kalter
Ischamie hergestellt wurden, d.h. diese unspezifischen immuno-

suppressiven Faktoren sind normale Bestandteile der Leberzellen.



69

Fibroblastenproliferation;

Dieser Faktor konnte nicht allein die mitogen Stimulation der
Lymphoidzellen unterdriicken, sondern auch die Proliferaten der

Fibroblasten inhibieren (Tabelle 4).

Tabelle 4: Inhibitionseffekte von LEW-LPw5 und LEW-LEc

aus LEW-Fibroblastenproliferation

Kontrolle LPw5 LEc Inhibition in %

119 37

120 47

125 34 71,9

125 31

125 24

98 24

99 19

107 24 78,2

125 18

Die LEW-LPw5 konnte 72% von Fibroblastenproliferaten inhibieren,
den gleichen Effekt zeigte auch LEW-LEc.

Dieser Befund kann auf folgendes hinweisen:

1. Die Leber besitzt immunosuppressive Faktoren, die bei in vivo-
Applikation die Uberlebensdauer der Organempfanger verlingern
und bei in vitro nicht allein PHA-Stimulation und MLC-Reaktion,

sondern auch Fibroblastenproliferation inhibieren.

2. Dieser Faktor wird bei Leberzellschddigung im Organismus in
die Blutbahn freigesetzt, ist aber kein Zerfallprodukt der Le-
berzellen, sondern deren normaler Bestandteil. Von intakten
Zellen kann man eine Freisetzung solcher Faktoren nicht erwar-

ten .
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C. Histologische Untersuchung der Rattenlebern nach

Tetrachlorkohlenstoff-Schiadigung

2 - 4 Wochen

Bereits zwei Wochen nach der Gabe von CC.1; zeigte sich schon eine
geringgradige Fibrosierung der Portalfelder und eine maBiggradige
Leberparenchymverfettung. Es wurde dabei auch eine geringe Menge
von Siderinpigment im aktivierten RES beobachtet. Bei einigen Le-
bern fand man vermehrte mitotische Aktivit&dt im Lebergewebe als

Ausdruck einer gesteigerten Parenchymreaktion. Vereinzelte Zell-

nekrosen waren um die Zentralvenen zu beobachten.
5 - 6 Wochen

Die multiplen Einzelzellnekrosen, besonders nahe der Zentralvenen
sowie die Leberverfettung waren deutlicher ausgepradgt. Teilweise

maBiggradige, teilsweise starke portale Fibrose und intralobulédre
Ausbildung von kollagenfaserigen Kollapsstralen wurden beobachtet,
auch eine deutliche Sternzellproliferation. Bei den meisten Fallen
konnte man den beginnenden zirrhotischen Umbau sehen, bei einigen

dagegen gab es keinen Hinweis dafiir.
8 Wochen

Die Leber zeigt einen teilweise beginnenden, herdférmig abge-
schlossenen bzw. teilweise kompletten zirrhotischen Umbau mit
starker portaler Fibrose. Ausgepragte Zeichen der Regeneration am

Leberparenchym mit starker Verfettung und Mesenchymaktivierung.
10 Wochen

Der Befund gleicht dem nach 8 Wochen, ist jedoch viel starker aus-

gepragt. Teilweise wird Ascitesbildung beobachtet.

Da die Leber nach 5 - 6 Wochen Behandlung mit CCl” in den meisten
Fallen bereits zirrhotischen Umbau aufweist, haben wir in Gruppe
4 als chronisches Leberschadenmodell diejenigen Lebern genommen,
die mit CCl1” 2 - 4 Wochen behandelt wurden. AuRerdem zeigte die
Leber nach einer 8-wdchigen Behandlung eine komplette Leberzirrho-
se und nach 10 Wochen in den meisten Fdllen Ascitesbildung, so
dal wir flir das Zirrhosemodell 8 und 10 Wochen lang behandelte

Lebern verwendet haben.
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p. Akuter Leberschaden

Nach einer einmaligen DMNA-Injektion stiegen im Serum von Ratten
die Leberenzym- und Bilirubinwerte sehr stark an: GOT auf 2000 +
380 mi/ml, GPT auf 1220 + 80 mi/ml und Bilirubin auf 2,2 - 9,9
mg/100 ml. Diese Befunde weisen auf eine fulminante Leberzellnekro-
se durch die Medikamente hin.

Die Resultate von PHA-Stimulationinhibition, MLC-Inhibition und
Fibroblastenproliferationinhibition durch LE und LP von mit DMNA
behandelten Ratten zeigen Tabellen 5, 6 und 7.

Tabelle 5: Beeinflussung von LEc, LPw5 und Sera auf

Lymphoidzellenstimulation durch PHA (Suppression in %)

%)

Behandlung LEc LPw5 Sera

keine 94 g7 & 3 48 I 3

DMNA 31 = 98 ¥ 1 73 L 0,5

ccl, 2 Wo 38 Z g2 = 42 48 L 3

ccl, 4 wo 43 % 14 80 ¥ 2 61 = 3

ccl, 8 Wo 22 1% 58 = go £ o,s

ccl, 10 Wo 14 = g N 73 % %

*) LEc wurde vierfach mit Ringerldsung verdiinnt, da deren

Inhibitionseffekte zu stark waren.

N = keine Inhibition

Sowohl die Effekte der PHA-Stimulationinhibition als auch die der
MLC-Inhibition von LEc waren bei den Lebern mit akuter Zellnekro-
se im Vergleich zu LEc von unbehandelten Ratten leicht vermindert
Dies 1laRt die Vermutung zu, daB eine akut geschadigte Leber die
immunosuppressiven Faktoren durch ihre geschddigte Zellmembran in
die Blutbahn verliert. Die Sera von Ratten mit akutem Leberscha-
den zeigten eine enorm gesteigerte Fahigkeit der Suppression; die
Sera von unbehandelten Ratten konnten 58 % - 3 % der PHA-Stimula-
tion von LEW-Zellen inhibieren, die Sera von Ratten mit akutem
Leberschaden aber 73 - 0,5 % (p<0,05). Weit auffallender ist der

Unterschied bei der Inhibition von Blastogenese in der MLC,
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5 % - 0,4 % beil Sera von unbehandelten Ratten gegentber 58

bei Sera von Ratten mit akutem Leberschaden.

Tabelle 6: Beeinflussung von LEc, LPw5 und Sera auf die

MLC-Reaktion (Suppression in %)

*

Behandlung LEc ) LPw5 Sera
keine 98 = 99 I j 5 20,4
DMNA go. = 2 97 £ 2 55 L 9
ccl, 2 Wwo 92 %1 98 I 2 20 I 1

LEWXBDEmM . " .
cCl, 4 Wo 81 = 3 10 = 3 15 = 3
ccl, 8 wo 13 = 4 N 22 &
ccl, 10 Wo N N pp L 4
keine 97 £ 99 ¥ 2 629
DMNA 73. 4.3 97 ¥ 1 58 %
cCl, 2 Wo 70 % 4 g9 2 3 S i

BDEXLEWMm : .
CCl, 4 Wo 38 = 3 N 17 =
cCl, 8 Wo N N 23 =
ccl, 10 Wo N N 33 2

*) LEc wurde vierfach mit Ringerldsung verdinnt.

N = keine Inhibition

m = Zellen wurden mit Mitomycin behandelt

Tabelle 7: Fibroblastenstimulationinhibition in % durch

LPw5 und Sera

Behandlung LPw5 Sera
keine 66 N
DMNA 66 45
CC].4 2 Wo ) 40 N
CCl4 4 Wo 43 N
CCl4 8 Wo 19 N
CCl4 10 Wo 3 N

N = keine Inhibition

oo



Trotz der Verminderung des immunosuppressiven Potentials besitzt
LEC eine stédrkere Inhibitionsfahigkeit als LPw5 bei Ratten mit
einer DMNA-Behandlung, wobei beriicksichtigt werden muf, dab die
LEC vierfach verdiinnt beim Test angewandt wurde. LPw5 von unbehan-
delten und mit DMNA behandelten Ratten zeigten keine signifikan-
ten Unterschiede (p>0,05).

Die Faktoren, die Fibroblastenproliferation inhibieren, waren aber
durch akuten Leberschaden bei LEc und LPw5 im Vergleich zu unbe-
handelten Ratten nicht vermindert. Bei LPc5 waren sie - wie erwar-
tet - sehr stark vermindert. Dies bedeutet, daB Fibroblastenpro-
liferations-Hemmstoffe bei einer Leberschaddigung durch DMNA in der
Leber noch reichlich vorhanden sind und in gewissen Mengen in die
Blutbahn freigesetzt werden. Sera von Ratten mit akuter Leberzell-
nekrose besitzen eine sehr starke Hemmfahigkeit (45 %), wé&hrend

die Sera von unbehandelten Ratten diese nicht aufweisen.

E. Chronischer Leberschaden und Leberzirrhose

Durch eine 2 - 4 wochige Behandlung mit CCl” kann man das histo-
logische Bild eines chronischen Leberschadens erzeugen. Dieser Le-
berschaden durch chronisch exogene Hepatotoxin-Wirkung ist mit dem
Krankheitsbild einer chronisch aggressiven Hepatitis nicht ver-
gleichbar, welche hauptsdchlich durch Viren bedingt wird. Da kein
anderes Modell zur Verfligung steht, ist man gezwungen, eine durch
CCl”-Behandlung erzeugte chronische Hepatitis fiir die experimen-
telle Forschung =zu verwenden.

Durch Behandlung mit CCl” wurde die immunosuppressive Fiahigkeit
von LEc und LPw bei einer PHA-Stimulation langsam vermindert. Bei
chronischem Leberschaden existiert die immunosuppressive Fahig-
keit noch relativ stark, mit dem zirrhotischen Umbau war sie je-
doch drastisch vermindert.

Nach 8 - 10 wdéchiger Behandlung konnten LEc und LPw5 bei einer
MLC-Reaktion die Zellstimulation nicht inhibieren, bei einer 2 -

4 wochigen Behandlung war die Inhibition bei LEc ausreichend, bei
LPw5 dagegen nur noch sehr vermindert vorhanden. Sera von Ratten
mit chronischem Leberschaden zeigten unabhdngig von der Behand-
lungsdauer mit CCl” eine etwa 20 %ige Inhibition von Blastogenese
in MLC, d.h. immunosuppressive Faktoren gingen durch eine chro-

nische Zellmembranschadigung von der Leber in das Serum iber,
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nicht aber, wie bei einem akuten Leberschaden, in massiv erhdhten
Mengen.

Bei einem chronischen Leberschaden konnte LPw5 die Fibroblasten-
proliferation weniger inhibieren als LPw5 von unbehandelten Rattai;
bei einer 2 - 4 wodchigen CCl”-Behandlung lag die Inhibition bei
etwa 40 %, nach einer 8 - 10 wochigen Behandlung unter 20 %. Das
Serum der Ratten mit chronischem Leberschaden zeigte keinen Inhi-
bitionseffekt.

Der Inhibitionseffekt von LEc bzw. LPw wird bei einer Leberzirrho-
se in starken MaBen, bei einer chronischen Leberschddigung mit der
Zeit allmdhlich vermindert. Im Serum der Ratten mit chronischem
Leberschaden befand sich dieser Faktor noch in bestimmten Mengen,
jedoch viel niedriger als in dem Serum von Ratten mit akutem Le-
berschaden. Die Fibroblastenproliferationshemmung zeigten weder
Sera von mit CCl,; behandelten Ratten noch Sera von unbehandelten

Ratten.

Schlubfolgerung

Wie der Leberextrakt zeigt, besitzt die Leber als physiologische
Bestandteile immunosuppressive und fibroblastenproliferationhem-
mende Faktoren. Diese Faktoren werden bei einer Leberzellschadi-
gung in die Blutbahn freigesetzt, wie LPw5 es in unserem Experi-
ment zeigte. Die Tests mit LPc5 zeigten, daB die intakten Leber-
zellmembranen diese Faktoren nicht extrazelluldr abgeben konnen.
Die Freisetzung in die Blutbahn erfolgt nicht durch aktiven, son-

dern durch passiven Transport (LPw).

Bei fulminantem Leberschaden sollten diese immunosuppressiven Kom-
ponenten der Leberzellen reichlich in die extrazelluldren R&aume
bzw. in den Blutkreislauf abgegeben werden. Wenn dieser Organfak-
tor fir die Aufrechterhaltung des Lebens notwendig sein sollte

und nur die Leber ihn besitzt, koénnte man folgende Schliisse ziehen:

1. Die Leber besitzt zahlreiche biochemische Funktionen; ein ge-
wisser Leistungsgrad dieser Funktionen ist lebensnotwendig.
Da sich die Leber primdr mit den Stoffen, die vom Gastroin-
testinaltrakt aufgenommen werden, auseinandersetzt, wird sie
haufig gefdhrdet. Bei akuter Schadigung der Leber kénnten da-
her die fibroblastenproliferationshemmenden Faktoren die Ver-

narbung einer geschddigten Leber im Gegensatz zu anderen Or-—
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ganen verhindern. Tats&dchlich fanden wir bei Patienten mit
fulminantem Leberversagen, die nach einer Behandlung mit tem-
porédren Leberersatz in der Form einer Pavianleberhamoperfusion
die Erkrankung iberlebten, nach Jahren eine fast normale histo-

logische Leberstruktur.

2. Die Leber enthdlt zahlreiche Proteine, von denen die meisten
als Enzyme aktiv sind. Falls nun die Leber geschadigt wird,
konnten Proteine, auch intermedidre Produkte der Proteinsyn-
these, in die Blutbahn ibertreten. Diese kdnnen als Antigene
eine Autoimmunreaktion ausldsen. Meines Erachtens wirken die
immunosuppressiven Faktoren hemmend auf die Autoimmunreaktio-
nen, um den Organismus vor dieser Gefahr zu schiitzen. Daher
konnen die Faktoren neben den Zellen des RES-Systems (Kupffer-
sche Sternzellen) eine wichtige Rolle bei einer Leberschadi-

gung spielen.

3. Wir beobachteten einen stark erhdéhten Serumspiegel der unter-
suchten Faktoren bei mit DMNA injizierten Ratten, die sich
jedoch bei einem chronischen Leberschaden im Organ allm&hlich
verminderten. Im Serum von Ratten mit chronischem Leberscha-
den fanden wir aber in relativ niedriger Konzentration solche
Faktoren. Meines Erachtens verliert die Leber einerseits durch
eine chronische Zellschddigung diese Faktoren, andererseits
k&me deren Synthese in der Leber nicht ausreichend zustande.
Als Folge konnten eine Leberfibrose (Leberzirrhose) oder eine
fortschreitende Autoimmunerkrankung (chronisch-aggressive He-

patitis) entstehen.

Bei der Transplantation werden nach der Operation immunosuppressi-
ve Faktoren aus dem ischamisch-geschadigten Lebertransplantat
freigesetzt. Dadurch wird der Empfanger im Vergleich zu anderen
Organverpflanzungen verldngert Uberleben (LIE et al., 1983). Je
mehr die Spenderleber ischamisch geschadigt ist, desto mehr konnte
das Transplantat postoperativ sich immunologisch giinstig auswir-

ken.
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Zusammenfassung

Von den LEW-Rattenlebern wurden durch Homogenisierung Extrakte,
durch Perfusion in warmer und kalter Ischamie Perfusate herge-
stellt und deren immunosuppressiven sowie fibroblastenprolifera-
tionshemmende Eigenschaften durch Tests von PHA-Stimulationinhi-
bition, MLC-Reaktioninhibition und Fibroblastenproliferationinhi-
bition gepriuft. Wir stellten fest, daB die Leber als normale Be-
standteile immunosuppressive und fibroblastenproliferationshem-
mende Faktoren besitzt, deren Wirkungen unspezifisch waren. Durch
eine Zellschddigung wurde diese in das Perfusat freigesetzt; bei
intaktkonservierten Zellen war dies nicht der Fall. Durch die Be-
handlung mit Leberperfusaten iiberlebten auch die Nierenempfdnger
verlangert.

Die Leberzellenschadigung wurde zundchst bei LEW-Ratten durch die
Injektion von Diniethylnitrosamin erzeugt und dann mit der Leber
die Extrakte und Perfusate hergestellt. Die geschadigte Leber be-
sitzt leicht verminderte Mengen der von uns untersuchten Faktoren,
setzte diese aber noch reichlich in das Perfusat frei. Sera von
Ratten mit akutem Leberschaden zeigten starke Inhibitionseigen-
schaften.

Durch eine Tetrachlorkohlenstoff-Behandlung bei LEW-Ratten wurden
chronischer Leberschaden und Leberzirrhose hervorgerufen. Bei der
chronischen Leberschddigung waren die Faktoren in der Leber ver-
mindert, bei einem zirrhotischen Umbau der Leber nur noch wenig
vorhanden. Sera von Ratten mit chronischem Leberschaden zeigten
einen niedrigen Grad der immunsuppressiven Wirkung, unabhdngig
von der Behandlungsdauer mit CCl”, jedoch keine Hemmeffekte auf

Fibroblastenproliferation.
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Diskussion

STIEFEL: Sie haben festgestellt, daB TIhr Faktor bei Leberzirrhose nicht mehr
gebildet wird. Ist es denkbar, daB durch Zufiilhrung von Leberextrakten aus ge-
sundem Lebergewebe die Zirrhose behandelt werden kann?

T.S. LIE: So kann ich das nicht bestdtigen. Meine Fragestellung ging dahin,
warum die Leber, die normale Leber, iber diese zwei Faktoren verfiigt. Ich gehe
davon aus, daB der Organismus jene Faktoren synthetisiert, die er bendtigt.
Dies als Basis, wdre es doch mdéglich, dad jener Fibroblasten inhibierende Fak-
tor gewissermaBen fiir die Vermeidung der Leberzirrhose eine Rolle spielen konn-
te. Wir behandeln beispielsweise Leberkoma-Patienten mit Pavianleber-Perfu-
sionen. Damit haben wir sechs Patienten durchbekommen, obwohl deren Leber to-
tal geschddigt war. Erwachen diese Patienten einmal aus dem Koma, so zeigt sich
ihre Leber nach zwei bis drei Jahren als vdéllig intakt, ohne irgendwelche

zirrhotischen Verdnderungen.

C. BIRR: Ihren Dias habe ich entnommen, daB Sie Ihre gesamte inhibitorische
Aktivitdt iber eine gemischte Lymphozytenkultur bestimmt haben. Im Prinzip

méchte ich dazu zundchst wissen: Was beobachten Sie in der gemischten Lympho-
zytenkultur? Eine (berschuB-Stimulation oder eine Suppression dieses Assays?

T.§. LIE: Wir bestimmen die Inhibitionsquote im Vergleich zur Kontrolle.
C. BIRR: Sie haben eine normale Antwort, die Sie zu 100 % setzen. Nun fiigen

Sie Ihr Leberperfusat in einer bestimmten Konzentration zu und finden eine
Zahl <il00 %. 1Ist diese Interpretation richtig?

T.5. LIE: Ja.

C. BIRR: Nun nuB dieses Ergebnis ja nicht unbedingt Suppression bedeuten. Das
kann auch bedeuten, dal durch einen Faktor z.B. eine zytotoxische Zelle sti-
muliert wird, diese wiederum die Lymphozytenkultur stért, so dab die Totalant-

wort kleiner ausfdllt.
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T.S. LIE: Ich habe es in dieser Arbeit nicht vorgetragen, aber wir haben 24-
stlindige oder 3-tdgige Kulturen mit diesem Leberextrakt behandelt. Es wurden
kaum zytotoxische Effekte erzielt, GroBenordnung etwa 10 §.

C. BIRR: Eine unmittelbar damit zusammenhdngende Frage ist die nach den In-
haltsstoffen dieses Perfusates. Haben Sie die Konstanz dieses Perfusates in
irgendeiner Form charakterisiert?

T.S. LIE: Die Standardisierung erfolgte nach dem Proteinmengengehalt.

C. BIRR: Sie sagten, nach lidngerer Zeit sei dieser inhibitorische Faktor nicht
mehr vorhanden. Das kann doch genauso qut bedeuten, daB innerhalb dieses Pro-
teingehaltes, den Sie als in der Summe konstant beobachten, eine Komponente
freigesetzt wird, z.B. durch enzymatischen Abbau, die den Effekt dieses inhi-
bierenden Faktors aufhebt. Der Faktor ist also nach wie vor da, aber es findet
beispielsweise durch ein freigewordenes Spaltstiick aus diesem Proteingemisch
eine Gegenreaktion statt.

T.S. LIE: Ich habe aus diesen Grinden hier Leberextrakt in kalter Ischédmie
erzeugt. Das bedeutet: Wir haben in vivo kihl perfundiert, danach die Leber
entnommen und im Kihl rdum aufbewahrt. Die Vitalitdt des Organs ist dadurch ge-
geben. Anschliefend haben wir die Leber mit gekiihlter Ringerldsung durchstromt
und mit Perfusat aus geschddigter Leber verglichen. Qualitativ gab es keine
Unterschiede. Wir sind deshalb idberzeugt, dad es sich bei diesen Faktoren nicht
um irgendwie enzymatisch erzeugte Zerfallprodukte handelt, sondern um in der
Leber als normale Bestandteile vorhandene Faktoren.

A. MAYR: Das, was wir eben diskutiert haben, ist auBerordentlich wichtig.
Denn in der Leber spielen sich so viele Vorgdnge ab. Wir haben Aktivitdten bei
Leberperfusionen, die oft nur einige Stunden nachweisbar sind und dann wieder
verschwinden. Ich finde diesen Beitrag auch besonders deshalb so wichtig, weil
wir in der Leber auch Natural-Killer-Zellen haben, die Fibroblasten inhibieren.
Leider miissen wir diese interessante Diskussion unterbrechen, da wir die Zeit
schon iberschritten haben.
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Die Rolle der Zellmembran bei der Entstehung, Erkennung

und Behandlung von bdsartigen Tumoren.
(Entdeckung zelluldrer Rezeptoren fiir antitumorale pla-
zentare Faktoren in NEY-TUMORIN)

K. LETNANSKY

Institut fiir Krebsforschung

Universitdt Wien

Wahrend der letzten Jahrzehnte war einer der Hauptschwerpunkte in
der Tumor-Grundlagenforschung die Verdnderung, die sich im Zuge
einer Transformation im Zellkern abspielt. Dies ist Jja der Ort,
wo alle Eigenschaften einer Zelle festgelegt sind und auf die
Tochterzellen weitergegeben werden. Mit der Entdeckung des gene-
tischen Codes vor etwa 20 Jahren wurde die Grundlage fir diese
Forschungen geschaffen.

Bei all diesen Arbeiten, in die auch die Stoffwechseleigenheiten
von Tumorzellen einbezogen werden, konzentrierte man sich also
iberwiegend auf die Vorgdnge im Zellinnern. Die Rolle, die von
der die Zelle nach auBRen abschlieBenden Zellmembran gespielt wird,
wurde erst in zweiter Linie beriicksichtigt. Dies ist wohl z.T.
auch darauf zuritckzufthren, daB man tUber Aufbau und Funktion die-
ses Zellbestandteils nur sehr wenig wubte. Die wesentliche Er-
kenntnis, daB das Kernstiick der Zellmembran aus einer Lipid-Dop-
pelschicht besteht, war zwar seit langem bekannt, doch Untersu-
chungen tber die Feinstruktur und die Bedeutung der unmittelbar
daran angrenzenden Regionen wurden im wesentlichen erst wahrend
der letzten Jahre gemacht. Dabei stellte sich heraus, daB gerade
die Plasmamembran eine sehr wichtige Rolle bei Fragen der Tumor-
diagnose, -therapie und Metastasierung spielt.

Abbildung 1 =zeigt den prinzipiellen Aufbau der Plasmamembran
(Ubersicht Lit.Ref. 1la).
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So findet man etwa in transformierten Zellen meist einen vermin-
derten Gehalt an Kollagen und Fibronectin (Fibronectin wird durch
spezifische Rezeptoren an die Zelloberfldche gebunden; dadurch
auch Kontakt mit dem intrazelluldren Cytoskelett; andererseits
bindet aber Fibronectin an das Kollagen der intrazelluldren Ma-
trix) . Dadurch kommt es zu einem "Abkugeln" der Zellen - in wei-
terer Folge wird das invasive Wachstum und die Metastasenbildung
beglinstigt (11, 12).

Die Metastasierung wird aber auch dadurch beglinstigt, daR Verande-
rungen an den Glycoproteiden eintreten, z.B. dahingehend, daR Koh-
lenhydratreste (Sialinsdure) aufgepfropft werden, wodurch sich

die Oberflédchenladung andert (10, 2, 3). Andererseits treten im
Verlauf der Transformation neue Glycoproteide auf (Transplanta-
tionsantigene, Transferrin-Rezeptor, Glycophorin A etc.), was be-
deutsame Folgerungen fir Klassifizierung und Diagnose, aber auch
fir die Therapie hat (Makrophagen-Bindung, Antikoérper) (2, 4, 5,
6, 7, 8).

Unser Hauptinteresse gilt z.Zt. der spezifischen Bindung und Ein-
schleusung von Substanzen, die das Wachstum von Tumoren hemmen.
Solche Substanzen sind offenbar im Prdparat NEY-TUMORIN enthalten.
Unsere Versuche iber die Hemmung des Einbaues von Thymidin in die
DNA von Yoshida-Ascitestumorzellen (als MaB flir die DNS-Synthese)
legen diesen SchluB nahe. Man sieht, daB dieses Praparat die Thy-
midinsynthese auf annahernd die Halfte senkt, wadhrend in Normal-

zellen, etwa Knochenmarkzellen, keine Hemmung eintritt.

Wenn man den Inhibitor anreichert (wir fihrten dies durch, indem
wir Extrakte aus Rinder-Deziduen, die im NEY-TUMORIN enthalten
sind, an Sephadex G-100-Sdulen trennten) beobachtet man einen noch
deutlicheren Effekt. Ebenso wird der Einbau hochsignifikant in die
DNA von M&use-Ehrlich-Ascitestumorzellen gehemmt sowie in jene von
Kulturen des humanen Bronchus-Carcinom-Stammes E 14 und des Osteo-
sarcoms 2T. Im Gegensatz dazu ist der Inhibitor unwirksam beim
Fibroblasten-Stamm Wi38.
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Tabelle 1: Hemmung des Einbaus von H-Thymidin in die

DNA von Normal- und Tumorzellen

Thymidin-Einbau (cpm) Art des
bei Inhibitor- : e
Zelltyp Abvesenheit Gegenwart % Einbau Inhibitors
Yo 62.000 34.000 54,8 NEY-TUMORIN
Yo 19.000 5.000 26,3 Plazenta-Fraktion
EAC 25.000 4.000 16,0 -" -
2T 346.000 204.000 59,0 - W=
E14 137.000 45.000 32,8 - " -
KM 12.700 14.100 111,0 NEY-TUMORIN
KM 11.200 10.600 94,6 Plazenta-Fraktion
wi3s 218.000 204.000 93,6 - "=

Offenbar wird ein groRer Prozentsatz der inkubierten Tumorzellen
letal geschadigt, denn beim Uberimpfen von EAC-Zellen an Mause
beobachtet man eine deutlich vergrdBerte Uberlebensrate. Wahrend
neun Kontrollmduse, die unbehandelte Tumorzellen i.p. injiziert
bekommen hatten, nach 20 Tagen verstorben waren, waren von der
gleich groBen Gruppe, welche die mit dem Inhibitor inkubierten
Zellen erhalten hatten, zum gleichen Zeitpunkt noch vier Tiere

am Leben. Am 23., 32. und 63. Tag verstarb je ein Tier, das letzte
am 90. Tag nach der Inoculation.

Da wir zundchst keinen Anhaltspunkt dafiir fanden, daf der in die
Zelle eingeschleuste Inhibitor bestimmte intrazelluldre Reaktio-
nen in Tumorzellen stdrker hemmt als in normalen, vermuteten wir
Unterschiede in der Bindung bzw. der Einschleusung in die Zelle.
In der Tat konnten wir zeigen, daB die Hemmwirkung, etwa beim EAC,
schon bei ganz geringen Konzentrationen einsetzt und mit steigen-
der Inhibitorkonzentration zunimmt. Sie ndhert sich sehr rasch
asymptotisch einem Grenzwert, der bei etwa 20 % des Kontrollwer-
tes liegt. Diese Sattigungskurve schien uns ein Hinweis darauf
zu sein, daB eine gewisse Bindungskapazitat nicht Uberschritten
werden kann und legte den Gedanken nahe, daB durch Unterschiede
in den Membranrezeptoren ein leichteres Einschleusen in die Tu-

morzellen erfolgen koénnte als in Normalzellen.
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Da anzunehmen war, daB der Aufnahme in die Zellen eine spezifi-
sche Bindung der inhibierenden Komponente(n) an die Zellober-
fldche vorangeht, fithrten wir vergleichende Studien Uber die Bin-
dung des radioaktiv markierten Inhibitors an isolierte Plasmamem-
branen aus Leber- bzw. Yoshida-Tumorzellen durch. Wenn man das
Mengenverhdltnis zwischen Inhibitor und Membranen variiert und
jeweils den Quotienten aus gebundenem/nicht gebundenem Inhibitor
als Funktion vom gebundenen Inhibitor auftrdgt, bekommt man soge-
nannte "Scatchard plots". Hierbei ist die Neigung dieser Geraden
ein MaB fiir die Affinitdt der Membranen zu einer bestimmten Sub-
stanz, wahrend ihr Schnittpunkt mit der Abscisse die Bindungska-

pazitat ergibt.

Interessanterweise ist nun zu erkennen, daB die Lebermembranen
eine eher geringe Bindungskapazitdt gegeniiber diesem Inhibitor
aufweisen. Bei den Tumormembranen ist bei etwa vergleichbarer
Affinitat eine deutlich groBere Kapazitat festzustellen. Dariiber
hinaus aber, und dies scheint mir besonders wichtig, wird die
Gerade von einer zweiten iberlagert, d.h. also, daR bei den ver-
gleichsweise untersuchten Tumorzellen noch ein zweiter Rezeptor-
Typus fiir den Inhibitor vorliegen muR. Dieser hat zwar eine ge-
ringere Affinitat zum Inhibitor, weist aber eine wesentlich grofe-
re Bindungskapazitat auf.

In weiterer Folge schien es nun notwendig, die einzelnen Membran-
prédparationen weiter in ihre Komponenten aufzutrennen und diese
hinsichtlich ihres Musters sowie ihrer Fahigkeit, den Inhibitor

zu binden, miteinander zu vergleichen. Uber den ersten Teil dieses

Projekts liegen bereits konkrete Ergebnisse vor (Abbildung 3).

Bei Untersuchungen mit der SDS-Gelelektrophorese =zeigt sich, daB
die Plasmamembranen von Tumorzellen (sowohl Yo als auch das be-
sonders gut vergleichbare DENA-induzierte Hepatom) an einigen Kom-
ponenten verarmt sind, daB aber andererseits einige neue Komponen-
ten auftreten. Es ware sehr wohl moglich, daB darunter auch der
neue Rezeptor-Typ zu finden ist. Um die einzelnen Fraktionen nun
auf ihre F&higkeit der Inhibitor-Bindung zu priifen, haben wir Ver-
suche laufen, deren Ausgang noch offen ist. Es scheint sich aber
immer mehr abzuzeichnen, daB die Bindung der aus dem NEY-TUMORIN
bzw. aus Plazentaprdparationen stammenden Inhibitoren an die Zell-

oberfldche eine entscheidende Bedeutung beim tumorspezifischen
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Wirkungsmechanismus unter in vitro-Bedingungen hat. Es ist durch-

aus denkbar, daB analoge Mechanismen auch in vivo vorliegen. An-

dererseits milssen wir aber natiirlich auch mit Stimulierungen von

Immunreaktionen rechnen.

Abb. 3 : Trennung der Plasmamembran-Komponenten aus Leber, DENA-

induzierten Hepatom und Ascites-Tumor (von oben nach unten)
durch SDS-Gelelektrophorese.
Proteinfarbung mit Coamassie-blue.
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Pilotstudie zum Einfluf eines biologischen "response modi-
fiers" (I.IEYIMRIN ) auf die Plasmamembran menschlicher
Tumorzellen (Wish) in vitro im Vergleich mit einem

Chemozytostatikum (6-Mercaptopurin) .

U.-P. KETELSEN
Universitatskinderklinik

und Max-Plack-Institut fir Immunbiologie

Freiburg

Umfangreiche konventionelle ultrastrukturelle Untersuchungen am
Ultradinnschnitt von Tumorzellen in vitro sind bis heute hinsicht-
lich der Tumorspezifitdt einzelner Zellstrukturverdnderungen un-
befriedigend, d.h., es konnte keine morphologische Abnormalitat
nur einer einzelnen zytoplasmatischen Zellstruktur konstant mit
der Malignitédt der Tumorzelle assoziiert werden. Konventionelle
und rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen von Tumorzellen
aus der Zellkultur zeigten jedoch hdufig eine auBRergewdhnliche
Zelloberflachenaktivitat, die sich in der vermehrten Bildung von
Zellfortsatzen, Mikrovilli oder bléschenfdrmigen Auftreibungen

der Zellmembran auBert.

Die Zellmembran hat nicht nur eine Struktur- und Stoffaustausch-
funktion, sondern wirkt, wie wir heute wissen, als regulatives
Zentrum, welches Signale aus der Mikroumgebung der Zelle transfor-
miert und damit bestimmte Folgereaktionen in der Zelle auslést.
Die &uBere Zellmembran kann heute im weitesten Sinne als echter
Gegenspieler des Genoms definiert werden, indem sie die Funktionen
des Informationsaustausches mit der Umgebung ibernimmt, das Genom

dagegen die der Informationsspeicherung.

In der &uBeren Zellmembran sind Phospholipide als planare Doppel-
schicht angeordnet, in der mosaikartig und asymmetrisch periphere
oder integrale Struktur- und Transportproteine eingebettet sind,
die sich in der Lipidmatrix bewegen kénnen. Das von SINGER und
NICOLSON (1) postulierte Modell der "fluid-mosaic-membrane" ist
sehr vereinfacht, da Zellen eine weitaus hohere Stabilitat aufwei-
sen, als sich dies durch eine Lipiddoppelschicht, in der Proteine

v0llig frei beweglich sind, alleine erzielen lieRe. Diese Stabiii-
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tat wird teilweise durch periphere Proteine erreicht, die sich nur
im hydrophilen Bereich der Membran finden und die mit mehreren in-
tegralen Membranproteinen assoziiert sind und mit diesen ein Stiitz
gerliist bilden. Ein Beispiel hierfiir ist das Spektrin an der Innen-
seite der Erytrozytenmembran. Dariiberhinaus sind der Membran in
Form des sog. Zytoskeletts Filamentstrukturen assoziiert, die eben
falls die Beweglichkeit eines Teils integraler Membranproteine zu
kontrollieren scheinen. Das durch morphologische, biochemische und
biophysikalische Erkenntnisse entwickelte Membranmodell wird durch
ultrastrukturelle Untersuchungen mit Hilfe der Gefrierbruchmethode
bestatigt (Methode siehe 2). Beim Gefrierbruch brechen die Objekte
entlang bevorzugter Schwachezonen. Bei Membranen ist dies die hy-
drophobe Mittelzone (3). Der Gefrierbruch zeigt also Membraninnen-
ansichten. Jede Praparation ergibt &uBere mit EF und innere mit

PF bezeichnete Membranspalthdlften. Auf diesen Spalthdlften stel-
len sich die integralen Membranproteine in der glatten Lipidgrund-
matrix als Partikel dar, die auf den inneren Spalthdlften zahlrei-
cher sind als auf den &duleren, wodurch die Asymmetrie der Membran

auch morphologisch charakterisiert wird.

Die invasiven Eigenschaften von Tumorzellen werden durch zahlrei-
che Faktoren bestimmt, unter denen die Modifikation der Zellober-
flache eine sehr wichtige Rolle zu spielen scheint, {ber die hier
kurz skizzierten Informations- und Stoffaustauschfunktionen hinaus
ermdglicht die Zellmembran im Zellverband, wie z.B. Epithel oder
Endothel iber spezialisierte Kontaktstellen (gap junctions, Des-
mosomen) den Zusammenhalt der einzelnen Zellen. In den letzten
Jahren konnte in vivo nachgewiesen werden, daB der Entwicklung in-
vasiver Karzinome Verdnderungen dieser Kontaktstellen vorausgehen
(4) . Offensichtlich sind aber die Membranverdnderungen im praneo-
plastischen und neoplastischen Zustand nicht nur auf die Kontakt-
stellen alleine bezogen, sondern mit Verdnderungen der gesamten

molekularen Architektur des Plasmalemms korreliert (5).

Wir haben in einer Pilotstudie normale humane Amnionzellkulturen

mit humanen Wish-Amnion-Tumorzellen nach 19 Kulturtagen im Ultra-
dinnschnitt und mit Hilfe der Gefrierbruchmethode untersucht. Da-
rilberhinaus wurden mit den gleichen Methoden Wishzellkulturen ana-
lysiert, die mit 6-Mercaptopurin und parallel mit NEYTUMORIN behan-

delt wurden. Die Gefrierdtzung der mit 6-Mercaptopurin behandelten
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Zellkulturen wurden nach 6 Behandlungstagen durchgefiithrt, da nach
diesem Zeitraum aufgrund fortschreitender Zelldegeneration nicht
mehr genltgend Zellmaterial fir diese spezielle Untersuchung zur

Verfiigung stand. 10 Tage mit 6-Mercaptopurin behandelte Kulturen
wurden lediglich im Ultradinnschnitt untersucht. Die mit NEYTUMO-
RIN behandelten Zellkulturen wurden nach 10 und 17 Tagen Behand-

lungsdauer im Gefrierbruch und Ultradiinnschnitt analysiert.

Die Untersuchung der Zellmembranen im Gefrierbruch konzentrierte
sich (1.) auf die Anzahl der intramembrandsen Partikel und (2.) auf
ihre zweidimensionale Topographie oder Verteilung innerhalb der

Membran.

Pro Zellansatz wurden 7-15 P- und E-Flachen der Membranspalthalf-
ten durch eine technische Assistentin ausgewertet, welcher der

Code beziiglich der verschiedenen Zellkulturen unbekannt war. Die
Auswertung wurde an elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit einer

EndvergroBerung von 60.000 ausgefihrt.

Die Anzahl der intramembrandésen Partikel und ihre topographische
Verteilung wurde in Membranareale von 1 Iﬁf mit Hilfe eines Test-
gitters (Abb.l) mit 6 cm Kantenldnge bestimmt, welches die Grobe
des Testfeldes abgrenzte. Dieses Testgitter ist in 100 je 6 mm’
grole Quadrate unterteilt. Die quantitative Analyse wurde mit einem
halbautomatischen Morphometer der Firma Leitz durchgefiihrt und tber
einen angeschlossen programmierbaren Computer ausgewertet.Hierbei
wurden alle Partikel innerhalb des Testareals auf der Zeichenplat-
te des Leitzgerdtes mit einem Zeichenstift markiert. Der Computer
registrierte nun die Anzahl sowie die topographische Verteilung

der Partikel innerhalb des gesamten Testfeldes. Die topographische
Verteilung wurde dabei in Form sog. Dispersionskoeffizienten aus-
gedriickt. Werte iber 1,4 weisen dabei auf eine statistisch signi-
fikante Aggregation, Werte unter 0,67 dagegen auf eine hochgeord-
nete Organisation und Werte zwischen 0,67 und 1,4 auf eine zufalls-

maBige Verteilung der intramembrandsen Partikel hin (6).

Im Ultradinnschnitt hat die normale Amnionzelle in vitro epithe-

loiden Charakter mit einzelnen Mikrovilli, einem gut ausgebildeten
rauhen endoplasmatischen Retikulum, regelrecht strukturierten Mi-
tochondrien sowie einen Kern mit fein verteiltem Chromatin und z.
T. prominente Nukleoli. In Plasmamembranndhe werden hdufig feine

Filamentbiindel nachgewiesen, die den Tonofilamenten der Epithel-
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zellen in vivo entsprechen. Dariiberhinaus konnten wir Zell zu Zell-
kontakte analog sog. "gap junctions" beobachten. Im Gefrierbruch
weisen die Membranspalthdlften in der Lipidgrundmatrix diffus ver-
teilte Partikel auf, deren Anzahl auf den P-Fldchen im Mittelwert
693 pro um?, auf den E-Flichen 284 Partikel pro um? betragt. Der
Dispersionskoeffizient zeigt eine zufallsm&Rige Verteilung ohne

signifikante Aggregationstendenz der Partikel (Tab.l).
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Abb. 1 : Quantitative Analyse einer Zellmembranbruchfldche am Beispiel einer
Skelettmuskelzellmembran (siehe KETELSEN 1980) . Testgitter (Klar-
sichtfolie) mit 100 Quadraten iiber der elektronenmiicroskopischen
Aufnahme einer Bruchfldche des Plasmalemms (P-Flache). Daneben ein
Beispiel der als Punkte auf dem Testgitter markierten (nicht mit
nebenstehender Aufnahme identisch) intramembrandsen Partikel (Re—
gistrierung der Anzahl dieser Markierungspunkte durch Morphometer
und Kalkulation ihrer topographischen Verteilung durch angeschlos-
senen Computer) .

Wahrend sich im Ultradinnschnitt die unbehandelte Wish-Zelle Dbis

auf eine gehdufte Bildung von Mikrovilli nur wenig in ihrer Ultra-
struktur von der normalen Amnionzelle unterscheidet (Rbb. 2a,b)
sind deutliche Unterschiede in der molekularen Architektur des
Plasmalemms mit Hilfe der Gefrierbruchmethode nachzuweisen. Im Ge-
frierbruch des Plasmalemms unbehandelter Wish-Zellen ergibt sich
eine signifikante Vermehrung integraler Membranpartikel insbeson-
dere auf den P-Flachen (Abb.2c) mit einem Mittelwert von 1414 Par-
tikeln pro um® . Der Dispersionskoeffizient weist im Vergleich zur
normalen Kontrolle auf eine Aggregationstendenz der Partikel in
der Membran hin (Tab.1ll.

Wish-Zellen weisen nach 6-tdgiger Behandlung mit 6-Mercaptopurin

im Ultradinnschnitt eine ausgepragte Bildung von Mikrovilli, ein
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Abb. 2: Humane Tumorzellen Wish in vitro (unbehandelt, 19 Kulturtage).

a+b) Im Ultradinnschnitt Nachweis verstarkter Zelloberfldchenakti-
vitat mit Vermehrung von Zellforts&dtzen und Mikrovilli.

c) Im Gefrierbruch der duBeren Zellmembran (P-Flache) deutliche
Vermehrung der Membranpartikel im Vergleich zur Kontrolle
(Ab. 2d) . Bedampfungsrichtung: — *~
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verdichtetes Zytoplasma, groBe Kerne mit prominenten hukleoli und

ein vermehrtes rauhes endoplasmatisches Retikulum auf. Wish-Zellen,
5

die 10 Tage mit 6-Mercaptopurin (1,5 x 10 g) behandelt wurden,
zeigen ausgeprdagt degenerative Verdnderungen. Ihre Kerne sind be-
reits lichtmikroskopisch blasig aufgetrieben. Ultrastrukturell ist
das Chondriom degeneriert, insbesondere ist aber das endoplasma-
tische Retikulum vakuolig ausgeweitet. Es finden sich Aufbriiche
des Plasmalemms sowie der Zelle anhdngende, meist elektronenmikro-
skopisch dichte Zellmembrantrimmer. Die Analyse des Plasmlemms der
6 Tage lang mit Mercaptopurin behandelten Wish-Zellen ergibt im
Gefrierbruch eine weitere Vermehrung der integralen Membranparti-
kel im Vergleich der unbehandelten Wish-Zellen auf den P-Bruch-
fliachen mit einen Mittelwert von 1518 Partikeln pro um®. Der Dis-
persionskoeffizient signalisiert mit einem Wert von 1,45 insbe-
sondere auf den E-Fl&dchen eine statistisch signifikante Aggrega-
tion der Partikel (Tab.1l).

Die unter gleichen Kulturbedingungen mit NEYTUMORIN behandelten
Wish-Zellen zeigen nach 10 Tagen im Ultradinnschnitt weniger Auf-
faltungen der Zelloberfldche als unbehandelte Zellen, grole, ver-
einzelt leicht vakuolig degenerierte Mitochondrien sowie grofe
Kerne mit fein verteiltem Chromatin. Die Zellen sind haufig zu Ag-
gregaten zusammengelagert, ohne daB sich mehr charakteristische
Zellkontaktstellen wie gap junctions, nachweisen lassen als sie
vergleichsweise in unbehandelten Wish-Zellkulturen gefunden wur-
den. Im Gefrierbruch weisen die Plasmamembranen im Vergleich zu
unbehandelten Wish-Zellen eine Verminderung der Partikelzahl auf
den P-Flichen mit einem Mittelwert von 975 pro p.if und mit einer

zufallsmdBigen Verteilung auf (Tab.l).

In Kulturen, die 17 Tage mit NEYTUMORIN behandelt wurden, ist die
Zelloberflache wieder starker aufgefaltet und die Kerne weisen ein
grob verteiltes Chromatin und prominente Nukleoli auf (Abb.3a,b).
Degenerative Zellstrukturverédnderungen fehlen. Im Gefrierbruch ist
die Partikelzahl auf den P-Fl&dchen des Plasmalemms im Vergleich
zur 10 Tage lang behandelten Kultur wieder leicht angestiegen
(Abb.3d), erreicht jedoch im Mittelwert nicht den Wert der unbe-
handelten Kultur (Tab.1l).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Pilotstudie generell

die Moglichkeiten auf in der Beurteilung von molekularen Struktur-



Abb.3: Wish-Zellen nach Behandlung mit NEYTUMDRIN (tigl. 5 x 10 °g Protein/
2 x 10 Zellen).

atb) Wish-Zellen nach 17-tdgiger Behandlung mit gut ausgebildetem
rauhen endoplasmatischen Retikulum (a), meist in ihrer Grund-
matrix verdichteten Mitochondrien und leicht vermehrter Cber-—
flachenaktivitdt (b). Die Kerne weisen ein grob verteiltes Chro-
matin und meist prominente Nukleoli auf (o) .

c) P-Bruchfldche einer Wish-Zelle nach 10-tdgiger Behandlung.
Verminderung der integralen Membranpartikel im Vergleich zur
unbehandelten Wish-Zellkultur.

d) P-Bruchfldche einer Wish-Zelle nach 17-tdgiger Behandlung. Er-
neuter Anstieg der Partikelzahl im Vergleich zur 10 Tage lang
behandelten Kultur. Bedampfungsrichtung:
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Veranderungen von Zellmembranen mit Hilfe der Gefrierbruchmethode,
wie dies bisher mit keiner anderen morphologischen Methode mdéglich

war.

Wie anfangs dargestellt, repradsentieren die intramembrandsen Mem-
branpartikel im Gefrierbruch Proteine in der Lipiddoppelschicht
der Membran. Uber den Mechanismus, mit dem die topographische Ver-
teilung dieser integralen Membranproteine kontrolliert wird, ist
bisher wenig bekannt. Anteile des Zytoskeletts der Zelle scheinen
einen wesentlichen EinfluB auf die Verteilung der intramembrandsen
Partikel zu haben. So fihrt z.B. eine Beeinflussung des Zytoske-
letts durch Cytochalasin B zu einer Aggregation der Membranparti-
kel, wie SPETH und Mitarbeiter 1981 in vitro zeigen konnten (7)
Dariiberhinaus kénnen Verdnderungen der topographischen Verteilung
und numerischen Dichte der integralen Membranpartikel aber auch
mit einem breiten Spektrum physiologisch-metabolischer Zellzustan-
de assoziiert sein (8). Bei der neoplastischen Transformation der
Zelle sind die Zellmembranen und die ihr assoziierten Zellelemente
offensichtlich verschiedenartigen strukturellen, organisatorischen
und funktionellen Alterationen unterworfen, so daB Veranderungen
in der numerischen Dichte und Topographie der Membranpartikel als
morphologische Indikatoren in Relation zur Tumorgenese gesetzt
werden koénnen. In unserer vorliegenden Pilotstudie wird diese Ar-
beitshypothese durch den signifikanten Unterschied in der Anzahl
der integralen Membranpartikel zwischen normalen Amnionzellen und

Wish-Tumor-Amnionzellen in vitro bestatigt.

Analoge Befunde wurden bereits 1976 von WEINSTEIN (5) an noch nicht
invasiven, aber maligne transformierten Zellen des menschlichen
Harnblasenepithels in vivo erhoben und 1978 durch PAULI und Mitar-
beiter in experimentellen Studien an der Ratte am gleichen Organ

bestatigt (6).

In unserer Pilotstudie ist die Vermehrung der integralen Membran-
parikel im Vergleich mit den konventionellen ultrastrukturellen Be-
funden am Ultradiinnschnitt mit einer zunehmenden Modifikation der
Zelloberflache in Form einer vermehrten Bildung von Mikrovilli
korreliert. Unter der Behandlung mit 6-Mercaptopurin wird diese
Korrelation ebenfalls deutlich: Es nimmt sowohl die Anzahl der in-
tramembrandsen Membranpartikel als auch die Bildung der Mikrovilli

zu. Dagegen kommt es unter dem EinfluB von NEYTUMORIN nach 10 Tagen
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bei Abnahme der Proliferationsrate zu einer Verminderung der Par-
tikelzahl und es werden vergleichsweise weniger Mikrovilli und
Zelloberflachenveranderungen nachgewiesen, als in den unbehandel-
ten Wish-Zellkulturen. Nach 17 Tagen Behandlung mit NEYTUMORIN
nimmt die Anzahl der intramembrandsen Partikel und Mikrovilli im
Vergleich zum 10. Tag wieder leicht zu. Die Proliferationsrate war

zu diesem Zeitpunkt erneut angestiegen.

Der zum 6-Mercaptopurin morphologisch unterschiedliche Einflub

des NEYTUMORIN auf die Wish-Zelle sollte deshalb in zeitkinetischen
Studien auch im Hinblick auf die Dosisfrage weiter untersucht wer-
den. Dartiberhinaus ware zu Uberpriifen, ob sich eine analoge Wir-
kung des Praparates auch in vivo, z.B. in dem erwdhnten tierexpe-
rimentellen Modell des chemisch induziertes Blasenkarzinoms der
Ratte, morphologisch in Analogie zu der vorliegenden in vitro-Pi-
lotstudie belegen 1l&Rt.
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Experimentelle Untersuchungen iber den anti-

tumoralen Wirkungsmechanismus von NEYTUMORIN

P. G. MUNDER
Max- Planck-Institut fir Immunbiologie,

Freiburg

Ehe ich die neueren Ergebnisse unserer experimentellen Untersuchun-
gen Uber den Mechanismus der antitumoralen Wirkung von NEYTUMORIN
darstelle, will ich zun&dchst zusammenfassen, was in den vergange-
nen drei Jahren, wahrend wir dieses Projekt bearbeiten, gefunden

worden ist.

Begonnen haben die Untersuchungen mit dem iberraschenden Befund,
daBl NEYTUMORIN (REVITORGAN Nr. 66) im Tier das Tumorwachstum deut-
lich hemmt und bestehende Tumoren von einer GroBe bis zu etwa 1 cm
Durchmesser zur Regression bringen kann. Dieser Effekt ist weder
Mausstamm- noch Tumor-spezifisch, d.h. eine antitumorale Wirkung
dieser Pré&parationen in vivo war in verschiedenen Mausestammen, in
Ratten und bei verschiedenen Tumoren nachweisbar. Fir den Eintritt
des Effektes ist es unerheblich, ob der Tumor antigen ist oder
nicht. Syngene Tumoren, die von normalem Gewebe nicht unterschie-
den werden konnen, werden genauso zur Regression gebracht wie Tu-

moren, bei denen eine gewisse Immunogenitdt nachzuweisen ist.

In den letzten 3 Jahren haben wir etwa 20 Versuche mit einem durch
Methylcholanthren chemisch induzierten Tumor durchgefiihrt. Dieser
Tumor ist syngen fir den Balb/c-Mausestamm und kann daher trans-
plantiert werden. Fiir die Versuche mit NEYTUMORIN wurden immer
100.000 Tumorzellen iberimpft. Bei dieser Zellzahl wachsen in un-
behandelten Tierkollektiven die implantierten Tumorzellen bei allen
Tieren weiter. Werden nach der Tumortransplantation die Tiere mit

1 mg NEYTUMORIN oder anderen fiir die Tiere xenogenen Prdparationen
behandelt, kommt es zu einer signifikanten Hemmung des Tumorwachs-
tums. Mehr als 60 % der behandelten Tiere haben nach 3 Wochen kei-

nen Tumor mehr. In den nicht vollstdndig geheilten Tieren kommt es
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zwar zu einem verzdgerten Tumorwachstum, aber nicht zur Heilung.
Interessant ist dabei, daR der Tumor wédhren der ersten Woche trotz
Applikation von NEYTUMORIN oder anderen fiir Mause xenogenen Pro-
teinen gleicl”Ttédhig, wie in der Kontrolle, wachst. Es gibt in den
ersten Wochen keinen Unterschied wund erst ab der zweiten Woche
eine deutliche Hemmung, bzw. Regression. Die Tumoren werden vom
Rande her weil, bekommen eine zentrale Nekrose und stellen ihr
Wachstum ein oder schrumpfen innerhalb von 14 Tagen bis zur vol-
ligen Regression. Der Tumor, der nur zum Stillstand, aber nicht
zur vollstadndigen Regression gekommen ist, beginnt allerdings

nach etwa 20-25 Tagen wieder mit seinem normalen Wachstum, das
letztendlich zum Tod der Tiere fihrt. Diese durchbrechenden Tumo-
ren werden durch erneute Applikation von xenogenen Prédparationen,
NEYTUMORIN oder andere Prdparationen, nicht mehr signifikant ge-
hemmt. Diese Methylcholanthren-induzierten Tumoren sind jeder The-

rapie gegeniiber zu diesem Zeitpunkt resistent.

Dieselben Beobachtungen kann man, und das wissen wir aus paralle-
len Untersuchungen, auch bei anderen antitumoralen Substanzen ma-
chen, d.h. das Resistenz-Phanomen ist nicht etwa auf NEYTUMORIN
beschrankt, oder auf verwandte xenogene Préadparationen (XP)beschrankt

sondern gilt auch flir Cyclophosphamid.

Weche Minimalbedingungen muB nun eine Praparation erfiillen, damit
ein solcher antitumoraler Effekt am Tier nachweisbar wird? Wir ha-
ben in einer ganzen Reihe von Versuchsserien nach einem Wirkprin-

zip in dieser Mischung verschiedener Gewebeprdparationen gefahndet.
Zusammenfassend konnen folgende Feststellungen getroffen werden:

NEYTUMORIN oder xenogene Pré&parationen verlieren ihre antitumorale

Wirkung, wenn
1. das Material bei 300.000 G fir 18 Stunden zentrifugiert wird,

2. die Substanzen entweder chemisch hydrolysiert oder mit Pronase
behandelt werden. Sie behalten ihre Wirkung nach
einer Inkubation mit Nukleotid-spaltenden Enzymen. Daraus l&aBt
sich folgern: Nukleotide sind nicht flir die Wirkung verantwort-
lich.

Diese enzymatischen Untersuchungen sprechen also fiir ein Protein
oder Polypeptid als wirksames Prinzip. Aus Grinden der Standardi-

sierung der Versuche, und natiirlich auch aus Griinden der Inter-
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pretierbarkeit, haben wir in den letzten 2 Jahren, vor allem mit
lyopnilisiertem, zentrifugiertem (100.000 g) Jjuvenilem Leberpra-
parat vom Kalb gearbeitet. Analysiert man diese Ergebnisse, so
kann man im Vergleich mit NEYTUMORIN einige Eigenschaften fest-
halten, die fir den antitumoralen Effekt wesentlich sind. Das Pra-
parat muB nicht foetal sein. Juvenile Gewebeprdparationen haben
denselben Effekt. Es muB kein bestimmtes Organ sein, wie etwa Thy-
musgewebe, das das Tumorwachstum hemmt. Wir haben gefunden, daR
selbst Hirn und Plazenta wirksam sind. Die Praparation muB aber
fiir die Mause xenogen sein. Syngene Préaparationen, also Prdpara-
tionen vom selben Tier oder vom selben Mdusestamm sind unwirksam.
Allogene, also Prdparate von verwandten Mdusestdmmen sind deutlich
schwdcher wirksam. Eine Mischung aus xenogenem Material, wie in
NEYTUMORIN, steigert dagegen deutlich den antitumoralen Effekt.

Soweit es das Material betrifft, sind wir in den letzten beiden
oder letzten drei Monaten einen Schritt weiter gegangen. STIEFEL
von den Forschungslaboratorien der vitOrgan Arzneimittel GmbH hat
uns drei Fraktionen zur Verfiigung gestellt, die er aus lyophili-
siertem Lebergewebe iiber G 200-Sdule getrennt hat und die aus zwei

hochmolekularen und einer niedermolekularen Fraktion besteht.

Wir haben, wie auch in den fritheren Versuchen, 100.000 Tumorzellen
implantiert und am Tage 3,5 und 7 die Tiere mit diesen Fraktionen
behandelt. Der Tumor wurde ebenfalls i.e. implantiert. Die nieder-
molekulare Fraktion hat denselben Effekt wie das Ausgangsmaterial,
wahrend die hochmolekulare Fraktion keinen Effekt oder einen so-
gar leicht stimulierenden Effekt hatte. Wichtig ist, daf die nie-
dermolekulare Fraktion, die wahrscheinlich weniger immunogen ist
als die hochmolekulare Fraktion, die antitumorale Aktivitat be-
sitzt, und daB man bei einem geeignetem Trennverfahren auf erheb-
liche unwirksame Anteile moglicherweise verzichten kann, wenn man

nur die niedermolekularen Fraktionen verwendet, wie dies bei NEY-
TUMORIN geschieht.

Welche Voraussetzungen miissen andererseits im tumortragenden Tier
erfiillt sein, damit eine antitumorale Wirkung nachweisbar wird?
Wenn, wie einige in vitro-Untersuchungen wahrscheinlich machen,
NEYTUMORIN bzw. XP eine direkte zytotoxische oder zumindest zyto-
statische Wirkung auf Tumorzellen hat, miiRte eine solche Wirkung

im Prinzip auch in Tieren nachweisbar sein, die ein gesch&digtes
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oder fehlendes Immunsystem haben. Wenn der Effekt jedoch durch das
Immunsystem vermittelt wird, eine Annahme, die ich aufgrund unse-
rer Untersuchungen favorisiere, dann miiBte in solchen Tieren der

antitumorale Effekt ausbleiben oder deutlich schwdcher sein.

Die Frage kann untersucht werden, wenn man Nacktmduse, die ein feh-
lerhaftes Immunsystem haben, fiir die Tumorversuche beniitzt. Diese
Nu/Nu-Mause heiBes Nacktmduse, weil sie keine Haare besitzen. Da-
mit verbunden ist das Fehlen des Thymus und damit auch der thy-
musabhé&ngigen T-Lymphozyten.

Auf diese Nu/Nu-Mause, die ein fehlerhaftes Immunsystem haben,
weil sie keinen Thymus besitzen, wurde ebenfalls der Meth-A-Tumor
und ein weiterer Tumor, BP 8, iberimpft. Beide Tumoren wuchsen in-
nerhalb von 14 Tagen zu Tumoren heran, die wesentlich grdBer als
in normalen Tieren sind. Die Tiere haben keine Abwehr. Werden die-
se Tiere nun mit NEYTUMORIN oder mit XP behandelt, kann keine Tu-

morhemmung beobachtet werden.

Die Tumoren werden durch Behandlung mit NEYTUMORIN oder XP in
ihrem Wachstum iberhaupt nicht beeinfluBt. Natiirlich beweisen die-
se Versuche nicht, daB der Effekt von NEYTUMORIN oder XP durch das
Immunsystem ausschlieBlich vermiitelt wird. In diesen genetisch
defekten Tieren kénnen auch noch andere Bedingungen vorliegen,

die das Wachstum des Tumors so beglinstigen, dal eine direkte an-
titumorale Wirkung nicht nachweisbar wird. Trotzdem kann man sagen,
daB mit fehlenden Thymuslymphozyten oder bei fehlendem Thymus

auch ein Verlust der antitumoralen Wirkung von NEYTUMORIN einher-
geht. Eine Vermittlung des Effektes durch zytotoxische T-Lympho-
zyten ist somit wahrscheinlich, aber noch nicht bewiesen. Zu dis-
kutieren wdre auch nach THEURER der Verlust einer "adaptativen

Anpassung von Synthesemechanismen" bei thymuslosen Individuen.

Ein weiterer Versuch in dieser Richtung bestand darin, daB Tiere
subletal bestrahlt wurden, d.h. mit einer Dosierung von 400 R.
Diese Dosierung schddigte fiir Wochen das gesamte Immunsystem. Auch
in diesem Fall kein antitumoraler Effekt. Wahrend in der Kontrolle
durch Behandlung mit NEYTUMORIN 6 von 10 Tieren iiberlebten, kam

es nach Betrahlung mit 400 R zu einem normalen Tumorwachstum und

kein Tier tiberlebte.

Auch dies deutet zumindest darauf hin, daB der NEYTUMORIN-Effekt
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durch das Immunsystem mit vermittelt wird.

Wenn es so ist, dann milte es méglich sein, diesen antitumoralen
Ettekt auch m vitro nachzuweisen, indem man z.B. Milzzellen in
vitro kultiviert und mit XP inkubiert. Tiere wurden mit NEYTUMORIN
oder XP (1 mg, 3mal) vorinjiziert, dann wurden die Milzzellen aus
dem Tier gewonnen. Diese wurden in vitro fur 6 Tage kultiviert und
mit NEYTUMORIN inkubiert. Nach 6 Tagen wurden Tumorzellen hinzu-
gesetzt. Wichtig ist, streng darauf zu achten, dal nicht gegen den
Tumor immunisiert wurde, sondern daB Prdparationen verwendet wur-
den, die prinzipiell nichts mit der Tumorzelle zu tun haben. Wir
haben NEYTUMORIN/XP in vitro hinzugesetzt und als Indikatorsystem
fir eine antitumorale Wirkung mit einem v6llig fremden, den Zellen

nicht "bekannten" Tumor in vitro konfrontiert.

Innerhalb von 72 Stunden kommt es zu einem vollstdndigen Prolife-

rationsstop der syngenen Tumorzellen.

Da eine Veradnderung des Thymidin-Einbaus nicht unbedingt heiBen
mubl, daB die Tumorzellen =zerstdrt sind, wurde auch die absolute
Tumorzellzahl bestimmt. Die absolute Zellzahl in Prozent sinkt auf
weniger als 3 %, verglichen mit der Proliferation der Tumorzellen
allein, ohne Inkubation mit NEYTUMORIN oder XP, und nur mit norma-
len Milzzellen.

Um die Kinetik der Entwicklung des antitumoralen Effektes in vitro
zu bestimmen, wurde zunidchst das XP/NEYTUMORIN mit 2mal 10° Milz-
zellen inkubiert und am Tag 0,2,3,4,5 und 6 die Tumorzellen hinzu-
gesetzt. Dann wurde der Thymidin-Einbau in die Tumorzelle in Ge-
genwart von NEYTUMORIN/XP und in Gegenwart von Milzzellen gemessen.
Die Tumorzellen allein proliferieren normal. Tumorzellen und NEY-
TUMORIN allein fithren zu einem leichten Abfall des °H-Thymidin-
Einbaus, der in der Tat signifikant ist. Normale Milzzellen allein
haben ebenfalls einen leichten tumorhemmenden Effekt. Den grolten
Effekt auf die Tumorzelle haben wieder NEYTUMORIN/XP +Milzzellen.
Dieser antitumorale Effekt entwickelt sich in vitro nach etwa 3

Tagen.

Werden dagegen die Tiere mit NEYTUMORIN oder XP in vivo "vorimmu-
nisiert" und dann die Tumorzellen am Tag 1,2,3,4,5 und 6 zu den
Milzzellen bei gleichzeitiger Inkubation mit 1 mg NEYTUMORIN/XP
zugesetzt, so kommt es im Ansatz mit NEYTUMORIN/XP +Milzzellen +

Tumorzellen schon nach einem Tag zu einem leichten Abfall des
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*H-Thymidin-Einbaus in die Tumorzellen. Am zweiten Tag sinkt der
Einbau bereits auf unter 50% des Kontrollwertes und nach 6 Tagen
ist er vollstadndig gehemmt. Die morphologische Kontrolle der Kul-
turen zeigt, daB alle Tumorzellen zu diesem Zeitpunkt zerstdrt

sind.

Zusammenfassend kann man feststellen, daB diese in vitro-Versuche
zumindest die Moglichkeit erdffnen, dab einerseits die aktive Frak-
tion im NEYTUMORIN/XP moglicherweise viel besser getestet werden
kann und daB andererseits aber auch diese Versuche mit Zellen des
Organismus Hinweise geben koénnen, den antitumoralen Effektorme-
chanismus im Organismus besser zu charakterisieren. Dies diirfte

sicher fir therapeutische Bemithungen entscheidend sein.
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Zur Problematik von "Dose-Finding-Studies"

bei biologischen "Response-Modifiern" in der Onkotherapie

F.R. DOUWES

Sonnenberg-Klinik
Bad Sooden-Allendorf

Nach dem anfanglichen Enthusiasmus, den die Moglichkeiten der
immunologischen Krebstherapie zu erdffnen schienen, ist alles viel
niichterner geworden. Vieles wurde desillusioniert. Die Krankheit
Krebs hat gezeigt, daBR sie komplexer und schwieriger ist, als daB
wir den Sieg Uber die letzte Seuche der Menschheit schon in der

Tasche hatten.

Der Krebs ist eigentlich das falsche Symboltier fir die bdsarti-
gen Erkrankungen. Passender, weil drohender und das komplex He-
terogene besser treffende, ist die Chimdre, Jjenes Ungeheuer aus
der griechischen Mythologie mit dem feuerspeienden Kopf eines Lo&-
wen, dem Koérper einer Ziege und dem Schwanz einer Schlange. Die
Chimé&re verdeutlicht einmal die Gefahr fir Leib und Seele und zum
anderen die Schwierigkeit fiir den Arzt und Wissenschaftler, diese

unheimlichste aller Krankheiten zu fassen.

Die Bemithungen, den Krebs mit Hilfe immunologischer Mechanismen zu
bekédmpfen, sind dlter als unser Jahrhundert. Seit 80 Jahren bliht
die Hoffnung, dal der Durchbruch unmittelbar bevorsteht. Heute
sind solche Hoffnungen zwar berechtigter als je zuvor, weil in den
letzten 10 Jahren wenigstens die wissenschaftlichen Grundlagen fir
eine therapeutische Immunstimulierung und Immunpotenzierung er-
forscht sind. Mit dem Wissen wuchs aber auch die Erkenntnis, daB
spektakuldre Erkenntnisse so schnell nicht zu erwarten sind und
noch ein weiter mithseliger Weg =zuriickgelegt werden muB, bis Krebs-
kranken eine heilungsversprechende Immuntherapie angeboten werden
kann.

Die heutigen Mdglichkeiten der Immuntherapie kénnen bestenfalls
andere TherapiemaRBnahmen ergdnzen. Wie wichtig es ist, jede neue
therapeutische Chance zu nutzen, kann man auch aus einigen ande-

ren Faktoren ableiten. Wenn sich heute rund ein Drittel aller
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Krebspatienten im Laufe ihrer Erkrankung sog. unkonventionellen
Behandlungsverfahren bzw. nicht-arztlichen Helfern zuwenden, dann
muB dies zweifellos als Ausdruck einer Enttduschung tber die Er-
gebnisse der praktizierten Medizin gedeutet werden. Weiterhin muf
man beriicksichtigen, daB die Gesamtheilungsraten seit 2 1/2 Jahr-
zehnten stagnieren. Dies mag zwar auf der Unkenntnis der eigent-
lichen Krebsursachen beruhen, bei der Bevdlkerung herrscht aber
die Meinung vor, daB mit der Beseitigung und der Vernichtung des
Krebsherdes durch Stahl, Strahl oder Zytostatika nicht immer den
Problemen geniigend Rechnung getragen wird, zumal ein sog. thera-
peutischer Erfolg hdufig genug nur durch Amputation, Organentfer-
nung, Impotenz, Harninkontinenz, Extremitdtenverlust sowie ande-
ren schweren Folgeerscheinungen mit erheblichen somatischen und

psychischen Belastungen erkauft werden mub.

Man muf sich die Frage daher vorlegen, ob es noch vertretbar ist,
eine Geschwulstentfernung weit im Gesunden wirklich als Heilung
anzusehen. Wer wollte denn heute noch ernsthaft den allgemeinen
Krankheitscharakter einer Krebskrankheit, bei der die Geschwulst
nur Symptom der Krankheit und nicht die Krankheit selbst ist, an-
zweifeln? In unserer Medizin spielt nach wie vor die Zellular-
pathologie eine fundamentale Rolle. Sie stellt quasi die Basis
aller Betrachtungen dar. Sie hat ohne Zweifel wichtige Impulse ge-
geben, dadurch, daB mit ihr bzw. durch sie die Erkennung, Klassi-
fizierung und Katalogisierung der einzelnen Krankheitsgruppen erst
ermdglicht wurde. Sie erlaubt, Krankhaftes von Gesundem zu unter-
scheiden, aber der stetige Wandel, der das Biologische kennzeich-
net, wird von der Zellularpathologie bzw. Histomorphologie nicht
erfaBt. Funktionelle Vorgdnge wie Informationsiibertragungen, quan-
tenbiologisch definierbare Leitfdhigkeitsédnderungen oder Regula-
tionsphdnomene, aber auch immunologische Probleme, finden keinen
rechten Platz in der zwar durch Biochemie erweiterten, aber im
wesentlichen doch statischen Zellularpathologie.

In dieser Situation werden Krebspatienten leicht durch Meldungen
tber neue Wunderdrogen und sensationelle Therapieerfolge ver-
fiihrt, beunruhigt und enttduscht. Dies miissen wir mit allem Nach-
druck &ndern, indem wir behutsam mit aller Kritik neue Wege be-

schreiten.
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Einen solchen Weg bot schon immer die Immunologie. Was vor 100
Jahren noch vermutet wurde, weil man heute als ziemlich sicher.
Normalerweise kann der Organismus Krebszellen selbst eliminieren
und ein maligner Tumor kann nur entstehen, wenn das korpereigene
Uberwachungssystem die Krebszellen nicht als solche erkennt oder
die erkannten Krebszellen nicht erfolgreich aus dem Korper elimi-
nieren kann. Mit anderen Worten, nur ein geschwadchter immuninkom-
petenter Korper kann krebskrank werden. Die Immuntherapie muB
also dieses natiirliche Uberwachungssystem unterstiitzen und ent-
sprechend ausgleichen, was eine genaue Kenntnis der fir die Tumor-
zellen verantwortlichen Mechanismen voraussetzt. Vor allem die
zelluldre Immunitdt ist dabei gefordert, Antikérper spielen wahr-
scheinlich nur eine untergeordnete Rolle wie die Ergebnisse der

Immunkomplexforschung gezeigt haben.

In der ersten Abwehrlinie stehen Makrophagen und die sog. Natural-
Killer-Zellen, die im gilinstigsten Fall Tumorzellen als fremd er-
kennen und eliminieren. Danach oder daneben tritt das phylogene-
tisch jlngere und an spezifische Antigene gekoppelte System der

T- und B-Lymphozyten ein. Dieses System kann erst dann
aktiv werden, wenn eine Tumorzelle den Organismus immunisiert hat.
Dazu muB sie tumorspezifische, an der Zelloberflache liegende An-
tigene besitzen.

Jedes Antigen besteht aus zwei funktionell verschiedenen Teilen:
einer oder mehreren antigenen Determinanten, welche durch Antikor-
per erkannt werden. Der immunogene Anteil erlaubt eine erfolgrei-
che Immunisierung. Die Zahl der antigenen Determinanten ist prak-
tisch unbegrenzt, die der Immunogene relativ klein.

Ehe es zur Immunisierung kommt, muB das Antigen durch Makrophagen
verarbeitet werden und den T-Lymphozyten angeboten werden. Sind
diese voll funktionstiichtig und es besteht das richtige Gleichge-
wicht zwischen T-Helfer- und T-Suppressor-Zellen, ist alles in
Ordnung. Beim Krebspatienten kann die T-Zellfunktion jedoch infol-
ge einer Involution der Thymusdriise, durch zirkulierende Immun-
komplexe oder durch Antikoérper so beeintrachtigt werden, dab die
fiir die Tumorabwehr unerlédfliche T-Zell-Immunitat fehlt bzw. ge-
stért ist. Aber nicht nur die Stdrung der vom Thymus gesteuerten
T-Zellfunktionen spielt eine Rolle, auch Stahl, Strahl und Zyto-

statika wirken immunsuppressiv. Die uralte Erkenntnis, daB nur ein
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geschwdchter Koérper krank werden kann, ist schon 1909 von PAUL
EHRLICH auf das Krebsproblem tbertragen worden, als er sagte:
"Abwehrkrafte des Organismus kdnnen verhindern, daB einzelne ma-

ligne Zellen sich zu einem Tumor entwickeln."

Die Immunpharmakologie, eine relativ junge Forschungseinrichtung,
beschaftigt sich seit Jahren mit Substanzen, die aus den unter-
schiedlichsten Resourcen gewonnen werden, die an den unterschied-
lichsten Stellen des Immunsystems angreifen bzw. eingreifen und
den komplexen Vorgang der Tumorabwehr beeinflussen. Die meisten
dieser Substanzen werden noch experimentell oder klinisch ge-
prift. Erst in wenigen Jahren wird mit den ersten "Response-Modi-
fiern in der Onkotherapie" zu rechnen sein.

Eine gewisse Zuriickhaltung gegen solche Medikamente, die im wei-
testen Sinne als Immuntherapeutika gelten, ist angezeigt, damit
nicht wie bei Interferon ein groBer Enthusiasmus entsteht iber
ein ungepriiftes Prédparat und auch bei Patienten falsche Hoffnungen
geweckt werden. Die Priifungsvoraussetzungen bei einem Immunthera-
peutikum sind &dhnlich wie fiir andere Substanzen in der Onkothera-
pie, z.B. fir die Zytostatika. Sie sind aber viel schwieriger, da
weder klinisch eine zuverldssige Messung des Immunstatus mdglich
noch bekannt ist, ob durch Korrektur einiger immunologischer Para-
meter wirklich das Krebsgeschehen beeinfluBt werden kann. Wichtig
fiir die Immuntherapeutika ist neben der exakten Dosierung auch

die richtige Applikationsweise und Applikationsfolge.

Als altestes Verfahren und in vielen Studien geprift, wenn auch
haufig genug lieblos und mangelhaft, ist die BCG-Immunisierung
(Bacille-Calmette-Guerin) oder die Applikation des Corynebacteriun
parvum. Sowohl BCG als auch Corynebacterium parvum bzw. auch die
daraus gewonnenen immunologischen Substanzen bewirken eine Beein-
flussung der T-Lymphozyten und Makrophagen. Die Immuntherapie mit
BCG schiebt Rezidive hinaus und verléangert eine qualitativ hoch-
wertige Uberlebenszeit wie zahllose Studien zeigen konnten (1, 2,
3) . Auch akute Leuké&mien sind von einer positiven Wirkung des BCG
nicht ausgenommen. So konnte HARRIS (4) in einer randomisierten
Therapiestudie zeigen, daB bei Patienten mit akuter myeloischer
Leukédmie das rezidivfreie Intervall und die Uberlebenszeit der
mit BCG und allogenen Leukdmiezellen Behandelten doppelt so lange

wie in der Gruppe ohne Erhaltungstherapie war.
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Der groBe Durchbruch immunologischer Tumortherapien scheint nach
jahrzehntelangen Bemithungen mit dem Interferon gelungen zu sein.
Die anfangliche Euphorie fand im klinischen Alltag jedoch schnell
ein Ende, als die erwarteten Erfolge in der Krebstherapie ausblie-
ben und die Nebenwirkungsrate des Interferons doch gréBer als vor-—
hergesehen war. Interferon aktiviert die NK-Zellen, wirkt dariber
hinaus aber noch an weiteren Stellen.

In der Virologie ist seit iber 30 Jahren bekannt, daB ein Virus

in einer Zellkultur, die zuvor mit einer anderen Virusart infi-
ziert wurde, sich nur beschrankt vermehren kann. Dies ist, wie
ISAACS und LINDEMANN (8) =zeigen konnten, auf das ldsliche Protein
Interferon zuriickzufithren (Abb. 2). Es gibt eine groBe Anzahl ver-
schiedener Interferontypen, die je nach Herkunftszellen eingeteilt

werden in:

Alpha-Interferon, von Leukozyten und hier speziell den O-Lympho-

zyten unter Virusstimulation gebildet (5).

Beta-Interferon, hauptsdchlich von Fibroblasten unter Stimula-

tion mit Viren und Polyribonukleotiden gebildet.

Gamma-Interferon, durch Stimulation von Lymphozyten und Mitogenen
oder Antigenen gebildetes Interferon, das frither

Immuninterferon genannt wurde.

Neuerdings wird Alpha-Interferon gentechnisch aus E. coli gewonnen.
Neben der antiviralen Wirkung besitzt Interferon eine wachstums-
hemmende (= zytostatische) Wirkung, was in vivo auch an normalen
Zellen der Leber und des lymphatischen Systems nachweisbar war.
Der eigentliche Angriffsort der antiproliferativen Wirkung ist
bis jetzt nicht im Detail gekldrt. Neben der direkten zytostati-
schen Wirkung besitzt Interferon auch noch eine Reihe anderer
immunregulatorischer Wirkungen, die immunsuppressiv und immunsti-
mulatorisch mit spezifischer Aktivierung der NK-Zellen sein kon-
nen. Die Wirkung auf die immunologisch aktiven Zellen, speziell
die Lymphozyten, sind derart komplex und ausgepragt, dal man In-

terferon auch als ein Lymphokin bezeichnen koénnte.
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Interferoneinfluf auf Stoffwechselvorgange

Interferon wirkt:

k t e

e

Antiviral: hemmt Vermehrung aller Virustypen durch

Enzyminduktion in noch nicht infizierten Zellen.

Antiparasitar: hemmt Wachstum von Bakterien (Shigella
flexneri), Chlamydien (C. psittacosis. C. trachoma),
Rickettsien (R. akari), Protozoen (Plasmodium berghei,

Toxoplasma gondii) .

Wachstumshemmend: hemmt Zellwachstum, indem es alle

Phasen des Zellzyklus verzdgert, verladngert besonders
G 1 und reduziert den Eintritt von Zellen in die S-
Phase. IFN hemmt Histon-m DNA- und Proteinsynthese
und die mitogen- und antikorperstimulierte Prolifera-

tion von B- und T-Lymphozyten.

Reifungshemmend: verzdgert Monozytendifferenzierung

zu Makrophagen.

Antiproliferativ: hemmt Tumorzellkoloniebildung in
vitro.
Selbstregulierend: durch "primming" und "blocking":

erleichtert oder hemmt konzentrationsabhdngig weitere
IFN-Bildung: autoregulative physiologische Steuerung
der Produktion.

Immunsuppressiv: hemmt Antikorperbildung durch un-

mittelbare Einwirkung auf B-Lymphozyten, hemmt Aller-
gie vom Spattyp, verzdgert in hohen Dosen die Ab-
stoBung von Xenotransplantaten. Geringe IFN-Gaben be-

schleunien diese jedoch!
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Immunstimulierend: steigert Bildung zytotoxischer

Effektorzellen (geringe Dosen, Behandlungsdauer: drei
bis vier Stunden), aktiviert Makrophagen, steigert Pha-
gozytose, steigert Synthese von Prostaglandin E”~ und

IgE-vermittelte Histaminfreisetzung aus Basophilen.

Membranaktivierend: verstarkt die Expression von

Histokompatibilit&dtsantigenen an der Oberfldche von
Tumorzellen, T-Lymphozyten und Makrophagen (hohere
Dosen, 12 bis 14 Stunden), steigert Bindungsvermdgen
fiir Concanavalin A, TSH (Thyreoidea-stimulierendes

Hormon) und Choleratoxin, vermehrt negative Ober-

Aktivierang

flachenladungen der Membran, aktiviert Phospholipasen,
verringert den Anteil ungesdttigter Fettsduren in

Phospholipiden.

So gut wie alle Tiertumoren werden sowohl in ihrer lokalen Ent-
stehung als auch in ihrer Metastasierung dosisabhédngig durch In-
terferon gehemmt. Es besteht somit eine antitumorale Wirkung durch
Interferon. Die antitumorale Wirkung rekrutiert sich direkt aus
der antiproliferativen Wirkung, indirekt Ulber die Aktivierung der
NK-Zellen des Immunsystems.

Alpha-Interferon halt nach intramuskuldrer und intravendser Appli-
kation lange Serumspiegel mit einem Gipfel nach zwei bis vier
Stunden von vier bis sechs Stunden. Es erfolgt nur eine geringe
Urin- und Darmausscheidung. Beta-Interferon erreicht demgegeniiber
nach intramuskuldrer Applikation nur geringe Serumspiegel und ist
auch durch eine Reihe von Faktoren leicht inaktivierbar. Es ist
also fir die Interferontherapie ganz entscheidend, um welches
Interferon es sich handelt. Alle Interferontypen sind prinzipiell
liquorgédngig, erreichen hier aber nur 1/10 des Serumspiegels.
Generell scheint eine Dosis-Wirk-Beziehung speziell hinsichtlich

der antitumordsen Wirkung zu bestehen.

Die wenigen, bisher bei Malignomen mit Interferon durchgefiihrten
Studien erfolgen iberwiegend mit dem Alpha-Interferon. Der Inter-
ferongehalt der eingesetzten Pré&parationen lag z.T. weit unter

1 °/oo. Die Weltproduktion an Interferon bewegt sich momentan
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im Grammbereich. Weltweit sind bisher vielleicht 200 bis 300 Tu-
morpatienten und vielleicht ebenso viele mit anderen Erkrankun-
gen unter mehr oder weniger kontrollierbaren Bedingungen konse-
quent mit mehr oder minder verunreinigtem Interferon behandelt
worden. Hier zeigt sich bereits die Problematik des zu frithen

Einsatzes dieses Immunmodulators in der Klinik.

Eine knappe Ubersicht der aussichtsreichen Indikationen fir eine

Interferontherapie ist in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2: Therapieergebnisse einiger Studien bei Malignomen
Tumortyp Interferon Remissionen Applika- Autor
Typ CR PR tionsform
Mamma-Carcinom & LA syst. GUTTER-
MAN et al.
o 11/26 syst. BORDEN
o 2/4 lokal IKIC
Ovarial-Carcinom ol 4/7 GUTTERMAN
et al.
Zervix-Carcinom ok 3/15 3/15 lokal IKIC
HNO-Platten-
epitel-Ca < 10/30 lokal IKIC
Melanom p 3/3 lokal HOROSZE-
WICZ et
al.
Plasmozytom oL 2/4 2/4 syst. MELLSTELT
et al.
ol 3/3 AARE
ol 4/8 STRANDER
et al.

Eine Interferonkombinationstherapie hat in klinischen Studien gu-
te Ergebnisse bei der Behandlung einiger chronischer Viruserkran-
kungen gezeigt. Bei malignen Erkrankungen hat Interferon, allein
appliziert, bisher keine besseren Ergebnisse gebracht als die

heute ibliche Chemotherapie. Interferon ist daher weder eine Wun-

derdroge noch frei von Nebenwirkungen.

STRANDER (6) vom Karolinska-Hospital in Stockholm w&hlte fir die

ersten klinischen Versuche mit Interferon 28 Patienten mit noch
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nicht metastasiertem Osteosarkom aus und applizierte Alpha-Inter-
feron als adjuvante Therapie nach operativer Behandlung der Pa-
tienten. Er errechnete fiir ein 2,5 Jahresintervall bei 64 % der
mit Interferon behandelten Patienten eine Metastasenfreiheit,
wahrend sie in einer gleichzeitigen Kontrollgruppe nur 30 % be-
trug. Nach finf Jahren Interferontherapie ergab sich ein realer
Unterschied von 46 % der behandelten Gruppe gegeniiber 30 % in der
nicht-behandelten Gruppe.

Beim Mamma-Karzinom wurde in verschiedenen Gruppen bei etwa der

Halfte der Patienten eine partielle Remission erzielt.

Die Ergebnisse der {ibrigen Malignome stellen nur orientierende
Ergebnisse dar und sind wegen niedriger Fallzahlen relativ wenig
aussagekraftig. Bemerkenswert sind allerdings die Ergebnisse der
lokalen Applikation. IKIC et al. (7) applizierten per lokaler In-
filtration konzentriertes, aber wenig gereinigtes ADpha-Interferon
lokal und erreichten z.B. fiir ein gemischtes Kollektiv von HNO-
Tumoren 33 % komplette Remissionen (10/30) . Ahnlich gut waren die
Ergebnisse fiir das Zervix-Karzinom und das Mamma-Karzinom.
HOROSZEWICZ (9) erreichte bei drei behandelten Melanomen drei

Remissionen.

Unsere eigenen Erfahrungen mit Alpha-Interferon aus Leukozyten
sind begrenzt. Wir behandeln Weichteilsarkome, Melanome, thera-
pieresistente Mamma-Karzinome sowie Zervix-Karzinome. Wir haben
eine kombinierte Therapieform gewdahlt, d.h. Interferon wird so-
wohl lokal als auch systemisch appliziert. Die durchschnittliche
Dosis betrdagt 100.000 E /kg. Die bisher von uns registrierten Ne-
benwirkungen sind Fieberreaktionen, Abgeschlagenheit, Kopfschmer-
zen und Myalgien, selten Leuko- und Thrombopenien. Die therapeu-
tischen Wirkungen kénnen wir noch nicht abschdtzen; dal sie vor-

handen sind, 1lapt sich jedoch auch von uns zeigen.

Interferon hat zweifellos Fortschritte in die Immuntherapie ge-
bracht. Seither ist man verstarkt auf der Suche nach Substanzen,
die die korpereigene Interferonsynthese stimulieren, das Abwehr-

system stdrken und dabei keine toxischen Nebenwirkungen besitzen.

Der Thymus ist das zentrale lymphatische Gewebe, welches die Zel-
len des Immunsystems kontrolliert. Es ist das entscheidende Organ

bei der Etablierung der =zelluldren Immunitdat.
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Zundchst mochte ich die sog. Thymomimetika vorstellen. Diese
Gruppe beinhaltet vor allem das LEVAMISOL (Solaskil wund Cital ).
Es hat neben dem thymomimetischen Effekt auch einen Makrophagen-
und NK-Zellen stimulierenden Effekt.

Obwohl LEVAMISOL vielleicht der am besten untersuchte Immunmodu-
lator ist, ist auch hier eine exakte Dosierung und eine exakte
Applikationsweise nicht bekannt. Es wiirde den Rahmen dieser Ar-
beit sprengen, wollte man versuchen, eine komplexe Darstellung
dieses Immunmodulators zu geben. Es scheint mir aber gerecht-
fertigt, auch anhand einer chemisch exakt definierten Substanz
aufzuzeigen, was sie in vivo und in vitro bewirkt und wie schwie-

rig es ist, dies in die Klinik umzusetzen.

Tabelle 3: Der Effekt von LEVAMISOL auf die Funktion von
Lymphozyten und Phagozyten

Phagozyten Lymphozyten
Migrationshemmung 4 E-Rosetten A
Chemotaxis 4+ INS-Proteinsynthese 4
Phagozytose + Lymphokinproduktion 4
Zytotoxitdt A Suppressoraktivitidt A
Killer-Aktivité&t 4
Lysosomale Aktivitat #

Wie Tabelle 3 zu entnehmen, beeinfluft LEVAMISOL praktisch alle
Zellfunktionen, die an der zelluldren Immunitdt beteiligt sind.

Es ist in der Lage, die Immunfunktion im gestdérten Organismus an-
zuheben, hebt sie aber nicht Utber die physiologischen Grenzen hin-
aus, 1im Gegensatz zu BCG oder Corynebacterium parvum beispiels-
weise, die eine Steigerung der Immunitdt bewirken kénnen. LEVAMI-
SOL hat wohl keinen EinfluB auf die B-Lymphozyten und damit auf
die Antikdrperbildung.

Im Tierexperiment =zeigt LEVAMISOL remissionsverlangernde Effekte.
Klinische Ergebnisse zeigen eine Verbesserung der Immunreaktion
vom verzdgerten Typ bei Krebspatienten (10). Dariiber hinaus ver-

langert es die Remissionsdauer und die Uberlebenszeit nach Be-
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Strahlung bei Patienten mit Brustkrebs (11). In einer Kombina-
tionsbehandlung der sog. Chemo-Immun-Therapie beim metastasieren-
den Mamma-Karzinom konnte gezeigt werden, daf LEVAMISOL genauso
aktiv ist wie BCG und sowohl die Remissionsdauer als auch die
Uberlebenszeit werlangert wird (12). Auch beim operablen Bron-
chus-Karzinom konnte postoperativ ein vorteilhafter EinfluB auf
die krankheitsfreie Zeit sowie auf die Fernmetastasen gezeigt

werden (13).

Eine jingste Studie von DAVIS et al. (14) zeigte aber das Gegen-
teil: eine Verkiirzung der mittleren Uberlebenszeit bei inoperab-
len Bronchus-Karzinomen und eine Zunahme der Toxizitdt. Dies ist
ein strenger Hinweis, daB die Immuntherapie erst dann in Betracht

zu ziehen ist, wenn die Tumormasse relativ klein ist.

Unsere Erfahrungen mit LEVAMISOL sind gut, da es vor allem die In
fektneigung bei Krebspatienten herabsetzt. Dies kann besonders
wichtig sein fiir Patienten mit lympho-proliferativen Systemer-
krankungen. Die von uns verwendete Dosis ist 2,5 mg/kg an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen in der Woche. Im Gegenteil zu vielen
Zytostatika fehlen fiir LEVAMISOL Phase-I- und Phase-II-Studien,
die eine optimale Dosierung sowie Applikationsweise herausgear-
beitet hitten und somit legen, daB die vielfdltig gemessene An-
derung im immunologischen Verhalten von Patienten tatsadchlich
etwas mit der Krankheitsbeeinflusslng zu tun hat und nicht nur

eine Immun-Kosmetik darstellt.

Die Thymusdriise steuert und Uberwacht die gesamte Immunabwehr.
Unter Thymuseinfluf reifen Lymphozyten zu immunkompetenten T-
Lymphozyten, Suppressor-Lymphozyten und Killer-Zellen. Samtliche
Lymphozyten Suppopulationen spielen eine wichtige Rolle nicht nur
bei der Immunabwehr, sondern auch bei der Regulation iiberschiefen
der Immunreaktionen (Allergien, Autoaggressionskrankheiten etc.)
und moéglicherweise auch bei genetisch-adaptiven Regulationsvor-

gangen in der Onkologie und Gerontologie (19).

Der Thymus sezerniert verschiedene Polypeptide. Bisher wurden bio
chemisch charakterisiert alpha-1-Thymosin, Thymopoietin, FTS (Se-
rum-Thymus-Faktor). Bis auf FTS lassen sich alle Hormone in dem
standardisierten Extrakt Thymosin-Faktor Nr. 5 nachweisen. Iso-

elektrisch fokusiert enthdlt Thymosin-Faktor 5 mehr als 30 Poly-
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peptid-Banden.

Die Applikation von Thymushormonen kann Defekte der Thymusfunk-
tion korrigieren. Thymosin verbessert einige Parameter zelluldrer
Immunitdat. Es erhoht die Anzahl der T-Lymphozyten und verbessert

die Hauttests vom verzdgerten Typ.

In einer Phase-I-Studie haben wir mit einem standardisierten Thy-
mus-Extrakt (NEY-THYMUN Nr. 29 K), welches u.a. alpha-1-Thymosin
enthdlt, das Verhalten von Haut-Test-Ergebnissen bei Krebspatien-
ten geprift.

Wir benutzten dazu einen kduflichen Haut-Test mit sieben Antigenen
(Multi-Test IMC). Das Ergebnis wurde nach 24 und 48 Stunden abge-
lesen. Als positives Testergebnis wurde gewertet, wenn die Haut-

rotung bzw. Induration, 5 x 5 mm betrug.

Tabelle 4: Entwicklung neuer positiver Hauttests
Antigen Tage

0 7 14 21
Proteus 1
Trichophylin 1 1 1
Tuberkulin 5
Streptokokken 3 2 1
Candida 3 1 2
Diphtherie 6 1 1
Tetanus 5 2
= 24 5 7

12 "neue" positive Hauttests (>5x5 mm) wurden registriert.

Vor der Behandlung mit dem Thymusextrakt (Phase-I) hatten 12 Pa-
tienten 24 positive Testergebnisse mit dem sog. Recall-Antigen
(Tab. 4). Nach einer Applikation von 15 Injektionen mit 15 mg
standardisiertem Thymusextrakt (NEY-TUMORIN K) entwickelten sich

nach 14 Tagen 5, nach 21 Tagen 7 neue positive Tests.

Hieraus ergibt sich, daB wir in einer Phase-I-Studie zeigen konn-
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ten, daB ein standardisierter Thymus-Extrakt zu einer Verbesse-
rung der Zell-Irnmunit&t bei Krebskranken fihrt, ablesbar an der

Zunahme positiver Hauttests.

Hinsichtlich der Krankheitsbeeinflussung koénnen wir derzeit noch
keine Aussage machen. Wesentliche toxische Nebenwirkungen konnten

wir nicht beobachten.

Alpha-1-Thymosin kann synthetisch hergestellt werden, steht aber
noch nicht allgemein zur Verfiigung. Man ist somit vorlaufig auf
standardisierte Gesamtextrakte angewiesen. Die bisher vorliegen-
den klinischen Ergebnisse sind noch nicht ausreichend, um eine
endgiiltige Beurteilung der Thymustherapie vornehmen zu konnen. Es
fehlen vor allem Studien zur Dosis-Findung. Dies ist ganz beson-
ders wichtig, da ja je nach Herstellung bzw. Gewinnung durchaus
unterschiedliche Effekte zu erwarten sind.

So konnte beispielsweise von PATT et al. (1) gezeigt werden, dab
Thymosin in niedriger Dosierung von 4 mg/gm einen ginstigeren
Effekt auf den Tumorverlauf aufweist, als in der Dosierung von

40 mg/gm. Hieraus darf man vorsichtig schlieBen, daB es in der
Immuntherapie entscheidend wichtig ist, die optimale Dosis zu fin-
den, denn in der Immuntherapie gilt wie nirgends anders: "Auf die

Dosis kommt es an".

Durch intensive Forschungsarbeit der letzten Jahre konnte eine
tumorwachstumshemmende Wirkung verschiedener xenogener Organpra-
parationen auf breiter Basis von den verschiedensten Arbeitsgrup-
pen in vivo und in vitro experimentell bestdtigt und reproduziert
werden (20). Das in dieser Hinsicht meist verwendete Prédparat ist
das NEY-TUMORIN Nr. 66, ein Mischpradparat aus Thymus, Leber, Pla-
zenta und anderen Organfaktoren. MUNDER et al. (20) konnten zei-
gen, daf hiermit in vivo und in vitro Tumorzellen gehemmt werden,
normale Zellen jedoch nicht. Bei der Verwendung xenogener Organ-
lysate muB also davon ausgegangen werden, dal sie auf zweifache
Weise wirken, einmal direkt zytostatisch auf Tumorzellen und in-
direkt iber eine Immunmodulation. Der genaue Mechanismus und die
jlingsten Forschungsergebnisse wurden bzw. werden an anderer Stelle
mitgeteilt.

Wir haben mit NEY-TUMORIN seit ca. zwei Jahren Erfahrungen gesam-

melt. Der Einsatz erfolgte jedoch nur im Rahmen klinischer Studien.
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Unsere Bemilhungen galten dabei von Anfang an zundchst erst einmal,
die richtige Dosierung und dann die richtige Applikationsweise zu
wahlen. Wir haben NEY-TUMORIN verwendet in der systemischen Appli-
kationsweise, i.v. oder i.m., aber wir haben es auch in Kdérper-
hoéhlen eingebracht und direkt intratumoral appliziert oder auch
rektal gegeben. Wesentliche toxische Nebenwirkungen konnten wir
nicht sehen. Weder Blutbildverdnderungen noch Organveranderungen
noch allergische Reaktionen konnten festgestellt werden. Behandelt

haben wir verschiedene solide Tumoren und Systemerkrankungen.

Tabelle 5: Bisher mit NEY-TUMORIN N behandelte Tumoren

Typ Anzahl
Colon-Carcinom 21
Magen-Carcinom 6
Bronchus-Carcinom 11
Hypernephrom 4
HNO-Tumoren 4
Non-Hodgkin-Lymphome 5
Plasmozytom 8
Mamma-Carcinom 21

Als Dosierung haben wir das in Tabelle 6 angegebene Schema zugrun-
de gelegt. Neben fehlenden toxischen Nebenwirkungen wurde von den
Patienten hdufig eine subjektive Besserung angegeben, die sich vor

allem in der Verbesserung vegetativer Funktionen &duBerte.

Tabelle 6: NEY-TUMORIN in der ambulanten Behandlung

1. Tag 2 Amp. NEY-TUMORIN Dil. St. I s.c., i.m. oder i.v. (nach Vortestung
mit 1 Amp. i.c./s.c.)

2. Tag 3 Amp. NEY-TUMORIN Dil. St. I s.c., i.m. oder i.v.
3. Tag 3 Amp. NEY-TUMORIN Dil. St.II s.c., i.m. oder i.v.
4. Tag 3 Amp. NEY-TUMORIN Dil. St.II s.c., i.m. oder i.v.
5. Tag 3 Amp. NEY-TUMORIN Dil. St.IIT s.c., i.m. oder i.v.
8. Tag 1 Amp. NEY-TUMORIN T i.m.

11. Tag 2 Amp. NEY-TUMORIN T i.m.
15. Tag 2 Amp. NEY-TUMORIN T i.m.
19. Tag 2 Amp. NEY-TUMORIN T i.m.
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Objektiv angesprochen haben vor allem Hypernephrome, Non-Hodgkin-
Lymphome und Plasmozytome. Viele dieser Patienten waren bereits
ausgiebigst vorbehandelt, =z.T. bis zur Erschdpfung der Knochen-
marksreserve. Sie lebten z.T. mit minderer Lebensqualitat. Unter
der Therapie mit Organlysaten besserte sich diese auffdllig. Nach
den ermutigenden Therapieergebnissen ist jetzt der Augenblick ge-
kommen, eine systematische klinische Priifung vorzunehmen, die fol-

gende Fragen klart:

1. Was ist die optimale Dosis?

2 Welche Malignome sprechen an?

3. Mit welcher Toxizitdt ist zu rechnen?

4 Mit welcher Chemotherapie lassen sich die Organlysate
kombinieren und welche Wirkung zeigen sie dabei?

5. 1Ist die Chemoimmuntherapie oder die Immunchemotherapie

der Monotherapie iberlegen?
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Diskussion

Frau KAUB: Einige unserer mit Interferon behandelten Patienten bekamen aller-
gische Reaktionen, die sich in Form von Fieber und kurzem Schittelfrost &duBer-
ten, aber durch Gaben von Antihistaminika beherrscht werden konnten. Wir haben

deshalb wieder weitergespritzt.

F.R. DOUWES: Unsere Erfahrungen mit dem Interferon sind noch nicht sehr alt
da es ja zundchst schwierig war, Interferon zu bekommen. Wir haben aber nun
ausreichende Mengen zur Verfiigung. Wir behandeln derzeit ca. zehn Patienten
in einer Pilotstudie. Nebenwirkungen, wie Sie sie beschrieben haben, wurden
von uns bisher nicht beobachtet. Bei 1lokaler Applikation haben wir deutliche
Tumorriickgdnge registrieren koénnen. Beispielsweise haben wir ein Fibromyxo-
sarkom, das schon riesige AusmaBe am Oberschenkel hatte, durch lokale Appli-
kation vollstdndig einschmelzen kdénnen, wdhrend die Lungenmetastasen bei dem
Patienten gewachsen sind. Wir schlieBen daraus, daB die systemische Wirkung
des Interferons bei diesem Tumortyp nicht ausreichend ist. Bei anderen Tumoren,
die wir systemisch behandelt haben, haben wir bisher keine Tumorbeeinflussung

gesehen.

Frau KAUB: Durch die Presse ging kiirzlich die Mitteilung, Interferon fiihrt zu
Knochenkrebsen. Es gibt in Amerika einige Hinweise, daB Knochenkrebse als Spdt-
folge einer Interferontherapie auftreten. Wie sind Ihre Erfahrungen? Die Pa-
tienten wurden durch die Pressemeldung natiirlich verunsichert. Ich muBte bei-
spielsweise die Behandlung von Patienten, die unter Interferon standen, ab-
brechen. Auch die Tumorklinik in Koéln, die begonnen hatte, einen Melanompa-
tienten mit Interferon zu behandeln, hat alles wieder ad acta gelegt.

F.R. DOUWES: Nahezu jede Therapie kann Nebenwirkungen haben, das sind wir von
der Zytostatikatherapie ldngst gewdhnt.

Frau KAUB: Wie steht es mit der mdglichen Allergisierung durch NEY-TUMORIN?
K.E. THEURER: Das ist eine Frage der Dosierung. Ich hatte schon im letzten
Jahr auf die immunologisch tolerogene Dosierung hingewiesen. Diese Ausfiilhrungen
sind im Tagungsbericht 1)als auch im neu gedruckten KongreBbandz) vom Enke-Ver-

lag verdffentlicht.
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Jeder biologische Stoff, den man in den Organismus einbringt, kann sich mit
Eiweif oder einem anderen Antigen oder Hapten konjugieren. Wenn Sie diesen
Stoff nicht tolerogen dosieren, ist es durchaus méglich, daB immunologische
Gegenreaktionen ausgeldst werden. Man kann dies etwa mit einer immunopathoge-
nen Autoaggression vergleichen, die durch einen Toleranzbruch gegen kdrper-
eigenes Gewebe zustande kommt, infolge von Konjugation zwischen Arzneimitteln
und kérpereigenen Faktoren. Abhdngig von der Dosierung kann ein Stoff - und
das sagen auch die Homdopathen - stimulieren oder hemmen. Das ARNDT-SCHULZsche
Gesetz der Dosierung konnte auch hier eine Rolle spielen, obwohl man das na-
tiirlich nicht verallgemeinern darf.

Nun zur Frage der Allergie: Verldngert man die Zeitintervalle zwischen groBe-
ren Antigendosen, dann kann die Immuntoleranz beeintrdchtigt werden. Die von
uns empfohlene immunologisch tolerogene Dosierung gewdhrleistet die volle Bio-
verfiigharkeit und Wirksamkeit von NEY-TUMORIN. Zur Aufrechterhaltung der ein-
mal erworbenen Toleranz miissen die Trockensubstanzen in Intervallen von nicht
lénger als drei Tagen fortlaufend appliziert werden. Bei einer Verldngerung
der Intervalle oder einer Wiederholung der Therapie ist eine erneute immunolo-
gisch-tolerogene Vorbehandlung mit NEY-TUMORIN-Dilutionen erforderlich. Reak-
tionen sind bei allen immunologisch wirksamen Substanzen mdglich, sofern die

Dosis und die Zeitintervalle nicht beachtet werden. Wir verweisen deshalb
3)

auch im Leitfaden darauf, daB die Gesichtspunkte der Allergologie und Immu-
nologie beriicksichtigt werden miissen.

Bei Krebspatienten kommt allerdings noch eine andere Komponente hinzu. Krebs-

patienten lassen sich oft polypragmatisch mit den verschiedensten Methoden be-
handeln. Beispielsweise konnte es bei gleichzeitiger Enzymtherapie, Zellular-

therapie oder anderen Faktoren durchaus zu Interferenzen kommen. Es sollte des-
halb immer die jeweils vorliegende Situation analysiert werden.

1) "Die Zytoplasmatische Therapie und die Methoden der Serum-Desensibili-
sierung: Uberwindung einseitiger Denkkategorien", Tagungsbericht; Acta
medica empirica 31, 318 (1982)

2) THEURER, K.E. u. THEURER, K.G.: "Immunologisch tolerogene, intravendse
Anwendung von xenogenen makromolekularen Organextrakten bei chronischen
Erkrankungen und Leiden", in: Organo- und Immunotherapie als neue Denk-
weise in der Medizin, S. 56-64, Enke-Verlag Stuttgart (1982).

3) Leitfaden "25 Jahre Zytoplasmatische Therapie", Hrsg. vitOrgan Arznei-
mittel GmbH, 7302 Ostfildern 1 (1981).
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Nun wird heute die Immunabwehr in der Onkologie - und das ist meine ganz per-
sonliche Meinung - etwas iberbewertet. Immunstimulation kann nur ganz wenig
die Immunreaktion verstdrken. Noch wichtiger ist wohl die molekulare Beein-
flussung. Man sollte deshalb einen ibergeordneten Beqriff schaffen. Dieser
mifte zusdtzlich die Normalisierung der Synthesevorgdnge wie die der Zellpro-
liferation einschliefen und dirfte am besten durch die Stimulierung der "adap-
tiven Anpassungsvorgdnge" charakterisiert sein. Stdrungen auf dieser Ebene
sind méglicherweise die Basis fiir eine Tumorentwicklung, wenn der Organismus
und die Zellen nicht mehr in der Lage sind, mutagene Verdnderungen der gene-
tischen Requlation zu korrigieren.

Voraussetzung fir eine Antikdrperbildung ist zundchst die Vermehrung der Plas-
mazellen. Die Immunreaktion besteht eben nicht nur in der Antikdrpersynthese,
sondern primdr in der Zellproliferation. Nicht anders verhdlt es sich bei Re-
gulationsfaktoren des Wachstums von Normalzellen zu Tumorzellen. Auch hier wire
dieser Oberbegriff von Vorteil, weil er sowohl zellproliferative als auch mole-
kulare Regulationsmechanismen in sich einschlieBen wiirde.

Herr SCHULTE: Mitte Oktober findet in LenggrieB der Internationale Thymuskon-
greB statt. Ich habe angeregt, daB dort auch iber die NEYTHYMUN-Therapie im
Vergleich zur Thymus-Gesamtextrakt-Therapie gesprochen und diskutiert werden
soll. Ist nun Ihre Thymustherapie eine Verbesserung oder ein Ersatz fir die
THX- bzw. Thymus-Gesamtextrakt-Therapie? Gibt es eine Kombinationsmdglichkeit?

K.E. THEURER: Unsere Therapie unterscheidet sich durch drei Dinge von anderen

Thymusprdparaten:

1. durch das besondere patentierte Herstellungsverfahren. Unsere Prédparate
sind sulfatiert und verfiigen {iber eine bessere Ldslichkeit.

2. Unsere Thymus-Prdparate sind immunologisch dosierbar. Kein anderes organo-
therapeutisches und schon gar nicht zellulartherapeutisches Prdparat kann
immunologisch dosiert und zur Desensibilisierung verwendet werden.

3. Wir haben drei verschiedene Thymusspezialitdten: den foetalen Thymus, den
jugendlichen Thymus und eine Kombination beider Wirkprinzipien. Innerhaldb
der handelsiiblichen Thymusprdparate gibt es sonst nur den jugendlichen Thy-
mus. Dadurch haben wir eine wesentlich hdéhere, auf die jeweilige Krankheits-
Symptomatik abstimmbare Differenzierungsmoglichkeit, als bei anderen Thymus-
therapien.

Thymus steht idibrigens bereits seit fast 30 Jahren auf unserem Herstellungspro-
gramm. Es ist also nicht so, daB wir auf dem Gebiet der Thymus-Forschung jetzt
auf Erfahrungen von anderer Seite zuriickgreifen miissen. In NEYTHYMUN Nr. 29k



lieBen sich erstmals wirksame Faktoren wie Thymosin-alpha-1, Thymopoietin u.a.
1)

nachweisen

Die besondere Herstellung, die Sulfatierung, fihrt auch zu einer Sterilisation
gegen Viren. Diesem "Nebeneffekt" unseres Herstellungsverfahrens kommt ent-
scheidende Bedeutung zu. Bei jeder Organotherapie besteht ndmlich die Gefahr
einer Ubertragung von Viren. A. MAYR hat schon vor Jahren auf diese Gefahr hin-
gewiesen. Wir haben in ausgedehnten Untersuchungen iberpriifen lassen, daB das
Herstellungsverfahren der Firma vitOrgan verschiedene Virusarten inaktiviert.
Diese Inaktivierung wird nun nicht durch einen denaturierenden EinfluB erkauft.
Die Organsubstanzen bleiben biologisch voll wirksam, was sich an der Beein-
flussung von Zellkulturen zeigen 1dBt.

Herr MANFREDA: Herr DOUWES, Sie haben bislang weit iber 50 Patienten mit NEY-
TUMORIN  intramuskuldr behandelt. Welche Remissionsraten haben Sie erzielt?
F.R. DOUWES: Wir haben NEY-TUMORIN zundchst einmal in einer klassischen Phase-
I-Studie eingesetzt, um uns einen Eindruck iber die Toxizitdt, die Nebenwir-
kungen und die Vertrdglichkeit zu verschaffen. Daneben haben wir natirlich auch
registriert, welche Tumoren auf NEY-TUMORIN ansprechen. Besonders bei den Plas-
mozytomen hatten wir erstaunlich gute Ergebnisse. Beispielsweise haben wir bei
einem Patienten mit einem Plasmozytom,der mit den derzeit gdngigsten Polyche-
motherapieschemata vollig austherapiert war und bei dem ausgedehnte osteolyti-
sche Prozesse im gesamten Skelettsystem nachweisbar waren, bei dem eine Knochen-
marksinsuffizienz aufgrund der starken Plasmazellinfiltration aber auch durch
die stattgehabte Chemotherapie auftrat, mit NEY-TUMORIN behandelt. Hierunter
hat sich das Knochenmark erholt. Die Blutwerte befinden sich im Normbereich.
Das Skelettsystem hat sich vollstdndig rekalzifiziert. Die GesamteiweiBwerte
sind in den Normbereich gekehrt. Das pathologisch erhohte IGG zeigt eine deut-
lich abfallende Tendenz. Insgesamt haben wir bisher acht Plasmozytompatienten
behandelt. Alle haben unter NEY-TUMORIN eine deutliche Besserung erfahren. Es
ist jedoch noch zu frih, eine endgiiltige Beurteilung vorzunehmen, da insbeson-
dere die Knochenmarksuntersuchungen in den meisten Fidllen noch ausstehen.
Weiterhin haben wir bei einem Patienten mit Hypernephrom, der ebenfalls nicht
mehr mit Zytostatika und Hormonen zu behandeln war, mit NEY-TUMORIN behandelt.
Eine Metastase im Bereich des linken Lungenoberlappens hat sich hierunter voll-

1) BIRR, C.: "Die Bedeutung von Thymushormonen in der immunologischen Regu-
lation", in: "Organo- und Immunotherapie als neue Denkweise in der Medizin"
§. 47-55, Enke-Verlag Stuttgart (1982)
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stindig zuriickgebildet. Hinweise fir Tumoraktivitdten bestehen nicht mehr.
Auch Patienten mit Colon-Karzinom haben wir mit NEY-TUMORIN behandelt. Auch
hier ist es zu einer Verbesserung der Befindlichkeit der Patienten gekommen.
Eine sichere Tumorbeeinflussung haben wir aber bisher noch nicht gesehen.

Herr MANFREDA: Warum haben Sie vorwiegend chemotherapeutisch austherapierte
Patienten behandelt?

F.R. DOUWES: Im wesentlichen ging es uns darum, praktisch eine Phase-I-Studie
durchzufihren. Die Phase-II-Studie, die Sie ansprechen, fihren wir als ndchstes
durch.

AUDITORIUM: Kann man das NEY-TUMORIN bei Peritonealkarzinose intraabdominell
geben? Liegen hier schon Erfahrungen vor?

F.R. DOUWES: Wir haben NEY-TUMORIN zwar schon in Kdorperhdhlen eingebracht,
aber fiir diesen speziellen Fall haben wir noch keine Erfahrungen sammeln
kdnnen.

K.E. THEURER: In anderen Kliniken, beispielsweise an dem Kreiskrankenhaus in
Béblingen, werden derartige Anwendungen durchgefiihrt.
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Anwendung zytoplasmatischer Substanzen bei Tumorpatienten

in der Praxis.

R. WALTER, Frankfurt und W. KOSTLER, Wien

Ubersichtsreferat, zusammengestellt von:

H. KRAFT, Minchen

WALTER berichtet iiber Verlaufsbeobachtungen bei 50 Patienten, bei
denen NEYTUMORIN und NEYTHYMUN sowie andere Naturheilverfahren
(Naturextrakt von Schébe; ISCADOR, Arlesheim; Ozon; Ultrakurzwelle)
und Didt eingesetzt wurden. Es handelte sich durchweg um inoperable
metastasierende Tumorfalle. Eine hohe Eosinophilie im peripheren
Blut wird als positive Reaktion des Patienten bewertet. Eine ganze
Reihe schwerer Tumorfdlle wird demonstriert. Vor allem sind es Ma-
gen- und Dickdarmkarzinome und Lebermetastasen. NEYTUMORIN wird
nach bekanntem Schema 4 0-60 mal verabreicht und in das sog. Vier-
fachschema (Thymus, ISCADOR, NEYTUMORIN und Ozon) eingereiht. Den
Patienten wird Erleichterung verschafft und in vielen F&llen ver-

bessern sich die Laborwerte und Endoskopiebefunde wesentlich.

KOSTLER meint, wenn man die Unzahl karzinogener Substanzen und ihre
vielfédltigen Moglichkeiten betrachtet, wie sie unseren Organismus
beeinflussen konnen, dann erkennt man, daB es keinesfalls moglich
sein durfte, ohne eine umfassende vielschichtige Tumortherapie er-
folgreich zu sein. Das oberste Prinzip einer (menschbezogenen) bio-
logischen Therapie liegt im "PRIMUM NIL NOCERE", sie stellt sich um

fangreicher und ganzheitlicher dar, als die konventionelle Therapie

Unterschied zwischen konventioneller und biologischer Therapie:

Konventionelle Therapie beruht auf lokalistischem Denken, ist all-
gemein zytotoxisch, destruktiv und immunsuppressiv.
Biologische Therapie erfolgt aus ganzheitsmedizinischen Gesichts-

punkten, selektiv zytotoxisch, reparativ und immunstimulierend.

Es wird zweischichtig vorgegangen, da nur nach exakter Milieukor-
rektur eine erfolgreiche und dauerhafte Geschwulstzerstdrung als

moglich erachtet werden kann.
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Milieukorrektur durch: Herdsanierung - Darmsanierung - Symbiose-
lenkung - Kostumstellung - Substitution - Kreislauftraining.

Geschwulstzerstdérung durch: Immunstimulierung - Korrektur der
DNS-Expression - zytostatisch selektive Wirkung - Ausbreitungs-

hemmung - Enzymtherapie.

Stufenplan der Therapie:

1. Eingangsgespréach

2. Befundsichtung - Befunderhebung
3. Herdsuche - Herdsanierung

4. Darmsanierung

5. Symbioselenkung

6. Prdoperative MaRnahmen

7. Geschwulsttherapie

8. Operation

9. Postoperative Immunstimulierung
10. Verlaufskontrolle

11. Wiederholungstherapie

12. Erhaltungstherapie

Multifaktorielle Krebstherapie:

Revitorgan-Prédparate

1. Inhibition von Tumorzellen, Stimu- Leber
lierung der korpereigenen Inter- Thymus J
feronsynthese Placenta M

2. Stimulierung der Immunabwehr Knochenmark

Nabelstrang
Milz
3. Harmonisierung des Stoffwechsels Pankreas
Ren
Pulmo
Magenschleimhaut

4. Normalisierung endokriner und Schilddriise

vegetativer Dysregulation Epiphyse
Zwischenhirn

Begonnen wird bei der Geschwulsttherapie mit der einwdchigen t&g-
lichen Verabreichung von NEYTUMORIN (s.k. in steigender Dosis).
Dann folgt eine Injektion von Trockensubstanz Dil.Nr. 1 (Leber) mit
einer Ampulle SYNACTON Depot intragluteal. Meist bessert sich da-
nach rapide der Allgemeinzustand des Patienten. In der zweiten Be-
handlungswoche wird Dil. Nr. 70 (Plazenta matern.) Stdrke II, je-
weils insgesamt 5 mal i.m. verabreicht. Ab der dritten Behandlungs-
woche erfolgt die Behandlung mit NEYTUMORIN nach folgendem Schema:
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Tag 2 Amp. Dil. St. I s.k. oder i.m. oder i.V. (nach Vortestung i.k./s.k.)
Tag 3 "

Tag 3 " " II

Tag wie 3. Tag

Tag wie 3. Tag III "

@ U w N

Tag 1 Amp. Trockensubstanz i.m., dann im Abstand von 3 bzw. 4 Tagen

je 2 Amp. Trockensubstanz i.m.
Zusdatzlich NEYTUMORIN-Lingual 3 mal t&dglich 8-10 Tropfen.
Zur Aufrechterhaltung der erworbenen Toleranz miissen die Trocken-
substanzen in Intervallen von nicht léanger als 3-4 Tagen fortlau-
fend appliziert werden, anderenfalls ist eine erneute Vorbehandlung
mit Dilutionen notwendig.
Zur Dauerbehandlung wird nun auch jeweils 1 Amp. NEYTUMORIN T-1&s-
lich i.v. oder zur Infusion 2 mal wdchentlich verwendet. Wiederho-
lung des Behandlungsschemas bei Bedarf oder mit Pausen von 1-6 Mo-
naten. Nebenwirkungen treten bei Beachtung der Dosierungsrichtlinien
nur in Einzelf&dllen bei allergisch disponierten Patienten ganz sel-
ten als Ubelkeit, Pulsbeschleunigung und Oppressionsgefithle auf.
Die Dosierung sollte dann um ein oder =zwei Konzentrationsstufen zu-
riickgenommen und nach Verschwinden der Symptome erneut gesteigert
werden.
Daneben lauft die Basistherapie nach LINDENMANN ("Die Stellung der
makromolekularen Organotherapie in der Onkologie", Kassenarzt 12/
1980) . Auf einige Schwerpunkte der Therapie ist besonders hinzu-
weisen. Ein besonderer Stellenwert muRl den prdoperativen MaBnahmen
zugeordnet werden. Dazu gehort auch eine Anregung der Entgiftungs-
mechanismen (Leber, Niere) durch Verabreichung von Thymus, eine
kontrollierte Symbioselenkung, Vitaminzufuhr und eine Korrektur des
Erndhrungszustandes. Weiter hat sich die mehrmalige Injektion von
Carbonylgruppen SSR-Ampullen, welche in vielfacher Weise regulierend
in den Zellstoffwechsel eingreifen, als sehr wichtig und wirkungs-
voll erwiesen.

Fiir die genannte Therapie kommen folgende Patientengruppen in Frage:

1. Menschen, die von Haus aus eine biologische Tumortherapie
wlnschen.

2. Menschen, die aus der konventionellen Tumortherapie ausge-
stiegen sind.

3. Menschen, die von Tumorzentren als ausbehandelt, aber nicht

geheilt entlassen wurden.
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Eine restumierende Kasuistik zeigt auf, daB diese Therapie bei allen
Tumorerkrankungen wirksam wird. Der Patient beginnt, sich bald nach
Therapiebeginn wohler zu fiihlen und gewinnt wiederum an Lebensquali-
tat. Des weiteren kommt es zu einer sichtbaren Verbesserung der La-
borwerte und der Tumorparameter (Tumormarker), in einigen F&llen
tritt fir langere Zeit der Zustand des "no change" ein, das heiBt,
es kommt zu keiner weiteren TumorvergrdBerung und in anderen Fadllen
war das Verschwinden der Tumorkrankheit und des Tumors festzustellen
In den Fallen, wo bereits zu Therapiebeginn der "Point of no return"
iberschritten war, das ist der Zeitpunkt, wo der Patient an einer
Tumorkachexie 1litt oder eine generalisierte Metastasierung vorlag,
kam es zu einer kurzfristigen Schmerzlinderung und Lebensverlange-
rung .

Zusammenfassend kann man also sagen, dal die auf diese Weise durch-
gefihrte Behandlung in den Ergebnissen der konventionellen Therapie
gleichwertig, wenn nicht in vielen Fallen sogar iiberlegen zu sein
scheint. Sie stellt fiir den Patienten keine Belastung dar und ist
auch bei bereits aussichtslosen Fallen noch sinnvoll, da sie er-
fahrungsgemdll ein schmerzloseres und besseres Ende anzubieten hat,
und der Zustand korperlichen Wohlbefindens méglichst lange aufrecht

erhalten werden kann.
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Multifaktorielle Krebstherapie mit hochmolekularen
Organextrakten und tumortropen

AntikoOrperfragmenten*

K. E. THEURER

Firma vitOrgan
Ostfildern

Die moderne Medizin ist gekennzeichnet durch Rationalismus und
Pragmatismus. Von einer Therapie mdéchte man nicht nur wissen, daB
sie wirkt, sondern auch, wie sie wirkt. Erst dann ist es moglich,
optimal zu behandeln und gegebenenfalls die Therapie systematisch
weiterzuentwickeln und zu verbessern. Eine rationale Therapie wird
erst moéglich, wenn man die Mechanismen der Krankheitsentstehung
kennt. Es wurde behauptet, daB wenigstens 90% unseres Wissens auf
diesem Gebiet noch keine 20 Jahre alt sind. Die klassischen Denk-
weisen der Humoral-, Zellular- und Neuraipathologie lassen sich nun
in einer Molekularpathologie und einer daraus resultierenden The-

rapie vereinen.

Auch die Therapie mit hochmolekularen Organextrakten muB unter
diesen Gesichtspunkten betrachtet werden. Dazu ist eine Faktoren-
analyse der Krankheitsentstehung ebenso notwendig wie eine Analyse
der mdglichen Wirkungsmechanismen der Therapie. Ich méchte hier
beide einander gegeniiberstellen und nur auf wenige Details ndher

eingehen.

Moglichkeiten fir die Krebsentstehung

A. Ontogenetische, angeborene Defekte und Disposition zum Krebs:
a) genetische und chromosomale Abweichungen - Defekte am Regu-
lations- und Synthesemechanismus der Krebszelle;

b) vegetative, neurale und endokrine Fehlsteuerungen.

* Die programmatische und richtungsweisende Bedeutung dieser Arbeit fiir die On-
kologie veranlaBt den Nachdruck. Erstabdruck: Physikalische Medizin und Reha-
bilitation 12/6, 127-130 (1971)
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B. Altersverandrungen an den Synthesemechanismen durch fehlerhafte

Mitosen und Fehler bei der Informationsiibertragung.

C. Erworbene Defekte am Syntheseapparat oder Derepression von
Strukturgenen, deren Funktionen autonom sind, und nicht adaquat
der jeweiligen Lebensphase oder Verlust von Funktionen infolge
kanzerogener Noxen:

a) chemisch
b) physikalisch
c) durch Atmungs-, Erndhrungs und Elektrolytschéden.

D. Erworbene Transformation am genetischen Apparat durch Virusin-
fektion.

In einem Aufsatz iber "Krebstherapie mit Deziduaextrakten auf der
Basis der Erkenntnisse der experimentellen Genetik" hatte ich 1965
in "Medizinische Klinik" Nr. 47 die Vermutung geduRert, daB beim
Krebs ein Defekt an iibergeordneten genetischen Regulationsmechanis-
men vorliegen kdnnte. Unterscheidungsmerkmale des Krebses gegen
Normalzellen, wie unregelmdfige, amitotische Zellteilungen, Ver-
anderungen der Kern-Plasma-Relation, Verlust der Kontakthemmung
bei der Zellvermehrung und UnregelmdBigkeiten im korrelativen
Wachstum, die aerobe Glycolyse, eine ektopische Hormonbildung, =z.B.
in Lungentumoren, Synthese von Hypophysen- und anderen Hormonen,
und das Wiederauftreten fetaler Proteine aus Darmschleimhaut und
Leber, konnen Anzeichen dafiir sein, daB Strukturgene wieder aktiv
werden, die in frilheren Entwicklungsstadien des Individuums in
Funktion waren und dann genetisch unterdriickt wurden. Nobelpreis-
triger WALDENSTROM vertrat 1969 bei einem Symposium der Behring-
Werke ebenfalls diese Ansicht. Er meint: Die Mdglichkeit, daB in
der karzinomatds entarteten Zelle schlummernde Matrizen durch 'De-

repression' geweckt werden, sei nicht von der Hand zu weisen.

Ein Versuch von GURDON in Oxford beleuchtet die Omnipotenz Jjedes
Zellkerns und die Wahrscheinlichkeit, daB Faktoren des Zytoplas-
mas des Eies das Genom einer somatischen Zelle 'erwecken' konnen.
Aus der Eizelle des Frosches Xenopus wurde der Zellkern entfernt
und durch einen anderen Kern aus differenzierten Intestinalzellen
ersetzt. Einige der so manipulierten Eizellen entwickelten sich

dann normal zu geschlechtsreifen Frdschen.

Flir die Krebsentstehung bietet sich nun die Hypothese an, daB ein
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kanzerisierendes Agens ebenfalls Faktoren des Zellkerns in Funktion
setzen kann, die zu der gegebenen Zeit unterdriickt sein muften.
Diesen Mechanismus einer 'Derepression' h&lt WALDENSTROM bei der
Antikorpersynthese fir zweckmdBig. Er vermutet, daR die Antikor-
persynthese durch die Einwirkung eines Antigens auf das Genom in
Gang gesetzt wird, wobei die Information zur Antikoérperbildung im
Genom festgelegt ist. Die Krebsentstehung wdre also, teleologisch
betrachtet, eine Fehlfunktion eines an sich lebenswichtigen Mecha-

nismus .

Auch die 'Krebsentstehung durch Viren' 1aBt sich mit dieser Hypo-
these in Einklang bringen. Durch onkogene Viren, die in gesunde
Zellen eindringen, kann etwas ahnliches geschehen wie bei Bakte-
rien, die von Bakteriophagen befallen werden. Entweder geht die
Zelle durch die pathogene Virussynthese =zugrunde, oder sie wird
transformiert. Dabei koppeln sich die DNS aus den Viren an die

DNS der Zellkerne an und vermehren sich mit diesen bzw. werden bei
der Zellteilung auf Tochterzellen ibertragen. Der integrierte =zell-
fremde DNS-Bestandteil funktioniert die Zelle um, indem er seine
Syntheseinformationen realisiert und wichtige Zellbestandteile,
insbesondere von Membranen der Zelloberfldche, verandert. Dadurch
wird die exogene regulative Beeinflussung solcher transformierter
Zellen durch Hormone und Stoffwechselreize verhindert. Die Infor-
mation der Virus-DNS oder auch -RNS fihrt zur Synthese von zell-
fremden Proteinen, die als Tumorantigene imponieren. Andererseits
konnten solche Syntheseprodukte als Regulationsstoffe wirken und
die Synthesevorgédnge, die vom Zellgenom gesteuert werden, ein- oder

ausschalten.

Lange bestand das Vorurteil, daBR die 'zelluldren Synthesevorgéadnge'
qualitativ nicht beeinflubt werden konnten. Die iibliche Therapie
bemitht sich auch heute noch vorwiegend um quantitative Anderungen.
Solange ein kranker Organismus Uber die qualitativen stofflichen
Moglichkeiten zu seiner Gesundheit verfiigt, bedarf es oft nur eines
energischen AnstoBes, um Zellfunktionen zu normalisieren. Die
therapeutische Praxis beweist Jjedoch auch beim Krebs, daB die
quantitative Beeinflussung der Reaktionsablaufe allein meist nicht
zum Erfolg fihrt. Vermutlich ist beim Krebs, anders als bei ande-
ren Erkrankungen, eine Regenerationshilfe von gesunden Organzellen

nicht méglich, weil die Krebszellen nicht mehr auf natiirliche exo-
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gene Regulationsstoffe ansprechen und autonom geworden sind oder
weil sie ein "Mehr" an genetischer Information enthalten als nor-

male Zellen.

Eine 'direkte Beeinflussung der Krebszellen" ist jedoch durch Stof-
fe moéglich, die fakultativ in der Plazenta wahrend der Schwanger-
schaft gebildet werden. Andererseits lassen sich Krebszellen auch
'indirekt' beeinflussen, indem man die forpeieigene Abwehr und die
Vitalitdt des Organismus aktiviert. Hier zundchst eine Zusammen-
stellung der Mechanismen, {ber die hochmolekulare Organextrakte

allgemein zur Wirkung kommen koénnen:

Mogliche therapeutische Wirkungen von hochmolekularen Organextrakten

A. Direkte Einwirkungen auf geschadigte Zellen- Normalisierung

der Zellfunktionen iber Synthesemechanismen

b. Indirekte Einwirkung durch Normalisierung gestdrter Korrelatio-
nen von Organbeziehungen mit Auswirkung auf phylakogene Reak-
tionen:

a) zellular
b) humoral

c) neural

Mechanismen

a) Substitution von Informationsiibertrdgern und Regulationsstoffen
fiir die Synthesevorgange;

b) Substitution von Syntheseendprodukten und Enzymen;

c) Ubertragung von funktionstiichtigen Mustern und Enzymen fiir die
Wiederherstellung defekter Molekiile durch Rekonstruktion, Reag-
gregation, Reassoziierung;

d) Ubertragung von DNS-Molekiilen zur Rekombination am defekten

Genom.

Extrakte aus dem isolierten maternen Anteil der Dezidua und fetalen
Anteil (Chorion und Trophoblast) von Plazenten haben therapeutisch

einen dosisabhangigen Antagonismus auch in ihrer Wirkung auf Tumor-
gewebe. Dies konnten JACHERTZ an zellfreien Synthesesystemen,

WRBA, GEIREL und RUSSE an Zellkulturen und SORKIN tierexperimentell
nachweisen. Z.B. betrug beim Yoshida-Tumor die Hemmung des Stoff-

wechsels durch hochmolekulare Deziduaextrakte, gemessen an der Auf-

nahme von radioaktivem Phosphat, minus 30% gegeniiber Kontrollen,
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denen dieses Praparat nicht zugesetzt wurde. Normale Leberzellen
werden hingegen durch das gleiche Praparat in gleicher Konzentra-

tion um plus 16% stimuliert.

Die 'AntikOrperproduktion der Milzzellen' in Mausen hat SORKIN durch
Dilutionen von hochmolekularen Ortj.anextrakten aus fetaler Leber

und Herzmuskel im Hamolyse-Geltest um das Zehnfache der positiven
Kontrollen steigern kénnen. MAYR und BUSCHMANN haben je nach Do-
sierung der Dilutionen eines Kombinationsprédparates aus verschie-
denen Organarten, wie wir es zur Behandlung allergischer Erkran-
kungen verwenden, bei einer Konzentration von 1073g eine Hemmung

auf etwa ein Drittel der bei den Kontrollen gefundenen Werte und
-9

bei Anwendung einer Verdinnung von 10 g eine anndhernde Verdop-
pelung der Anzahl der plagque bildenden Zellen in der Milz gefun-
den. Auch war die Auswirkung auf die Phagozytoserate signifikant
erhoht.

Eine Einwirkung auf die immunologischen Abwehrfunktionen vermuten
wir auch iber die Beeinflussung von Hormondriisen, insbesondere
{iber Hypophyse, Nebenniere und Schilddriise.

An der unspezifischen Krebsabwehr von viralen Tumorzellen koénnte
Interferon beteiligt sein, dessen Synthese durch Organextrakte mit

doppelstrédngiger RNS aus Leber und Plazenta stimuliert wird.

Spezielle Wirkungen von hochmolekularen Organextrakten beim Krebs

A. Direkte Einwirkung auf Krebszellen:

a) Stoffwechselhemmung der Tumorzellen durch Deziduaextrakte;

b) Sensibilisierung von Tumorzellen gegen Strahlen- und Chemo-
therapie durch Extrakte aus Chorion- und Trophoblastenzellen;

c) prophylaktische Tumorabwehr durch aktive Immunisierung gegen
etwaige fetale Organantigene, die auch in Tumoren vorkommen
konnen - Durchbrechung einer Immuntoleranz gegen solche fe-

talen Antigene.
B. Indirekte Einwirkungen:

a) Beeinflussung der vegetativ-hormonalen Reaktionslage und Ver-
ringerung der Proliferationstendenz der Krebszellen;
b) Aktivierung der zelluldren und humoralen Abwehr (Phagozytose,

zelluldre und zirkulierende Antikdrper);
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c) Revitalisierung von StoffWechselorganen und dem blutbilden-
den System zur Uberwindung von Autointoxikationen infolge
von Tumorabbau;

d) Roborierung und Schmerzlinderung.

Aus dem Schema ergeben sich fiir die hochmolekulare Organtherapie

verschiedene Moglichkeiten fiir die Krebsprophylaxe.

Moglichkeiten einer Krebsprophylaxe durch Organotherapie

A. Behandlung von Krankheitszustdnden und Altersprophylaxe - Nor-

malisierung der Organ- und Zellfunktionen.

B. Sensibilisierung gegen etwaige Tumorantigene, die in fetalen Ge-

wegen (Leber und Darm) vorkommen.

C. Entgegenwirkung der Entstehung einer immunologischen Toleranz
gegen Tumorantigene durch Mobilisierung der immunologischen Ab-

wehr .

Die Therapie mit hochmolekularen Organextrakten hat also verschie-
dene Auswirkungen auf die immunbiologischen Mechanismen der natir-

lichen Tumorabwehr und Resistenz.

Die eigentliche Immunologie des Krebses gewinnt stdndig an Bedeu-
tung. Ihre Wirkung ist jedoch begrenzt und erst dann optimal, wenn
die Hauptmasse der Tumorzellen beseitigt ist. Die immunologische
Abwehr unterliegt dem Massenwirkungsgesetz und ist umgekehrt pro-
portional der Anzahl der Tumorzellen, d.h. um so effektiver, Ije
weniger Tumorzellen vorhanden sind. Deshalb streben wir in unserem
Arbeitskreis eine Kombinationsbehandlung an, bei der zundchst die
Tumormassen chirurgisch beseitigt werden sollen und dann ein stu-
fenweiser Abbau des restlichen Tumorgewebes stattfindet, wobei
zwischen Phasen der Roborierung mit Verstarkung der allgemeinen
Abwehrvorgdnge und Phasen mit einem immunochemischen Tumorabbau
abgewechselt werden soll. Wir nennen diese Methode "multifaktorielle
Krebstherapie".

Eine'spezifische Immunotherapie' ist nur mdglich, wenn Tumoranti-
gene vorhanden sind, die in Normalzellen nicht vorkommen. Es hat

den Anschein, daR die Tumorantigene bei jeder Tumorart individuell
versdiieden sind und sich bestenfalls in Gruppen von Tumoren mit

gleicher Ursache, z.B. virusbedingten Sarkomen, entsprechen. Bis-
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her wurden keine Tumorantigene gefunden, die obligat in allen Tu-
moren enthalten wa&ren. Die Immunotherapie des Krebses ist deshalb
mehr oder weniger eine Individualtherapie, bei der die Tumoranti-
gene aus einem Operationsprdparat oder einem durch Biopsie gewon-
nenem Pr&parat zur aktiven Immunisierung verwendet werden. Um die-
se Pradparate gegebenenfalls auch spater fir die Wiederholungsbe-
handlung und die Testung der Antikérper verwenden zu konnen, soll-
ten die karzinogenen Potenzen inaktiviert und die Tumorantigene

durch Konservierung haltbar gemacht werden.

Gewinnung von Tumorantigenen durch Operation oder Nadelbiopsie

Aufarbeitung:
a) Inaktivierung von Karzinogenen;
b) immunologische Isolierung;

c) Konservierung.

Verwendung:

A. Beim Patienten zur aktiven Immunisierung unter Mitverwendung
von Adjuvantien, z.B. Organextrakten, kolloidale Komplexver-
bindungen aus Al-Hydroxid und Kiesels&ure, Freundsches Adju-
vans .

B. Bei einem Mittlerindividuum (Mensch, Tier) =zur aktiven Immu-
nisierung wie bei A und Gewinnung von zirkulierenden Anti-
ko6rpern und Immunozyten.

C. Zur Testung der humoralen Antikdrper:

a) durch in-vitro-Methoden, z.B. Gelprazipitation, Radiogel-
diffusion, Immunelektroohorese, Tragermethoden, Immunfluo-
reszenz, direkte und indirekte Antiglobulinkonsumption,
Zytotoxintest;

b) durch in-vivo— Methoden, z.B. Intrakutantest, Prausnitz-
Kistnersche-Reaktion.

D. Zur Testung der zelluldren Sensibilisierung durch Lymphozy-
tentransformation, Leukozytolyse

Eine aktive Immunisierung mit Tumorzellen oder Antigenen ist nur
moéglich, wenn keine Immuntoleranz gegen die Tumorantigene vorliegt
d.h., wenn die Tumorantigene vom Kdrper noch als kdrperfremd er-
kannt werden und eine Antikérperbildung moglich ist. Die kann un-
ter Mitverwendung von Extrakten aus lymphatischen Geweben und an-

deren Adjuvantien, so z.B. dem Freundschen Adjuvans oder einer kol
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loidalen Komplexverbindung aus Aluminiumhydroxid und Kieselsaure,

geschehen.

Aufgaben einer immunologischen Krebstherapie

A. Erfassung der immunologischen Reaktionslage durch Antikdrper-
nachweis:

a) humoral

b) zellular

B. Beseitigung einer etwaigen Immuntoleranz gegen Krebsantigene
durch:

a) Behandlung mit Organextrakten aus lymphatischen Geweben
(Lymphknoten, Thymus, Milz)

b) Transfusion von allogenen Immunozyten, die gegen die Tumor-
antigene sensibilisiert sind, oder Behandlung mit daraus
hergestellten Zellextrakten (informative RNS)

C. Induktion der Antikdrpersynthese durch aktive Immunisierung mit

Tumorantigenen unter Mitverwendung von Adjuvantien

D. Boosterung der Antikorperproduktion durch Wiederholung der In-
jektionen von Tumorantigenen
E. Unspezifische Verstdrkung der Antikorpersynthese:

a) durch Verwendung von Adjuvantien bei der aktiven Immunisie-
rung

b) durch separate Injektionen von Organdilutionen

c) durch BCG-Impfungen

Es ist auch moglich, daB bei der aktiven Immunisierung eine beson-
dere Art von Antikorpern, die man "enhancement antibodies" nennt,
entstehen. Darunter versteht man Antikérper oder Antikorperbruch-
stiicke, die in der Lage sind, Rezeptoren des Antigens auf den Tu-
morzellen zu blockieren, so daB sich daran keine komplementbinden-
den Antikorper oder Immunozyten mehr festsetzen kdénnen, die Tumor-
zellen aufldsen. Es handelt sich hier also um einen Schutzmecha-
nismus der Zellen, den wir seit 1957 bei immunopathogenen Auto-
aggressionen, insbesondere bei den Kollagenosen, therapeutisch
nutzbar gemacht haben, indem wir patienteneigene Antikdérper che-
misch in Bruchstiicke zerschlagen und den Patienten reinjizieren.
Die Bruchstiicke wirken hier wie "enhancement antibodies" und
blockieren den zellschadigenden Mechanismus. Auch bei Organtrans-
plantationen halten wir diese Methode fir zweckmdRig, um schadi-

genden Immunreaktionen vorzubeugen. In der Krebstherapie ist die-
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ser Schutzmechanismus aber unerwinscht, weil man hier ja die
Krebszellen vernichten will. Deshalb verwenden wir hier die Anti-
korperbruchstiicke mit einem Tropismus zu Krebszellen nur als
'Schlepperstoffe' fiir zytotoxische oder zytolytische Substanzen.
Diese wirken weit mehr zerstorend auf Krebszellen als zytotoxische
AntikOrper und Immunozyten. Bei einer aktiven Immunisierung lalt
sich vermutlich die Entstehung von "enhancement antibodies" durch

geeignete Dosierung und die Anwendung von Adjuvantien vermeiden.

Eine passive Immunisierung gegen Krebs erscheint nicht sehr aus-

sichtsreich wegen:

1. Schwierigkeiten der Beschaffung ausreichend grofer Serummen-
gen mit Immunglobulinen gegen individuelles Tumorantigen;

2. moglichen Gegenreaktionen gegen xenogene bzw. allogene Immun-
globuline mit Blockierung der Wirkung durch Anti-Immunglobulin-
Antikorper;

3. pathergische Reaktionen gegen Frihgifte, Anaphylatoxine, Se-

umkrankheit u.a.

Die Behandlung mit Immunozyten von einem sensibilisierten Indivi-
duum hat einen anderen Wirkungsmechanismus als eine passive Immu-
nisierung mit humoralen Antikdérpern. Hier induzieren 'informative
RNS' aus den Immunozyten die AntikOrperbildung (JACHERTZ). Es han-
delt sich also um eine besondere Form der Informationsiibertragung,

die auch eine etwaige Immuntoleranz zu iberwinden vermag.

Anstatt einer passiven Immuntherapie verwenden wir eine immuno-
chemische Therapie', bei der die Antikdrper oder die tumortropen
Antikorperbruchstiicke nur als Schlepperstoffe fiir exzessiv zell-
schddigende Substanzen benutzt werden. Eine solche gezielte Che-
motherapie hat weniger schadliche Nebenwirkungen und kann auch

gleichzeitig mit der iblichen Chemotherapie angewendet werden.

Die Verwendung von Antikorperbruchstiicken als Vehikel kann gegen-
iber der Verwendung von nativen immunglobulierten chemischen Wirk-
gruppen und der gezielten Wirkung Gegenreaktionen auslosen, die
besser vertrdglich sind und eine groRere Permeabilitat besitzen.
Wegen der substituierten chemischen Wirkgruppe und der gezielten
Wirkung sind hier nur kleinere Mengen von Antikdrpern bzw. Anti-

kérperbruchstiicken erforderlich.

Die Aufspaltung von nativen Immunglobulinen (Abb.l) erfolgt che-
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misch durch Reduktion mit Merkaptanen. Dies fiihrt zu einer Spren-
gung von Disulfidbriicken im Antikdrpermolekiil, wodurch die leich-
ten L- und schweren H-Ketten gewonnen werden. Eine Aufspaltung ist
aber auch durch proteolytische Fermente, z.B. Papain, moglich.
Hier entstehen die sog. Fab- und Fc-Fragmente. Uber die Aufspal-
tung von Antikdrpern gibt es eine umfangreiche Literatur, die
schon in Lehrbilicher eingegangen ist (vgl. STEFFEN: Allgemeine und
experimentelle Immunologie und Immunpathologie, Georg Thieme-Vlg.,
Stuttgart 1968).

Papain

Abb. 1: Schema der Zusammensetzung eines Immunglobulins
(nach G.M. EDELMAN)

Die Ankopplung von chemischen und biologischen Wirkstoffen an An-
tikdrperbruchstiicke erfolgt &hnlich wie in der Immunhistochemie

die fluoreszierenden Farbstoffe iiber chemische Briicken, =z.B.

durch Diazotierung. Es sind aber auch eine direkte Ankopplung

nach vorheriger chemischer Aktivierung der zu konjugierenden Mole-
kiile und eine adsorptive Bindung moglich. Je nach Art der Ankopp-
lung der chemische Wirksubstanzen koénnten diese innerhalb der Zelle
abgekoppelt werden und isoliert zur Wirkung gelangen (Abb.2).

Wir verwenden derzeit 5-Fluor-Uracil. Diese Verbindung wird in die
RNS eingebaut und bewirkt bei der Translation, d.h. der Ubersetz
zung der in der mRNS enthalten Information, im Protein den Einbau
falscher Aminosduren. Die meisten Antibiotika greifen ebenfalls

in diesen Mechanismus, der an den Ribosomen ablauft, ein.

Tumortrope Antikdrper koénnen sowohl nach aktiver Immunisierung ei-
nes Mittlerindividuums als auch vom Patienten selbst gewonnen und

zur Therapie verwendet werden. Fir diese Modifikation der Eigen-
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blutbehandlung ist es dann zweckmdBig, vor der Blutentnahme die
AntikOrperproduktion des Patienten durch eine geeignete Organothe-
rapie zu aktivieren. Die Herstellung der konjugierten Antikdrper-
bruchstiicke aus Eigenblut ist weniger aufwendig als die Herstel-
lung aus Fremdblut, bei der eine Absattigung gegen art- bzw. in-
dividualspezifische sowie Organantigene zu empfehlen ist. Auch
werden die Praparate aus korpereigenen Antikdrpern besser vertra-
gen. Jedoch sollte man das Blut auf das Vorhandensein von tumor-
tropen Antikorpern untersuchen; sonst 18Rt sich aber auch eine
Therapie "ex juvantibus" durchfithren und gegebenenfalls parallel
dazu eine zytostatische Chemotherapie, die in Ublicher Weise
durchgefihrt wird. Die "multifaktorielle Krebstherapie" kann also
modifiziert werden, je nachdem,, ob Tumorantigene zur Verfiigung

stehen oder nicht. Auch kann gegebenenfalls die Oragnotherapie
allein durchgefiilhrt werden.

Antikorperfragmente mit Rezeplor zum Antigen und Ankoppelung eines Pharmakon Gezielter ur
Bindungsgruppe zum Pharmakon uber Sulthydrilgruppen

o
b 5
Antikbrperiragment

Bindung durch Antigen-Antikdrperreaktion an der i
Zellwand

Antikbrpertragment
Zelle

SH SH

Abb. 2: Schema Utber die Ankopplung eines Pharmakons an leichte

und schwere Ketten von Immunglobulinen.

Die Behandlung mit den konjugierten Antikdrperbruchstiicken erfolgt
i.V., an vier bis sechs Tagen zunadchst tadglich, dann jeden zwei-

ten Tag, insgesamt zehn-bis zwolfmal. Die Dosierung richtet sich
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nach der Vertraglichkeit, wobei auf etwaige hyperergisch-allergische

Reaktionen zu achten ist. Diese wilirden zur Anwendung hdherer Ver-

dinnungsgrade und kleinerer Injektionsmengen zwingen. Zur Anwen-

dung ist auch die Dauertropfinfusion geeignet.

Modifikation der multifaktoriellen Krebstherapie

I.

A.

II.

Methoden ohne Tumorantigene

Organotherapie mit i.v.-Injektionen von Dilugionen aus dem ma-
ternen Anteil der Plazenta in Verdinnung 10 , Jjeweils 5 bis 10
ml an vier aufeinanderfolgenden Tagen, dann Jjeden zweiten bzw.
dritten Tag, insgesamt 10 bis 15 Injektionen. Gleichzeitig mit
der finften bis sechsten Behandlung zusdtzlich i.m.-Injektion
der Suspension von Organtrockensubstanzen eines Kombinations-
préaparates fir Malignome, danach evtl. BCG-Impfungen. - Zwei
bis drei Wochen nach der Injektion der Trockensubstanzen Ge-
winnung und Herstellung von konjugierten Pré&paraten aus Anti-
korperbruchstiicken, die im AnschluB an die Phase der Organo-
therapie injiziert werden, dann wiederholter Wechsel von Orga-
notherapie und immunochemischer Therapie. Nachbehandlung ipit
organotherapeutischen Lingualpradparaten.

Organotherapie wie bei A., ohne nachfolgende Therapie mit kon-
jugierten Antikdrperbruchstiicken, gegebenenfalls aber anschlies-

send oder gleichzeitig Chemo- oder Strahlentherapie.

Methoden mit Tumorantigen

Organotherapie wie bei I. - Gewinnung von Tumorantigenen und
aktive Immunisierung des Patienten mit diesen - Herstellung von
konjugierten Antikoérperfragmenten aus Patientenblut, die im An-
schluB an die Phase der Organotherapie injiziert werden - dann
Wiederholung der Organotherapie und anschlieBende immunochemi-
sche Therapie - Nachbehandlung mit organotherapeutischen Lin-
gualpréaparaten.

Behandlung wie bei A,, jedoch Sensibilisierung eines Mittler-
individuums mit Tumorantigen und Gewinnung der konjugierten An-
tikdrperfragmente aus dessen Blut, zusadtzliche Gewinnung von

sensibilisierten Immunozyten und Behandlung des Patienten.
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Das Tumorgeschehen gibt viele Probleme auf. Schon der Versuch ei-
ner Synopsis zeigt, daR eine optimale Krebsbehandlung an verschie-
denen Faktoren angreifen muf. Bis heute ist eine gezielte Prophy-
laxe noch erfolgversprechender als die Therapie. Dieserhalb hat
die Frilherkennung der Krebsdisposition Vorrang vor der Friithdiag-
nose des Tumors. Mit fortschreitender Erkrankung wird das Tumor-
geschehen immer komplexer. Deshalb sollte die Behandlung an mog-
lichst vielen Punkten multifaktoriell angreifen und iber eine

langere Zeitspanne hinweg durchgefithrt werden.
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Workshop: Onkologie - Praktische Konsequenzen fiir die Therapie

Leitung: Th. STIEFEL, Forschungs-
laboratorium Karl Theurer fiir Organo-
und Immuntherapie, Stuttgart-Ostfildern

Herr STIEFEL: In den vorangegangenen Vortrdgen zur Behandlung von Tumoren mit
NEYTUMORIN hat sich gezeigt, daB zwei Gesichtspunkte zur Zeit im Vordergrund der
Arbeiten stehen:

1. Erforschung der Wirkungsmechanismen,
2. Klinischer Wirkungsnachweis.

Zur Frage der molekularen Wirkungsmechanismen von NEYTUMORIN konnten durch die
Arbeiten von LETNANSKY vom Krebsforschungsinstitut Wien und MUNDER, Max-Planck-
Institut fir Immunbiologie, Freiburg, wesentlich neue Erkenntnisse gewonnen wer-
den. So gelang es nunmehr nachzuweisen, daB fir bestimmte inhibierende Faktoren
von NEYTUMORIN spezifische Rezeptoren auf Tumoroberfldchen vorhanden sein miissen,
wodurch die in vitro beobachtete spezifische Inhibierung der DNA-Synthese von
Tumorzellen erkldrbar wird. Demgegeniiber tritt in den Arbeiten von MUNDER immer
mehr die Bedeutung des Immunsystems fir die Wirksamkeit von NEYTUMORIN hervor.
So zeigen die Versuche an Nu-Mdusen, die iber keine Thymusfunktion mehr verfiigen,
daB eine optimale Wirksamkeit von NEYTUMORIN nur durch intakte immunologische
Strukturen méglich ist, und dieser Effekt kann auch in vitro nachgewiesen werden.
So konnen z.B. Milzzellen, die von Mdusen stammen, die mit NEYTUMORIN behandelt
wurden, dazu gebracht werden, in vitro syngene Tumorzellen massiv anzugreifen
und abzutdoten. Diese Untersuchungen werden durch Ergebnisse einer Pilotstudie
von KETELSEN ergdnzt, der nachweisen konnte, dal die Proteindichte der Zellmem-
bran einer mit NEYTUMORIN behandelten Tumorzellkultur sich in Richtung der Ver-
hédltnisse einer Normalzelle verschiebt.

Diese reproduzierbaren Experimente werden mehr und mehr durch klinische Erfah-
rungen bestdtigt, die inzwischen sowohl von Praktikern wie auch von Klinikern
gesammelt wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen in diesem Workshop
im Vordergrund stehen, da sich die Thematik in erster Linie mit praktischen Kon-
sequenzen aus den Ergebnissen der Grundlagenforschung beschdftigen soll.

Neben der Diskussion der Vortrige von WALTER und KOSTLER, die uns iiber ihre Er-
fahrungen mit NEYTUMORIN berichtet haben, wollen wir im Rahmen dieses Workshops
auch die Herren REUTER von der Urologischen Klinik in Stuttgart und ROHRER von
der Inneren Abteilung des Rosmannkrankenhauses in Breisach zu Wort kommen lassen,
um das inzwischen angesammelte Erfahrungsqut auf eine erweiterte Basis zu stellen.
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Da die Vortrdge von LETNANSKY, KETELSEN und MUNDER aus Zeitgriinden im Plenum
nicht diskutiert werden konnten, wollen wir hier die Gelegenheit nutzen, nochmals
kurz die Grundlagenforschung zu Wort kommen lassen. Ich darf deshalb um Fragen
zu diesen Vortrdgen bitten.

Herr BIRR: Ich mdchte meine Frage an Herrn MUNDER richten. Die sekunddren Immun-
organe, Milz, Lymphknoten sind Speicherorgane fiir bestimmte Gruppen der T-Lympho-
zyten. Welche T-Lymphozytengruppe ist Ihrer Meinung nach hauptsdchlich in der
Milz deponiert und dort abrufbereit?

Herr MUNDER: In der Milz liegen B- und T-Lymphozyten vor. Was wir wahrscheinlich
messen nach Stimulation in vivo bzw. auch in vitro ist eine polyklonale Stimulie-
rung zytotoxischer T-Lymphozyten.

Herr BIRR: Ich habe eine Antwort in dieser Richtung erwartet. Ich mdchte daher
folgenden Kommentar ankniipfen: Wir haben das Thymosin-alpha-1, das ich Ihnen ja
vergangenes Jahr hier vorgestellt habe, in Detail strukturen zerlegt, diese De-
tailstrukturen synthetisch aufgebaut und um einzelne Aminosduren modifiziert,

die aber in der natiirlichen Sequenz des Thymosin-alpha-1 ebenfalls vorkommen.
Wenn man diese Serie von niedermolekularen Studien iiber etwa die Hdlfte des Ge-
samtmolekiils Thymosin-alpha-1, das 28 Aminosduren enthdlt, ausdehnt und unter-
sucht solche kleinen Peptide, die also genau molekular charakterisiert sind, im
E-Rosettenassay und in der gemischten Lymphozytenkultur, dann bekommt man Ant-
worten in diesen Assays, die ich im wesentlichen schon publiziert habe. Generell
haben wir gefunden, daB bei Strukturen, die folgende Sequenzmerkmale haben: N-ter-
minal basisch, dann sauer, lipophil und wieder sauer, daB solche Strukturen nie-
dermolekularer Natur an peripheren Humanlymphozyten im E-Rosettenassay hochgradig
stimulierend sind. In der gemischten Lymphozytenkultur beobachtet man eine sup-
pressive Aktivitdt - und jetzt kommt das wichtige - wenn man solche Strukturen an
einem Milzzellen-Azathioprin-Inhibitions-Assay studiert, dann findet man, da8 nur
solche Strukturen, die diese Merkmale enthalten, dort hochgradig stimulierend
sind. Wenn also die Milz hauptsdchlich zytotoxische Zellen enthdlt, so ist daraus
zu schlieBen, dab ein niedermolekularer Stoff, ein immunologisches Signal, das
die eben genannten Peptidsequenzmerkmale besitzt, ein Signal dafir darstellt, zy-
totoxische Zellen zu stimulieren. Man kann also in der Aussage, die Sie heute ge-
troffen haben, sehr viel weiter gehen. Man kann bereits ein molekulares Signal
angeben. Die molekulare GroBe ist nicht groBer als Pentapeptide. Es gibt Tetra-
peptide, die diese charakteristischen Merkmale enthalten und ebenfalls hochgradig
immunologisch aktiv sind.



142

Herr MUNDER: Prinzipiell wiirde ich Ihnen zustimmen. Sie gehen erheblich weiter.
Aber trotzdem muB ich eines festhalten: Die antitumorale Wirkung der Prédparation
die wir verwendet haben, hidngt nicht am Thymus. Sie hédngt mit Sicherheit aber da
von ab, daB das Gewebe, das verwendet wird - ich rede jetzt nur von dem antitumo
ralen Effekt, also von dem Effekt, der Tumoren zur Regression bringt, fiir den tu
mortragenden Wirt xenogen ist. Es kann durchaus sein, daB schluBendlich eine mo-
lekulare Struktur dafiir verantwortlich ist, die Sie eben beschrieben haben.

Herr BIRR: Das wollte ich im Grunde genommen gesagt haben. Denn fiir uns ist
Thymosin-alpha-1 nur eine der méglichen Studienformen fiir dieses Phdnomen. Aber
das Prinzip, das ich eben aufgezeigt habe, scheint ein generelles, und andere,
z.B. in den USA, finden dieses Prinzip innerhalb der Gesamtsequenz des Thymo-
poietins ebenfalls. Es gibt wieder andere Gruppen, die einfach nur mit nieder-
molekularen Peptiden, unabhdngig von Isolationen aus Organen, gearbeitet haben
und solch ein Prinzip verwandter Art gefunden haben, z.B. die Forschungsgruppe
der Farbwerke Hoechst. Es ist noch anzumerken, daB diese Arbeit, von der ich ge-
rade sprach, im Septemberheft in "Biochemistry" publiziert ist.

Herr DOLD: Herr MUNDER, ich wollte auch noch einmal auf diesen einen Befund zu-
riickkommen, den Sie in einer Abbildung gezeigt haben. Sie muBten dort nach etwa
einer Woche den Verlust der Tumorhemmung feststellen. Sie haben bei Ihrem Vor-

trag gesagt, daB das verwendete Zellsystem auch Zytostatika-resistent war. Die

erste Frage: War es vorher Zytostatika-empfindlich, d.h. geht parallel mit der

Entwicklung einer Zytostatika-Resistenz, die dann hier sehr schnell kdme, dieser
Verlust des Response einher, oder haben Sie irgendwelche Erlduterungen, wie es

zu diesem Response-Verlust kommt?

Herr MUNDER: Dieses Resistenzphdnomen, das ich erwdhnt habe, das bei der Behand
lung von implantierten Methylcholanthren-induzierten Tumorzellen nach drei bis
vier Wochen auftritt, ist ebenso unter Chemotherapie zu beobachten. Wir sehen,
dal bei 3-4 Tieren bei einer Gruppe von 10 Tieren der Tumor einfach nur sistiert
also nicht weiterwdchst und dann in der 4. Woche durchbricht. Dieses Resistenz-
phdnomen finden wir genauso, wenn wir die Tiere fiir drei Wochen 2x wdchentlich
mit 0,5 bis 1 mg Cyclophosphamid/kg Kdrpergewicht behandeln. Auch da haben wir
eine Gruppe von Tieren, sagen wir 5 von 10, deren Tumor zundchst nicht mehr wei-
terwdchst, dann aber trotz massiver Erhohungen der Cyclophosphamidgabe durch-
bricht und nicht mehr zu beeinflussen ist. Aber diese mit Cyclophosphamid vor-
behandelten Tiere lassen sich auch nicht mehr - und ich muB betonen, es sind
erst zwei oder drei Versuche - durch die Gabe von NEYTUMORIN zuriickhalten. Umge-
kehrt ist es aber so: Die Tumoren, die durchwachsen, trotz Behandlung mit NEY-
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TUMORIN oder anderen xenogenen Prdparaten, lassen sich auch mit Cyclophosphamid
nicht mehr halten. Es handelt sich hierbei offensichtlich um eine resistente Tu-
morzellpopulation, die wahrscheinlich sehr eng mit dem Tumorproblem an sich zu-
sammenhdngt, d.h. es sind Tumorzellen, die eigentlich - wahrscheinlich werden
auch die Kliniker etwas dazu sagen koénnen - mit den bisher uns bekannten Méglich-
keiten therapeutisch nicht erreicht werden konnen. Es sind vielleicht Tumorzellen
in der Go-Phase, um nur eine Vermutung zu &dubern.

AUDITORIUM: Dies deckt sich mit unseren Beobachtungen in der Praxis: Wir haben

unter einer ganzen Reihe von Tumorpatienten zwei, bei denen zundchst ein Still-

stand des Tumorwachstums erreicht werden konnte. Urplotzlich wuchs der Tumor je-
doch ohne weitere Beeinflussung, weder durch Chemotherapie noch durch entsprechen
de biologische NEYTUMORIN- oder Ozongabe. Ist es méglich, daB es sich bei den Mau
sen um &dhnliche Effekte handelt?

Herr MUNDER: TWenn Sie in unserem System - z.B. in dem Methylcholanthren-indu-
zierten Tumorsystem - diese Tiere mit Cyclophosphamid behandeln, dann haben Sie
Bereiche, wo Sie einen Antitumoreffekt haben. Sie haben aber auch einen Bereich -
und das habe ich nicht gezeigt - wo Sie eine definitive Steigerung des Tumor-
wachstums haben, und zwar bei hohen Dosen von Cyclophosphamid. Die hohe Cyclo-
phosphamidabgabe bewirkt die Ausschaltung des Immunsystems, wodurch eine enorme
Steigerung des Tumorwachstums eintritt. Das haben wir mit NEYTUMORIN nicht ge-
sehen. Dies soll jedoch nicht als Attacke gegen die bisherige Therapie verstan-
den werden, sondern es soll die Bedeutung des Immunsystems bei der Abwehr von
Tumoren aufzeigen. Man kann durch Ausschaltung des Immunsystems - und das habe
ich ja gezeigt mit den nackten Mdusen und mit den bestrahlten Madusen - und ebenso
durch aktive Behandlung mit Chemotherapeutika eine Stimulierung des Tumorwachs-
tums erzielen, die dann durch nichts mehr zu halten ist.

Herr DOUWES: Vielleicht darf ich dazu etwas sagen. Das Tumorenhancement ist ja
eine bekannte Geschichte. Schon in den Anfdngen der Immuntherapie war dies be-
fiirchtet worden. Inzwischen wissen wir auch von Studien, auch von adjuvanten
Studien, z.B. BCG-adjuvant beim Mammakarzinom, daB die Immuntherapie-Gruppe hier
schlechter abschnitt als die Kontrollgruppe. Auf der anderen Seite gibt es aber
ebenso Studien, die belegen, daB durch Immunstimulanzien die Behandlungsergeb-
nisse bei den unterschied!ichsten Tumoren auch erheblich verbessert werden kon-
nen. Vergleicht man diese Studien ndher, so sieht man, daB das entscheidende
Kriterium fiir Tumorenhancement oder Tumortherapie, die Dosierung des Immunsti-
mulans ist. Die Dosis ist also das Vabanquespiel fiir den Kliniker, d.h. er mu8
die Dosierung finden, die ein Enhancement ausschlieBt und dafir brauchen wir
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MeBinstrumente. Dies ist allerdings nach meinem Dafiirhalten noch sehr problema-
tisch, weil geeignete MeBinstrumente noch nicht zur Verfiigung stehen. Jeder, der
mit Immuntherapie gearbeitet hat, weiB, daB er Patienten unter dieser Therapie
wunderbar zelluldr restituieren kann. Sie zeigen sowohl bei Haut- als auch bei
T-Lymphozyten-Stimulationstesten und E-Rosetten-Testen hervorragende Werte.
Immunologisch wdren das Riesen und trotzdem wdchst der Tumor weiter, er wéichst
sogar schneller als zuvor. Das Problem ist also, daB wir uns bei der Beurteilung
des Immunstatus auf Dinge stiitzen, die keine Aussagekraft beziiglich der Tumor-
Abwehrsituation des Patienten besitzen.

Herr STIEFEL: Es wurde hier ein sehr wichtiges Problem angesprochen, und zwar
das Problem der richtigen Dosierung. Ich muB allerdings darauf hinweisen, daB
wir bei NEYTUMORIN weder experimentell, wie das ja Herr MUNDER ausgefiihrt hat,
noch in der Klinik bisher Hinweise auf ein Tumor-Enhancement gesehen haben.
Dennoch ist die Frage der richtigen Dosierung einer Therapie mit biologischen
Response Modifikatoren ein zentrales Problem. Dies wurde auch auf dem diesjédhri-
gen Internationalen Krebskongress in Seattle wieder deutlich, bei dem eine Viel-
zahl neuer Studien vorgetragen wurden, in denen Chemotherapie, Strahlentherapie
und Chirurgie mit solchen biologischen Response Modifikatoren kombiniert waren.
Bei Studien, bei denen durch eine extreme zytotoxische Behandlung das Immunsystem
vollstdndig lahmgelegt wurde, kann man von einer Therapie mit Response Modifika-
toren sicher keine Aktivierung korpereigener Abwehrkrdfte mehr erwarten. Hier
kann es in der Tat dann zu einer Stimulierung des Tumorwachstums kommen, einfach
deshalb, weil die immunologischen Prinzipien zerstért sind, die hier aktiviert
werden sollen. Auf der anderen Seite wurden jedoch in Seattle auch Studien vor-
gestellt, wo z.B. bestimmte Thymusfraktionen zusdtzlich zu einer gemdBigten
Chemo-Therapie eingesetzt wurden. Bei diesen Studien konnte eine signifikant
lingere (berlebenszeit bei verschiedenen Tumoren im Hals- und Nackenbereich sta-
tistisch belegt werden. Ich mdchte nun Herrn JACHERTZ bitten, aus fundierter
immunologischer Sicht nochmals zu dieser Problematik Stellung zu nehmen.

Herr JACHERTZ: Im wesentlichen kann ich das bestdtigen, was Herr DOUWES gesagt
hat. Ich finde, es ist sehr wichtig, daB man erkennt, daB eine Immunotherapie
eine Gratwanderung zwischen zwei Abgrinden darstellt. Der eine Abgrund ist die
iberschiessende zelluldre, der andere Abgrund ist die iberschiessende humorale
Immunitdt. Dies ist sicher der Grund, warum die Ergebnisse, die man in der Lite-
ratur liest, und vor allem die Ergebnisse, die man hinter vorgehaltener Hand
mitgeteilt bekommt, so stark voneinander differieren. Uns fehlt eigentlich in
der praktischen Krebstherapie eine verniinftige Diagnostik, die verldBliche Ver-
laufsparameter liefern konnte iber den derzeitigen Zustand der humoralen und
zelluldren Abwehr.
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Herr DOUWES: Nach meinem Dafiirhalten widre es gerade auch vor diesem Auditorium
wichtig, einmal zusammenzutragen, was man heute klinisch praktikabel als Immun-
Parameter im weitesten Sinne des Wortes erfassen sollte. Insbesondere dann, wenn
wir randomisierte klinische Studien mit diesen Prdparaten durchfihren wollen,
sollte man, nach all dem, was wir nun aus der Grundlagenforschung iber die Wir-
kungsweise des NEYTUMORINs gehdort haben, auch diesen immunologischen Aspekt ge-
bihrend beriicksichtigen. Wir haben z.B. in unserer Klinik Hautteste eingefihrt,
die einfach durchzufiihren sind und nach unseren bisherigen Erfahrungen eine gute
Leitlinie darstellen, um die Immun-Situation eines Patienten zu beurteilen. Na-
tirlich reicht das nicht aus, und wir sind zusammen mit den Grundlagenforschern
bestrebt, neue Méglichkeiten auf diesem Gebiet ausfindig zu machen.

AUDITORIUM: Eine Frage, die eben nur angeklungen ist, sollte etwas vertieft
werden: Nédmlich die Frage nach der Kombinierbarkeit von NEYTUMORIN und einer
aggressiven Chemo-Therapie. Es gibt Autoren, die die Meinung vertreten, daB der
Tumor sich mit einem Schutzmechanismus umgibt, der den kérpereigenen Abwehrkridf-
ten einen Angriff gegen den Tumor nicht erméglicht. Die aggressive Chemo-Therapie
sei in diesem Fall in der Lage, diesen Wald zu durchbrechen, und dadurch konnten
die Wirkstoffe von NEYTUMORIN iiberhaupt erst zur Wirkung kommen. Ich persénlich
habe gerade an einem Fall eines Mamma-Karzinoms den Eindruck, diese These eher
bestdtigt zu sehen. Jedenfalls bin ich der Ansicht, daB auch eine gedankliche
Synthese zwischen diesen beiden antitumoralen Prinzipien hergestellt werden konnte.

Herr STIEFEL: Sicherlich gibt es fir biologische Anti-Tumor-Konzepte eine natiir-
liche Grenze ihrer Wirksamkeit, die im wesentlichen von der Zahl der vorhandenen
Tumorzellen abhdngen wird. Ist dieser "point of no return" iberschritten, so wird
man gezwungen sein, aggressivere Therapiemethoden hinzuzuziehen. Hier zeichnen
sich in der onkologischen Forschung ganz neue Wege ab, um z.B. zytotoxische Sub-
stanzen direkt am Tumor anzureichern. Wir verfolgen diese Gesichtspunkte sehr in-
tensiv in unserem Forschungsbereich. Geldnge es, zytotoxische Substanzen gezielt
an den Tumor heranzufilhren und dort ihre zytotoxische Wirkung entfalten zu lassen,
so ware man auch in dem Problem der toxischen Nebenwirkungen heutiger Chemo-Zyto-
statika einen erheblichen Schritt vorangekommen. Eine richtig dosierte Kombina-
tion einer solchen zielgerichteten Chemo-Zytostase mit NEYTUMORIN konnte auch bei
grofen Tumoren und generalisierten Metastasierungen neue Wege in der Tumor-Thera-
pie erdffnen. Man konnte dann Chemo-Zytostatika einsetzen, um groBe Tumormassen
zu reduzieren und dann durch eine gezielte Immuno-Therapie die kdrpereigenen Re-
gulations- und Abwehrmechanismen zusdtzlich aktivieren.
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AUDITORIUM: Herr DOUWES hatte vorher die Frage gestellt, wie man die humorale
oder die zelluldre Abwehr messen kann. Es wdre fiir uns doch sehr interessant,
ob dies iberhaupt messbar ist und wie man die Messungen durchfiihrt.

AUDITORIUM: Ich méchte hier einmal meine Erfahrung aus der Praxis mitteilen:

Ich mache das bei meinen Tumorpatienten so, daB ich einen Immun-Status erheben
lasse. Gemessen wird dabei die humorale Immunitdt, die zelluldre Immunitdt, das
Komplementsystem, die gdngigen Tumormarker. Daneben kontrolliere ich zusdtzlich
die normalen Labor-Parameter, Spektralanalysen, Mineralien, Senkung, Blutbild
usw. Ich muB sagen, daB ich damit in der Beurteilung recht gut zurecht komme und
diese Untersuchungen auch vor den Operationen durchfihre. Wenn der Immun-Status
sehr schlecht ist, behandle ich intensiv mit NEYTUMORIN vor, und ich kann be-
weisen, daB diese Parameter sich verbessern. Dann lasse ich operieren, und nach
der Operation - ich habe das mit einem Melanom-Patienten gemacht - ist der Immun-
Status fast nicht abgesunken, was ohne Vorbehandlung nicht der Fall ist. Dem
Patienten ging es trotz groBer Operation und groBer Eindringtiefe erstaunlich gqut.

AUDITORIUM: Sie sagten, Sie machen einen Immun-Status. Was verstehen Sie unter
einem Immun-Status?

Herr STIEFEL: Ein Immun-Status ist zundchst einmal die Reaktionslage des Immun-
systems. Man kann dabei in verschiedenen Testen, wie z.B. der gemischten Lympho-
zytenkultur, dem Lymphozyten-Stimulationstest, dem E-Rosetten-Test und dem von
Herrn DOUWES angefiihrten Hauttest, gewisse Aussagen {ber das zelluldre Abwehr-
system machen. Schwieriger wird es beim humoralen Abwehrsystem, hier kann man
gewisse Aussagen iiber die quantitative Messung der Immun-Globuline IgM, IgG und
IgA durch Immun-Elektrophorese gewinnen. Daneben besteht die Mdglichkeit, spe-
ziell bei Tumorpatienten die bei der jeweiligen Tumorerkrankung sinnvollen Tu-
mormarker als Verlaufsparameter des Tumorwachstums zu bestimmen. All diese Me-
thoden sind jedoch nur als grobe Anhaltspunkte zur Beurteilung eines Immun-Sta-
tus, z.B. in Bezug auf eine Tumorerkrankung, zu werten. Sehr viel spezifischer
widre die Aussage, welche T-Zell-Subpopulationen z.Zt. iberwiegen, d.h. Suppres-
sorzellen, Killerzellen oder Helferzellen. In diesem Zusammenhang mdchte ich
Herrn MAURER fragen, ob er in seinem Testsystem die Mdglichkeit sieht, solche
Subpopulationen von T-Lymphozyten zu erfassen und damit auch den Verlauf bei
einem Patienten unter einer Behandlung mit seinem Testsystem zu verfolgen.

Herr MAURER: Wir arbeiten z.Zt. an der Entwicklung entsprechender klonaler
Assays fiir die Subpopulationen von Lymphozyten. Ich bin iberzeugt, daB auch
diese Zellen - und die vorldufigen Ergebnisse zeigen dies - sich ziichten lassen
zu entsprechenden Kolonien. Wir sind jedoch mit der Entwicklung dieses Tests
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noch nicht am Ende und verfiigen deshalb auch noch iber keine klinischen Erfahrun-
gen.

Herr STIEFEL: Nachdem wir nunmehr die Immunologie ausfiihrlich haben zu Wort
kommen lassen, sollten wir uns, bevor wir zu den konkreten Fdllen aus der Praxis
kommen, zu einer Forschungsrichtung kommen, die bei der direkten, regulativen
Wirkung des NEYTUMORINs eine besondere Rolle spielt. In der Zellkultur sehen wir
ja nicht die immunologische Wirkung des NEYTUMORINs, sondern die direkte zyto-
toxische bzw. zytostatische Wirkung dieses Prdparates. Herr KETELSEN hat aus-
fiihrliche Untersuchungen an Zellmembranen von Tumorzellen gemacht, die mit NEY-
TUMORIN oder mit einem Chemo-Zytostatikum behandelt worden waren. Meine Frage
nun an ihn: Kann man sich heute schon vorstellen, warum Normalzellen eine ge-
ringere Proteindichte als Tumorzellen in ihrer Membran besitzen? Die zweite Fra-
ge wire die: Wirde sich die Bestimmung der Proteindichte in Membranen dazu eig-
nen, den Verlauf wund die Wirkung einer Tumorbehandlung am Patienten zu verfol-
gen?

Herr KETELSEN: Zu Ihrer ersten Frage: Untersuchungen zur Vemehrung intramembrd-
ser Proteinbestandteile, wie wir sie im Gefrierdtzbild sehen, sind mit dieser
Methode erst an sehr wenigen Tumoren durchgefihrt worden. Deswegen hatte ich
in meinem Vortrag einige Beispiele erwdhnt, wie das von WEINSTEIN 1976 zum er-
sten Mal im Gefrierbruch untersuchte Blasenkarzinom. Beim humanen Blasenkarzi-
nom ist die Partikel Vermehrung mit dieser Methode im prdinvasiven Stadium zu
sehen. Invasive Blasenkarzinomzellen zeigten dagegen Normalwerte. Hier ergaben
sich gewisse Unterschiede zu experimentellen Ergebnissen, die dann am chemisch
induzierten Blasenkarzinom der Ratte erhoben wurden: Die intramembrandsen Pro-
teinpartikel waren sowohl im prdinvasiven wie auch im invasiven Stadium ver-
mehrt. Was nun die Tumor-Zellkultur anbetrifft, so wird in unserer Pilotstudie
der Unterschied zwischen der Membranstruktur von normalen Amnionzellen und von
Wish-Tumorzellen deutlich. Es gibt meines Wissens nach bisher kaum Untersuchun-
gen mit der Gefrierdtzung iiber Tumorzellen unterschiedlichen Ursprungs.

Ihre zweite Frage: Konnen wir mit dieser Methode morphologisch Unterschiede un-
ter der Beeinflussung von Zytostatika, Chemo-Zytostatika und NEYTUMORIN sehen?
Ich glaube schon, daB das recht qut dokumentiert werden konnte. Ihre Frage, wa-
rum nun mehr Protein in der Membran von Tumorzellen nachweisbar ist, kann ar-
beitshypothetisch am Beispiel virusinduzierter Neoplasien sehr gqut begriindet
werden. Man hat in den letzten Jahren herausfinden kénnen, daB das verdnderte
Genom in der virusinduzierten Tumorzelle offensichtlich ein sehr charakteristi-
sches, wenn nicht gar spezifisches Protein bildet. Dieses Protein lagert sich
der duBeren Zellmembran an oder wird in sie eingebaut. Man hat es aus diesen
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Virus-induzierten Tumoren isolieren konnen, hat Antikdérper dagegen gebildet und
hat dann mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz die Anlagerung oder den Ein-
bau dieses Proteins in die Zellmembran nachweisen konnen. Mdglicherweise passiert
bei den nicht Virus-induzierten Tumoren &dhnliches, womit sich indirekt eine Kor-
relation zu den Gefrierdtzbefunden herstellen 1&Bt, die morphologisch an nicht
invasiven und invasiven Karzinomzellen erhoben wurden.

Herr BIRR: Dies mdchte ich aus dem molekularen Blickwinkel ergdnzen. Wenn Sie
von einer Lipid-Membran sprechen und sehen unter irgendeinem verdnderten physio-
logischen Zustand eine Zunahme an Proteinen in dieser Membran, dann muB man sich
fragen, wie diese Dichte-Erhdhung von Proteinen zustande kommen kann, ohne dal
die Lipid-Doppelschicht gestért wird. Andersherum ausgedriickt, diese Proteine
haben ein Charakteristikum einer Lipid-Membran. Es missen Proteine hoch-lipo-
philer Natur sein. Wenn diese Proteine aber hoch-lipophiler Natur sind, dann ist
eine solche Zelle duBerlich - jetzt makroskopisch ausgedriickt - mit einer Art
"proteinischem Klebstoff'versehen, der diese Zelle durch Interaktion mit anderen
Zellen immunogen abschirmen kann. Damit wdre auch erkldrbar, daB eine solche Tu-
morzelle keine hohen Antikérper-Titer erzeugt.

Herr STIEFEL: Herr LETNANSKY, Sie haben aus dem maternen Anteil der Placenta
eine Proteinfraktion isoliert, die die DNS-Synthese von Tumorzellen spezifisch
hemmt. Sie haben nun nachweisen konnen, daB fir diesen Inhibitor, der auch in
NEYTUMORIN enthalten ist, ein spezifischer Rezeptor auf Tumoroberfldchen exi-
stiert. Meine Frage nun: Haben Sie bereits Untersuchungen gemacht, um was fir
ein Molekil es sich bei diesem Rezeptor handelt? Ist es ein Protein oder ein

Glykoprotein und in welchem Molekulargewichtsbereich bewegt sich die Molekil-
groBe etwa?

Herr LETNANSKY: Die Frage ist kurz zu beantworten: Wir haben bis jetzt einige
orientierende Untersuchungen in dieser Richtung gemacht, konnen aber noch keine
konkrete Aussage machen. Wir haben, wie ich Ihnen gezeigt habe, zundchst einmal
eine Auftrennung in den Polyacrylamid-Gelen gemacht. Wir haben sie angefdrbt,
sowohl mit Proteinfdrbemethoden als auch mit PAS-Firbung, wo eine Anfédrbbarkeit
auf Zuckerreste gegeben ist. Wir erfaBten damit also Proteine und Glycoproteine.
Wir wissen aber noch nicht, welche dieser Fraktionen jene Komponenten sind, die
den Inhibitor binden. Diese Versuche sind jetzt im Gange. Man wird erst dann
etwas ndheres fiber die Struktur, iber die Zusammensetzung, den Aufbau und natir-
lich auch iber das Molekulargewicht sagen konnen.

Herr STIEFEL: Das Thema unseres Workshops heiBt "Praktische Konsequenzen fiir die
Therapie". Wir koénnen deshalb nach Diskussion der mehr theoretisch angelegten
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NEYTUMORIN kommen. Ich darf bei dieser Gelegenheit noch einmal darauf hinweisen,
daB durch die neue galenische Form des NEYTUMORIN-SOL es nunmehr mdglich gewor-
den ist, die in den Experimenten als optimal ermittelten Dosen auch beim Menschen
anzuwenden. Die Vertrdglichkeit dieses volldslichen Lyophilisats, das damit auch
intravends applizierbar ist, wurde in einer Phase-I-Studie an iiber 30 Patienten
gepriift. Dabei war eine auBerordentlich gqute Vertrdglichkeit festzustellen. Ich
darf nun Herrn R'OHRER aus der Inneren Abteilung des Rosmann-Krankenhauses in
Breisach bitten, uns seine Erfahrungen mit NEYTUMORIN mitzuteilen.

Herr ROHRER: Ich darf Thnen zundchst einmal iiber eine Patientin berichten, die
jetzt 66 Jahre alt ist. Ganz kurz zur Anamnese: Sie kam vor vier Jahren zu uns
wegen einer fulminanten Beckenvenen-Thrombose. In diesem Zusammenhang fanden wir
eine Thrombozytose von iber einer Million Thrombozyten, auBerdem eine Leukozytose
um 70.000. Alkalische Leukozyten-Phosphatase deutlich erhéht, massive Splenome-
galie, wobei die Milz bis ins kleine Becken hineinreichte, weniger ausgeprigt
auch eine Hepatomegalie. Man fand histologisch sowohl in der Leber als auch in
der Milz Zeichen einer ausgeprdgten extramedulldren Blutbildung. Es handelte sich
also um ein myeloproliferatives Syndrom, letztlich also um eine maligne Erkran-
kung. Die Therapie war zundchst die, daB die Thrombose behandelt wurde nach den
bekannten Methoden. Danach muBte die Milz entfernt werden, weil sie massive Raum-
verdrdngungserscheinungen im gesamten Bauchraum bewirkte. Hernach war dann die
Patientin fiir eine gewisse Zeit in einer anderen Klinik und wurde dort mit MYLE-
RAN behandelt, worauf die Thrombozyten und Leukozyten abfielen. Vor etwa zwei
Jahren kam die Patientin dann wieder mit einer ausgeprdgten Andmie, einem Hb
zwischen 5-6 g¢/%, Erys 1,5-2 Mio., einer Leukopenie, die zwischen 1000 und

2000 Leukozyten schwankte. Im Differentialblutbild fanden sich relativ wenige
Segmentkernige, dafiir eine ausgeprdgte relative Lymphozytose. Die Thrombozyten-
zahlen lagen im Mittel um 10.000, bei verschiedenen Kontrollen auch wesentlich
tiefer. Die Patientin war in ihrem Allgemeinbefinden massiv beeintrdchtigt durch
die Andmie, die wir kompensieren konnten durch Transfusionen. Allerdings war es
dann im nachfolgenden so, daB die Zeitabstdnde, in denen sie transfundiert wer-
den muBte, immer kiirzer wurden. Der Abstand betrug zuletzt etwa vier Wochen, nach
denen sie dann sechs bis acht Erythrozyten-Konzentrate bekam. Keinen Einflub
hatten wir auf die Leukopenie, die immer wieder zu rezidivierenden Infekten fihr-
te. Sie hatte mehrfach Pneumonien, ebenso mehrfach eitrige Tonsillitis. Die Throm-
bopenie &duBerte sich in petechialen Blutungen, Suggilationen und vor allen Dingen
in einem rezidivierenden Nasenbluten. In der Zwischenzeit wurde auch hausdrzt-
licherseits mit Anabolika, Eisengaben und Vitamin-B-Komplex erfolglos versucht,



die Hidmatopoese anzuregen. Bei einer Beckenkamm-Biopsie fand sich in der Zwischen
zeit das Bild einer ausgeprdgten Osteo-Myelofibrose mit einer massiv hypoplasti-
schen Erythropoese, Granulozytopoese und Thrombozytopoese. Wir wagten dann einen
Behandlungsversuch mit NEYSANGUIN, das Organlysate aus fetalen und juvenilen Blut
zellen, fetaler Milz und Knochenmark enthdlt. Unsere Vorstellung war, daB man un-
ter Umstdnden dadurch einen Stimulus auf die Blutbildung erreichen konnte. Die
Behandlung mit NEYSANGUIN wurde, beginnend mit Stdrke I f{iber Stdrke II bis zur
Stdrke III, intravends im Abstand von zwei Tagen durchgefihrt. AnschlieBend wur-
de fortlaufend im Abstand von zwei Tagen je eine Ampulle NEYSANGUIN Stdrke III
intravends appliziert. Die Behandlung begann am 1. Mai 1982 und fiihrte nach drei
Wochen zu einer Normalisierung der Leukozytenzahl und des weiBen Differential-
blutbildes. Die Thrombozyten stiegen auf Werte zwischen 40.000 bis 50.000 an.

Die Patientin fithlte sich unter dieser Therapie subjektiv hervorragend. Die And-
nie verschwand (Hb-Werte zwischen 12 und 13 g¢/%, Erythrozyten zwischen 3,5 und

4 Mio.). Die ldstige Midigkeit war aufgehoben, die Leistungsbeeintrdchtigung
nicht mehr vorhanden. Die Petechialblutungen und das rezidivierende Nasenbluten
sowie die rezidivierenden Infekte sind ebenfalls nicht mehr aufgetreten. Nun ist
es natirlich sehr schwierig zu interpretieren, was hier geschehen ist. Um fest-
zustellen, ob eine substituierende Wirkung des NEYSANGUINs vorliegt, haben wir
dann Mitte August mit einem AuslaBversuch begonnen, indem wir nur noch Placebo
verabreichten. Nach drei bis vier Wochen sah man wieder einen - wenn auch nicht
sehr ausgeprdgten - Riickfall der Werte fiir die Erythrozyten und Hédmoglobin. Die
Leukozyten hielten sich einigermaBen, aber auch die Thrombozyten gingen wieder
zuriick, allerdings nicht in dem AusmaBe, wie wir es gewohnt waren vor der Behand-
lung mit NEYSANGUIN. Es scheint also so zu sein, daB durch das Prdparat ein sub-
stitutiver Effekt entsteht, der mdglicherweise iber einen Proliferations-Stimulus
auf pluripotente Stammzellen ablduft. Entscheidend fiir uns und auch fir die Pa-
tientin ist jedoch, daB es ihr unter dieser Therapie gut geht und sich die hoch-
pathologisch-verdnderten Blutwerte doch weitgehend normalisiert haben. Zusammen-
fassend ldBt sich also feststellen, daB bei dieser Patientin ab Anfang Mai mit
der Behandlung mit NEYSANGUIN begonnen wurde. Die Behandlung wurde bis zum Aus-
laBversuch Mitte August mit einer Ampulle NEYSANGUIN Stdrke III im Abstand von
zwei Tagen fortgefithrt. Die Behandlung wurde nach dem AuslaBversuch in gleicher
Weise wieder aufgenommen und bei der Patientin wird bis heute eine Dauer-Therapie
mit NEYSANGUIN weitergefiihrt. TIhre Blutzellwerte haben sich vollstdndig norma-
lisiert
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Herr THEURER jun.: Wurden wdhrend dieser Zeit Erythrozyten-Konzentrate verab-
reicht?

Herr ROHRER: Nein, nicht mehr.

Herr WALTER: Ich hatte unldngst einen Patienten, der hatte eine Pannmyelopathie,
den ich verloren habe. Sind Sie der Meinung, dal das gleiche Therapieschema hier
hdtte zutreffen miissen?

Herr ROHRER: Moglicherweise.

AUDITORIUM: Ich habe jetzt diese Fallbeobachtung, die bei einer Erkrankung, die
man sonst durch nichts behandeln kann, zumindest was die Thrombopoese und die
Granulozytopoese anbelangt, einen beachtlichen Behandlungserfolg darstellt. Ein
Behandlungsversuch wdre deshalb sicher auch in diesem Fall empfehlenswert gewe-
sen. Ich bin der Meinung, Sie haben zwei Diagnosen. Einmal die Osteomyelofibrose
und zum anderen das myeloische proliferative Syndrom. Das sind ja nun in der Prog
nose zwei verschiedene Sachen. Dazu mochte ich meinen eigenen Fall kurz schildern
Im Mdrz vorigen Jahres tastete man bei mir idber dem Beckenkamm zwei Knoten, die
einem myeloisch-proliferativen Syndrom zugeschrieben wurden. Im Blutbild waren
schon unreife Zellen vorhanden, die Thrombozyten auf 750.000, die Milz war ver-
groBert, iber dem Kamm 25 cm und eine ziemlich vergrdBerte Fettleber. Die Fett-
leber stammt von zwei Hepatitiden her, die eine als Kind, und die zweite habe

ich mir bei einem Patienten seinerzeit inokuliert. Eine Knochenmarkspunktion aus
dem Sternum ergab die Diagnose "myeloisches proliferatives Syndrom". Das Blutbild
war einigermaBen normal mit 4.800 Erythrozyten, 4.800 Leukozyten, einigen unrei-
fen Formen und damals 750.000 Thrombozyten. Ich habe seinerzeit als einzige The-
rapie die NEYTUMORIN-Therapie angefangen und zwar mit der tolerogenen Vorbehand-
lung, und seither spritze ich mir zweimal in der Woche das NEYTUMORIN. Der Effekt
Die Kondition, die ziemlich heruntergekommen war, ist sehr gut geworden. Nach
finf Monaten war die Milz um ca. 5 cm kleiner geworden. Die Leber ist noch immer
vergrofert und es finden sich noch immer die Fetteinlagerungen. Die Thrombozyten-
werte haben sich wesentlich gebessert.

Herr ROHRER: Ich darf jetzt noch fiber einen weiteren Fall berichten: Ein 68-
jéhriger Patient, bei dem vor etwa einem Jahr anldBlich einer Thoraxaufnahme ein
groBer zentraler Rundschatten im Bereich der linken Lunge festgestellt wurde

mit beginnender Atelektase des linken Ober- und Unterlappens. Auf den Schichtauf-
nahmen war dann ein Tumor mit der Abmessung 3 x 4 cm zu erkennen, bronchoskopisch
eindeutig ein maligner Tumor, histologisch ein endifferenziertes Plattenepithel-
Karzinom des Bronchus. Eine Operation kam aufgrund des Alters und der beeintrdch-
tigten Funktion der rechten Lunge nicht in Frage. Eine zytostatische Therapie kam



152

bei diesem histologischen Typ ebenfalls nicht in Betracht. Eine Strahlentherapie
wurde von dem Patienten abgelehnt. Wir haben ihn nun folgendermaBen behandelt:
Zundchst einmal mit NEYTUMORIN in der bekannten tolerogenen Dosierung, also mit
NEYTUMORIN-Dilutionen, anschlieBend mit NEYTUMORIN-SOL. Im Anschluf daran wurde
eine ldngerfristige Behandlung mit NEYTHYMUN durchgefihrt. Dem Patienten, der
zundchst in einem klinisch sehr schlechten Zustand war, ging es unter der Thera-
pie zunehmend besser. Als Verlaufsparameter wurden regelmdBig neben den iblichen
labor-chemotechnischen Parametern wie BSG, Blutbild usw. die beiden Tumormarker
CEA und TPA bestimmt. Das Tissue-Polypeptide-Antigen (TPA) lag bei Beginn der
Therapie bei 2.700 U/1. Nach AbschluB der Behandlung zeigt das TPA Normwerte

(= 100 E/1). Auch das CEA, das zu Beginn der Behandlung erhéhte Werte um 9 ng/ml
zeigte, wies nach der Behandlung praktisch Normwerte (um 3 ng/ml) auf. Dem Pa-
tienten geht es nach wie vor sehr gut. Ich glaube, gerade die Verlaufskontrolle
anhand dieser Tumormarker zeigt uns an, daB sich hier etwas zum Positiven ent-
wickelt hat. Rontgenologisch hat sich der Rundherd eindeutig verkleinert. Er
miBt jetzt ca. 2 x 3 cm. Zu einer abermaligen Bronchoskopie mit Histologie konnte
sich der Patient allerdings leider nicht entscheiden.

Herr STIEFEL: Ich méchte nun Herrn REUTER von der Urologischen Klinik Stuttgart
bitten, iber seine Erfahrungen mit NEYTUMORIN bei urogenitalen Tumoren zu be-
richten. Herr REUTER hat sehr frith die antitumorale Wirkung von NEYTUMORIN er-
kannt und bereits seit mehreren Jahren Beobachtungen an einem gréBeren Patienten-
gut durchfithren konnen.

Herr REUTER: Wir waren uns dariber im klaren, Herr Kollege THEURER und ich, dab
nur unter statistischen Kriterien durchgefiihrte und iber lange Zeit beobachtete
Fdlle iberhaupt einen Aussagewert besitzen. Wir haben uns bemiiht, Langzeitbeob-
achtungen zu machen und zwar spiegelt sich in dem, was ich Ihnen nun sage, die
Geschichte des Hauses THEURER, mit dem ich seit 25 Jahren zusammenarbeite, wider.
Wir haben 77 Patienten iber ein bis dreizehn Jahre beobachtet. Begonnen haben
wir mit dieser Therapie im Jahre 1969 mit der sero-chemischen Behandlung mit
Tumorimpfungen, d.h. wir haben den Ehefrauen eingefrorene, abgetotete Tumor-
zellen in Form von Tumorvakzinen immunogen gespritzt. Diese Ergebnisse wurden
bereits 1979 publiziert (Erfahrungsheilkunde 28, 232-234, 1979). Bei 19 Patienten
mit gemischten Tumoren der Harnwege lebten nach 11-13 Jahren noch sechs Patienten.
Bei 11 Hypernephrom-Patienten lebten nach 13 Jahren noch vier Patienten. Ab 1971
bis 1978 stellten wir auf die sero-chemische Behandlung mit angekoppeltem Fluoro-
uracil um. Resultate nach 3-11 Jahren: Von 27 Patienten sind noch iiber 50 % am
Leben. 1978 wurde dann die GEGENSENSIBILISIERUNG eingesetzt. Von 19 Patienten
sind noch 13 am Leben, das sind also rund 2/3. Seit 1981 fihren wir die Behand-
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lung mit NEYTUMORIN, zum Teil ergdnzt durch FEGACOREN, bei Bestrahlung durch. Zu
den einzelnen Statistiken: Das Blasenkarzinom haben wir 3-13 Jahre beobachtet.
Dabei leben noch 9 von 20 Patienten, das sind also fast 50 %. Die internationale
Statistik weist eine FUnf-Jahres-fiberlebensrate bei Blasenkarzinom von 35-40 %
aus. Beim Prostatakarzinom haben wir ebenfalls 3-13 Jahre beobachtet. Mit allen
Radikaloperationen, Lymphadenektomien und der zusdtzlichen NEYTUMORIN-Behandlung
betrdgt die Flinf-Jahres-iiberlebenszeit bei uns ca. 60 % gegeniiber 40 % in der
internationalen Statistik. Wir beobachten hier 16 Patienten. Das Nierenkarzinom
ist vielleicht der interessanteste Tumor. Die Uberlebensrate ist némlich nach
fiinf Jahren international unter 35 %. Wir haben 23 Operationen, davon leben heu-
te noch 12, das sind iber 50 %. Auch hier liegt die Mehrzahl der Beobachtungs-
zeit eher bei 10 als bei 5 Jahren. Grundvoraussetzung fir jede derartige Therapie
ist eine moglichst vollstdndig durchgefiihrte Radikal- oder Total-Chirurgie zur
Schwachung des Tumors. Wir sind der Ansicht, daB es mdglich ist, durch die Chirur
gie den Tumor in ein niedrigeres Stadium herabzustufen, und daB wir dann mit addi
tiven Therapien wesentlich bessere Erfolge haben. Das klassische Beispiel dafir
ist das Prostatakarzinom. Mit unseren Kombinationen aus mdéglichst radikaler Ope-
ration und antitumoraler Behandlung mit NEYTUMORIN haben wir die (berlebenszeit
von unter 35 auf 60 % gesteigert. Der Resttumor scheint mit dieser Therapiekombi-
nation also eher beherrschbar.

Herr STIEFEL: Die Zahlen von Herrn REUTER sind so beeindruckend, daB wir ver-
pflichtet sind, dieses antitumorale Prinzip an reprdsentativen Patientenkollek-
tiven zu i{berpriifen, um wirklich auf reproduzierbare Werte zu kommen. Im Laufe
dieser Diskussion haben wir gesehen, dal die Wirkungsmechanismen von NEYTUMORIN
in der Grundlagenforschung sehr griindlich untersucht werden. Wir haben aber auch
gesehen, daB in der Praxis und in der Klinik Fédlle vorhanden sind, die uns dazu
zwingen, dieses Anti-Tumor-Prinzip weiter zu verfolgen. Wir haben auch iber die
Notwendigkeit gesprochen, reproduzierbare Aussagen {ber klinische Doppelblind-
studien zu gewinnen. Allerdings sind hier Studiendauern von mehreren Jahren in
Kauf zu nehmen. Die Frage ist nur, wie weit man heute schon dem Praktiker enm-
pfehlen kann, aufgrund der bis jetzt vorliegenden Erkenntnisse aus Forschung und
Praxis, NEYTUMORIN bei seinen Patienten einzusetzen. Dazu kann von unserer Seite
gesagt werden, daB wir inzwischen weit iber 100 Patienten ibersehen, die in kon-
trollierten klinischen Studien mit NEYTUMORIN behandelt wurden. Eine mindest
ebenso grofe Zahl wurde im Rahmen einer Feldstudie bei einzelnen Praktikern er-
faBt. Die vorldufigen Ergebnisse sind sehr ermutigend, und wir werden diesen Weg
konsequent bis zu einer giiltigen statistischen Auswertung weiterverfolgen. Heute
nuf es dem Arzt zur Entscheidung {berlassen werden, ob er bei der derzeitigen
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unbefriedigenden Situation bei der chemo-therapeutisehen Zytostase aufgrund der
von uns bis jetzt vorgelegten experimentellen und klinischen Daten den Weg der
biologischen Krebsbehandlung mit NEYTUMORIN wdhlt. Wir haben im Verlauf dieser
Diskussion iber Tumorpatienten geredet, ohne diese Patienten selbst zu Wort kom-
men zu lassen. Es ist deshalb sehr zu begriBen, dad Herr TURMER von der Liga fir
Krebsgefdhrdete in Wiesbaden sich bereit erkldrt hat, im Rahmen dieser Diskussion
iber die Situation des Tumorpatienten beziiglich der biologischen Tumorbehandlung
Stellung zu nehmen.

Herr TURMER: Ich selbst bin Krebspatient, der vor 16 Jahren Darmkrebs hatte,
dann geheilt wurde mit biologischen Heilweisen, auch VITORGAN-Prédparaten in
letzter Zeit. Aus iber 200 Biichern der Krebsliteratur habe ich ein Merkbldtter-
programm entwickelt, wie ein Tumorpatient seine Lebensweise, seine Erndhrung,
seine korperliche Aktivierung und seine seelisch-geistige Einstellung umstellen
mub, um damit die Therapie des Arztes zu unterstitzen. Die von mehreren Studien,
die z.T. im Auftrag der Bundesregierung durchgefithrt wurden, festgestellte un-
befriedigende Versorgung der Krebskranken hat mich bereits vor elf Jahren dazu
veranlaBt, den Vorschlag zu machen, die gesundheitliche Versorgung der Krebs-
kranken dadurch zu verbessern, daB man einen farbigen Rezeptblock fir den prak-
tischen Arzt einfiihrt, damit diese Behandlung des Krebspatienten aus der Viertel-
jahres-Abrechnung herausgenommen wird. Damit kénnten die Krankenkassen im Falle
der Krebsbehandlung nicht mehr die Wirtschaftlichkeitsklausel heranziehen und
den Arzt zum Regress laden, wenn er den Krebspatienten ausreichend mit Prédpara-
ten versorgt. Verschdrft wurde dieser Aspekt durch das Kostenddmpfungsgesetz,
das die Moglichkeiten des Arztes gegeniiber seinem Krebspatienten weiter ein-
schriankt. Mein zweiter Vorschlag war die Einfiithrung eines Krebspasses, damit von
der Entdeckung des Tumors durch den Hautarzt oder durch den Patienten selbst iiber
die klinische Behandlung, Operation, iber die Nachsorgeklinik bis hin zum Haus-
arzt ein Pass gefihrt wird, der festhdlt, was mit dem Patienten alles geschehen
ist und weiter durch den Hausarzt geschehen sollte. Drittens ist die Uberprifung
von biologischen Methoden zur Krebsbehandlung in einer Klinik durch ein gemisch-
tes Arzteteam unumgdnglich, um die Effektivitdt der ganzheitlich intermen Tumor-
therapie als zusdtzliche vierte Waffe gegen den Krebs (Prof. ZABEL) wissenschaft-
lich nachzuweisen.

Herr STIEFEL: Herr TURMER, Sie haben die derzeitige Situation des Krebspatien-
ten sehr deutlich akzentuiert. Auf der einen Seite gibt es heute mehr denn je
Krebspatienten, die eine Chemo-Therapie nicht vertragen oder ablehnen, und die
wir optimal biologisch behandeln sollten. Und hier kdénnen wir nach all dem, was
wir bis heute wissen, die Behandlung mit NEYTUMORIN als ein aussichtsreiches



Konzept empfehlen. Wir haben aber auf der anderen Seite die Verpflichtung, durch
Grundlagenforschung sowie durch exakte klinische Studien den Beweis zu erbringen,
daB wir mit NEYTUMORIN, vor allen Dingen mit der NEYTUMORIN-Sol Reihe, eine ein-
deutig antitumorale Wirkung objektivieren konnen. Wir sollten uns jedoch nicht
dazu verleiten lassen, die Reduzierung groBer Tumormassen mit den bisherigen
Methoden der Chirurgie, der Strahlentherapie und der Chemo-Therapie zu unterlas-
sen. Vielmehr sollten wir uns solange noch mit NEYTUMORIN als Ergdnzung bisheri-
ger Methoden zufrieden geben, bis wir Méglichkeiten und Grenzen dieses Prédpara-
tes eindeutig nachgewiesen haben. Ich mdchte daher diesen sehr vielschichtigen,
von vielen Einzelproblemen getragenen Workshop abschlieBen. Wenn wir mit nach
Hause nehmen, da wir mit NEYTUMORIN iber ein biologisches Anti-Tumor-Konzept
verfiigen, das die Lebensqualitdt des Patienten verbessert, die Effizienz iblicher
Therapiemethoden anhebt, Nebenwirkungen reduziert und gleichzeitig einen Tumor-
therapeutischen Effekt erzielt, so hat sich diese Diskussion sicherlich gelohnt.
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i.v.-gangiges NEY-TUMORIN-SOL:

ein entscheidender Fortschritt in der Onkotherapie

Th. STIEFEL
Forschungslaboratorien Karl Theurer fiir Organo- und

Immunotherapie, Stuttgart-Ostfildern

Die heutige Krebsforschung beschaftigt sich in erster Linie mit
der Verfeinerung und Verbesserung der derzeitigen Moglichkeiten
der Krebstherapie. So wird an neuen diagnostischen Verfahren ge-
arbeitet, die eine frilhere Erkennung von Krebs ermdglichen sollen,
Operations- und Bestrahlungsmethoden werden optimiert, chemothera-
peutische Schemen weiter variiert, um damit die Hauptprobleme der
starken Nebenwirkungen bei geringem therapeutischen Effekt anzu-

gehen.

Neben diesen "klassischen" Methoden "Stahl, Strahl, Chemotherapie"
wird jedoch vor allem in den USA ein Trend immer offensichtlicher:
Die Erforschung, gezielte Stimulation und damit Nutzbarmachung
korpereigener Krebsabwehrmechanismen. Der gesunde Organismus ver-
fiigt iUber verschiedene Moglichkeiten, Tumorzellen unschadlich zu
machen. Erkennt das Immunsystem Tumorzellen als "fremd", so ist es
in der Lage, durch die Bildung von Antitumor-Antikdrpern oder durch
Produktion von Killerzellen gegen den Tumor vorzugehen. Neben die-
sen komplexen Abwehrmechanismen des Immunsystems verfiigt ein ge-
sunder Organismus Jjedoch auch tber Faktoren, die das Wachstum und
die Malignitat von Tumorzellen direkt beeinflussen kodnnen. Die
Bildung dieser Faktoren hiangt sehr eng mit der interzelluldren Re-
gulation innerhalb von Geweben zusammen und diirfte deshalb entwick-
lungsgeschichtlich vor der Bildung des Immunsystems anzusiedeln
sein. Diese beiden Wege korpereigener Tumorabwehrmechanismen haben
zu zwel neueren Antitumorkonzepten gefiithrt, die heute intensiv er-

forscht werden.

1. Durch neue Zellkulturtechniken koénnen monoklonale Antikorper,
die gegen bestimmte Tumortypen gerichtet sind, in groBen Men-
gen gewonnen werden. Die groBle Schwierigkeit derartiger Anti-

tumorkonzepte ist jedoch die Spezifitdt solcher monoklonalen
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Antikorper. Bis heute ist es noch nicht gelungen, AntikdOrper
mit einem Spezifitdtsgrad zu produzieren, der die alleinige

Anreicherung am Tumor gewdhrleistet.

2. Andererseits kennt man inzwischen Substanzen, meist biologi-
schen Ursprungs, die in der Lage sind, das Verh&ltnis zwischen
Tumor und Wirt zu Ungunsten des Tumors zu verdndern. Diese
Substanzen werden als "Biological Response Modifiers" bezeich-
net. In den Vereinigten Staaten gibt es bereits ein nationales
Forschungsprogramm, das sich ausschlieflich diesen zukunfts-
trdchtigen Substanzen widmet. Die Wirkstoffe, die die Krite-
rien der "Biological Response Modifiers" erfiillen, konnen in

mindestens zwei Richtungen wirken:

- Stimulierung und Verstdrkung der kOrpereigenen immu-

nologischen Abwehrmechanismen und
- direkte regulative Inhibition der Tumorzellen.

Diese Wirkungsmechanismen werden aufgrund ausgedehnter experimen-
teller Grundlagenforschung bei dem Prdparat NEYTUMORIN diskutiert,
das damit der Gruppe von biologisch aktiven Response Modifiern zu-
zuordnen ist. Alle bisherigen in vitro- und in vivo- Untersuchun-
gen zur tumorhemmenden Wirkung von NEYTUMORIN haben gezeigt, daB

zur Erzielung eines maximal tumorhemmenden Effekts Mindestkonzen-

trationen erforderlich sind, die im Bereich von 10_4g Protein/1 Mio.
2

Tumorzellen bei in vitro-Testsystemen und bei 10 g/kg Kdrpergewicht
bei tierexperimentellen Tumormodellen liegen.

Der Einsatz von NEYTUMORIN am Menschen erfordert deshalb Tages-
dosen bis zu 0,5g, die mit den bisher zur Verfiigung stehenden ga-
lenischen Formen nicht zu erreichen waren. Auch die intramuskulére
Applikation der bisherigen 15 mg Trockensubstanzen erlaubte nicht
die Erzeugung geniigend hoher NEYTUMORIN-Spiegel, um massiv gegen
den Tumor vorzugehen. Der therapeutische Einsatz hochdosierten
NEYTUMORINS setzte deshalb die Umstellung auf eine i.V.-gdngige
NEYTUMORIN-Praparation voraus. Diese Anforderung erfiillt die 1&s-
liche Ausgangssubstanz fur die Herstellung der NEYTUMORIN-Dilutio-
nen. Der Ersatz der bisher nur suspendierbaren Trockensubstanz

durch dieses volldsliche Lyophilisat setzte allerdings die Ent-
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Wicklung groftechnischer Produktionsverfahren voraus. Das paten-
tierte vitOrgan-Herstellungsverfahren (DBP 1 090 821) liefert da-
fir die erste Voraussetzung, da es durch partielle Sulfatierung
der Organprédparate die Wasserldslichkeit erméglicht und fordert.
Der Gehalt wasserloéslicher Bestandteile aus dem Zytoplasma von
Organzellen konnte mit diesem Herstellungsverfahren gegentber der
reinen wéssrigen Extraktion deutlich verbessert werden. Die Iso-
lierung der aktiven loéslichen Komponenten unter vdllig sterilen
Bedingungen setzte jedoch die Entwicklung v6llig neuer Produktions-
methoden voraus (Abb.1). Mehrjdhrige Entwicklungsarbeiten haben
nunmehr einen Produktionsweg erdffnet, der die Herstellung groBe-
rer Mengen volldslicher NEYTUMORIN-Lyophilisate ermdglicht*. Zur
Unterscheidung dieser Prédparategeneration von den bisherigen
Trockensubstanzen wurde der Begriff "Solubile" gew&hlt, der zur
Bezeichnung 'NEYTUMORIN-SOL' gefiihrt hat. Mit dieser Substanz wur-
den nunmehr umfangreiche in vivo- wie auch in vitro-Untersuchun-
gen durchgefithrt, um die unverminderte tumorhemmende Wirkung nach-
zuweisen. Die Zugabe wvon NEYTUMORIN-SOL zu verschiedenen Tumor-
zellkulturen (Abb.2) bewirkte eine dosisabhédngige Inhibierung der
DNA-Synthese. Mit dem gleichen Prdparat wurden Normalzellen in ih-
rer DNA-Synthese nicht inhibiert, sondern eher dosisabhédngig sti-
muliert (1-4). Auch im Tierversuch erwies sich diese Praparation

in verschiedenen Tumormodellen als sehr erfolgreich (5).

Der Einsatz am Menschen setzte =zundchst die Prifung der Vertrag-
lichkeit in hoher Dosierung voraus. Privatdozent KISSELER, Kreis-
krankenhaus Boblingen, priifte deshalb in einer Phase-I-Studie an

31 Tumorpatienten die Vertrdglichkeit nach intravendser Applika-
tion von NEYTUMORIN-SOL . Da es sich auch bei diesen l&slichen
Faktoren um xenogene Peptide und Proteine handelt, die eine gewisse
Antigenité&t besitzen, muB vor Einsatz des NEYTUMORIN-SOL mit NEY-
TUMORIN-Dilutionen einschleichend behandelt werden, um im Sinne
einer spezifischen Hyposensibilisierung eine immunologische To-
leranz gegeniilber den Antigenstrukturen des Prédparates zu erzeugen (6)
Somit kann die intravendse Applikation von NEYTUMORIN-SOL erst nach
einer 1-2 tadgigen Behandlungsserie mit NEYTUMORIN-Dilutionen in

ansteigender Konzentration erfolgen. Nach dieser Toleranz erzeu-

* Besondere Verdienste um die Entwicklung neuer Produktionsverfah-
ren haben sich Herr Dr. PORCHER, Herr O.KOTTWITZ und Frau Dipl.-
Ing. S. WOLFGRAMM erworben.
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genden Behandlung koénnen bis zu 20 Ampullen NEYTUMORIN-SOL in 1000

physiologischer Kochsalzldsung geldst als Infusion appliziert wer-
den .

XENOGENES GEWEBE

IDENTITATSKONTROLLE
AKTIVITATSBEST IMMUNG

STERILITATSKONTROLLE
MIT TIERVERSUCH

TROCKENSUBSTANZEN
RESUSPENSION / MEMBRANF ILTRATION

LYOPHILISATION

/
REVITORGAN REVITORGAN
DILUTIONEN SOL

| STERILENDKONTROLLE STER ILENDKONTROLLE

Abb. 1: Schema der Herstellungsschritte und Inprozesskontrol-
len bei der NEYTUMORIN-SOL-Produktion

Die Tabelle 1 zeigt die Diagnostik, die bei der Phase-I-Studie mit
NEYTUMORIN-SOL an 31 Tumorpatienten angewandt wurde. Neben den La-
borwerten BSG, GroBes Blutbild, LDH,Serum-Elektrophorese, wurden
insbesondere die Verldufe der Tumormarker CEA,TPA und Ferritin ge-
prift. Daneben wurde die Lage des Tumors durch Réntgenthorax in

zwel Ebenen sowie durch Szintigramme der Organe Lunge, Knochen,
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3H-thymidine incorporation

o R T T A
77 108 10 10
107 0 10° 0 S—

—e NeyTumcnnO thymus liver, placenta
o-——o  Ney thymun® alf thymus

(54 6-Mercaptopurine

Abb. 2: Dosis-Wirkungsrelation von NEYTUMORIN-SOL und
NEYTHYMUN bei malignen und benignen Zellen in
Kultur, verglichen mit 6-Mercaptopurin.
Tumorzellen Melanom, HEP-2, Wish; Diploide Fibro-
blasten: FH-86

Leber und Hirn objektiviert. Die Auswertung der Studie (Tabelle 2)
ergab, daB 19% der Patienten Nebenwirkungen im Sinne eines Exan-
thems, Juckreiz, Kreislaufbeschwerden aufwiesen. Alle diese Neben-
wirkungen waren reversibel durch Gabe von Antihistaminika, Kalzium
oder Cortison. Keine Nebenwirkungen zeigten sich bei 81 % der Pa-
tienten. Eine Ortliche Venenreizung war bei keinem der Patienten
zu beobachten. In Tabelle 3 und 4 sind diese Werte nochmals zusam-
mengestellt. Bei denjenigen Patienten, bei denen Nebenwirkungen
festzustellen waren, wurden Serumproben entnommen und auf ihren
Antikoérpergehalt gegen NEYTUMORIN-SOL geprift. Mit den eingesetzten
Methoden (.Immunelektrophorese) konnten bei keinem Patienten Anti-
NEYTUMORIN-SOL-Antikorper nachgewiesen werden, die bei einer Sen-
sibilisierung gegen das Prdparat hatten nachweisbar sein miissen.
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DIAGNOSTIK

1) LABORWERTE A) BSG, GROSSES BLUTBILD, LDH,
SERUMELEKTROPHORESE,
B) CEA, TPA, FERRITIN.

2) RONTGENTHORAX IN 2 EBENEN

3) S ZINTIGRAMME A) LUNGE

B) KNOCHEN
C) LEBER
D) HIRN

Tab.l: Diagnostik der Vertrdglichkeitsstudie NEYTUMORIN-SOL
( Chefarzt PD Dr. KISSELER, Bo&blingen).

INTENSIVBEHANDLUNG MIT NEYTUMORIN-SOL

INITIAL NEYTUMORIN-DILUTIONEN
INFUSION BIS 20 AMP./100G ml PHYSIOL. NaCl

Patientenzahl : 31 100 %

Nebenwirkungen : 6 19 %

Davon reversibel
(mit Ca oder Anti-

histaminika) : 6 19 %
Gute Vertraglich-

keit : 25 8l %
6rtl. Venen-

reizung : 0 0 %

Tab.2: Ergebnisse der Vertraglichkeitsstudie (Phase I) mit
NEYTUMORIN-SOL an 31 Tumorpatienten
(Chefarzt PD Dr. KISSELER, Bo&blingen)
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10 Patienten mit MAMMAKARZINOM

Bei allen Patie

Bei 7 Patienten

Bei 3 Patienten

nten

KEINE VENENREIZUNG

GUTE VERTRAGLICHKEIT
KEINE NEBENWIRKUNGEN

EXANTHEM, JUCKREIZ,
KREISLAUFBESCHWERDEN,

(Durch Gabe von Ca,

Antihistaminika,

reversibel)

Cortison

Tab.3: Ergebnisse der Vertrdglichkeitsstudie bei 10 Patien-
ten mit Mammakarzinom
NEBEN-} VENEN- |SUBJ. VER-|AK g.
TUMOR GESCHL| WIRK.| REIZG. |TRAGLICHK.|NEYT.
PROSTATA o” KEINE KEINE +
PROSTATA o’ |KEINE | KEINE +
PROSTATA o - KEINE - -
BRONCHIAL 9 KEINE | KEINE +
o7 |KEINE | KEINE +
v KEINE | KEINE +
¢ KEINE | KEINE +
e KEINE | KEINE +
COLON o7 KEINE | KEINE +
@ KEINE [ KEINE +
OROPHARYNX ¥ KEINE | KEINE ¥
SCHILDDRUSE ? + KEINE - -
OVARIAL ¢ KEINE | KEINE +
HYPOPHARYNX o KEINE | KEINE +
HYPERNEPHROM % KEINE | KEINE +
M. HODGKIN ? + KEINE - -
ADENO ? KEINE | KEINE +
ZUNGE o KEINE | KEINE +
WEICHTEIL HALS| o KEINE | KEINE +
CERVIX g KEINE | KEINE +
COECUM { KEINE | KEINE +
UNTERLIPPEN-CA| $ KEINE | KEINE +
Tab.4: Auswertung der Vertraglichkeitsstudie (Phase I) von

NEYTUMORIN-SOL und Ergebnisse der Antikdrperunter-
suchungen gegen NEYTUMORIN.
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Abb. 3: Verlauf der Tumormarker CEA (Carcino-embryonal

Antigen)und TPA (Tissue Polypeptide Antigen) bei
einem Patienten mit einem Bronchialtumor (Ober-

arzt Dr. ROHRER, Rosmann-Krankenhaus, Breisach).

Inzwischen liegen auch erste Befunde zur therapeutischen Wirkung
des NEYTUMORIN-SOLs in dieser hohen Dosierung vor (7). Danach
scheint sich die Behandlung mit NEYTUMORIN-SOL in einer Reduzie-
rung der Tumormasse sowie in einer Normalisierung von Tumormarkern
auszuwirken. In Abbildung 3 ist der Verlauf zweier Tumormarker
(CEA und TPA) bei einem Patienten mit einem 3x4 cm groBen Bron-
chialtumor mit Einwachsungen in den linken Ober- und Unterlappen-
bronchus dargestellt. Die Histologie ergab im November 1981 ein
entdifferenziertes Plattenepithelkarzinom mit einer Uberlebenspro-
gnose von ca. 3 Monaten. Im April 1982 wurde eine NEYTUMORIN-SOL-
Behandlung durchgefiithrt. Ab Juli 1982 wurde die Behandlung mit
NEYTHYMUN-Dilutionen Stédrke III fortgefithrt. Im August 1982 konnte
rontgenologisch kein Tumorschatten mehr nachgewiesen werden, die
pulmonalen Beschwerden des Patienten waren deutlich gebessert. Die

Tumormarker lagen zu dieser Zeit bereits im Normalbereich.
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Solche Einzelergebnisse diirfen jedoch nicht iiberbewertet werden,
vielmehr muf die Wirksamkeit wvon NEYTUMORIN-SOL unter hartesten
statistischen Kriterien an groBeren Patientenzahlen {berpriift wer-
den. Randomisierte klinische Studien dieser Art werden zur Zeit an
mehreren Kliniken durchgefiihrt; die statistische Auswertung wird
in 1-2 Jahren vorliegen. Die endgililtige therapeutische Beurteilung
des NEYTUMORINs muB diesen statistischen Auswertungen vorbehalten
bleiben.

Dennoch weist NEYTUMORIN gegeniiber den herkémmlichen Chemozytosta-
tika einige Vorteile auf, die sich aufgrund der experimentellen
Untersuchungen schon heute klar abzeichnen: Wa&hrend Chemozytosta-
tika auch gesundes Gewebe massiv angreifen und so zu erheblichen
Nebenwirkungen fihren, inhibiert NEYTUMORIN selektiv die Prolife-
ration von Tumorzellen. Die Vertrdglichkeit, auch in extrem hohen
Dosen, ist gut. Die radikale Reduzierung groRBer Tumormassen wird
jedoch mit diesem biologischen Modifier kaum zu erwarten sein.
Hier wird nach wie vor die Entfernung eines klinisch manifesten
Tumors mit Hilfe der Chirurgie oder der Radiologie die Moglichkeit
der Wahl bleiben. NEYTUMORIN-SOL wird jedoch bei der praoperativen
Rickbildung peritumoraler Entzindungen und zur Vorbereitung eines
klar abgegrenzten Operationsfeldes, bei der Prophylaxe von Mikro-
metastasen, zur Roborierung zwischen Zytostatikastofen und der
Strahlentherapie, =zur adjuvanten Tumortherapie, =zur postoperativen
Nachbehandlung, =zur Rezidivprophylaxe und bei der palliativen Tu-

mortherapie neue Perspektiven in der Onkologie erdffnen.
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Was leistet die Therapie mit REVITORGAN-Praparaten
und der Gegensensibilisierung bei rheumati-

schen Krankheitsbildern?

A. KEITEL
Lidenscheid

Innerhalb von 4 Jahren wurden mehr als 100 Patienten nach den vor-
liegenden Schemata mit REVITORGAN-Prdparaten behandelt. Das Alter
der Patienten lag zwischen 25 und 70 Jahren. Alle waren bereits
{iber Jahre in ublicher Form und mit allen neu entwickelten Préapa-
raten behandelt worden, ohne daB der erwiinschte Erfolg eintrat.
Nachdem die Behandlung mit zytoplasmatischer Therapie und der GS
wirkungsvoll war, kam auch der Wunsch nach der gleichen Therapie
bei anderen Erkrankungen. So nahm die Behandlung klimakterischer
Beschwerden zu. Wahrend bei arthrotischen und rheumatischen Be-
schwerden die Dilutionen Nr. 43 und 68 Verwendung fanden, wurden
hier die Dilutionen Nr. 60, 61 und 64 angewandt. Depressionen un-
klarer Genese konnten mit den Prédparaten Nr. 11, 23 und 64 posi-

tiv beeinfluBt werden.

Auch die Behandlungserfolge beim Asthma waren sehr iberzeugend.
Die zwischen 40 und 65 Jahre alten Patienten mit seit Jahrzehnten
bestehenden Beschwerden wurden nach ihren Berichten eindrucksvoll
gebessert. Nach Durchfihrung der vorgeschlagenen Therapie wurde in
einigen Fdllen auch mit einer allein angewandten GS der Erfolg
noch verbessert. Rontgenologisch wurden in einigen F&llen erstaun-

liche Besserungen des Lungenbefundes festgestellt.

Zusammenfassend darf man sagen: Die zytoplasmatische Therapie heilt
und hilft - besonders bei gleichzeitiger Anwendung der GS; sie
hdlt Verschlechterungen in hohem MaBe auf. Besonders bei hyper-
ergisch-allergischen Erkrankungen sollte man auf die GS nicht ver-
zichten. In letzter Zeit wurde grundsdtzlich - mit Erfolg - Dilu-

tion Nr. 29 dazugegeben.
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Therapie der chronischen Polyarthritis

nach immunologischen Gesichtspunkten

Z. HOFFMANN

Stuhr - Brinkum

In der vorliegenden katamnestischen Studie werden die Ergebnisse
einer neuartigen ambulanten Therapie mit sogenannten "biological
response modifiers" bei 150 Patienten beschrieben, die an progres-
siver chronischer Polyarthritis erkrankt waren. Bei allen Patien-
ten war bereits eine klassische Basistherapie mit Antirheumatika
und Antiphlogistika durchgefithrt worden. Diese Therapieformen muB-
ten wegen Unvertraglichkeit abgesetzt werden; andere Probanden des
Patientengutes waren gegen die klassischen Pharmaka therapie-resi-

stent.

Diagnostik und Einteilung der Erkrankungsstadien erfolgte nach den
Richtlinien der American Rheumatism Association. Die Therapie er-
folgte nach einem Mehrstufenschema, bei dem die polypeptidhaltigen
Praparate zundchst einschleichend dosiert wurden. Zur Anwendung
kamen die Praparate NEYARTHROS, NEYTHYMUN F, NEYNORMIN und NEYTROPH.
Appliziert wurden die Substanzen subcutan; bei NEYARTHROS z.T. auch
intraartikuldr. Gleichzeitig wurde eine immunbiologische Behand-
lung mit autologen Antikorpern Dbzw. Antikdrperfragmenten (Gegen-—
sensibilisierung und Hydrolysat) durchgefithrt. Bei etwa 50% aller
Stadien trat eine Konversion des zuvor positiven Rheumafaktors

ein. Im Stadium I waren nach der Behandlung 93%, im Stadium II 69%
und im Stadium III 24% frei von Entzindungen und Medikamenten. Das
ist in der Rheumatherapie allgemein die positivste Formulierung,
die fiir jegliche Therapieform gilt. Die therapeutische Effizienz
dieser neuartigen Behandlungsmethode zwingt zur weiteren Analyse
der Wirkungsmechanismen sowie zu breit angelegten prospektiven

klinischen Doppelblindstudien.

Eine Statistik von RAINER und ULREICH hat ergeben, daB 30% aller
cP-Patienten ihre Basistherapie wieder abbrechen miissen. Das be-
deutet, daB die Klinik ein Therapieprogramm aufgestellt hat, den

Patienten in die ambulante Praxis entldaRt, wo sich dann nach eini-
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ger Zeit die Unvertraglichkeit einstellt. Diese Praxis hat sich
nun mit dem Versagen der chemischen Immunsuppression und der evtl.
Allergie auseinanderzusetzen. Fur 30% aller cP-Patienten ist mit-
hin eine alternative Therapieform notwendig. Diese Form der bio-
logischen Immunsuppression wurde an 300 cP-Patienten durchgefiihrt,
davon wurden 150 Falle mit einer Beobachtungszeit von 1 1/2-4

Jahren ausgewahlt und vorgestellt.

Eine kausale Therapie chronisch progredienter Arthritiden wird
durch die heute zur Verfiigung stehenden Chemopharmaka nur in An-
sdtzen ermdglicht. Dies ist in erster Linie darauf zuriickzufihren,
daB die Grundlagenforschung noch zu wenig iiber die Mechanismen weil,
die flir den Verlauf dieser Erkrankungen verantwortlich sind. Eine
Gruppe pharmakologisch aktiver Substanzen, die sog. "biological
response modifiers", scheinen eine neue Ara in der Behandlung rheu-
matischer Erkrankungen einzuleiten. Diese &duBerst komplexen Gemi-
sche aus Proteinen und Peptiden werden nach patentierten Herstel-
lungsverfahren aus tierischen Organismen isoliert und in speziel-
len Bioassays nach ihrer biologischen Aktivitdt standardisiert.
Diese natiirlichen Faktoren greifen physiologisch in den Zellmeta-

bolismus ein, ohne den Organismus zu schadigen.

Die therapeutischen Ansatzpunkte einer sinnvollen biologischen Be-
handlung der progressiv-chronischen Polyarthritis miissen demnach

auf drei Ebenen liegen:

1. Die Hyperreagibilitat des Immunsystems muB allgemein gedampft
werden. Hierzu wird das biologische Immunsuppressivum NEYTHYMUN
F, das fetale Thymushormone enthdlt, eingesetzt. Andererseits
missen immunopathogene Antigen-Antikdrper-Reaktionen spezifisch
- also selektiv - zuriickgedrdngt werden. Dies wird durch Ein-
satz autologer Antikdérper und Antikdrperfragmente (Gegensensi-

bilisierung und Hydrolysat) erreicht.

2. Der Stoffwechsel und die mitotische Aktivitat der Schleimhaute,
die Ort der chronisch rezidivierenden Infekte sind, miissen re-
aktiviert werden. Dazu erwies sich NEYNORMIN fiir Rachenraum und
Luftwege oder NEYNEPHRIN fir die Harnwege als besonders gut

wirksam.

3. Der Stoffwechsel und die mitotische Aktivitat der Chondrozyten

sowie der Stoffwechsel der Mes othelzellen der Synovialis milssen
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reaktiviert werden. Dazu erwies sich das Pradparat NEYARTHROS als
besonders geeignet, da die in diesem Pradparat enthaltenen Faktoren
aus Knorpelgewebe die Mitose der Chondrozyten nachhaltig aktivie-

ren.

Andererseits wird in diesen Zellen die Syntheserate der sauren
Glykosaminoglukane signifikant gesteigert. Diese Effekte erklédren
auch die Zunahme der Elastizitdt eines bereits arthrotisch veran-
derten Knorpelgewebes, wie sie von DAHMEN u. Mitarb. durch Inku-
bation von arthrotisch verédnderten Gelenkknorpelfragmenten mit
NEYARTHROS demonstriert werden konnte.

Die Wirksamkeit dieser Antigenisierung autologer pathogener Anti-
korper wurde von SEIFERT u. Mitarb. an mehreren Tiermodellen nach-
gewiesen. Der zweite Bestandteil der Serumkur (Hydrolysat) wirkt
iber einen kompetitiven Mechanismus der pathologischen Aktivierung

des Komplementsystems entgegen.

Durchfiihrung der Behandlung

Eine Behandlungskur dauerte ca. 2 Monate (Therapieschema siehe Abb.1).
Sehr wichtig ist die einschleichende Dosierung dieser Praparate,

beginnend mit Stdrke I der Dilutionen (10_1:% Prot./ml) {ber Starke 1
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Abb. 1ls Behandlungsschema der katamnestischen Studie an 150 ambu-

lanten Patienten mit progressiv-chronischer Polyarthritis.
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(10_9g Prot./ml), Starke III ﬂ0_6g Prot./ml) zu den Trockensubstanzen (15 mg),

die nach Suspension mit dem beigelegten LdOsungsmittel intramusku-
lar appliziert werden. Die autologen Antikdrperbehandlungen wurden
ab dem 10. Behandlungstag ebenfalls in ansteigender Dosierung vor-

genommen .

Bei veralteten und austherapierten Fédllen wird man eine 2. Kur

gleich anschlieRen miissen, um zu Erfolg zu kommen.

Patientengut

In einem Zeitraum von 4 Jahren wurden in unserer Ambulanz 150 nach
statistischen Kriterien ausgew&hlte Patienten mit chronisch-pro-
gredienter Polyarthritis mit dem angegebenen Therapieschema behan-
delt. Die Patienten befanden sich in den Stadien I (n=57), II (n=59)
und IITI (n=34) der Erkrankung. Die H&alfte der Patienten wiesen ei-
nen positiven Rheumafaktor, aber alle eine erhdhte Blutsenkungs-
geschwindigkeit auf. Bei Beginn der Behandlung wurden die Patien-
ten nach den Richtlinien der American Rheumatism Association in

die Stadien I - III eingeteilt. Die obligatorischen und mdglichen
zusdtzlichen Kriterien, nach denen die Patienten anhand ihrer Be-
schwerdebilder in diese Stadien eingeteilt wurden, sind in Tab.1l
ausfithrlich angegeben. Bei 8 0% der Patienten hatt eine zuvor durch-
gefitlhrte klassische Basistherapie nicht den erhofften Erfolg, sie

litten unter den typischen starken Nebenwirkungen.

Stadium Klinisches Bild
1 1 Arthralgien, keine klinischen oder serologischen Entziindungs-
zeichen
Il 1 Arthralgien
2 Entziindungszeichen in einem oder mehreren Gelenken
3 rontgenologisch keine Gelenkverdnderungen
(4) gelegentlich beginnende, gelenknahe Osteoporose
1] 1 Polyarthritis
2 rontgenologisch: Osteoporose mit beginnenden Skelett-
destruktionen, beginnende Knorpelschéaden
3 keine Deformierung, allerdings beginnende Einschrénkung der
Beweglichkeit
4) Atrophie benachbarter Muskelpartien
(5) extraartikulare Bindegewebsschéden (Kndtchen, Tendova-
ginitis)
v 1 Polyarthritis
2 réntgenologisch: Nachweis von Knorpel- und Kochenschéden,
Osteoporose
3 Gelenkdeformierung (Subluxation, Ulnardeviation, Hyperexten-
sion) ohne Ankylose
(4) ausgepréagte Muskelatrophie
(5) wie bei Il
Kursive Zahlen —  obligatorische Zeichen

Zahlen in  Klammern - magliche  zusétzliche  Zeichen
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Untersuchungskriterien und -methoden

Fiir die Verlaufsuntersuchung der Patienten wurden ebenfalls die
von der American Rheumatism Association empfohlenen Untersuchungs-
methoden angewendet. Ebenso wurde der Gelenkindex nach RITCHIE er-
stellt und die Greifkraft durch Messung mittels eines Vigrometers
ermittelt. Unter den routinemdBig durchgefithrten Laboruntersuchun-
gen wurde in erster Linie die Normalisierung der bei Behandlungs-
beginn in allen F&llen erhdhten BKS beurteilt. Ebenso wurde die
Normalisierung von Blutbildverschiebungen beriicksichtigt. Als Nor-
malbereiche wurden die Daten des Systeme International d'Unite
herangezogen. Zur Bestimmung des Rheumafaktors wurde die Aggluti-

nationreaktion des Latex-Rheumafaktortests verwendet.

Wie in den Abb.2 und 3 erkennbar, konnten im Stadium I bei 57% der
Falle eine Konversion des zuvor positiven Rheumafaktors erzielt
werden. Eine Normalisierung der BSG und des Blutbildes wurde in
74% der F&lle erreicht. Nach Beendigung der Kurbehandlung waren
von den Patienten im Stadium I 93% v6llig beschwerdefrei, sie
hatten freies Gelenkspiel und gute Muskelkraftigung wieder erlangt
Bei weiteren 7% war die Gelenkfunktion wesentlich verbessert wor-
den, sie waren schmerzfrei. 89% der Probanden dieser Gruppe be-

noétigten nach der Kurbehandlung iiberhaupt keine weitere Medikation

Im Stadium II der Erkrankung konnte bei 57% der Falle, bei denen
vorher der Rheumafaktor positiv gewesen war, eine Konversion nach
gewiesen werden. Die BSG normalisierte sich bei 64% der Probanden,
das Differentialblutbild bei 51%. Nach der Kurbehandlung waren in
dieser Gruppe 69% der Patienten vo6llig entziindungs- und beschwer-
defrei, und bei weiteren 26% konnte die Gelenkfunktion nachweis-
lich verbessert werden. Nur bei 5% dieser Gruppe blieb die Gelenk-
funktion unverandert. Jedoch waren nach beendeter Behandlung 85%

dieser Gruppe vo6llig medikamenenfrei.

Im Stadium III der rheumatoiden Polyarthritis konnte in 53% der
Falle eine Konversion des =zuvor positiven Rheumafaktors erzielt
werden. Bei 36% dieser Patienten wurde die BSG normal, bei 40%
auch das Differentialblutbild. Nach der Behandlung waren 24% der
Probanden vo6llig frei von Entziindungsschmerz und Medikamenten. Die
Muskulatur kraftigte sich. In weiteren 52% der Fadlle wurde die
Funktion der Gelenke gebessert, sie bendtigten nur noch eine ge-

ringe abendliche Dosis von Antirheumatika.
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Diskussion

Die durchgefiihrte Kurbehandlung der Polyarthritis nach dem ange-
gebenen Schema hat sich im wesentlichen bei allen Probanden bewdhrt.
Neben dem durch diese biologischen Praparate erzielbaren Thera-
pieerfolg ist die gute Vertraglichkeit der Prédparate besonders zu
erwahnen. So konnten bei keinem Patienten im Behandlungszeitraum
unerwiinschte Nebenwirkungen beobachtet werden. Es konnte dariiber-

hinaus in der Beobachtungszeit von 4 Jahren keine Progredienz der

cP mehr nachgewiesen werden.

Die Konversionsrate der positiven Rheumafaktoren lag nach Beendigung
der Therapie im Mittel bei immerhin 57%. Dieser Befund deutet auf
einen kausaltherapeutischen Ansatz dieser Pradparate auf immunolo-
gischer Ebene hin. BSG und Differentialblutbild normalisierten

sich im Durchschnitt bei 60-85% der Patienten. Fast 90% der Kran-
ken benétigten aulerdem nach dieser biologischen Behandlung keine

Antirheumatika mehr.

Da man bei dieser Behandlungsweise ohne Kortikosteroide auskommt,
bietet sich hier die Moglichkeit, diejenigen Patienten zu behan-
deln, die die bisherige Basistherapie und Chemotherapie wegen Un-
vertrdglichkeit absetzen muften. Durch dieses neuartige Behand-
lungsschema wurden dagegen bei keinem der Probanden allergische
Symptome ausgeldst.

Bemerkenswert ist weiterhin die Tatsache, dak &atiologisch unter-
schiedliche cP-Fadlle wie Bechterew, Arthropathia Psoriatica, M.
Crohn, Lupus erythematodes durch entsprechende Anpassung der zy-

toplasfnatischen Therapeutika gleichermaBen gut ansprachen.
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Behandlung von Arthrosen mit zytoplasmatischen
Substanzen in der Geriatrie -

eine klinische Doppelblindstudie

K.-S. LACHNIT
Pflegeheim der Stadt Wien - Lainz

In friheren Jahrestagungen konnte Uber Untersuchungen an alten ge-
riatrischen Patienten berichtet werden. Dabei bezogen sich unsere
Untersuchungen auf jene Organveradnderungen, die im Alter am hau-
figsten betroffen sind, das Herz und das Gehirn. In der geriatri-
schen Praxis bestehen jedoch groRte Schwierigkeiten mit den Gelenk
Verdnderungen, den Arthrosen. Diese stellen fiir die Betroffenen
einen hohen Leidenscharakter dar und sind zu den eigentlichen Al-
tersbeschwerden zu rechnen, die das Alter in den meisten Fadllen
zur Last machen. Fir die Therapie kennen wir neben der medikamen-
tdsen Behandlung, und hier sind es vor allem die nicht-steroiden
Antirheumatika, lokale MaBnahmen und die physikalische Therapie
bis hin zu den B&derkuren. Nebenwirkungen, Kontraindikationen und
die gefiirchteten Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten schran-
ken die Arzneimitteltherapie im Alter erheblich ein. Aber auch
die physikalische Therapie hat ihre Grenzen und stéBt oft auf un-
{iberwindliche technische Schwierigkeiten. Der Effekt ist meist ehe

bescheiden.

Die Entstehung der Arthrosen wird heute nicht mehr ausschlieBlich
auf reine Abniitzungserscheinungen zuriickgefithrt, sondern auf Ver-
adnderungen der Makromolekiile (Proteoglykane, Kollagen), Dbesonders
im Bereiche des Gelenkknorpels. Es lag daher nahe, unsere guten
Erfahrungen mit der zytoplasmatischen Organotherapie bei der Be-
handlung von kardialen und cerebralen Insuffizienzen, auch auf die

Behandlung von Arthrosen im Alter auszudehnen.

42 Patienten mit bisher therapie-resistenten arthrotischen Veréan-
derungen wurden ausgewahlt und in Form einer randomisierten, kon-
trollierten klinischen Doppelblindstudie durch 6 Wochen hindurch

untersucht. Das Alter der Patienten war zwischen 68 bis 93 Jahren,
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mit einem Durchschnittsalter von 80 Jahren. Davon waren 5 Patien-
ten Manner und 37 Patienten Frauen. Die Aufteilung in Diagnosen
ergab Spondylarthrose, Coxarthrose und Gonarthrose. 2 Patienten
fielen zu Beginn aus, so daB die tatsdchliche Zahl 40 Patienten
betrug. Die Versuchsanordnung zeigt Tab.l. Es ist zu bemerken, dab
wdhrend der Studiendauer keine weitere antirheumatische Therapie
gegeben wurde und zwar weder medikamentds noch physikalisch. Die
Beurteilung erfolgte durch Priifung der Wirbelsdule und der einzel-
nen Extremitdtengelenke, und zwar hinsichtlich Schwellung, Druck-
und Klopfempfindlichkeit, Ruheschmerz und Bewegungsschmerz. Bei
den Extremitdatengelenken wurden auferdem die Funktionen: Flexion
und Extension, Abduktion und Adduktion, Innenroation und AuRen-
rotation, nach Winkelgraden gemessen und geprift. Zuletzt erfolgte
die Beurteilung durch den Arzt in: Gebessert, Keine Anderung oder
Verschlechterung. Die Behandlung selbst erfolgte nach folgendem

Schema:

Behandlungsschema: 2mal taglich 10 Tropfen NEYTROPH perlingual,
NEYCHONDRIN, NEYARTHROS i.m.

1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche
NEY- NEY- NEY- NEY-
ARTHROS ARTHROS ARTHROS CHONDRIN
MD Dil I Dil H Dil 11 | TS oder SOL
NEY- NEY- NEY-
CHONDRIN CHONDRIN CHONDRIN
NEY-
ARTHROS
DI NEY— 011 1
CHONDRIN
NEY- NEY-
ARTHROS ARTHROS
MI NEY— 011 11 NEY— 011 11
CHONDRIN CHONDRIN
NEY-
CHONDRIN
Do TS oder SOL
NEY- NEY-
ARTHROS ARTHROS
FR NEY- 011 31 NEY- Dilm
CHONDRIN CHONDRIN

Dil = Dilution; TS = Trockensubstanzen
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Nach Beendigung der Studie wurden die Untersuchungsbdgen gesammelt
und zur Auswertung an das Institut fir medizinische Statistik und
Dokumentation der Universitat Wien (Prof. Dr. WOHLZOGEN) ibersandt
wobei ich besonders Herrn Dozent Dr. BAUER fir die Mitplanung der
Studie und die Auswertung der Untersuchungsbdgen dankbar bin. Die
Aufteilung der Guppen in Verum- und Placebogruppe ergab in den
Ausgangswerten keine statistisch gesicherten Unterschiede in Bezug
auf Alter, Gewicht und GroRe (Abb.1).

Aufteilung der Gruppen

Alter (a)

55 75 85 9% 65 75 85 95  Jahre

10 Gewicht (k@)

%% 40 50 60 70 80 %0 g
X Grésse (cm)

.
.
‘.
2

140 1% 160 170 180 140 150 160 170 100 ¢m

Abbi 1 Aut te fir Altar, Q«wicht und GroS«

Ahnliches zeigte sich auch in der Aufteilung nach der Lokalisation

wobei sich ebenfalls keine Unterschiede ergaben.

Spondylarthrotische Verdnderungen waren bei 16 Patienten in der
Verumgruppe, bei 17 in der Placebogruppe. Verdnderungen des Knie-
gelenks bei 11 Patienten in der Verumgruppe, bei 10 in der Placebo
gruppe und schlieBlich Verdnderungen des Hiiftgelenks bei 4 Patien-
ten in der Verumgruppe und bei 5 in der Placebogruppe. Abb.2 zeigt
die Verédnderungen der spondylogenen Schmerzen, aufgeteilt nach Ru-

heschmerz und Bewegungsschmerz, innerhalb der einzelnen Abschnitte
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Veranderungen der spondylogenen Schmerzen

Ruheschmerz Bewegungsschmerz
NICHT NICHT
GEBESSERT PERENSER GEBESSERT GEBESSERT
0 4 0 6
cerv. N.S. p< 0,002
4 3 10
\' 1 4 1 8
thorak. NS, p<0,01
P 6 7 2
v 0 7 8
lumb. p< 0,01 p< 0,002
Pl 6 1 9 1
ileosakr. 2
Pl @ 0 1

Abb. 2: Verédnderungen der spondylogenen Schmerzen im Verlauf
der Studie nach Anzahl der Patienten
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zervikal, thorakal, lumbal, ileosakral und getrennt nach Verum-
und Placebogruppe. Wir finden vor allem signifikante Besserungen
des Bewegungsschmerzes im zervikalen Abschnitt, im thorakalen Ab-
schnitt, im lumbalen Abschnitt, im dem auch der Ruheschmerz signi-
fikant gebessert ist. Fir die Beurteilung der ileosakralen Veran-
derungen waren zu wenig Falle, um eine deutliche Signifikanz her-
auszuarbeiten. Ahnliche Ergebnisse finden wir auch bei der Priifung
von Ruhe- und Bewegungsschmerz in den Knie- und Hiftgelenken, und
zwar Besserung in beiden Gelenken, wobei sich allerdings in der

strengen statistischen Auswertung keine Signifikanz ergab.

G C Sp G+Sp | G+C C+ SpG+C+Sp
vV (n) 3 0 5 4 1 4 3 20
P (n) 3 0 7 2 0 3 5 20
insgesamt 6 0|12 6 1 7 8 40
(G = Gonarthrose; C = Coxarthrose; Sp = Spondylarthrose)
nicht nicht
gebessert |gebessert gebessert| gebessert
Gon-— \ 1 6 9 10
arthrose P 2 1 N.S. 12 2 N.S.
Cox~— \ 1 3 6 v
arthrose P 1 4 N-S. 11 2 N-S-

Die Anderung der Extremitdtengelenke sei am Beispiel des Kniege-
lenkes dargestellt (Abb.3). Der Flexionswinkel, aufgeteilt in Gra-
den, zeigt eine signifikante Besserung, wobei allerdings hier die
statistisch gerechtfertigte Aufteilung in rechtes und linkes Knie-
gelenk klinisch ja eigentlich weniger relevant ist. Und schlieR-
lich ergibt die Beurteilung durch den Arzt eine statistisch gesi-
cherte hochsignifikante Besserung in der Verumgruppe gegeniilber der

Placebogruppe von p>" 0,001 nach dem exakten Fisher-Test (Abb.4)

Zuletzt sei noch bemerkt, daB es wahrend der Studie, abgesehen von
den anfanglichen Ausfdllen, =zu keinem Abbruch kam und die Vertrag-

lichkeit gut war. Die Laborwerte waren unverandert. Nebenwirkungen
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linkes Knie

o 3 10 °

p< 0,01 (u-Test)

P
VERUM PLACEBO
Veranderungen des Abb. 4: Arztliche Beurteilung
FlexionsWinkels

traten nicht auf. Diese Ergebnisse beweisen nicht nur die Korrekt-
heit der Studiendurchfiihrung, sondern geben uns vor allem den wich-
tigen Hinweis, daB mit der zytoplasmatischen Therapie auch die im
Alter durch Arthrosen hervorgerufenen Beschwerden wirkungsvoll be-
handelt werden koénnen.

Literatur

1. LACHNIT, K.-S.: Altern und Krankheit - ein makromolekulares
Problem? Therapiewoche 30, 8023-8033 (1980)

Diskussion zu den Vortdgen von Z. HOFFMANN un K.-S. LACHNIT

Auditorium: Herr LACHNIT, wie haben Sie die Dilutionen appliziert? Intraartiku-
lar oder subcutan?

Herr LACHNIT: Dilutionen kénnen intraartikuldr appliziert werden, Trockensub-
stanzen nicht. Da die Kriterien einheitlich sein sollten, haben wir sowohl die
Dilutionen als auch die Trockensubstanzen intramuskuldr verabreicht.

Auditorium: Herr HOFFMANN, Sie haben unter anderem auch die Blutsenkung ange-
fihrt. Ich habe nun eine grdRere Zahl an PcP-Patienten mit sehr hoher Blut-
senkung, also Dysproteindmien. Es gelang mir bisher nicht, mit der Gegensen-
sibilisierung und dem Hydrolysat schwere Dysproteindmien zu beeinflussen.
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Herr HOFFMANN: Ich gebe Thnen insofern recht, als Sie bei den hohen Blutsenkun-
gen zunachst nichts sehen. Man muf manchmal 4,6,8 Monate durchbehandeln, ehe
die Effekte erkennbar werden. Meistens normalisierten sich dann aber 50-80% der
Falle.

Sollten die Blutsenkungen nicht beeinfluft werden, besteht der eine oder andere
Krankheitsfaktor weiter. Haben Sie denn auch die Sanierung von Herden beriick-
sichtigt?

Auditorium: Sind Sie der Meinung, daB bei jedem rheumatischen Geschehen eine
Fokalerkrankung vorliegt?

Herr HOFFMANN: Ja! Man mabB den Begriff "Herd" nur weit genug fassen. Irritatio-
nen, vegetative Irritationen sind vielleicht das eine. Bedenken sollte ixen auch,
dal beispielsweise die mit einem Karzinom auftretende rheumatische Arthritis
ebenso durch Gewebszerfallsprodukte entstanden sein kann. Auch das gehort mit in
den Begriff des "Herdes", so wie ich ihn verstanden haben méchte.

Herr DERBOLOWSKY: Stimmt es, daB Sie die Nachuntersuchung schon eine Woche nach
Verabreichung der Trockensubstanz durchgefiihrt haben?

Herr IACHNIT: Ja, das ist richtig.

Herr DERBOLOWSKY: Nun ist doch bekannt, dal nach der Gabe der Trockensubstanzen
die positiven Effekte erst nach einem etwas langerem Zeitraum eintreten, also
nach 3 Wochen noch gilinstiger sein diirften als nach einer Woche.

Herr LACHNIT: Ich danke Thnen fiir diese Anregung. Eine klinische Studie ist not-
wendig um eine Substanz zu priifen. Daran zweifelt heute niemand mehr. Einwdnde
kann es allenfalls von moralischer und ethischer Seite geben, vor allem bei der
Doppelblindstudie. Wir haben deshalb 20 Patienten, die in der Placebogruppe wa-
ren, nachtrdglich, weil die Besserung in der Verumgruppe offensichtlich war,

mit NEYCHONDRIN und NEYARTHROS behandelt, und danken der Firma, daB sie uns
hierfiir noch kostenlose Prdparate zur Verfiigung gestellt hat. Die Wirkung war
auch hier nachweisbar, ohne daR wir dann die Ergebnisse natiirlich statistisch
erfalt haben, weil die Studie schon abgeschlossen war.

Ich gebe Herrn DERBOLOWSKY mit seinem Einwand natiirlich recht. Nur ist die Nach-
beobachtung auf langere Zeit nach einer klinischen Studie mit gréBeren Schwie-
rigkeiten verbiinden. Obgleich wir also schon eine Woche nach TherapieabschluB
die Studie auswerteten, waren die Ergebnisse sehr gut. Dal wir von einer lan-
ger dauernden Beobachtung dann nur noch mehr zu erwarten hatten, liegt auf der
Hand.

Auditorium: Waren Thre Patienten alle normalgewichtig ?

Herr LACHNIT: Wir haben ein ziemlich homogenes Krankengut mit geriatrischen Pa-
tienten. Die Ubergewichtigkeit spielt dabei eigentlich eine relativ untergeord-
nete Rolle, etwa 16%, die wix natiirlich mitberiicksichtigt haben.

Herr KETEISEN: Es wurden uns hier degenerative Gelenkprozesse sowie rheumatische
und entzlindliche Krankheitsbilder vorgestellt, bei denen die Ergebnisse besser
waren, als wir das so iblicherweise in der Praxis sehen. Sehr hdufig haben wir
es aber mit Weichteilrheumatismus zu tun, Periarthrosen, Tendomyosen, Panniku-
losen und Tendopathien. Haben Sie da auch dhnlich gute Ergebnisse?

Herr HOFFMANN: Tendopathien, Periarthritiden, Neuralgien kénnen meist miteinan-—
der vergesellschaftet vor, beispielsweise Neuralgien zusarmmen mit Tendopathien
usw. Diese Krankheitsbilder fasse ich alle als Weichteilrheumatismus zusammen.
Den Weichteilrheumatisrtus, auch die hartndckigen Epikondylitiden oder Lumbal-
gien haben ich mit der Gegensensibilisierung, der Herdsanierung und mit REVIT-
ORGAN-Pradparaten recht gut beeinflussen kénnen. Iiimerhin habe ich heute schon
eine Uber 20jdhrige Erfahrung auf diesem Gebiet.
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Herr KETELSEN: Zzahlt {iberhaupt Vfeichteilrheumatisrrus zu den entziindlichen Er-
krankungen? Hier spielen doch viele andere Ursachen eine Rolle, unter anderem
auch psychosomatische, die nicht unbedingt eine antientziindliche Therapie er-
fordern .

Herr HOFFAMNN: Der Weichteilrheumatismus beginnt mit der Infektanfdlligkeit.
Nehmen Sie die Laborparameter, wir haben immer die entziindlichen Komponenten
dabei, wenn nicht in der Blutsenkung, so in der Immunelektrophorese.In der Anam-
nese, das ist heute eigentlich das wichtigste, finden sich immer die wiederkeh-
renden Infekte. Nicht von ungefahr schreibt man heute der Entstehung der Ar-
throse eine arthritische Grundkorrponente zu. Ich habe schon immer die Arthrosen
gerne mit der Gegensensibilisierung zusdtzlich behandelt. Die sogenannten akti-
vierten Arthrosen, also jene mit arthritischem Reiz, sprechen sehr gut auf die
Gegensensibilisierung an; anschlieBend kénnen dann NEYCHONDRIN und NEYARTHROS
intraartikuldr verabreicht werden.

Sie haben hier etwas sehr interessantes angeregt: die psychoscmatische Kompo-—
nente. Ich gebe Ihnen recht. Das ist ein besonderes Gebiet, selbst bis hinein
in die Polyarthritis. Die depressiven Reaktionen - ich deutete sie als Reaktio-
nen auf die Polyarthritis an - missen selbstverstandlich mitbehandelt werden.
Dr. DERBOLOWSKY wird uns sicher noch etwas vom neurologischen Standpunkt her
dazu sagen koénnen. Vom orthopddischen Standpunkt aus jedenfalls habe ich beob-
achtet, daB die groRe Schmerzilbereirpfindlichkeit manchmal schon hysterische
Zige annimmt, wdhrend andere Menschen ihre Polyarthritis wie einen "Baum" tra-
gen. Das ist sehr unterschiedlich. Sehr gut wirksam ist in diesen Fallen NEY-
CAIM. Damit bekommen Sie diese Ubersensibilitdt, die mit der Depressivitat ein-
hergeht, durchaus in den Griff.

Herr THEURER: Ich mdchte hier eine Anregung geben. Bei Agitiertheit, bei vege-
tativ bedingten synpathikomimetischen Tendenzen, wiirde ich zusadtzlich Epiphyse*
empfehlen. Epiphyse beruhigt den iibererregten Patienten und beeinfluft iber

das vegetative Nervensystem die Psyche. Umgekehrt wiirde ich bei mehr melancho-
lischen Tendenzen Hypophyse** geben. Mit der zytoplasmatischen Organotherapie
ist es moglich, auf diese antagonistischen Prinzipien einzuwirken.

Herr HARTH: Der gleiche pathologische Befund muf nicht den gleichen Schmerz ver-
ursachen. Hier spielen auch andere physiologische Faktoren eine Rolle, nicht
nur psychovegetative.

Auditorium: Herr HOFEMANN, in w»elcher zeitlichen Abfolge haben Sie die Gegen-—
sensibilisierung, REVITORGAN-Pré&parate und das Hydrolysat verabreicht?

Herr HOFEMANN: Ich mdchte die Antwort aufteilen in eine von mir und eine von
Herrn THEURER. Die Wirkungsweise der Gegensensibilisierung und des Hydrolysates
liegt auf verschiedenen Ebenen. Deshalb ist es eigentlich gleichgiiltig, in wel-
cher Kombination oder in welcher Reihenfolge die Pradparate verabreicht werden.
So habe ich mich in der Praxis verhalten: Ich habe mit der Gegensensibilisie-
rung begonnen, zusammen mit den Dilutionen,und dann das Hydrolysat, das zur
Fertigstellung inklusive Transport etwa 4-5 Wochen bendtigt, parallel mitlaufen
lassen. Es konnten keine Interferenzen, keine gegenseitigen Stdrungen oder etwa
eine Wirkungsminderung beobachtet werden.

Herr THEURER: Die Antwort ist sicher nicht einfach. Theorie und Praxis miissen
tbereinstimmen. Wenn die Praxis reproduzierbare Ergebnisse bringt,kann ihr nicht
mit der Theorie widersprochen werden. Die Theorie besagt jedoch, daB die Gegen-
sensibilisierung eine aktive therapeutische MaBnahme ist, die erst sekundar
durch Gegenreaktionen des Organisrtus zum Tragen kommt, wdhrend Antikorperfrag-
mente eine passive therapeutische Methode sind, in dem Sinne, daB Antikérper-
fragmente auf Haptene blockierend wirken, und damit den Mechanismus der Auto-
sensibilisierung durchbrechen.

* REVITORGAN-Dilution Nr. 23 ; * * REVITORGAN-Dilution Nr. 22
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Die Dilutionsbehandlung hat, Jjeweils abhdngig von der Art, wie Sie dosieren,
zwel Faktoren. Sie kann iitimmogen wirken bei hohen Konzentrationen, wenn nicht
tolerogen vorbehandelt wird, oder sie kann tolerogen wirken, wenn durch hohe
Verdiinnung eine Toleranz aufgebaut wird. Die Therapie muf auf den Patienten ab-
gestimmt sein.

Bei chronischen Infektionen,oder iberhaupt bei chronischen Krankheiten gibt es
meist Blockierungsvorgange der Reaktionsbereitschaft. Zur Wiedergewinnung der
Reaktionsbereitschaft leiten wir die Behandlung mit Dilutionen ein, vor allem
wenn, wie meist bei rheumatischen Erkrankungen, mit Kortokoiden vorbehandelt
wurde. Hier ist keine Reaktion mehr zu erwarten, da sémtliche Prozesse gedampft
sind. Kortikoide sind mesenchymale Reaktionshenmer. Wahrend einer Kortikoid-
Therapie 1aBt sich also keine Gegensensibilisierung durchfithren. Eine passive
Therapie, wie mit Antikorperfragmenten, ist allerdings chne weiteres gleich-
zeitig mit der Kortikoid-Therapie moglich. Auch Organdilutionen kénnen aufgrund
ihrer molekularen Effekte gleichzeitig mit Kortikoiden verabreicht werden. Die
Wirkung ist allerdings nicht so ausgeprdgt, als wenn die Kortikoide abgesetzt
wirden.

Von der Theorie ausgehend, muf man sich grundsatzlich iberlegen, wie die Reak-
tionslage des Patienten ist. Spricht der Patient noch an, kann ohne weiteres
eine aktive Therapie durchgefiihrt werden. Ist die Reaktionsbereitschaft gestort,
dann muB man mit Kortikoiden ausschleichen, ehe eine Gegensensibilisierung
durchgefiinrt wird. In der Zeit, in der die Kortikoide in der Dosis reduziert
werden, kann schon mit Dilutionen oder mit dem Hydrolysat behandelt werden.

Im Grunde genommen kann nur durch die theoretische Vorstellung des Wirkungsme-—
chamisrrus eine optimale Anwendung erzielt werden. Eigentlich kontraindiziert
ist jedoch die GS auch wéhrend der Kortikoidanwendung nicht, nur ist dann die
Wirksamkeit beeintrachtigt.
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Uber die Bedeutung von NEYCHONDRIN und NEYARTHROSein der
Sportmedizin bei Chondropathia patellae und post-

traumatischen Gelenkknorpelschaden.

A. KLUMPER
Sporttraumatologische Spezial-Ambulanz

Universitat Freiburg

Der Anwendung von NEYCHONDRIN und NEYARTHROS liegt die Zielvor-
stellund zugrunde, Gelaikknorpel zu regenerieren oder zumindest so-
weit zu stabilisieren, daBk eine Chondromalazie nicht weiter fort-
schreitet. Theoretisch erfordert dieser therapeutische Ansatz zu-
nachst ein sich-16sen von der geltenden Lehrmeinung, der Gelenk-
knorpel sei grundsatzlich nicht regenerabel. Diese Lehrmeinung
stiitzt sich nahezu ausschlieRlich auf tierexperimentelle Unter-
suchungen, die zu keiner Zeit das mdgliche und denkbare therapeu-

tische Spektrum ausgeschopft haben.

Standardtherapie trotz Lehrmeinung

Ungeachtet der geltenden Lehrmeinung werden eine Reihe von Sub-
stanzen, die zu einer Knorpelheilung beitragen sollen, schon lan-
ger als ein Jahrzehnt parenteral, als auch intraartikuldr in der
taglichen Praxis eingesetzt. Zu dieser langst existierenden Stan-
dardtherapie ware es wohl kaum gekommen ohne entsprechende posi-
tive Ergebnisse, die sich in Form zahlreicher Publikationen nie-
dergeschlagen haben. Dieser Beweisfilhrung liegen allerdings nahe-
zu ausschlieRlich klinische Parameter zugrunde, ein "Mangel", der
nicht das Konzept im grundsdtzlichen betrifft, jedoch noch eine
Menge Fragen offen 1laBt, insbesondere hinsichtlich histomorpholo-
gischer und histochemischer Vorgadnge im Verlaufe einer Knorpelre-
generation. In praxi ist damit der Gelenkknorpel ein vitales Or-
gan, das nachgewiesener MaBen therapeutisch beeinflubbar ist und
sich entsprechend der biologischen Grundregel "die Funktion erh&dlt
die Form" wverhalt und nicht umgekehrt.

Der Uberwiegende Anteil der Patienten einer Sporttraumatologie

setzt sich aus Jugendlichen und jugendlichen Erwachsenen zusammen.
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Da der Sport in unserer Gesellschaft jedoch keineswegs mehr ein
Vorrecht der Jugend ist, nimmt die Zahl aus nahezu allen Dezennien
rapide zu. Meistens iberwiegen in der Sporttraumatologie Gelenk-
probleme, wobei es sich keineswegs nur um die konsequenten Folgen
sportspezifischer Belastung handelt, sondern in erster Linie um
pradisponierte Chondropathien als Folge vorhandener gelenkmecha-
nisch ungiinstiger Formen. Einen hohen prozentualen Anteil haben

auch posttraumatische Knorpelschdden in sdmtlichen Graduierungen.

Knorpel-stabilisierende Substanzen: Ein neuer Weg

Auf kaum einem anderen Sektor der Medizin ist das Therapieangebot
so vielfdltig und umfangreich wie bei den schmerzhaften Arthral-
gien. Sicher sind mit percutanen Salbenbehandlungen, balneologi-
schen MaBnahmen und der ganzen Breite physikalischer Behandlungs-
methoden oder Analgetika, Antiphlogistika und Antirheumatika tem-
pordre Besserungen oder auch Beschwerdefreiheit zu erzielen. Die
angestrebte Ausheilung eines Knorpelschadens ist weder zu erwar-

ten noch zu realisieren.

Erst die intraartikuldre Injektion mit "Knorpel-stabilisierenden"
Substanzen geben zu berechtigter Hoffnung Anlal. Im wesentlichen
handelt es sich dabei um Monosubstanzen, die als normaler Bestand-
teil der Matrix des hyalinen Knorpels bekannt sind. In wenigen
Jahren zeigte sich jedoch, daB die intraartikuldren Injektionen
mit Monosubstanzen alleine keine befriedigenden Ergebnisse brachte.
Seit nun iber 10 Jahren werden von uns nun Mischinjektionen der
verschiedensten Konstellationen erprobt, die mit zunehmender und
besonders langzeitiger Erfahrung zu einer erheblichen Verbesserung
der Therapieerfolge fihrten.Ein deutlicher Schritt nach vorn be-
deutet die =zusdtzliche Anwendung von NEYCHONDRIN und NEYARTHROS.

Nur Langzeitergebnisse sind beweisend

In der Therapie von Knorpelschdden sind ausschlieBlich Langzeiter-
gebnisse sinnvoll, die sich nach unseren bisherigen Erfahrungen
mindestens iber 5 Jahre erstrecken missen. Allein schon die Trans-
formation des Gelenkknorpels setzt eine kontiniuerliche Therapie
iiber wenigstens ein Jahr voraus. Die iublichen, zeitlich meist be-
grenzten medizinischen Empfehlungen reichen deshalb fiir eine Knor-

pel-stabilisierende oder gar Knorpel-regenerierende Therapie nicht
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aus. Hierin liegt sicher auch einer der wesentliche Griinde, warum
heute immer noch die Meinungen uber die vorliegende Behandlungs-
form weit auseinander gehen. Die konservative Therapie von Knor-

pelschaden verlangt Zeit und Geduld.

Zytoplasmatische Substanzen - Echte Alternativen fiur die Sport-

Medizin

Die zytoplasmatische Therapie bietet fiir sportmedizinische Indika-
tionen ein fundiertes und verlockendes Konzept an. Dieser moleku-
laren Oragnotherapie liegt allgemein die Idee zugrunde, physiolo-
gische Verhdltnisse wiederherzustellen und gestdrte Organfunktio-
nen sowie Regulationen wieder in Gang zu bringen. Fiir das Organ
"Gelenkknorpel" ware dies ein denkbarer und wilinschenswerter Weg,
da die bisherige Arzneimittelbehandlung im wesentlichen als symp-
tomatische Therapie bezeichnet werden muf. Zur Objektivierung der
Therapieergebnisse bedarf es allerdings einer umfassenden Feld-
studie bei vergleichbaren Gelenkverdnderungen allein oder in Kom-
bination mit bereits erprobten Mischungen. Diese Kriterien zugrun-
de gelegt, bendtigten wir fiir mehr als 5.000 intraartikuldre In-
jektionen unter Verwendung von NEYARTHROS , NEYCHONDRIN und NEY-
CHONDRIN "N" iber 3 Jahre. Diese Zeitspanne reicht zwar noch nicht
aus, um ein endgliltiges Zahlenmaterial vorlegen zu kdnnen, die bis

herigen Ergebnisse erlauben trotzdem folgende Zwischenbilanz:

Die Zeit bis zur beschwerdefreien Funktion und Belastungsfahig-
keit in den unterschiedlichsten Belastungsformen verkiirzte sich
unter dieser Therapie bis zu 30%. Die zeitlichen Abstande der ein-
zelnen intraartikuldren Injektionen konnten bis zu 50% verlangert
werden. Die besten Ergebnisse wurden mit NEYCHONDRIN "N", Starke I

erzielt. Nebenerscheinungen wurden nicht beobachtet.

Eine standardisierte Mischinjektion mit NEYCHONDRIN "N", Starke I,
gehdért sei Uber 3 Jahren nun zum festen Bestandteil unserer Thera-
pie. Bei Erwachsenen wird die Behandlung mit einer Entziindungsbe-
strahlung unter Rontgen-Tiefen-Therapie-Bedingungen eingeleitet,
wobel Uber das betroffene Gelenk insgesamt 600 rad appliziert
werden. Wahrend der Entzindungsbestrahlung, die falschlicherweise
immer noch als "Schmerzbestrahlung" apostrophiert wird, erfolgen
die ersten drei intraartikuldren Injektionen mit NEYCHONDRIN "N".

Nachinjiziert wird dann 3-4mal in vierwdchentlichen Abstéanden, an-
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schliefBend im vierteljdhrlichen Turnus {iber wenigstens zwei Jahre.

Chondropathia patellae und posttraumatische Gelenkknorpelschéden

profitieren

Mit dieser standardisierten Therapiemethode haben wir bisher allein
fiir die so hdufig und vermehrt auftretende Chondropathia patellae
innerhalb eines Jahres eine beschwerdefreie normale Funktions- und
Belastungsfahigkeit von 87% erzielen kénnen. Ahnlich gute Ergeb-
nisse sind bei den posttraumatischen Gelenkknorpelschdden zu er-

zielen .

Die klinisch guten Ergebnisse sind rdntgenologisch verifizierbar.
Die existierenden, aber nota bene in geringer Zahl vorliegenden
Inspektionen per Rearthrotomie oder Rearthroskopie bestdtigen eine
deutliche Verbesserung.oder sogar Normalisierung des Gelenkknor-

pels nach durchgefithrter Langzeitbehandlung.

Den Nachweis einer BeeinfluBbarkeit des Knorpels durch intraarti-
kuldr applizierbare Substanzen haben WEH, DAHMEN und FROSCHLE (3)
erbracht. An Gelenkknorpel-Proben von Operationsmaterial wurde
dabei die Eindringtiefe einer Kugel in Abhdngigkeit wvon der Zeit
untersucht. Hierzu wurden die Knorpelexplantate 1in einer Nahrlé-
sung verschiedenen intraartikuldr injizierbaren Préaparaten ausge-
setzt. Verglichen wurden die Eindringtiefen der Ausgangsmessung
mit den Werten nach 11- bzw. 12-tdgiger medikamentdser Inkubation.
Abgesehen von einem Kortikoid-Praparat konnte bei allen gepriften
Medikamenten eine Erhdhung der Eindringtiefe, bezogen auf die un-
behandelte Vergleichsserie beobachtet werden. Der deutlichste Ef-
fekt in Richtung des gesunden Knorpelgewebes war bei NEYARTHROS
festzustellen. Interpretiert wurden die Ergebnisse als eine Phar-

makon-bedingte, vermehrte interstitielle Fliissigkeitseinlagerung.

Liangere Bioverfigbarkeit zytoplasmatischer Substanzen

Ob damit "nur" die Ansicht von BENNINGHOFF bestatigt wird, welche
Bedeutung der intra- und perichondralen Flissigkeit fiir das mecha-
nische Verhalten des Gelenkknorpels zukommt, mul offen bleiben.
Insbesondere ist das Zusammenspiel zwischen Synovia und Gelenk-
knorpel zu beriicksichtigen. Nach intraartikuldren Injektionen mit
physiologischen Monosubstanzen als Teilbestand der Knorpelmatrix

geht der nahezu immer auftretende schmerzstillende Effekt schnell
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wieder verloren. Das mag auf den enzymatischen Abbau des Pharma-
kons =zurtickzufithren sein, kann aber auch einem schnelleren Resorp-
tionsmechanismus der Synovia zugeschrieben werden. Der deutlich
langer anhaltende Effekt nach Injektion von nativen Makromolekii-
len, wie sie in NEYARTHROS und NEYCHONDRIN enthalten sind, konnte
somit allein einer erschwerten und verzdgerten Resorption der Sy-
novia zugeschrieben werden. Das bedeutet jedoch gleichzeitig, daB
die heterologen Makromolekiile eine lé&ngere Bioverfiigbarkeit be-
sitzen und damit auch eine bessere Chance zur morphologische Re-
generation des Knorpels. In dieser Richtung lapt sich auch die
weitere Verbesserung der Effektivitdt in Kombination mit der

Entzindungsbestrahlung erklaren.

Morphologische Regeneration durch zytoplasmatische Substanzen

Es gibt wohl kaum eine chondropathisch bedingte Arthralgie, die
nicht von einer mehr oder weniger ausgepragten Synovitis beglei-
tet wird. Mit einer Entzindungsbestrahlung kann nun die Synovitis
recht sicher beseitigt, zumindest erheblich gebessert werden. Mit
der Entziindungsbestrahlung wird damit die Voraussetzung geschaf-
fen, intraartikulédr applizierte Pharmaka langer im Gelenkinneren
zu belassen. Ob der Entziindungsbestrahlung eine zusdtzliche In-
duktorwirkung zu ausreichender Synthese der Matrixsubstanzen zu-
kommt, ist wahrscheinlich, aber noch nicht bewiesen. Ebenso koénn-
te die Rezeptorfahigkeit durch eine einleitende Entziindungsbestrah
lung fir zelluldre Wirkstoffe verbessert werden. Es muB dariber-
hinaus geprift werden, ob die xenogenen Makromolekiile nicht in

der Lage sind, als Proteinmolekiile spontan zu Kollagen zu aggre-
gieren. Sie wiirden damit die Funktion einer "Kittsubstanz" in der
mehr oder weniger aufgerauhten oder rissigen Oberfldche des Ge-
lenkknorpels erfiillen oder die Kongruenz der Gleitfldche wieder
herstellen. Unter dieser metastabilen Oberfldche kénnten sich
intrachondraler Flissigkeitshaushalt und Chondrozyten erholen, so-

wie die Knorpeltransformation normalisieren.

Uber die Aktivierung von Synthesevorgingen und Stimulierung der
Zellproliferation durch Zusatz zytoplasmatischer Organtherapeutika
liegen eindeutige Ergebnisse vor (1,2). Die Stimulierung somati-
scher Zellen durch zytoplasmatische Organextrakte war dabei iber

einen Zeitraum von mehreren Tagen feststellbar. Gerade dieser Zeit
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faktor spielt sicher fir ein von Natur aus trédges Organ wie den

Gelenkknorpel eine wichtige Rolle.

Uber die bisher bekannten Ergebnisse der Grundlagenforschung hin-
aus ist bezliglich der biochemischen Wirkungsmechanismen der verwen
deten Pharmaka in vivo wenig bekannt. Da jedoch die Analgesie als
moglicher Wirkfaktor auch der subjektiven Besserung - selbst unter
Beriicksichtigung des geringen Prednisolonacetat-Anteilsim NEYCHON-
DRIN "N" - ausscheidet, gleichzeitig ein Langzeiteffekt als gesi-
chert gelten darf, verbleibt nur der berechtigte Schlul, daB die
intraartikulédr applizierten zytoplasmatischen Substanzen offen-
sichtlich zu einer Besserung des geschadigten Gelenkknorpels, zu
einer Stablisierung und letzten Endes morphologischen Regeneration

in welchem Umfang auch immer, beitragen.
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Workshop  "Orthopadie und Rheumatologie:

Biologische Alternativen"

Leitung: K.G. THEURER jun.
Teilnehmer: Frau ZITZMANN, Vorsitzende der Liga

fir Bechterew-Erkrankte

Herr Z. HOFFMANN, Arzt fiir Orthopadie

in Stuhr - Brinkum

Herr LACHNIT, Chefarzt IV. Med. Abt.,

Pflegeheim Wien - Lainz.

Herr THEURER jun.: Die erste Frage an Herrn HOFFMANN: Es wird oft-
mals in der Frage der Gelenkserkrankungen und speziell beim Mor-
bus Bechterew und der PcP die Radon-Therapie im Thermalstollen in

Bad Gastein empfohlen. Wie sind hier ihre Erfahrungen?

Herr HOFFMANN? Mit der Radon-Behandlung alleine kénnen Sie natir-
lich beispielsweise bei der PcP die Blutwerte und die Blutsenkung
nicht normalisieren, ebenso tritt keine Konversion der Rheumafak-
toren auf. Die Erfolge sind natiirlich auch nicht so lange anhal-
tend und erfahrungsgemdBl miissen diese Patienten ca. einmal im Jahr
in den Stollen. Anhaltender ist da die biologische Alternative

"zytoplasmatische Therapie mit der Serumkur".

Herr THEURER jun.: Nun weil man ja auch nicht genau, wie die Wir-
kung des Radons auf die Gelenke zustande kommt, aber es ist uns
allen bekannt, daB eine physiotherapeutische Behandlung den ge-
lenkerkrankten Patiente als Unterstiitzung einer jegliche medika-
mentdsen Therapie niitzlich ist. Vielleicht sollten wir nochmals
erwahnen, daR Herr HOFFMANN diesen besonderen Effekt, namlich
die Normalisierung von BKS und Konversion der Rheumafaktoren in
einem hohen Prozentsatz der Falle durch die kombinierte Therapie
von Gegensensibilisierung-Hydrolysat mit NEYARTHROS, NEYCHONDRIN
und NEYTROPH erzielt. Mit dem REVITORGAN-Prdparat NEYDESIB wird
eine allgemeine ubiquitdre Dampfung der iberschiessenden Immun-
reaktionen bei der PcP herbeigefithrt, NEYDESIB diirfte wohl auch

fir diesen eigentlich spektakuldren Erfolg, namlich der Normali-
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sierung der Laborparameter und vor allem der Konversion der zuvor

positiven Rheumafaktoren verantwortlich sein.

Herr HOFFMANN: Ja, ich hatte bereits vorher ein Dia dazu gezeigt.
Bei der progressiven chronische Arthritis habe ich bei der Blut-
senkung unter anderem den Rheumafaktor bestimmt. Differentialdiag-
nostisch sind die serologischen Befunde, also positive Antistrep-
tolysin-Titer beim rheumatischen Fieber und positiver Latex-Fixa-
tionstest bei der progressiven chronischen Polyarthritis in ca.
70% der Falle fiir die Diagnosestellung richtungsweisend. Da das
pathologische Geschehen an der Synovialis ablauft, 1laft sich denn-
noch nicht immer in allen F&dllen der Rheumafaktor im Blut nachwei-
sen. In der Klinik kann der Rheumafaktor auch in der Synovial-
Fliissigkeit identifiziert werden, was ich in der Praxis nicht
durchfithre. Es hat sich gezeigt, daR sich unter der Behandlung
diese verschiedenen pathologischen Parameter normalisieren und
zwar in einer Haufigkeit von 50-80% der Falle. Bemerkenswert ist,
daB alle diese Fadlle zundchst vor der biologischen Alternativ-
Behandlung therapieresistent waren. Die Patienten dieses Kranken-
gutes sind also nach den iblichen Methoden der Schulmedizin aus
unterschiedlichen Griinden nicht mehr therapierbar gewesen. Durch
die biologische Therapie haben diese Patienten ihre Symptomatik

allmdhlich verloren, ebenso die Labor-Symptomatik.

Herr THEURER jun.: Darf ich nochmals herausheben, daB NEYDESIB
hauptsdchlich am Immunsystem als biologisches Immunosuppressivum
angreift. Wir wissen,daB die Suppressorzellen des lymphadenoiden
Systems durch NEYDESIB und vor allem durch die darin enthaltenen
Thymusfaktoren - aus dem fotalen Teil des Thymus - stimuliert wer-
den. Das ist genau das, was wir bei allen Autoimmunerkrankungen
anstreben, wir kénnen ja auch zumindest einen Teil der Pathogenese
der PcP Autoimmunphanomenen zuschreiben. Gibt es noch andere Fra-

gen?

Auditorium: Ich hdtte noch eine Frage an Herrn Kollegen HOFFMANN:
In meinem Hause ist es so, daBR auch wir Therapieversager haben,
die schulmedizinisch austherapiert sind und die 5-6, aber auch
oftmals 10 Jahre lang an PcP leiden, Schmerzen haben und diese
lange Zeit hindurch Cortison und Analgetika verabreicht bekamen.
Nun wiirde mich interessieren - setzen Sie das sofort ab? Bei mei-

nen Patienten kann ich das aufgrund der Schmerzen nicht, sie wilir-
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den mir durchs Fenster springen, wenn ich Analgetika und Antiphlo-
gistika sofort absetzen wiirde. Was machen Sie mit solchen Patien-

ten?

Herr HOFFMANN: Ich bin ganz Ihrer Meinung - man kann diesen Men-
schen ihre Kriicken nicht sofort wegnehmen, man muB sie ihnen vor-
erst lassen. Andererseits muBR man aber wissen, und das sagte vor-
her Herr THEURER - die normalen Antiphlogistika unterdriicken das
Reaktionsverhalten im Immunsystem. Gerade dieses Reaktionsverhal-
ten im Immunsystem soll aber durch die GS angesprochen werden. Man
kann also, solange man Cortison gibt, mit der GS wenig erreichen.
Wohl kann man in dieser Zeit die zytoplasmatischen Substanzen ge-
ben und nach Fertigstellung das Hydrolysat. Ich gebe dann auch
mehrmals im Wechsel Trockensubstanz von Leber, NEYDESIB und NEY-
IMMUN, sowie NEYCALM. Herr THEURER empfiehlt zusdtzlich Epiphyse,
weil das nicht nur die seelische Obererregbarkeit der Patienten,
sondern auch die vegetative Reaktionslage der Patienten beruhigt.
Diese Menschen miissen zundchst einmal wieder Vertrauen zu einer
Therapie bekommen, denn sie sind ja bisher Jahr flir Jahr enttduscht

worden.

Ich gebe Thnen vollkommen recht: dieses Prinzip des Ausschleichens
der Kortikoide muB unbedingt eingehalten werden. Das erfordert wvon

jedem einzelnen unter Ihnen ein hohes Mak an &rtzlicher Kunst.

Herr THEURER jun.: Nach so langen Jahren der Cortison-Therapie
kommt es meistens zu einer Involution der Nebennierenrinde durch
die dauernde Substitution. Wir empfehlen hier die Zufuhr von DIL
Nr. 20, einem Prédparat, das Faktoren aus Nebennierenrinde enthdlt
und die Nebennierenrinde stimuliert. Zusadtzlich sollte noch DIL
Nr. 51 zur Aktivierung der hypothalamo-hypophysdren Achse, die Jja
durch die lange Cortison-Therapie mitsupprimiert wurde, gegeben

werden. Man kann dann mit den Kortikoiden langsam ausschleichen.

Vielleicht kann Herr HOFFMANN auch auf die exakte Dosierung ein-
gehen. Wie oft in der Woche kommen Ihre Patienten zur Applikation?
Spritzen Sie bei der PcP auch intraartikuldr in die kleinen Gelen-
ke?

Herr HOFFMANN: Am Anfang lasse ich die Patienten gerne jeden Tag
kommen, solange wir mit den hoéheren Verdinnungsstufen, also den

Dilutionen behandeln. In der ersten Woche finfmal gleich hinter-
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einander, wenn moglich auch in der zweiten Woche und dann dreimal
die Woche. Drei Sitzungen in der Woche sind schon notwendig. In-
traartikuldr bei der Polyarthritis spritze ich garnicht. Die DIL-
Nr. 43 (NEYARTHROS) muB Jja alle Gelenke erreichen, denn in vielen
Gelenken ist die Synovialis entziindet. Nach den sehr interessan-
ten Untersuchungen von Herrn SEIFERT gelangen Medikamente dieser

Art iber den Blutweg zu ihrem Ziel.

Auditorium: Ich gebe vor allem Kaltanwendungen an die stark be-
troffenen Gelenke, beispielsweise Quarkumschldge oder auch Enelbin

Kaltumschléage.

Herr THEURER jun: Durch die Kalte wird die Hyperédmie im Entzin-
dungsbereich gestoppt und es kommt zur Vasokonstriktion. Aller-
dings entsteht nach Wiedererwdrmung eine reaktive Hyperamie, die
die Schmerzen noch verstarken kann. Es gibt ja viele Anhanger der
thermalen Behandlung - auch der heifen Sand-Therapie. Nun sollten
wir aber Herrn LACHNIT zu Wort kommen lassen. Er hat eine groB an-
gelegte exakte klinische Doppelblindstudie durchgefiihrt und sta-
tistisch harte Daten ermittelt.

Herr LACHNIT: Es ging und in erster Linie darum, herauszufinden,
ob auch in einer Doppelblindstudie Erfolge mit dieser Therapie zu
erzielen sind. Aus dem Patientengut wurde von den Statistikern
eine Placebo-Gruppe und eine Verum-Gruppe randomisiert. Der Schliis
sei wurde am Institut fir medizinische Statistik und Dokumentation
der Universitat Wien aufbewahrt. Wir haben dann die Praparate be-
kommen, die sich sowohl als Verum- wie auch als Placebo-Prédparate
duBerlich nicht unterschieden. Nach Durchfithrung der Behandlung
wurden die von den Arzten der Abteilung gefithrten Priifbdgen an

das Universitdtsinstitut fiir Statistik zuriickgeleitet und dort
nach Aufbrechen des Codes ausgewertet. Sie erinnern sich noch an
die Zahlen: In der Verum-Gruppe wurden insgesamt 95% gebessert, in
der Placebo-Gruppe hingegen nur 20%. Es war fiir uns Arzte, die
schon lange in der Geriatrie tdtig sind und uns daran gewdhnt ha-
ben, dak die arthrotischen Verdnderungen gewdhnlich kaum oder nur
voriibergehend beeinflufbar sind, erstaunlich, wie mit diesen Pra-
paraten erstmals eine langer dauernde Besserung verzeichnet wer-

den konnte.

Auditorium: Darf ich Thnen noch eine Frage stellen bzgl. der Dop-
pelblindstudie? Waren das aktivierte Gonarthrosen oder waren das

chronische Falle, die zufdllig ausgesucht wurden?
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Herr LACHNIT: Die Patienten wurden nach statistischen Kriterien
ausgesucht und den Gruppen zugeteilt. Insofern wurde eine Selek-
tion getroffen, als wir nur jene Patienten in die Studie aufnahmen,
die wir therapeutisch tberhaupt nicht mehr beeinflussen konnten,

also weder durch physikalische noch durch medikamentdse Therapie.

Auditorium: Das Problem in der Praxis liegt ja meist darin, dab
Patienten mit einer aktivierten Gonarthrose kommen, die dann gleich
schmerzfrei sein wollen. So kommen dann die Leute meist alle vier
Wochen und "holen" sich ihre Spritze, Gerade in diesen Fallen ist
es so, daB man mit einer Mischung aus Cortison und einem Lokal-
andsthetikum einen Schnellerfolg erzielt. Die Leute gehen dann

wieder nach Hause und arbeiten weiter.

Herr LACHNIT: Das ist mit gewissen Einschréankungen richtig. Der
akute Effekt ist natiirlich bei der intraartikuldren Cortisoninjek-
tion, gemischt mit einem Lokalandsthetikum, beeindruckend. Nur
dirfen wir nicht vergessen, daB im Alter - und ich kann eben nur
von alten Patienten sprechen - mit Cortison eher zuriickhaltend
umgegangen werden mul. Aulerdem ist der Effekt nur voriibergehend
und 1&Rt bei mehrfacher Anwendung nach. Daher glaube ich, man soll-
te Kortikoide nur auf ganz wenige akute Notfdlle beschradnken. Es
wadre aber zu erwadhnen, daB bei jener Patientengruppe, die spater
als Verum-Gruppe verifiziert wurde, schon nach den ersten Injek-
tionen - wie mir auch meine Arzte berichtet haben - Effekte da wa-
ren und die Patienten erklarten, daB es ihnen deutlich besser ginge.
Nun muB ich dazu sagen, daB wir anfangs diese schnelle Besserung
fiir einen Placebo-Effekt hielten. Bei der Auswertung multen wir
aber feststellen, daB der Placebo-Effekt mit nur 5% sehr gering
war. Also ein Placebo-Effekt ist da, aber doch nicht in dem Aus-
maB, in dem es den Patienten besser ging. Ich glaube, dal mit den
REVITORGAN-Prédparaten eine effiziente schnelle Besserung bei Ar-

throsen erzielt werden kann.

Herr THEURER Jjun.: Ich méchte nochmals auf die Studie der Ortho-
padischen Klinik der Universitdt Hamburg hinweisen. DAHMEN und WEH
haben darin eindeutig nachgewiesen, dah Kortikoide auf den Knorpel
keinerlei regenerierende Wirkung haben. Andererseits war durch das
Prédparat NEYARTHROS im Knorpelexplantat des Operationsmaterials
eine deutliche Zunahme der Elastizitdt zu verzeichnen, die mit

keinem anderen Prdparat in dieser Serie erreicht werden konnte.
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Auditorium: LieBe sich dieses NEYARTHROS zu Beginn mit einem Lo-

kalanasthetikum mischen?

Herr THEURER jun.: Sie sollten dieses Préparat nicht mit einem Lo-
kalandsthetikum mischen, auch nicht um unmittelbare Schmerzfrei-
heit zu erzielen. Typische Lokalandsthetika liegen als Salze star-
ker Basen vor, die nach der Dissoziation alkalisch reagieren, was
fir die Wirksamkeit der Lokalandsthetika Bedingung ist. Anderer-
seits bestehen die REVITORGAN-Prdparate aus biologisch-aktiven Po-
lypeptiden und Proteinen, deren sterische Konfiguration, wie sie
in der Ampulle vorliegt, fiir die Wirksamkeit notwendig ist. Bei
einer Mischung der zytoplasmatischen Prdparate mit Lokalandstheti-
ka, die keinen neutralen ph-Wert haben, kann es demnach zu steri-
schen Anderungen der Molekiile kommen mit Aggregationen bis hin zur
Denaturierung der Wirksubstanzen, was natliirlich eine WirkeinbuBe
mit sich bringen wiirde. Also von unserer Seite her kénnen allerhdch-
stens Mischungen mit Lokalandsthetika vorgenommen werden, die ei-

nen neutralen pH-Wert besitzen.

Auditorium: Ich spritze intraartikuldr NEYCHONDRIN pro inj. und
NEYARTHROS. Die Patienten sind danach relativ schnell schmerzfrei.

Herr THEURER jun.: Natlirlich wird durch NEYARTHROS und NEYCHONDRIN
bei intraartikuldrer Injektion nicht augenblicklich eine Schmerz-
freiheit erzielt. Wir wissen aber, dak auf der anderen Seite die
zytoplasmatischen Substanzen - und hier sei ein kleiner Exkurs auf
das NEYTUMORIN genehmigt - bei langerer systemischer Applikation
einen analgetischen Effekt haben; Herr WUSTER vom Max-Planck-Insti-
tut fir Psychiatrie in Minchen hat auf der Jahrestagung 1981 dar-
iber gesprochen. Wahrscheinlich wirken die zytoplasmatischen Sub-
stanzen auf die Biosynthese der koérpereigenen Endorphine und &hn-
liche Enkephaline ein, die als "endogene Opiate" eine schmerzhem-
mende Wirkung entfalten. Dies wlirde auch die Tatsache erklaren,

daB bei Patienten, die sich in finalen Stadien einer Krebserkran-
kung befinden und mit NEYTUMORIN behandelt werden, durch die sy-
stemische Applikation eine weitgehende, schwer zu erkldrende Schnerz-

freiheit besteht, wodurch Opiate eingespart werden koénnen.

Es ware nicht unméglich, daB der festgestellte analgetische Effekt
von NEYCHONDRIN und NEYARTHROS auf &dhnliche Mechanismen zuriick-
zufilhren ist, vielleicht miifte man da auch die periphere lokale

Prostaglandin-Synthese diskutieren.
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AbschlieBend ware noch wichtig zu erwdhnen, daR bei rheumatoiden
und rheumatischen, also entziindlichen Gelenkserkrankungen, bei de-
nen das Immunsystem beteiligt ist, immer die GS und das Hydrolysat
zusatzlich zu den REVITORGAN-Praparaten einzusetzen sind. Bei rein
degenerativen arthrotischen Veradnderungen, die Herr LACHNIT in sei-
ner Studie behandelt hat, wird die GS und das Hydrolysat weggelas-
sen. Vorteilhaft ist auch die Infiltration von Sehnenansdtzen und

die Injektion in Sehnenscheiden besonders mit NEYCHONDRIN.

AbschlieBend wollen wir Frau TITZMANN als Vertreterin der Patien-

teninteressen zu Wort kommen lassen.

Frau TITZMANN: Ich bedanke mich fiir Thr Interesse an meinem Pro-
blem, obwohl hier der Morbus Bechterew nur am Rande erwdhnt wurde.
Ich bin fiir die Deutsche Vereinigung Morbus Bechterew tatig. Was
die besprochene Kalte-Behandlung angeht, so glaube ich, daB es sehr
schwierig wird, in welcher Form auch immer, sie auf grdBere Berei-
che der Wirbelsdule anzuwenden. Das stelle ich mir problematisch
vor. Zur Cortison-Behandlung mdchte ich noch von einem Ph&dnomen
berichten, mit dem vielleicht der eine oder andere Fachmann unter
Thnen etwas anfangen kann. Bei meinem Mann und meinem Sohn treten
schubparallel akneartige Hautausschldge auf, an denen ich person-
lich schon den Schub erkenne, bevor die Kranken selber es eigent-
lich richtig spiiren. Zumindest bei meinem Mann, der mehrfach mit
Cortison behandelt wurde, verschwindet diese sog. Akne innerhalb
weniger Stunden nach der Einspritzung von Cortison wirklich vollig
spurlos. Es bleiben noch nicht einmal irgendwelche Narben auf der
Haut zuriick, obgleich vorher bdse Knoten sichtbar waren. In einem
Zeitraum von ca. 8-14 Tagen tritt der Ausschlag dann wieder auf.
Ich mochte dariber zum Nachdenken anregen, welche Zusammenhénge
das haben kénnte. Nochmals danke ich fiir Thr Interesse.

Originalia sind in der "Therapiewoche" nachzulesen
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Kasuistik und Optimierung der Therapie

H. BUCHHEIT G. POLLMACHER H. WIRSAM G. REINELT
Blieskastel Freiburg Bad Harzburg Minchen

Ubersichtsreferat zusammengestellt von H. KRAFT, Miinchen

Nach einer umfassenden Einfithrung in das Wesen der Akupunktur, be-
zogen auf die embryologische Entwicklung der Saugetiere, weist
BUCHHEIT darauf hin, daB enge Zusammenhdnge zwischen Organerkran-
kungen und entsprechenden Hautveradnderungen bestehen.Die Haut wird
als "Spiegelbild fiir innere Krankheiten" betrachtet. Er hat die
These entwickelt, dal das System der Akupunkturmeridiane als sog.
urnervale Steuerung zu betrachten ist. Diese Hypothese werde noch
durch die MeBergebnisse mit der Elektroakupunktur und die Kirilian-
Photographie untermauert.Die Chinesen sind nach Meinung des Autors
bereits vor mehreren tausend Jahren ohne die heute iblichen diag-

nostischen Hilfsmittel zu gleichen Erkenntnissen gekommen.

Im weiteren wird die organbezogene Akupunktur mit zytoplasmatischen
Substanzen ausfihrlich besprochen. Folgende Organdilutionen werden

verwendet, dahinter stehen die jeweils subcutan behandelten Aku-

punkturpunkte :

Nr. 2 (Lunge) Iu 5, Lu 7, Lu 9, B 13,

Nr. 6 (Herz) H 3, H9, B 15, KG 14,

Nr. 7 (Niere) N2, N4, N7, N8, N 27, B 23,
Nr. 26 (Leber) Le 2, Le 5, Le 8, B 18,

Nr. 55 (Schleimh&ute, Mischung pi 4, Di 6, Di 11,

von Nase, Rachen, Magen, M 25, M 36, B25,

Darm, Gallenblase und

Harnblase)
Nr. 59 (fotale Blutgeféle) 3E 3, 3E 5, KG 17, MP o,

B 10, B 14,

Die Wahl der Akupunkturpunkte erfolgte empirisch. Begonnen wurde
mit der Dilution Starke I, ein- bis zweimal in der ersten Woche.
Ab der zweiten Woche wurde Stédrke II im Abstand von 3 bis 7 Tagen,
im AnschluBl daran wurde Dilution Stdrke III gegeben. In bestimmten

Fdllen wurden an einzelnen Akupunkturpunkten auch mehrere Dilutio-
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nen gleichzeitig gespritzt. Fallstudien Uber Herzinsuffizienz, Ver-
dauungsbeschwerden, Ekzem, rezidivierende Rhinitis, Sinusitis, Nie-
reninsuffizienz, Emphysem mit lebensbedrohlichen Asthmaanfallen,
Hepatitis werden vorgefiilhrt. Der Verfasser, der seit Jahren wohl
die klassische Nadelakupunktur als auch die Pharmaakupunktur in

die Behandlung von Krankheiten voll in seine Praxis integriert hat
konnte den Beweis erbringen, dal die "zytoplasmatische Akupunktur"
nicht nur wirkungsvoll ist, sondern ggf. als organspezifische The-
rapie der Nadelakupunktur vorgezogen werden sollte,da sie Akupunk-
tur und zytoplasmatische Therapie zu einer optimal wirksamen Ein-
heit verbindet.

POLLMACHER berichtete i{iber die Behandlung einer seit 23 Jahren
persistierenden Papillomatose der Glans penis,die weder von Kli-
nik noch von Fachadrzten erfolgreich behandelt werden konnte. NEY-
TUMORIN, NEYTHYMUN und Dil. Nr. 39 anfangs dreimal wdchentlich,
spdter alle drei Monate zweimal wdchentlich, brachten die pilzar-
tigen Wucherungen zur Abheilung. Eine von Fachdrzten empfohlene

Penisamputation konnte dadurch abgewendet werden.

NEYCALM als Psychopharmakon hatte sich WIRSAM als Vortragsthema
ausgewadhlt. Im Gegensatz zu den bisherigen Erfahrungen mit ANTI-
FOCAL, NEYTROPH, NEYTOP und NEYCALM zur Behandlung von Psychosen
und psychogen iiberlagerten Organerkrankungen hat sich die Therapie
in dieser Richtung zu Gunsten des NEYCALM verschoben. Das Prépa-
rat wird bei gegebener Indikation in der Mischspritze verabreicht.
Unter steigender Dosis wird versucht, die Psychopharmaka abzubauen
Als Ubergangsmedikamente haben sich Ersatzpriparate wie L-Trypto-
phan, LEVOTHYM und die modernen Pr&parate aus mexikanischem Bal-
drian als sehr niitzlich erwiesen. Ist es zu einer Stabilisierung
gekommen, so wird NEYCALM-Trockensubstanz injiziert und dem Pa-
tinten wird damit in der Regel iber mehrere Monate Ruhe verschafft
Ggf. kann man danach noch das homéopatische Viscum album D 15
geben. Beil einer Vielzahl von Patienten hat sich diese Kur mit der
Standardbehandlung iiber 3-4 Wochen bestens bewdhrt. Die Patienten
fithlten sich wesentlich erleichtert und insbesondere nicht mehr

abhdngig von Benzodiazepinen.

Auch bei kindlicher Hirnreifestdrung mit einer gewissen Fahrig-
keit, Unruhe und Konzentrationsschwdche wird NEYCALM nach dem oben

angefihrten Applikationsschema bevorzugt. Selbstverstandlich muB
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differentialdiagnostisch eine Hyperthyreose ausgeschlossen werden.
Am Rande sei bemerkt, daR NEYCALM das Therapiespektrum des friher
verwendeten Pré&parates Nr. 23 (Epiphyse) wesentlich erweitert und
bereichert hat.

Auch bei ruhig verlaufenden Schizophrenien und bei Hypomanikern
(hier ggf. zusammen mit Lithium-Prdparaten) hat sich NEYCALM eben-
so bewdhrt, wie bei all den Menschen, die im hektischen Alltags-
leben zur Nervositat neigen. Im Zusammenhang mit Hypnosen zeigt
sich durch die Verabreichung von NEYCALM eine bessere Ansprechbar-

keit fiir diese Therapie und die Hypnose-Tiefe wird verbessert.

REINELT schilderte den Verlauf eines "steroid-sensiblen nephroti-
schen Syndroms" mit minimalen Glomerulusveranderungen, das bei
einem Knaben tber 15 Jahren bestand. Zundchst mit klassischen Mit-
teln wie Kortikosteroiden behandelt, sprach der Patient jeweils

an, zeigte aber rasch Rezidive. Allmdhlich traten massive Neben-
wirkungen auf und es wurde deshalb versucht mit einem Immunsuppres-
sivum (Chlorambucil) die Krankheit in den Griff zu bekommen. Nach
einer 4 1/2 monatigen Remission wurde dann erneut die oben erwdhnte
Therapie durchgefithrt. Nach weiteren Rezidiven, die fast alle nur
mit Kortikosteroiden behandelt wurden, kam dann die zytoplasmati-
sche Therapie und die GS zum Einsatz. Verabreicht wurden die Dil.

Nr.7, 69N und 78 von Stdrke I-III ansteigend je zweimal Jjeden 2.
-12 -4

Tag i.m., die GS alle 2-4 Tage beginnend mit 10 bis 10 . Die
Remission hielt daraufhin fast ebenso lange an, wie die nach Cy-
clophosphamid. Eine schwere Darminfektion konnte rasch beherrscht
werden, wie iberhaupt die Immunit&tslage des Patienten so gut wur-
de, daB banale Erkdltungskrankheiten u.d. das nephrotische Syndrom
im Gegensatz zu friher nicht mehr ausldsten.

Mit der zytoplasmatische Organotherapie und der GS war also in
diesem Falle eine Behandlungsmethode gefunden worden, die keine
der gravierenden Nebenerscheinungen der frither gegebenen Medika-

mente ausldste und deren Wirksamkeit reproduzierbar ist.



199

han il — = — Bl Ut
vy by w
. |
Behandlung einer
kindlichen Nephrose
( G.REINELT,Minchen) .
8
)
s
3
2
'
Abbildung 1 Krenkhltsverlaul wahrend
der Therapie mit Fiuocortolon In der Zeit
vom 22 3. bis 15. 10. 73. Die geatricheltan
Linien zeigen das Ausmal der Proteinurie,
wahrend die durchgezogenen Linien die
Fluocor in mg/Tag s ey
[ T o p— = e Epedin Unit
m/Taq s
"
n
1"
"
"
i
el
. 1
70 i 7
&0 1 [} 6
1 1
504 L 5
404 : : 4
1 1
0 H X 3
20 4 2
104 1
EEE I EEEEEEEEZITE
Abbildung 2 Krankhettavertaul wahrend
der Therapie mit Chlorambucll + Fiuocor- Crlormniich 10 i/ iag
tolon In der Zeit vom 7.1. bis 30. 6. 1978 e —
Fuocoaoon - Eowertt wn Unn
mey/Tag o
) A
n n
i n
] n
b
vooifi :
i i ¢
1 th 6
1 [}
1 5
" 4
1 3
]
1 2
)
1 1
3 v
Abbildung 3 Krankheltsvertaut wahrend s [ 2B A
der Therapie mit Cyciophoaphamid + TR B =
Fiuocortolon in der Zelt vom 17 10 187« Orioghuaghina 10 mo/1e)
bis 8. 2. 197«
OO e - Ewods un ey
oot TN e = Eawds ) Un
m/Tag Wi no/Tog o '
' i i
n 7 7
80 H 5
£ 5 s
4 4
3 3
2 2
oy J I ;
5 =, — — e —— -
4 NOWE 20 B K7 X 1 08 20 B AN 0s 2
e — 4 ' ut
RvOV Gs RV-D L Aol e
B
Abbiidung -

A s N s IS ) ==

Zeit vom ‘.‘“:'-"ﬂl"" * ‘-MM‘ amm der Theraple mit n-morgs-r-mmm in der Abblldung 5 Krankheltaverleul wahrend der Therapie mit Fiuocortolon + Revltorgen*-

slorung. e i mr gan - Dllutionen + Gegensensibilisierung seil 24. 1. 1982. RV-Oii. - Revitorgen'-Oiiutlonen;
- Gegensenslblllsenjng




Akute und chronische Organerkrankungeni

eine Domdne der zytoplasmatischen Therapie mit Organ-

antigenen und den modifizierten Methoden der Eigenblut-

behandlung (Gegensensibilisierung und Hydrolysat nach
Prof. THEURER)

K.G. THEURER
Stuttgart - Ostfildern

Bei den Arzneimittelspezialitdten der REVITORGAN-Reihe zur thera-
peutischen Anwendung kommende Faktoren sind pharmakologisch hoch-
aktive Substanzen, die der Substanzklasse der "Biological Response
Modifiers" =zugeordnet werden. Die Wirkstoffe sind vorwiegend im
Zytoplasma der Zellen zu finden, da die phdnotypische Spezifitat

einer Zelle in ihrem Zytoplasma lokalisiert ist.

Die therapeutisch verwendeten molekularen Zellbestandteile, wie
Peptide und Proteine, werden nach geschiitzten Herstellungsverfah-
ren aus tierischen Oragnismen isoliert und in speziellen Bioassays
nach ihrer biologischen Aktivitat standardisiert. Als natiirliche
Faktoren greifen sie physiologisch in den Zellmetabolismus der un-
terschiedlichen Zellarten ein und beeinflussen sowohl den Stoff-
wechsel als auch die mitotische Aktivitat der Zielzelle, ohne den

Organismus zu schadigen.

An menschlichen Zellkulturen 1laBt sich nachweisen, daB zytoplasma-
tische Substanzen die Syntheserate von Normalzellen signifikant
steigern koénnen. Andererseits werden maligne entartete Zellen in

ihrem Wachstum stark inhibiert.

Gezielte Therapie durch Organotropie

Der Organtropismus dieser Substanzen wurde an mehreren Universi-
tétsinstituten nachgewiesen. Die den organotropen Substanzen eige-
ne Organspezifitdt ermdéglicht eine indikationsbezogene Therapie
mit REVITORGAN-Prdparaten mit unterschiedlicher Organprovenienz.
Die immunologische Dosierbarkeit der REVITORGAN-Prdparate vom pg-
iber den ng- zum |ig- und mg-Bereich stellt dabei die Grundlage der

tolerogenen Dosierung und damit der Low-Zone-Tolerance dar. Hier-
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durch wird eine spezifische Immuntoleranz fiir die xenogenen Anti-
gene erzeugt, gleichzeitig die Vertrdglichkeit und Wirksamkeit
blockiert, da keine blockierenden Antikérper gegen die Wirkfakto-
ren entstehen koénnen. Sa&mtliche REVITORGAN-Préparate sind frei von
Konservierungsmitteln, da diese mit biologischen Systemen inkompa-
tibel sind.

Patienteneigene Antikérper therapeutisch genutzt

Bei der Serumkur werden autologe Antikérper und Antikdrper-Frag-
mente therapeutisch nutzbar gemacht. Im akuten Krankheitsgeschehen
bei immunopathogenen Erkrankungen in hohem Titer vorhandene patho-
gene Antikdrper werden durch Anlagerung an Siliziumdioxid und Alu-
miniumhydroxid in ihrer Antikorperstruktur geringgradig sterisch
modifiziert. Durch dieses Grundprinzip der Gegensensibilisierung

werden zum An%ﬁgen umgewandelte pathogene Antikdrper nach Reinjek-
er

tion zur Synthese/Anti-Idiotyp-Antikdérper ausgenutzt. Der urspring-
liche pathogene Antikoérper wird dabei zuriickgedrdngt. Ein weiterer
diskutierter Mechanismus der Gegensensibilisierung ist nach STIEFEL
die spezifische Hyposensibilisierung mit den im akuten Krankheits-
geschehen humoral vorhandenen pathogenen Antigenen.

Die Therapie mit dem Hydrolysat als Eigenblutbehandlung mit auto-
logen AntikOrper-Fragmenten stellt einen weiteren Ansatzpunkt in
der Behandlung immunopathogener Erkrankungen dar. Bei diesem Ver-
fahren werden durch spezifische enzymatische Reaktionen die im Pa-
tientenblut vorhandenen Autoantikérper in Fab- und Fc-Fragmente
gespalten und intravends appliziert. Am Immunsystem werden zwei

Angriffspunkte diskutiert:

1 . Durch die Zufuhr der Fc-Fragmente werden Komplementfaktoren ge-
bunden und abgefangen; diese stehen damit fir den zytologischen

Effekt nur noch in vermindertem MaBe zur Verfiigung.

2. Durch Autoantigen-spezifische Fab-Fragmente werden die Autoan-
tigene spezifisch maskiert. Die mit den Fab-Fragmenten maskier-
ten Autoantigene wirken damit nicht mehr antigen. Dies entspricht
einem "Entantigenisierungseiffekt" , d.h. bei fehlendem Antigen-
Reiz werden keine neuen Autoantikdrper mehr gebildet.

Die verschiedenen Einsatzmdéglichkeiten der Gegensensibilisierung

und des Hydrolysates sowie deren Kombination mit den REVITORGAN-

Préparaten bei akuten und chronischen Organerkrankungen sind in der

Praxisfibel "REVITORGAN-Therapie und Serum-Desensibilisierung" nie-

dergelegt .
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Biomimetik als Chance:
Die zytoplasmatische Therapie und die
Gegensensibilisierung im Spiegel der naturwissenschaft-

lichen und klinischen Forschung

H. PORCHER
Forschungslaboratorien Karl THEURER

fir Organo- und Immunotherapie

Ostfildern

Die isolierte Betrachtungsweise von Problemen in der Medizin hat

zu einer Spaltung der Ansichten gefithrt. In dem MaRe, wie sich die
Lehrmedizin vermehrt auf Analyse und Behandlung von Symptomen durch
Chemopharmaka spezialisiert hat, wurde der Organismus als Ganzes
vernachldssigt. Diese einseitige, chemisch orientierte Betrachtungs-
weise hat Arzneimittel hervorgebracht, die in das komplexe System
des Stoffwechsels und der Organfunktionen nachteilig eingreifen

und neue Krankheitszeichen auslésen kénnen. Moglicherweise steht
sogar die Zunahme chronischer Krankheiten dazu in einem gewissen

Zusammenhang.

Zytoplasmatische Peptide und Proteine steuern Stoffwechselgeschehen

Die biochemischen Grundprozesse des Organismus erfordern hingegen
ein biologisch, biochemisch und ganzheitsmedizinisch ausgerichte-
tes Konzept. Die zytoplasmatische Therapie mit biomimetischen Sub-
stanzen bietet hier eine sinnvolle biologische Alternative, sind
doch die Angriffspunkte von Arzneimitteln von Natur aus Rezepto-
ren fir kdrpereigene oder kdérperahnliche Regulationsstoffe und Me-
diatoren. Biomimetik bedeutet: Imitation von Funktionen von im Or-
ganismus natiirlich vorkommenden Metaboliten, Enzymen, Hormonen,
Regulationsstoffen, Transmittern und Induktoren, die in bestimmten
pathogenen Situationen qualitativ und quantitativ nicht mehr in

physiologisch notwendigen Mengen synthetisiert werden.

Die zytoplasmatische Therapie verwendet natiirlich Regulationsstoffe
und Stoffwechselmetabolite mit phylogenetisch bedingter Ahnlich-

keit zu den Korperbestandteilen: Uberwiegend handelt es sich hier-
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bei um Proteine und Peptide,aus dem Zytoplasma differentierter
Zellen, die in den Soffwechselablauf der Zelle spezifisch und
steuernd eingreifen. Im anglo-amerikanischen Schrifttum werden
diese Faktoren auch in die Gruppe der "Biological response modi-
fiers" eingeordnet. Diese Induktions-, Inhibitions- und Differenzie-
rungsstoffe sind in der Lage, geschadigte Regulationsvorgédnge wie-
der auf physiologische Weise zu normalisieren und den Heilungspro-

zess kausal zu unterstiitzen.

Forschungsimpulse fiir wissenschaftliche Disziplinen

Die Gegensensibilisierung, eine modifizierte Eigenblutbehandlung
nach THEURER, macht sich die Tatsache zunutze, daR jedes Krank-
heitsgeschehen seinen Niederschlag im Blut findet. Die Gegensen-
sibilisierung wird bei hyperergisch-allergischen Erkrankungen und
bei immunopathogenen Autoaggressionskrankheiten erfolgreich ein-
gesetzt. Sie beruht auf der wiederholten Injektion von kOrperei-
genen Antikorpern nach Art der aktiven Immunisierung zur biolo-

gischen Immunsuppression.

Durch die Inauguration der zytoplasmatischen Therapie und der Me-
thoden der Serum-Desensibilisierung wurden wesentliche AnstoRe fiir
die wissenschaftliche Forschung auf den Gebieten der Organimmuno-
logie, Allergologie, Molekularbiologie, Onkologie und Geriatrie
gegeben. Entwicklungsgeschichtlich lassen sich drei Phasen unter-

scheiden :

In der ersten Phase bestdtigten die Uberzeugenden Ergebnisse aus
der Praxis die Richtigkeit der therapeutischen Uberlegungen. In
der 2. Phase gelang die Objektivierung im Bereich der Veterindrme-

dizin und Grundlagenforschung.

Die 3. Phase schlieBlich ist durch die wissenschaftliche Konsoli-

dierung in Klinik und Praxis gekennzeichnet.
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Genetik und Membranforschung

H. RAHMANN

Institut fiir Zoologie

Universitdt Stuttgart - Hohenheim

Zu Beginn des Themenkreises "Genetik und Membranforschung" mochte
ich eine kurze Einfithrung in die Bedeutung von Liposomen geben.
Mit Liposomen haben wir aufgrund der Vertraglichkeit korperbekann-
ter Lipide, wie Lezithin oder Cholesterin, die Moéglichkeit, Sub-
stanzen und Pharmaka zu verpacken und sie auf diese Weise in die
Blutbahn einzubringen, ohne daB gegen die Pharmaka immunologische
Abwehrreaktionen auftreten. Antigen-Antikdrper-Wechselwirkungen
und Allergien, die sonst gegeniiber Proteinen und Peptiden, wie
u.a. dem Penicillin, zu erwarten sind, konnen mit diesen, in Li-
pidmembransysteme verpackte Substanzen vermieden werden. Dariiber-
hinaus verringert sich auch die Gefahr, daB diese inkorporierten

Substanzen enzymatisch abgebaut werden.

Wir konnen davon ausgehen, dak diese in Lipidmembranen verpackte
Substanzen durch Schrankensysteme, wie beispielsweise die Blut-
Hirn-Schranke oder die Blut-Plazenta-Schrank” hindurchgelangen,
weil sie in den Vesikeln wesentlich l&dnger im Blutkreislauf blei-
ben, ohne daB sie der natiirlichen Degradation der Enzyme unterlie-

gen .

Desweiteren kann mit Hilfe einer Liposomen-Verpackung von Pharma-
ka eine gezielte Organspezifitdt erreicht werden, insofern als

die Liposomenmembranen z.B. aus solchen Lipiden zusammengesetzt
wird, wie sie in den Membranen des Zielorgans vorkommen. Im Falle
des ZNS denken wir dabei an eine zusadtzliche Ausstattung der Le-
zithin-Cholesterin-Liposomen mit Gangliosiden, da diese bekannter-

maBen im ZNS spezifisch angereichert sind.

Auch fiir die Onkologie ergeben sich interessante Aspekte: Krebs-
zellen zeigen bekanntlich verstdrkte phagozytotische Aktivitaten.
Daraus konnte man ableiten, daB Tumorzellen in Liposomen verpackte
Pharmaka stdrker einbauen als andere, nicht so stark phagozytie-
rende Zellsysteme. Damit bietet sich ein v6llig neuer Ansatzpunkt

in der Onkotherapie. Die Aufnahme und der Einbau dieser Liposomen-



205

verpackten Substanzen geschieht mit Hilfe der Endozytose oder aber
iiber eine Membranfusion. Dabei fusioniert die kiinstlich zusammen-
gesetzte Liposomenmembran mit der Membran der natiirlichen Zelle.
Es besteht aber auch die Moglichkeit, daB die Liposomen mit den
Zellen aggregieren und aufgrund der langeren Verweildauer die in-
korporierten Pharmaka eine Modglichkeit haben ins Zellinnere hin-

durchzudiffundieren. - Das zu den Aufnahmemechanismen.

Es gibt allerdings auch einige wenige Negativ-Hinweise darauf, daB
sich Liposomen toxisch bemerkbar machen kodnnen, etwa nach einer
intrazerebralen Applikation. Dariiberhinaus kénnen Liposomen, wenn
niedermolekulare Substanzen verpackt wurden, durchaus auch "lecken".
Wir konnen somit nicht unbedingt von einer unbegrenzten Haltbar-
keit dieser Transportvesikel fir Pharmaka ausgehen. Wir wissen
heute auch, daB Liposomen, sobald sie von einer Zelle aufgenommen
wurden, den Zell-lysosomalen Stoffwechsel nachteilig beeinflussen
konnen. - Diese wenigen Negativ-Aspekte treten allerdings in den
Hintergrund, betrachtet man die zukiinftigen positiven Moéglichkei-

ten von Liposomen in der Medizin.

Ziel der Anwendung von Liposomen ist - ich mdéchte es nochmals wie-
derholen - eine gezielte Drogenbehandlung spezifischer Organe: Das
kann dadurch erreicht werden, daB in die &dubBere Vesikelmembran
Immunglobuline eingebaut werden, die komplementdr zum entsprechen-
den Antigen der aufnehmenden Zelle des Erfolgsorgans sind. Ziel
sollte weiterhin sein, dak wir neben dem Einbau von Proteinen in
dubere Lipid-Vesikel-Membranen noch zusadtzlich spezifische Lipide,
gewissermaBen als Art Rezeptor-Bestandteile der Membran, einbauen,
um dadurch die Organspezifitat derartig zusammengesetzter Liposo-

men zu erhdéhen.

Zur besseren Veranschaulichung seien zwei Beispiele aus der Lite-
ratur referiert:

Einmal kann man Akkumulationen koérperfremder Substanzen, die es

im Wirbeltier-Organismus nicht gibt, erzielen. Beil einem solchen
Experiment wurde D-Glucoseoxidase, die normalerweise nicht im Wir-
beltierhirn vorkommt, in Liposomen-Vesikel verpackt. Diese Lipo-
somen- inkorporierte D-Glucoseoxidase wurde Ratten i.v. appliziert.
Anschlieflend konnte festgestellt werden, daB vollig wider Erwarten
immerhin bis zu 5% der D-Glucoseoxidase in das Rattenhirn einge-

baut wurden. Eine v6llig korperfremde Substanz wlirde also mit Hil-
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fe dieser Transportvesikel eingebaut (2).

Erste Ansatze fiir eine Nutzbarmachung der Liposomentechnik sind
auch in Richtung der Behandlungsweise der Multiplen Sklerose be-
schrieben worden. Verabreicht man Meerschweinchen tdglich sub-
cutan Hirnextrakt iber einen Zeitraum von etwa vier Wochen, kommt
es zu Multiple - Sklerose - dhnlichen Ausfallserscheinungen, die
schlieRlich in Paralyse und Tod iUbergehen. Leupeptin ist eine Sub-
stanz, die eine Protease-Aktivitdt inhibiert. Ho6chstwahrscheinlich
wird nun bei der MS die Demyelinisierung durch eine Proteaseakti-
vierung ausgeldst. Wird liposomal verpacktes Leupeptin vorsensi-
bilisierten Meerschweinchen appliziert, so werden die MS-ahnlichen
Erscheinungen durch 1-2malige Behandlung nach 1-2 Tagen aufgeho-
ben (1) .

Literatur:
1. NAGAI, Y.: Personliche Mitteilung (1982)

2. NAOI, M., YOGI, K.: Effects of Glycolipids on the incorporation
of liposomes containing enzymes into the brain", In: Glycocon-
jugates (YANAKAWA, T., OSAWA, T., HANDA, S.; Eds.), Japan Sei.
Soc. Press, Tokyo, S. 172 (1981)
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Pseudogene, Transposons

und Retroviren

D. JACHERTZ

Institut fUr Hygiene und Medizinische Mikrobiologie

Universitat Bern

(Vortragsreferat erstellt von H. PORCHER, Ostfildern)

Molekularbiologische Denkweisen und Methoden haben schon relativ
frih den FluB von biologischer Information aus dem Genom ins Zy-
toplasma beschrieben und verstdndlich gemacht. Die Vorgdnge der
Transskription, des Spieissens und der Translation sind von ihren
Grundziigen bekannt. Information flieRt demnach vom Genom, d.h. von

der DNA, uber verschiedene Messenger-RNA-Stufen zum Protein.

Neben dem Genom sind auch die verschiedenen Messenger-RNA-Stufen
und das Protein der Umwelt ausgesetzt und damit die primdren Ob-
jekte, an denen die Selektion angreift. Dieser Sachverhalt legte
seit langem die Frage nahe, ob nicht Information in umgekehrter
Richtung, also vom Protein iiber Messenger-RNA-ahnliche Strukturen,
zum Genom flieBen kdnne.-Die Diskussion dieser Probleme ist in der
vergangenen Zeit durch die Entdeckung von sogenannten Pseudogenen
wieder aktiviert worden. Sie war friher schon anlaflich der rever-
sen Transskription von Tumorvirus-Genomen, der Transposons und an-
derer extrachromosomaler Informationen wie Plasmide, i-RNA, i-DNA

und extrazelluldrer DNA immer wieder aufgetreten.

Pseudogene, Transposons und Retroviren weisen Gemeinsamkeiten auf,
die auf eine sogenannte illegitime Kombination schlieBen lassen.
Illegitim wird diese Art des Einbaus von Information in das Genom
genannt, weil sie im Genom an einem Ort stattfindet, der der nor-
malen Rekombination nicht zuganglich ist. Sie beruht auf Mechanis-
men, die sich von der Ublichen. Rekombination unterscheiden und In-
formationen in bisher unbekannter linearer Zuordnung etabliert.
Neben den rein strukturellen Gemeinsamkeiten existieren auch funk-
tionelle Gemeinsamkeiten, die geeignet sind, den Kreis extrachro-
mosomaler informatorischer Elemente zu erweitern und die biologische
Konsequenz in Hinblick auf Anpassung und Selektion verstandlich =zu

machen.
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Diskussion

Herr SCHNELLEN: Es gibt iimme”noch ernstzunehmende Leute, die die Mutationstheo-
rie und die Klon-Selektions-Theorie von BURNET vertreten. Genetisch kann doch
héchstens vorprogrammiert sein, daB eine Abwehr gegen FremdeiweiB erfolgt. Aber
es kann doch nicht alles genetisch derart vorprogrammiert sein, daf keine Mog-—
lichkeit mehr besteht, irgendein Fremdeiweifl zu inkorporieren.

Herr JACHERTZ: In der Wissenschaft gibt es Hypothesen, Dogmen und experimen-
telle Ergebnisse. Es kommt immer darauf an, auf welcher Seite man steht. Dann
sagt man entweder:"Schade fiir die schoénen Ergebnisse, sie stimmen mit dem Dog-—
ma nicht iberein", oder "Schade fiir das schéne Dogma, es stimmt mit den Ergeb-
nissen nicht iiberein." Ichglaube, wir haben uns verstanden.

Herr K.E.THEURER: Die Ergebnisse zeigen, daB Sie hauptsdchlich mit Unterein-
heiten von der DNA und RNA arbeiten. Deswegen glaube ich, daBl die entscheiden-
de Weiterentwicklung unserer organotherapeutischen Methoden darin besteht, in-
formative Untereinheiten und Domdnen von Proteinen und Peptiden zu verwenden.
Diese Untereinheiten kdnnten ggf. wieder riicklaufig in genetische Inforrrationen
umgesetzt werden. Ein komplettes Proteinirolekiil kann als ganzes jedenfalls nicht
umgesetzt Verden.

Eine sehr wichtige Frage wdre, ob Untereinheiten dieser Molekiile, die sog. Do-
manen, geniigend Informationsinhalte fiir die Restitution und Regeneration von
Molekillen vermittelt.

Eine weitere Frage ist die nach den Lemvorgangen fiir somatische Zellen. Keim-—
zellen sind gewissermaBen abgeschirmt gegen eine Neuaufnahme von Information,

um die Integritdt ihrer eigenen Information aufrechtzuerhalten. Die somatischen
Zellen muBten jedoch nach Ihren Ausfilhrungen durchaus lernen kénnen.Der Schritt
von der RNA zur DNA ist mittlerweile geklart. Fir den Schritt vom Peptid zur
RNA und dann zur DNA liegen noch keine liickenlosen Beweise vor, obwohl einige
Indizien dafiir sprechen (K. THEURER: "Eine neue Instruktionstheorie", Infec-
tion 3, 178-181 (1975)).

Herr JACHERTZ: Die Arbeitsgruppe und LEDER hat eindeutig gezeigt, daB Zellen
in der Lage sind, zu lernen. Zellen sind, ebenso wie etwa Computer, lernfahige
Systeme. Zur Frage, ob ein InformationsfluB vom Protein auf die RNA mdglich
ist, kann man im Moment noch nicht sagen. Vielleicht erinnert man sich jedoch
an die Vorgange um TEMIN, der die reverse Transkriptase bei diesen Retroviren,
bei diesen onkogenen RNA-Viren entdeckt hatte. TEMIN hatte 10 Jahre lang zu
kampfen, bis er seine Ergebnisse publizieren durfte. LEDER sagte in Bezug auf
seine Ergebnisse:" Hatte ich dieses Gen 1948 entdeckt, hatte es mir jeder ohne
weiteres sofort abgenommen, weil diese Befunde mit dem, was wir von den pro-
karyonten Zellen kennen, zusammenpaBt. Schwierigkeiten wegen einer Publikation
hat es nur deshalb gegeben, weil in der Zwischenzeit gezeigt wurde - ausgehend
von den Ergebnissen der Adenoviren -, daR man eben in der eukaryonten Zelle
unterscheiden mif zwischen Extrons und Introns.

Sie sehen aus diesen Hintergriinden, daB nicht nur die experimentellen Daten
ausschlaggebend sind, sondern auch gewisse Strémungen, Moden, Emotionen, das
Bild unseres gegenwartigen Irrtums, wenn ich das ml so sagen darf, beeinflus-—
sen. Man weill nicht, ob irgendwo auf der Welt jemand existiert, der das zwar
experimentell schon durchfithren, seine Ergebnisse aber noch nicht verdffent-
lichen kann. Wer die Molekularbiologie von Anfang an verfolgt hat, wie viele
hier von Thnen, der wird in vieler Hinsicht gespannt sein, skeptisch sein, was
alles noch auf uns zukommen wird. Entscheidende neuere Erkenntnisse, die alles
wieder iiber den Haufen werfen kénnen, kodnnen schon morgen in der Presse stehen,
das kann aber auch noch 5 oder 10 Jahre dauern.
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Herr STIEFEL: Sie haben uns hier diese Umsetzung von Erbinformationen in die
DNA am Beispiel der Antikorpersynthese demonstriert.Dabei haben Sie immer nur
{ber den konstanten Anteil der Antikorpersynthese gesprochen.Ware es denkbar,
auch den variablen Anteil in dieser Weise zu codieren und in die DNA einzu-
schleusen und damit einen Antikdrper zusammenzubauenden man fiir ganz speziel-
le Aufgaben codieren mochte, beispielsweise monoklonale AntikOrper, die gegen
ganz bestimmte Tumoren gerichtet sind.

Herr JACHERTZ: Das ist sicher moglichlieh habe das hier nur nicht diskutiert
und nicht beschrieben, weil es fiir diesen speziellen Zweck aus didaktischen
Grinden darauf ankommt, die Nachbarschaft des J-Gens mit dem T-Gen: zu zeigen.
Die Nachbarschaft des J-Gens mit dem V-Gen hatte uns nicht diese Riickschliisse
erlaubt. Wenn Sie von einem V-Gen einen Klon herstellen, ist es sicher ohne
weiteres moglich, diesen Klon mit einer entsprechenden C-Information zu kombi-
nieren. Dann kénnen Sie damit genauso spielen, wie es die Natur mit diesen
Molekiilen macht.

Herr STIEFEL: Kennen Sie Experimente, die in dieser Richtung schon durchgefiihrt
wurden? Liegen hier schon Publikationen vor?

Herr JACHERTZ: Also wenn ich mich nicht gerade selber zitieren méchte, dann
wiiBte ich im Moment niemanden, der daran arbeitet.

Auditorium: Wir wissen jetzt, die Zelle kann lernen, kann Informationen neu in
sich aufnehmen. Wir stehen damit vor einem ganz groBen Problem, wer und was
steuert {berhaupt, was eine Zelle lernen darf und was sie nicht lernen darf.
Wenn sie alles lernen wirde, was man ihr anbietet, mifRte dies doch zur Kata-—
strophe fithren.

Herr JACHERTZ: Jahrzehntelang war man der Meinung, der hypothetischen Meinung
mochte ich sagen, die DNA sei nur Mutationen zugéanglich. Vom Standpunkt der E-
volution, vom Standpunkt der Konstanz der Information und von Standpunkt der
Vererbung hat man sich iilberaus sicher gefithlt. Diese Sicherheit ist zum ersten
Mal mit der Entdeckung der Plasmide bei den Bakterien ins Wanken geraten. Die
Konsequenz der Plasmide war die, daB wir plotzlich Antibiotika-resistente Bak-
terien haben. Dieses Unbehagen wurde noch drastisch verstarkt, als innerhalb
der Plasmide die Transposons entdeckt wurden. Die Angst wurde noch vergrobert,
als Restriktionsenzyme entdeckt wurden. Das hat geradezu zu hysterischen Reak-
tionen gefithrt, das Genetic engineering iberhaupt zu verbieten.Es ist jedoch
nachgewiesen, daB die Plasmide schon Jahrmillionen vor der Erfindung der Anti-
biotika existierten, ganz einfach deshalb, weil die Antibiotika auch schon
Jahrmillionen existieren. Nur haben wir nichts davon gewuBt. Trotzdem hatte die
Welt eine gewisse Ordnung. Ebenso verhdlt es sich mit den Transposons, mit den
Turrorviren und den ganzen hier beschriebenen Prozessen.

Natiirlich haben wir, wenn wir etwas neues entdecken, zundchst einmal eine ge-
wisse Entdeckerfreude, danach kommt irmmer das Wenn und Aber. Zundchst hat man
ungeheure Angst. In dieser Angst sollte man sich am besten daran erinnern, daB
die Natur ja nicht dadurch gefahrlicher wird, daR wir sie verstehen. Sie bleibt
so, wie sie ist. Was wir machen kénnen, sind nur ganz geringe Verdnderungen.
Auch wenn wir heute noch nicht verstehen, so besteht trotzdem kein AnlaB, ir-
gendwelche Monster auszumalen und in riesige Abgriinde von Science fiction zu
fallen. Diese Vorgédnge spielen sich doch schon seit biblischen Zeiten oder noch
léanger ab.
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Rekonstruierte Virusmembranen als biologische Vehikel

R.T.C. HUANG

Institut fiir Virologie
Fachbereich Veterindrmedizin der

Justus-Liebig-Universitdt Gielen

Die Penetration vieler sogenannter umhiillter Viren verlduft be-
kanntlich Uber eine Fusion der Virushiille mit der Zellmembran, wo-
bei das im Virusinnern lokalisierte Material in die Zelle einge-
schleust wird. Fir diese Membranfusion sind Proteine der Virushtlle
verantwortlich. So zeigt sich, daB bei der Infektion der Influenza-
viren die zwei Proteine der Virushiille, Ha&magglutinin und Neurami-
nidase, 1in einer konzertierten Aktion Adsorption und Penetration

der Viren ermdglichen.

Grundséatzlich kdénnen diese Einschleusungsmechanismen von viralem
Material in die Zelle auch auf die Verabreichung anderer Substanzen
iibertragen werden, d.h. rekonstituierte Virusmembranen, die virale
Proteine tragen, koénnen mit biologisch aktiven Substanzen beladen
und so als deren Vehikel fiir die Penetration in die Zelle benutzt

werden.

Um Virusmembranen zu rekonstituieren, werden diese zuerst mit De-
tergentien solubilisiert, um sie von anderen Komponenten der Viren
abzutrennen. Nach Entfernung der Detergentien - meistens durch Dia-
lyse - assoziieren sich die solubilisierten Komponenten wieder zu
einer Membranstruktur, die hauptsachlich aus geschlossenen Membran-
kapseln (Vesikeln) bestehen. Bei Benutzung der Influenzaviren als
Ausgangsmaterial erhdalt man Membranvesikel, die sich elektronenmi-
kroskopisch von der nativen Virusmembran nicht unterscheiden. Sie
besitzen wie bei den nativen Viren zelladsorbierende und membran-
fusionierende Aktivitdten. Diese Vesikel schlieBen in ihrem Innern,
je nach ihren internen Volumina, unterschiedliche Mengen der vor-
gelegten Losung ein. Es ist daher moglich, rekonstituierte Virus-

membranen mit beliebigen wasserldslichen Substanzen zu beladen.
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Rekonstituierte Virusmembranen sind in der Lage, bei Kontakt mit
der Zelle ihren Inhalt in sie einzuschleusen. DaB dieser Vorgang
tatsdchlich stattfindet, wurde im Modellversuch mit Zellkulturen
eindeutig bewiesen. So konnte z.B. gezeigt werden, dal fremde Gene
mittels dieser Vesikel in Zellen eingeschleust wurden, wo sie ihre
Funktion in neuer Umgebung ausiiben konnten. Ebenfalls konnte mit
einer ganz anderen Methode - na&mlich durch Verwendung fluoreszie-
render Marker - gezeigt werden, daB die Vesikel ihren fluoreszie-
renden Inhalt in die Zelle einschleusen. Diese Ergebnisse bahnten
den Weg zu einer neuen Methode, biologisch aktive Substanzen wie
Pharmaka, Toxine, Enzyme oder sogar erwliinschte Gene in die Zelle

zu injizieren.

Zur therapeutischen Anwendung rekonstituierter Virusmembran als

biologische Vehikel sind folgende Punkte zu iberlegen:

1 . Nach intravenéser Verabreichung sollen die Vesikel primdr an
die erkrankten Zielorgane transportiert werden, damit die ge-
sunden Organe moglichst unangetastet bleiben. Um dies zu er-
reichen, muBl ein "Lenksystem" oder ein "Lotsenmolekiil" in die
Membran miteingebaut werden. Dieses Lotsenmolekiil kann z.B.
ein Antikdrper sein, der an ein organspezifisches Antigen bin-
det. Hormone koénnen ebenfalls als Lotsenmolekiile dienen, da
sie naturgemdl zu ihren Zielorganen gefitlhrt werden, wo sie von
spezifischen Rezeptoren erkannt werden. Eine andere Art des
"Lenkens" ergibt sich aus der Beobachtung, daR organspezifi-
sche Komponenten oft vorzugsweise an diese Organe transpor-
tiert werden. So konnen z.B. kiinstliche Vesikel, die ein ge-
hirnspezifisches Lipid (das sog. Sulfatid) als Komponente ent-
halten, vorzugsweise an das Gehirn gelangen. Gleicherweise
kann eine Vielzahl von Molekiilen in das Lenksystem eingesetzt
werden, wenn sich dieses Prinzip als allgemeinglltig heraus-
stellt.

2. Beil der Verwendung von Virusmembranen muB eine mogliche Immun-
reaktion des Korpers in Be-tracht gezogen werden. Fir die Lang-
zeittherapie missen daher immer andere Viren fiir die Rekonsti-
tution benutzt werden. Ein alternativer Weg ware die Benutzung
einfacher Vesikel, die keine Virusproteine tragen. Dafiir kdnn-

ten einige Lipide wie Lysolecithin und Monoglyceride aufgrund
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ihrer bekannten Fusionseigenschaft die Virusproteine ersetzen.
Diese Lipide besitzen jedoch starke lysierende Wirkung und

kdnnen eine allgemeine Zellyse ausldsen.

3. Die Besonderheit der rekonstituierten Virusmembran liegt wie
bereits erwdhnt in ihrer Fahigkeit, mit der Zellmembran zu
fusionieren. Die Membranfusion ist aber ein ubiquitdres Pha-
nomen, das auBer im Virussystem noch vielfach Anwendung fin-
det. Normale Zellen beispielsweise unterliegen stdndig einem
Membranflux, der durch wechselseitige Fusion zytoplasmatischer

(intrazelluldrer) Membranen und der Plasmamembran zustande
kommt. Es ist anzunehmen, daB auch solche Membranfusionen
durch spezifische Proteine vermittelt werden. Es besteht daher
die Moglichkeit, kOrpereigene "Fusionsproteine" in die kinst-
liche Vesikel einzubauen. Dann wirde sich das Problem der

Immunreaktion eriibrigen.

Es muB zum SchluB festgehalten werden, daB das Experimentiersta-
dium zu diesem neuen therapeutischen Prinzip - rekonstituierte
Membranen als biologische Vehikel - noch nicht abgeschlossen ist.
Nach den bisherigen Befunden ist die Aussicht flir eine praktische
Anwendung dieser Methode grof. Hieran arbeiten zur Zeit Mediziner,

Chemiker und Physiker in gemeinsamer interdisziplindrer Forschung.

Diskussion

H. RAHMANN: Zwei Aspekte sollten wir beleuchten: Einmal die auBerordentlich
positiven Aspekte dieser Virusapplikation, zum anderen aber auch die Schwierig-
keit, die Organspezifitdt derartiger Liposomen zu erhdhen.

H. PORCHER: Sie erwdhnten, die Liposomen an sich wdren nicht antigen. Ohne Be-
ladung kann ich mir das zwar vorstellen; wie sieht es nun aber aus, wenn Lipo-

somen mit Proteinen beladen werden?

H. RAHMANN: Selbstverstdndlich missen wir - das hatte ich auch angedeutet - mit
bestimmten Antigenitdten rechnen. Aber es ist ein Unterschied, ob wir Liposomen
herstellen, bei denen die Lipidmembran ausschlieBlich aus Lipoiden besteht, oder
wenn wir Proteine in die Membran einbauen. Im einen Fall ist die Antigenitét

verringert, bei in die Lipidmembran eingebauten Proteinen miissen wir allerdings
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mit hoherer Antigenitdt rechnen. Wiirden Sie mit mir darin ibereinstimmen,
Herr HUANG?

H. HUANG: Ja!

J. SEIFERT: Eine ganz entscheidende Frage scheint mir die Halbwertszeit dieser
Liposomen oder auch dieser Viruspartikel zu sein. Ich habe Untersuchungen ver-
mift, die Rickschliisse auf die Halbwertszeit der verschiedenen Liposomen auf
der einen Seite und der Viruspartikel im lebenden Organismus auf der anderen
Seite zulassen. Mich interessiert nicht so sehr, wie die Halbwertszeit im Rea-
genzglas aussieht, sondern wie lange ein solches Partikel - ob es sich nun um
ein Liposom handelt oder ein Viruspartikel - beispielsweise im Blut im intakten
Zustand nachweisbar ist.

H. RAHMANN: Die Halbwertszeit ist fiir liposomal verpackte Substanzen in jedem
Fall erhéht. Wir konnen davon ausgehen, daB Peptide und auch andere Stoffe, die
sonst sehr schnell in unserem Organismus abgebaut wirden, wenn sie exogen zuge-
fihrt werden, in Liposomen inkorporiert eine wesentlich ladngere Verweildauer
haben.

J. SEIFERT: Die biologische Verfiigharkeit ist ein weiterer Gesichtspunkt, der
hier mitspielt. Die in Liposomen verpackten Substanzen sind in dem Moment nicht
biologisch verfiighar.

H. RAHMANN: Nein, selbstverstdndlich nicht. Man geht davon aus, daB sich die
liposomal verpackten Substanzen - so unsere Hoffnung - an Zellmembranen anla-
gern, dort mechanisch gesehen ldnger verweilen und auf diese Weise ihren Inhalt
an die Zielzelle weitergeben.

D. JACHERTZ: Kann man das Problem der Antigenitdt nicht dadurch ldésen, daB man
als Protein Poolmaterial vom Blutspendedienst verwendet? Verwenden wir Proteine,
die aus einem Pool stammen, aus vielen oder hunderttausenden Blutkonserven, ist
erfahrungsgemd die Antigenitdt erheblich reduziert.

Wenn wir Targeting betreiben, dadurch, daB wir Antikérper in die Membran ein-
bauen, muB man hier nicht mit der Mdglichkeit einer Komplementaktivierung rech-
nen? Besteht nicht die Gefahr, daB &is Liposom in dem Augenblick kaputtgeht, wo
es an die Zellmembran angelagert wird und der Antigen-Antikdrper-Kontakt herge-
stellt wird? Konnte man dieses Problem dadurch ldsen, indem man anstatt kom-
pletter Antikorper Fab-Bruchstiicke einsetzt?
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K.E. THEURER: Wir haben auf diesem Gebiet eigene patientierte Verfahren ent-

wickelt und verwenden sowohl Zellmembranen von Organzellen als organotrope Kom-
ponenten, als auch Antikdérperfragmente. Ein Problem ist die primdre Stabilitdt
der Liposomen. In Form der reinen Phospholipide sind Liposome nicht sehr sta-

bil. Man kann die Liposomenmembran aber durch Polymerisationsprodukte stabili-
sieren. Wenn man nicht-pathogenes und nicht-toxisches Material zur Stabilisie-
rung der Liposomenmembran mitverwendet, sehe ich ganz groBe Moglichkeiten, die
in verschiedenen REVITORGAN-Prdparaten bereits realisiert sind.
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Untersuchungen zur Pharmakokinetik

Gangliosid-haltiger Liposomen

W. PROBST, M. MUHLEISEN, B. HEPPELMANN
H. RAHMANN

Institut fiir Zoologie, Universitdt Stuttgart-Hohenheim

Liposomen, von Lipidmemfaranen umschlossene Vesikel mit wdssrigem
Innenraum, gewinnen in der Pharmakologie immer mehr an Bedeutung
insofern, als sie als Transportsysteme fiir sonst leicht abbaubare

Pharmaka dienen konnen.

Das Forschungsinteresse beziiglich dieser kiinstlichen Transport-
vesikel konzentriert sich derzeit zum einen besonders auf die Ver-
besserung ihrer Stabilitdt, =z.B. durch polymerisierbare Lipide (2),
und zum anderen auf die Moglichkeit, durch Einbau verschiedenster
Substanzen in die Liposomenmembran eine Organspezifitdt zu erhal-
ten. Eine Moglichkeit ist z.B. die Ausstattung der Liposomen mit
spezifischen Proteinen (3). Man handelt sich dadurch aber eine
stark erhdéhte Antigenitat der Liposomen ein und verschlechtert so
wieder die Pharmakokinetik verpackter Substanzen. Der Einbau spe-
zifischer Lipide in die Liposomenmembran bringt diesen Nachteil

nicht oder nur schwach mit sich.

Fir unsere Untersuchungen stellten wir mit Hilfe einer Dialyse-
apparatur (Lipoprep, Fa. Diachema), bei der alle Herstellungspara-
meter kontrollierbar sind, uni- bis bilamellare Liposomen mit ei-
nem Durchmesser von 90 - 150 nm her. Die Grofe der Liposomen be-
stimmt schon zu einem groBen Teil ihre Verteilung im Kérper: So ist
die Anreicherung von Liposomen in Leber und Milz um so hdéher, je
groBer und heterogener die Liposomen sind. Hohe Plasmaspiegel kon-
nen nur durch kleine, homogene uni- bis bilamellare Vesikel er-
reicht werden (1).

Als Matrixlipide verwandten wijr Lecithin aus Hihnerei und radio-
aktiv markiertes Cholesterol. Als Gehirn-spezifische Lipide be-
niitzten wir ein aus Rattenhirn extrahiertes und gereinigtes Gan-
gliosidgemisch. Ganglioside sind Neuramins&ure-haltige Glykolipide,

die zusammen mit Glykoproteinen die Glykocalix Jjeder Zelloberfldche
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aufbauen und dadurch die Spezifitadt der Zelle mitbestimmen. Im Ner-
vengewebe jedoch sind solche Ganglioside im Vergleich zu allen ande-

ren Geweben 20fach angereichert.

Lecithin, Cholesterol und Ganglioside wurden im molaren Verhdltnis
1 : 0,5 : 0,25 zur Liposomenherstellung eingesetzt. Fir die Unter-
suchungen verwandten wir Liposomen aus: 1) Lecithin und Cholesterol
sowie aus 2) Lecithin, Cholesterol und Gangliosiden. Daritberhinaus
gelangten diese drei Bestandteile auch noch als wassrige Mizellen-
suspension, d. h. als zylindrische, sphdrische oder ellipsoide Li-

pidpartikel sehr verschiedener GréBe, zur Anwendung.

Eine Suspension der Liposomen bzw. Mizellen in physiologischem
Phosphatpuffer wurde jeweils 5 Ratten in die Schwanzvene injiziert.
Nach verschiedenen Inkorporationszeiten wurden die Tiere getdtet
und es wurden Blut, Leber und Cerebellum (als Teil des Zielorgans
Gehirn) entnommen. Wie die Abb. 1 zeigt, bleibt der Blutspiegel

fir beide Liposomenprdparationen im Gegensatz zur Mizellensuspen-
sion lédnger stabil hoch. Wie eingangs schon erwdhnt, werden auch
hier die inhomogenen und relativ grofen Partikel der Mizellensu-
spension schnell von der Leber abgefangen (Abb. 1b) und von dort
langsam, wahrscheinlich schon in metabolisierter Weise, an das
Blut weitergerreicht (RAbb. la und b ). Zwischen Liposomen mit und
ohne Gangliosiden scheinen sich nur im Falle des Cerebellums

(Abb. 1c) Unterschiede zu ergeben. Beachtet man aber die unter-
schiedliche Ordinateneinteilung, so wird deutlich, welch verschwin-
dend geringer Anteil insgesamt Uberhaupt nur durch die Blut-Hirn-

Schranke gelangte (ca. 1 %).

Eine Aussage Uber Organspezifitat 1&Rt sich daher aufgrund dieser
Befunde noch nicht machen. Dahingehend wurde noch einmal die Mdg-
lichkeit zur Verbesserung der Pharmakokinetik (langere Verweil-

dauer im Blut) mit Hilfe von kleinen homogenen Liposomen bestdtigt.
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Myasthenia gravis :

Die Pathogenese einer Autoimmunkrankheit.

U.-P. KETELSEN
Universitatskinderklink und Max-Planck-Institut

fir Immunbiologie

Freiburg

Die Myasthenia gravis ist bei einer j&hrlichen Neuerkrankungsrate
von 2-5 Patienten pro Millionen Bevdlkerung und einem standigen
Vorkommen von ca. 50 Patienten pro Millionen eine vergleichsweise
sehr seltene Erkrankung. Dessen ungeachtet ist die Myasthenie
seit Jahren Gegenstand intensiver Forschungsanstrengungen. Das
mag z.T. darin begriindet sein, daR die Aspekte dieser Krankheit
Forscher der unterschiedlichsten Disziplinen interessieren und in
geradezu klassischer Weise eine enge interdisziplindre Zusammen-
arbeit zwischen Physiologen, Immunologen, Pathologen und Neuro-
logen erbrachte. Wir werden sehen, wie segensreich sich diese Zu-
sammenarbeit, die auch bei anderen myogen?n und neuromuskuldren
Erkrankungen zu fordern ist, fiir die Aufklarung der Ursache und

Krankheitsentstehung auswirkte.

Im Jahre 1933 erlebte die schottische Neurologin MARY WALKER (17)
einen therapeutischen Triumph. Unter ihren Patienten befand sich
ein Myastheniker mit der klassischen neurologischen Symptomatik,
d. h. einer abnormalen Muskelschwdche, insbesondere Ermiidbarkeit
nach koérperlicher Bewegung und teilweise Erholung nach Ruheperio-
den. Dieses Krankheitsbild erinnerte WALKER an Vergiftungen mit
dem stdamerikanischen Pfeilgift Curare. Sie handelte folgerichtig
und behandelte mit dem Gegengift Physostigmin. Der Erfolg war
dramatisch. Der Patient erschien voribergehend geheilt. Aller-
dings hielt die Besserung nur so lange an, wie geniigend hohe Do-
sen im Organismus vorhanden waren. Physostigmin, das war schon
damals bekannt, verstdrkt die neuromuskuldre Erregungsibertragung,
also muBte der Defekt bei der Myasthenie im Bereich dieser neuro-
muskuldren Erregungsiibertragung liegen. Diese SchluBfolgerung

wurde inzwischen vielfach und eindeutig bestatigt. Allerdings ist
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heute bekannt, daf die Myasthenie nicht alleine eine neuromusku-
lare Erkrankung, sondern die gestdrte Signaliibertragung an den
Kontaktstellen zwischen Nerven und Muskeln Folge eines Autoimmun-

leidens ist.

Das Immunsystem und Autoimmunleiden

Dringen Bakterien, Pilze oder Viren in unseren Kdrper ein, so
werden die meisten von ihnen, noch ehe sie sich einnisten und Un-
heil stiften koénnen, vom Immunsystem abgefangen und beseitigt. So
lebensnotwendig damit dieses Abwehrorgan ist, so lebensbedrohend
kann es werden, wenn es sich irrtimlich gegen kérpereigene Struk-
turen wendet. Es kommt dann zu sog. Autoimmunleiden. Ein Beispiel
dafiir ist die Myasthenia gravis. Die wichtigsten Werkzeuge der
Immunabwehr sind Lymphozyten, d. h. weife Blutkdrperchen. Etwa
eine Billion dieser Zellen ist iiber den gesamten Organismus ver-
teilt. Sie haben die Aufgabe, kérperfremde Strukturen, d.h. sog.
Antigene, zu erkennen ind in Zusammenarbeit mit anderen Zellen
des Immunsystems unschddlich zu machen. Beide Prozesse, die Immun
erkennung wie die anschlieRende Immunredktion,erfolgen hochspezi-
fisch, d.h. ganz gezielt. Jeder Lymphozyt ist nur auf eine ganz
bestimmte Antigenstruktur spezialisiert. Deshalb muB das Immun-
system, um einen liickenlosen Schutz zu gewdhrleisten, fiir jede
denkbare Antigenstruktur die passenden Lymphozyten bereithalten.
Man schatzt, daB das Immunsystem bis zu einer Million Lymphozyten
von unterschiedlicher Spezifitdat enthdlt. Dabei bezeichnet man
samtliche Lymphozyten mit Jjeweils gleicher Spezifitat als Klon.
Trotz seines breit gefdcherten Arsenals darf das Immunsystem nur
gegen kérperfremde, nicht aber gegen kdrpereigene Strukturen rea-
gieren: Es muB also "fremd" nicht nur erkennen, sondern auch von
"selbst" unterscheiden. Es war lange umstritten, worauf diese
"Selbst"-Toleranz beruht. Die einen meinen, daR selbsterkennende
Lymphozyten als verbotene Klone noch wdhrend der Embryogenese,
also vor der Geburt ausgesiebt wiirden. Dagegen stand die andere
Ansicht, daB auch im reifen Immunsystem potentiell selbsterkennen-
de Lymphozyten vorliegen, aber durch Kontrollmechanismen daran ge-
hindert werden, ihre gefdhrliche Funktion auszuiiben. Tatsachlich
trifft diese zweite Hypothese zu. So weil man heute, daB an jeder
Immunreaktion auch kontrollierende Zellen beteiligt sind, die als

sog. Suppressorzellen den rein aggressiven Lymphozyten entgegen-
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wirken. Sie sorgen dafiir, daB eine Immunreaktion sich in verntnf-
tigen Grenzen h&dlt. Die erwdhnte Selbsttoleranz beruht also da-

rauf, daB die selbsterkennenden Lymphozyten durch kontrollierende
Suppressorzellen niedergehalten werden. Folglich kénnen Autoimmun-
leiden nur dann entstehen, wenn diese Kontrolle versagt, wenn z.B.
die Suppressorzellen zahlenmdBig oder funktionell geschwacht sind,
oder wenn die selbsterkennenden Lymphozyten ubermaBig aktiviert

werden und die fein abgestimmte Kontrolle durchbrechen.

Merkmale der Myasthenia gravis

Die Myasthenia gravis =zeichnet sich durch 4 ganz charakteristische

Merkmale aus.

1. durch die bereits erwdhnte Stdrung der neuromuskuldren Erre-
gungsiilbertragung mit dem Hauptsymptom der abnormalen Muskel-
schwéche .

2. findet man im Blutserum dieser Patienten Autoantikdrper, die
gegen bestimmte Empfangsstrukturen im Bereich der Signalilber-
tragung vom Nerven auf den Muskel reagieren, namlich gegen die
noch zu erlduternden Acetylcholinrezeptoren. Diese von Lympho-
zyten gebildeten Antikdrper zeigen an, daBR eine Autoimmunreak-
tion im Gange ist.

3. gelten VergroRerungen oder Wucherungen des Thymus, eines Organs
des Immunsystems, das hinter dem oberen Brustbein sitzt, als
charakteristisches Merkmal der Myasthenie und

4. besteht eine gewisse genetisch bedingte Bereitschaft fiir Mya-
sthenie, die sich in einer familidren Haufung, nicht aber Erb-
lichkeit des Leidens ausdriickt. Diese genetische Bereitschaft
ist an dieselben Erbfaktoren gebunden, die auch die individu-

elle Reaktionsbereitschaft des Immunsystems bedingen.

Klassische Falle der Myasthenie weisen alle 4 Charakteristika auf,
wenn auch mit unterschiedlicher Ausprdgung und Gewichtung. Bis in
die jingste Zeit war es nicht gelungen, diese charakteristischen

Merkmale in ein einheitliches Bild zu fassen.

Die neuromuskuldre Erregungsibertragung

Die Erregungsiibertragung vom motorischen Nerven zum Muskel ge-
schieht iiber einen komplexen Mechanismus, der in mehreren Einzel-

phasen ablauft und an dem in streng koordinierter Weise alle die
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Zellspezialisierungen beteiligt sind, die im Folgenden beschrie-

ben werden sollen.

Die Kontaktstelle zwischen Nerv und Muskel 1laBt sich in 3 struk-

turelle Elemente aufgliedern (Abb. 1):

1. Die Endigung des motorischen Nerven,

2. den Faltenbereich der innervierten Muskelzellmembran und

3. den zwischen beiden Strukturen liegenden, sog. subsynaptischen
Spalt.

Die axonale Nervenendigung ist knopfartig aufgetrieben und ent-
halt charakteristische Strukturen. Gehduft finden sich kleine
Blaschen, die den chemischen Boten fir die Erregungsiibertragung
enthalten, das Acetylcholin. Alle Blaschen sind ungefdhr gleich
groB und koénnen etwa 5-10.000 Acetylcholinmolekiile aufnehmen. Auf
eine Nervenerregung, aber auch in geringem MaBe spontan, gelangen
diese Acetylcholin-speichernden Bldschen an die Membran der Ner-
venendigung, verschmelzen mit ihr und entleeren ihren Inhalt in
den darunterliegenden subsynaptischen Spalt, der den Nerven vom
Muskel trennt. Besonders hoch spezialisiert ist nun die Membran
der darunterliegenden Muskelzelle. Sie besitzt eine Vielzahl =z.T.
verzweigter Falten, an deren Scheitelregionen die bereits erwdahn-
ten Acetylcholinrezeptoren sitzten, an die das aus den Blaschen
der Nervenendigung entleerte Acetylcholin voriibergehend gebunden
wird. Die Acetylcholinrezeptoren sind Membranproteine, die die
gesamte Membran durchdringen. Sie sind aus Untereinheiten zusam-
mengesetzt und bilden eine Ringstruktur, deren zentrale Liicke
wahrscheinlich ein Kanal fir Ionen darstellt (9). Die Acetylcho-
linmolekiile werden nun an eine spezifische Bindungsstelle dieses
Rezeptormolekiils gebunden. Durch die Bindung von Acetylcholinmo-
lekltilen wird das Rezeptormolekiil sterisch verdndert. Offensicht-
lich wird die zentrale Liicke im Rezeptorkomplex erweitert und er-
laubt dadurch den zeitlich begrenzten DurchfluBR bestimmter Ionen
(Natrium und Kalium) . Dadurch schlieBlich werden die elektrischen
Eigenschaften der Muskelzellmembran verdndert, was letztlich fiiber
weitere komplizierte Mechanismen zur Kontraktion, zum Zusammen-
ziehen der Muskelzelle filhrt. Diese hier kurz skizzierte Erre-
gungsibertragung vom Nerven auf den Muskel ist =zeitlich scharf
begrenzt, folglich darf die Ubertrdgersubstanz Acetylcholin nur

kurzzeitig wirken. Um sicherzustellen, daB nicht gebundene, tiber-
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schiissige Acetylcholinmolekiile oder vom Rezeptor wieder freige-
setztes Acetylcholin weiter freie Rezeptormolekiile besetzten, fin-
det sich iber den gesamten Bereich dieses Membranareals verteilt

ein Enzym, welches das freie Acetylcholin spaltet.

Die Spaltprodukte koénnen z.T. in der Nervenendigung wieder er-

neut zur Synthese des Acetylcholins verwendet werden.

Die myasthenische Endplatte

Der hier kurz skizzierte SignalfluBR zwischen Nerven und Muskel
wird beim Myastheniker immer stdrker behindert und am Ende vollig
blockiert. Die lichtmikroskopische Untersuchung von Muskelgewebe
dieser Patienten bietet nur geringe pathologische Verdnderungen.
Zwar wurde von abnormen Verteilungen der Nervenendigungen auf die
befallenen Muskeln berichtet (2), und in seltenen Fallen fanden
sich auch einkernige Zellen, die in diesen Bereich eingewandert
waren, insgesamt sind diese Veranderungen aber selten oder nur

milde ausgepragt.

Um so dramatischer sind hingegen die ultrastrukturellen Veradnde-
rungen an der motorischen Endplatte, wie sie sich bei elektronen-
mikroskopischer Analyse darbieten (5). In fortgeschrittenen Fallen
imponiert eine nahezu vollstdndige Abflachung des muskelzelluldren
Faltenapparats. Dies ist vor allem in spaten Phasen der Erkran-
kung der Fall. Dabei ist das beschriebene Nervenende in keiner
Weise verdndert. Diese elektronenmikroskopischen Befunde werden
vollstéandig durch elektrophysiologische Ergebnisse bestatigt. Die
Dosis und Wirksamkeit der aus den erwd&hnten Bl&dschen des Nerven-
endes entleerten Acetylcholinmolekiile sind v&llig normal. Die
Muskelschwdche beruht also auf einer Zerstdrung oder Blockierung
des muskelzelluldren Faltenapparats und, wie wir heute wissen,
insbesondere der dort lokalisierten Empfangsstrukturen, den Ace-
tylcholinrezeptoren. Die Muskleschwdche und Ermudbarkeit 1laBt

sich folgendermalen erklaren:

Um einen teilweise zerstdrten Faltenapparat zu erregen, missen
hohe Dosen des Acetylcholins aus den Blaschen des Nervenendes aus-
geschiittet werden. Bei wiederholter Erregung n&hern sich die im
Nervenende gespeicherten Acetylcholinvorrate der Erschopfung und
umgekehrt bilden sich die Symptome nach Erholungspausen teilweise

zurick. Heute ist klar, daB Autoantikdrper mit ausschlieRBlicher
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Spezifitdt gegen die Rezeptoren des Faltenapparates fliur die Ver-
dnderungen dieses Muskelzellbereichs verantwortlich sind. Wir ver-
danken dieses Wissen einer intensiven Forschungstdtigkeit, die

durch einen Bericht des Jahres 1973 ausgeldst wurde (12).

Experimentelle Autoimmun-Myasthenie

Die kalifornischen Neurobiologen PATRICK und LINDSTROM (12) woll-
ten AntikOrper gegen isolierte Rezeptormolekiile herstellen, um
damit biochemische Strukturanalysen dieses Molekiils zu ermdgli-
chen. Sie isolierten den Rezeptor aus dem elektrischen Organ des
Zitterrochens Torpedo, der die reichste Quelle des Rezeptors iber-
haupt darstellt, und injizierten dieses Material in Kaninchen. In
der Tat lieBen sich nach der iUblichen Frist vom 14 Tagen die ge-
winschten AntikOrper aus dem Serum dieser Tiere nachweisen. Vollig
iiberraschend waren aber alle Tiere schwer erkrankt. Sie waren ge-
léhmt und die L&hmungserscheinungen wurden nach geringen Bewegun-
gen noch weiter verschlimmert. Es stellte sich heraus, daB diese
Tiere an Myasthenie erkrankt waren. Neben den fischspezifischen
Antikorpern gegen den Rezeptor hatten sich nédmlich Antikorper ge-
bildet, die an die eigenen Rezeptoren banden,also echte Autoanti-
korper gegen den Rezeptor darstellten. DaB diese iberraschenden
Ergebnisse im Tierexperiment auch fiir die menschliche Myasthenie
Gultigket haben muBten, wurde nun durch mehrere Beobachtungen be-
statigt. Wie bereits erwdhnt, koénnen auch bei Myasthenie-Patienten
Autoantkdrper gegen die eigenen Rezeptoren im Blutserum nachgewie-
sen werden. TOYKA und Mitarbeiter Ubertrugen 1975 diese Antikdor-
per auf Mause und erreichten damit bei diesen Tieren das klas-
sische Bild einer Myasthenie (16). Interessant ist in diesem Zu-
sammenhang die Myasthenie von Sduglingen myasthenischer Mitter,
welche einen "AntikOrper-transfer-Versuch der Natur" darstellt.

In spéten Phasen der Schwangerschaft gelangen offensichtlich die-
se Antikorper iber die Plazenta der myasthenischen Mitter in den
fotalen Kreislauf. Sie verursachen dort die Symptome einer Mya-
sthenie. Da aber im Foten keine solchen Antikorper aktiv gebildet
werden, sinkt der Antikorpertiter nach der Geburt, die Antikdrper

werden ausverdiinnt und die Sauglinge erholen sich regelmaBig.

Ein weiterer wichtiger Hinweis flir die Wirksamkeit von Autoanti-

korpern gegen den Acetylcholinrezeptor beim Menschen war der di-
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(NE) mit zahl-
Postsynap-
(Mz)

Normale motorische Endplatte. Nervenende

(=" ) und Mitochondrien (M).
des Plasmalemms der Muskelzelle
synaptischen Spalt.

Abb. 1:
reichen Vesikeln

tische Falten (F)

mit primdrem ) und sekundadrem (X)

(Legende siehe folgende Seite)

Abb. 2a:
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Abb.

2a-c:

2a:

2b:

2c:

Myotuben aus der Kultur von Thymusretikulum jung-adul-

ter Mause.

(siehe vorangehende Seite): Langgestreckte Myotuben im

phasenkontrastmikroskopischen Bild. Vergr. ca. 140 x

Langsschnitt durch eine ausgereifte Thymusmuskelzelle
im elektronenmikroskopischen Bild. Deutlich sind die
feinen Muskeifilamente mit ihrem regelmdBig angeordne-
ten Querstreifenmuster erkennbar. Vergr. ca. 3600 x

Darstellung von Acetylcholinrezeptoren auf einer Myo-
125

tube aus der Thymuszellkultur nach Bindung von J-
-Bungarotoxin. Die Rezeptoren sind regelmdRig oder
in Form von "hot spots" (—) auf der Zelloberfliche

verteilt. Vergr. ca. 280 x
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rekte Nachweis der Bindung markierter Antikdérper an den verdnder-
ten Faltenapparat der Muskelzellen dieser Patienten (4)und der
ultrastrukturellen Lokalisation von Immunkomplexen (Ig G und Cs)
an der Endplatte bei experimenteller Autoimmun-Myasthenie (13).
Dartberhinaus kénnen wir heute den Acetylcholinrezeptor markieren
und damit seinen Verlust (6), oder seine Blockierung im beschrie-
benen Faltenapparat bei Myasthenie insbesondere elektronenmikro-
skopisch direkt nachweisen (4).

Thymus und Myasthenie

So zwanglos man die Muskelschwdche bei Myasthenie mit den Autoan-
tikérpern gegen Acetylcholinrezeptoren vereinen konnte, so unklar
war die Rolle des Thymus geblieben.

Wie anfangs erwdhnt, weisen diese Patienten Veranderungen des Thy-
musorgans in Form von Thymushyperplasien oder Thymomen auf. Der
Erstbericht Uber das Auftreten einer Thymusverdnderung bei Myasthe
nie stammt aus dem Jahre 1901. WEIGERT berichtet von einem Myasthe
niepatienten mit Thymom (18). Dieser anekdotischen Beobachtung
wurde durch unerwartete Therapieerfolge neues Gewicht verliehen,
welche sich ab der 40er Jahre nach Entfernung des Thymus bei die-
sen Patienten einstellten (1). Diese unerkldrten Zusammenhdnge
stimulierten eine Reihe von Hypothesen. SIMPSON in Schottland
postulierte als einer der Ersten eine Autoimmunpathogenese (14,15)
und GOLDSTEIN in Amerika diskutierte die Moglichkeit, daB sich als
Folge einer Entzindung dieses Organs eine erhdhte Sekretion eines
Curare ahnlichen Stoffes ergebe, welcher die neuromuskuldre Blok-
kierung in der Peripherie verursache (7). Wie wir gesehen haben,
ist die autoimmune Natur der Myasthenie heute unbestrittten. 1974
konnten wir in Freiburg eine iberraschende Beobachtung machen, die
es ermoglichte, daB in der Folgezeit in enger Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von WEKERLE am Max-Planck-Institut fir Immun-
biologie erstmals samtliche Symptome der Myasthenie in einen lo-
gischen Zusammenhang gebracht werden konnten. Ausgangspunkt der
von uns entwickelten 3 Stadien Hypothese zur Krankheitsentstehung
der Myasthenie war die Entdeckung, daR in Kulturen von Mausethy-
musretikulumzellen nach einiger Zeit Muskelzellen auftauchen, die
in ihrem feinstrukturellen Aufbau und in ihrer Funktionsfahigkeit
voll ausgebildet waren (8, 22).
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Abb. 2a-c zeigt solche Muskelzellen der Thymuszellkultur. Insbe-
sondere elektronenmikroskopisch (Abb.2b) werden die fiir die Ske-
lettmuskelzelle charakteristischen kontraktilen Proteinfilamente
nachweisbar. Diese Muskelzellen sind mehrkernig und entstehen in
der Zellkultur aus einkernigen Vorl&ufern oder Stammzellen des
Retikulums, die schlieBlich zu mehrkernigen Zellen verschmelzen
und die muskelspezifischen Muskelzellstrukturen ausbilden. Uber-
raschend war nun weiterhin, daf diese Muskelzellen Acetylcholin-
rezeptoren ausbilden (21). Wir koénnen diese Acetylcholinrezepto-
ren mit einem radioaktiv markiertem Schlangengift, dem Alphabun-
garotoxin nachweisen (10), welches spezifisch an die Rezeptoren
bindet (Abb. . Von grundlegender Bedeutung waren diese Befunde
deshalb, weil der Thymus natirlicherweise Ursprungsort von Lym-—
phozyten ist, die von ihm fortwédhrend gebildet und in den Orga-
nismus entsandt werden. Wenn nun, so unser Grundgedanke, auch im
menschlichen Thymus derartige ortsfremde Muskelzellen gebildet
werden koénnen, dann laBt sich daraus die Entstehung der Myasthe-
nie ableiten. Tatsdchlich wurde dieser Nachweis von Muskelzellen
in Thymusdriisen von Myastheniepatienten in der Zwischenzeit in
verschiedenen Forschungszentren der Welt erbracht. Diese intra-
thymischen Muskelzellen tragen ebenfalls Acetylcholinrezeptoren.
Darliberhinaus gelang inzwischen der Arbeitsgruppe von DRACHMANN
und Mitarbeitern (3) in Analogie =zu unseren Thymusmuskelzellkul-
turen der Nachweis, daR auch menschliche Thymuszellen von Myasthe

nikern in Kultur zu Muskelzellen ausreifen.

Drei-Stadien-Hypothese =zur Pathogenese der Myasthenie

Die Bildung solcher Muskelzellen im Thymus ist als erster Schritt
in der Krankheitsentstehung der Myasthenie zu sehen (Abb.3a). Sie
geschieht im Zusammenhang einer abnormen Gewebsvermehrung, also
eben Jjenen VergrodBerungen oder Wucherungen des Thymus, die man
bisher nicht in die Pathogenese der Myasthenie einzuordnen wulte.
Zugleich spielen hierbei genetische Faktoren eine wichtige Rolle,
wie wir dies an den Mausethymuskulturen nachweisen konnten (19)
Von ihnen hangt es ab, ob und wieviele Muskelzellen entstehen. Es
handelt sich dabei iiberraschenderweise genau um die Gene (Haupt-
transplantatsgenkomplex HLA), die beim Menschen die Immunreakti-
vitdt steuern und denen man, wie erwdhnt, eine gewisse Empfdng-

lichkeit flir das Entstehen der Myasthenie zuschreibt.
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induktives Signal

Endplatte

3 a-c: Graphische Darstellung des Drei-Stadien-Modells zur Pathogenese der
Myasthenie.

a) I. Stadium: Induktion myogener Zellen im Thymus und Ausbildung
von Acetylcholinrezeptoren auf den Oberfléchen der Thymusmuskel-
zellen

b) II. Stadium: Erkennung der Acetylcholinrezeptoren durch spezi-
fisch reaktive T-Lymphozyten (T") unter Vermittlung von Makro-
phagen (Mph)

c) III. Stadium: Kooperation der im Thymus aktivierten Lymphozyten
mit Antikorperproduzierenden Plasmazellen (Pc) in der Peripherie
des Organismus. Zerstorung oder Blockierung der nuskelzellul&ren
Acetylcholinrezeptoren durch diese neugebildeten Antikorper.

Moglicher EinfluB des HLA-Systems (HLA) auf die Thyirusmyogenese
(1,1), auf die Bildung spezifisch reaktiver Lynphozyten (11,2), auf
die Antigenerkennung (11,3) und auf den Mechanismus der Antikorper-—
bildung (111,4).

4: Motorische Endplatte in der akuten Phase der experimentellen Mya-
sthenia gravis. Erhaltene Nervenenden (NE) bei Degeneration und voll-
standiger Abflachung der postsynaptischen Muskelzellmembran. Dege-—
nerierte Membranreste werden von Zellfortsadtzen des Makrophagen um-—
geben. Die Muskelzelle (Mz) weist in diesem Bereich insbesondere
degenerative Veradnderungen der Myofibrillen auf. Vergr. ca. 10000 x
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DaR Muskelzellen im Thymus gebildet werden, ist allein jedoch noch
nicht hinreichend fiir das Entstehen dieser Erkrankung. Entschei-
dent ist dafir ein zweiter Schritt: Ndmlich die sog. Autoimmuni-
sierung von Lymphozyten gegen die Acetylcholinrezeptoren. Dieser
Prozess, wie anfangs erwahnt eine Art Pragung, geschieht offen-
sichtlich in Wechselwirkung zwischen neugebildeten Lymphozyten im
Thymus und den Acetylcholinrezeptoren der Thymusmuskelzellen. Es
ist anzunehmen, dal die neugebildeten Thymusmuskelzellen z.B. als
Folge eines Entziindungsprozesses zerstdort und dabei ihre Acetyl-
cholinrezeptoren freigesetzt werden. Diese freigesetzten Rezepto-
ren koénnen von Makrophagen aufgenommen werden, die sie nun spezi-

fisch reaktiven T-Lymphozyten prédsentieren (Abb.3b).

Der dritte Schritt schlieBlich bedeutet den endgiiltigen Ausbruch
des Leidens. Die autoimmunsensibilisierten Lymphozyten werden vom
Thymus in den Organismus entlassen, streuen aus und treffen auf die
echten Acetylcholinrezeptoren. Es kommt zur Autoimmunreaktion und
die vermeintlichen Antigene werden angegriffen, blockiert oder zer-
stort  (Abb.3c) .

Wie zu Beginn ausgefithrt, koénnen Autoimmunerkrankungen nur dann
entstehen, wenn das vorhandene Gleichgewicht zwischen aggressiven
und dampfenden Faktoren des Immunsystems gestort ist, wenn also
Regulationsmechanismen zwischen aggressiven Lymphozyten und den
sie kontrollierenden Suppressorlymphozyten in ein Ungleichgewicht
geraten. Der Thymus ist das zentrale Immunorgan, in welchem stéan-
dig hochspezialisierte Lymphozyten neu gebildet werden. Unter die-
sen Lymphozyten befinden sich auch solche, die den Acetylcholin-
rezeptor erkennen koénnen. Ihre Anzahl wird genetisch kontrolliert.
Trifft nun ein Acetylcholinrezeptor-spezifischer Lymphozyt auf
eine Prasentierzelle, die sein Antigen, nédmlich den Acetylcholin-
rezeptor ausgebildet hat, wird dieser Lymphozyt unweigerlich akti-

viert und nimmt dann seine programmierte Funktion auf.

Er kann nun entweder direkt die Acetylcholinrezeptoren an der Ske-
lettmuskelzelle angreifen oder als sog. Helferzelle mit anderen
Lymphozyten im Organismus zusammenarbeiten und deren Produktion
von Antikorpern induzieren, die dann ebenfalls spezifisch gegen den
Rezeptor gerichtet sind. Welcher dieser Lymphozyten nun aber tat-
sdchlich bei der Myasthenie beteiligt ist, konnte in aufwendigen

Untersuchungen der letzten Jahre mit groRer Sicherheit geklart
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werden. So gelang es der Arbeitsgruppe WEKERLE spezifisch gegen
den Acetylcholinrezeptor aktivierte T-Lymphozyten zu isolieren und
ausserhalb des Organismus in Kultur zu vermehren. Sie konnten durch
immunhistochemische Untersuchungen als Helferzellen identifiziert
werden. Sie werden dann, gemeinsam mit den erwahnten B-Lymphozyten,
die Antikorper produzieren koénnen, in normale Tiere zurickinji-
ziert, deren eigenes Immunsystem vorher durch Bestrahlung lahmge-
legt worden war. Wie erwartet, erkrankten diese Tiere an Myasthe-
nie. Abb.4 zeigt die dramatische Zerstdrung des Faltenapparates

der neuromuskuldren Endplatte dieser Tiere. Wahrend, wie bei Mya-
sthenikern, das Nervenende mit seinen vielen Acetylcholinbldschen
erhalten geblieben ist, sind die neuromuskuldren Falten verschwun-

den und zerstdrt. Membrantriimmer werden von Makrophagen abgerdaumt.

Therapiemdglichkeiten

So vielschichtig und komplex wie die Ursache und Krankheitsent-
stehung der Myasthenie ist, ist auch das Spektrum der Therapie-
moglichkeiten, welches die Myasthenie bietet (3). Die &alteste
wirksame Therapie der Myasthenie wirkt an der vordersten Front der
hier dargelegten 3 Stadien. Wirkstoffe, wie das bereits von WALKER
1934 angewandte Physostigmin,blockieren jenes Enzym, welches tber-
schiissiges Acetylcholin spaltet. Durch diese Therapie wird ein
Anstau des Acetylcholins verursacht, welcher eine Erregungsiiber-
tragung auch bei vermindert empfindlichen Membranen des Faltenap-
parates erlaubt. Diese Therapie ist deswegen rein symptomatisch
und kann in frithen Stadien und in leichten F&llen zeitweilig mit
Erfolg eingesetzt werden. Sie wirkt aber auf keinen Fall der wei-

teren Verwlistung des Faltenapparates entgegen.

Es wurde gezeigt, daB im ersten Stadium dieser Erkrankung Lympho-
zyten im Thymus gegen Acetylcholinrezeptoren aktiviert werden und
diese aktivierten Immunzellen erst sekunddr in die Peripherie aus-
wandern. Die Entfernung des Thymus stellt also die radikalste, ur-

sdchliche Therapie der Myasthenie dar.

Wie durch Therapieanalysen bestdtigt wurde, sind in gewissen vor-
hersagbaren Fallen hervorragende Ergebnisse zu erzielen. Diese
sind:

1. frithe Verlaufsstadien, in denen die Autoimmunreaktion noch weit-

gehend auf den Thymus beschrankt ist und sich noch nicht im pe-
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ripheren Immunsystem verselbststandigt hat.
2. das Syndrom bei jungen Frauen mit ThymusvergrodBerungen oder Hy-
perplasie, bei denen offensichtlich dieser Thymusmechanismus am

weitesten iberwiegt.

Neben diesen Therapiemdglichkeiten kann die Behandlung der Myasthe-
nie durch medikamentdse Untedriickung des Immunsystems zu guten Er-
folgen fithren (11). Leider werden bei dieser Therapie alle Abwehr-
leistungen innerhalb des Immunsystems ohne Riicksicht auf die Spe-
zifitdt bestimmter Lymphozyten reduziert. Dies bringt Risiken mit
sich, die sich z.B. in einer erhdhten Infektionsgefahr &uBern.
Eine weitere oft unterschidtzte Gefahr liegt im Wesen der Autoim-
munitat selbst: Die Selbsttoleranz ist das Ergebnis einer strikten
intrazelluldren Regulation zwischen Immunzellen. Potentiell akti-
vierte Lymphozyten werden danach durch spezifische Suppressorzel-
len an ihrer gefdhrlichen programmierten Funktion gehindert. In
vielen Autoimmunzustanden scheint, wie auch bei der Myasthenie,
diese Regulation aus dem Gleichgewicht geraten zu sein. Durch eine
generelle, aber ungeniigende Immunsuppression kann nun die ohnehin
schon geschwdchte Suppressorzellfunktion noch weiter reduziert
werden, so daB eine paradoxe Verschlimmerung des Krankheitsbildes

die Folge ist.

Mit den hier in Kiirze dargestellten Forschungsergebnissen der letz-
ten Jahre zeichnen sich Jjedoch Méglichkeiten ab, spezifisch die
autoaggressiven Lymphozytenklone im Organismus zu manipulieren.
Damit koénnte die derzeit gebrduchliche Methode der generellen Un-
terdriickung des Immunsystems abgeldst werden. Diese gezielte The-
rapie kénnte darin bestehen, spezifische Suppressorzellen zu iso-
lieren, sie dann auBerhalb des Koérpers in Kulturen zu vermehren
und dann dem Patienten wieder zu injizieren. Sie wiirden die Auto-

immunreaktion verstarkt bremsen.

Selbst wenn, wie in unseren Experimenten, nur aktivierende Helfer-
zellen zur Verfiigung stiinden, wdre eine ahnliche Hilfe denkbar.
Normalerweise wiirden zwar die Helferzellen die Autoimmunreaktion
verstdrken. Anders jedoch, wenn es geldnge, sie in Kulturen zu ver-
mehren und gleichzeitig zu inaktivieren, nadmlich so, daB sie nur-
mehr duRerlich, aber nicht mehr funktionell als Helferzellen wir-—

ken. Wieder injiziert, konnte dieses scheinbar iibermachtige Aggres-
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sionspotential die im Organismus kontrollierenden Suppressorzellen
dazu anregen, verstarkt dédmpfend einzugreifen. Die Autoimmunreak-
tion wiirde damit auf indirekte Weise unterdriickt. Diese Therapien
sind noch nicht klinisch einsatzbereit. Es ist jedoch vorstellbar,

daB hier eine therapeutische Strategie der Zukunft vorliegt.
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Diskussion

Herr PORCHER: Darf ich in Anlehnung an Ihren Vortrag hier thera-
peutische Gedankenspiele bringen? Es ist doch offensichtlich moég-

lich, den Acetylcholinrezeptor aus dem Zitterrochen zu isolieren.

Herr KETELSEN: Ja! Sowohl aus dem Zitterrochen als auch aus der

Ratte.

Herr PORCHER: Ware es dann auch méglich, diesen isolierten Rezep-
tor zur spezifischen Desensibilisierung einzusetzten, in Anleh-
nung an unsere Organantigene der Revitorgan-Reihe; d.h. also,
spezifisch desensibilisieren &hnlich wie bei der klassischen
Hyposensibilisierung mit dem Allergen. Weiter sprachen Sie davon,
dal bei der Myasthenia gravis ein Ungleichgewicht des Immunsystems
besteht. Therapeutisch interessant ware es nun, die Suppressor-
zellen nicht zu isolieren - wie Sie vorgeschlagen haben - sondern
diese spezifisch zu stimulieren, beispielsweise durch foetale
Thymusfaktoren wie sie in NEYTHYMUN Nr. 29 f enthalten sind. Die
Therapie s&he also wie folgt aus: Desensibilisierung mit dem Ace-
tylcholinrezeptor und spezifische Beeinflussung der Suppressor-

zellen mit foetalen Thymusfaktoren.

Herr KETELSEN: Zu Ihrer ersten Frage: Diese Versuche sind sicher
noch nicht durchgefithrt worden. Ich kenne keine Literaturstelle,
die diesen Weg beschritten hédtte, obgleich es theoretisch durch-

aus denkbar wére.

Zweitens: Theoretisch kénnen inaktivierte, isolierte Helferzellen
in der Lage sein, die Suppressor-Aktivitat anzuregen. Wir missen
heute annehmen, daB bei der Myasthenie die Suppressorzellen ver-
mindert sind oder gar fehlen. Der endgiiltige Nachweis ist noch
nicht gelungen. Ein therapeutisches Prinzip bestiinde dann in der
Tat darin, diese Suppressorzellen zu inaktivieren oder in irgend-

einer Weise zu vermehren. Das,ist sicher auf verschiedenen Wegen
moéglich.

Herr K.E. THEURER: Ich mo6chte gerade die Gegensensibilisierung

und die Behandlung mit Antikérperfragmenten hier in das Gesprach
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bringen, vor allem die Antikérperfragmente mit konjugierten Arz-
neimitteln als pharmakologische Effektoren. Ich meine, dab es auf
der Basis einer Transplantation von Zellen, die auBerhalb des
Korpers verandert worden sind und dann wieder reinjiziert werden,
keine eigentliche Dauerwirkung moglich ist. Diese Zellen werden
moglicherweise als fremd erkannt und vom Organismus abgebaut. Das

ist ein allgemeines Transplantationsproblem.

Bei einer biologischen Therapie, wie wir es schon heute und ge-
stern festgestellt haben, geht es dagegen um die Imitation natiir-
licher Heilungsvorgange. Aus unserem Therapiekonzept kédme hier

die Gegensensibilisierung in Frage. Vielleicht k&nnte man auch mit
Antilymphozytenseren, beispielsweise Anti-Thymusseren, ganz spe-

zifisch bestimmte Faktoren vernichten.

Herr SEIFERT: Das Antilymphozytenserum ist an der Minchner Uni-
versitatsklinik bei der Myasthenia gravis schon erprobt worden,
und zwar mit grofRem therapeutischem Erfolg. Nur ist es so, daB
das Antilymphozytenserum, das derzeit aus tierischem Material,
und zwar aus Pferdeserum,hergestellt wird, bei Patienten, sofern
sie nicht entsprechend vorbehandelt wurden, nach einer gewissen
Zeit zu AntikOrpern gegen das Pferdeserum fiihrte. Dadurch wird
das Serum unwirksam, von den Nebenwirkungen einmal abgesehen. In-
sofern ist diese Behandlung eigentlich auch eine biologische Be-

handlung, nur eine extreme biologische Behandlung.

Herr K.E. THEURER: Mit der Gegensensibilisierung, als modifizier-
te Eigenblutbehandlung, widre gewissermaBen die Fremdsensibilisie-

rung ausgeschlossen.

Herr SEIFERT: Bietet man nun beispielsweise das Antigen in Form
von Thymuspraparaten bei Myasthenia gravis an, ware es doch denk-
bar, daR diese sensibilisierten Zellen blockiert werden und nicht
mehr wirksam sind. Das ist eine Moéglichkeit einen therapeutischen
Effekt zu erzielen. Die andere denkbare Mdglichkeit bestiinde al-
lerdings darin, daB mit der Applikation von Thymusprdparaten das
Krankheitsbild verschlechtert wird. Liegen hier an Tiermodellen

schon Untersuchungen vor?
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Herr KETELSEN: Mit Thymusprdparaten bisher sicherlich nicht. Sie
missen bedenken, wir haben hier &duBerst spezialisierte Lymphozy-
ten, die hier am Werk sind und den Acetylcholin-Rezeptor zersto-
ren. Das haben wir durch die Isolierung von Lymphozyten und deren
spezifische Sensibilisierung gegen den Acetylcholin-Rezeptor be-
legen konnen. Die Risiken einer generellen Immunsuppression bei
Myasthenie habe ich in meinem Vortrag angedeutet. Therapeutische
Moglichkeiten der Zukunft liegen in der Anwendung humoraler Anti-
korper (sog. antiidiotypischer Antikdérper ) vor, die gegen die
autoaggressiven Lymphozyten gerichtet sind. Die Herstellung sol-

cher humaner Antikérper ist bisher noch nicht gelungen.

Herr K.E. THEURER: Bei der Gegensensibilisierung gewinnen wir die
AntikOrper direkt aus dem Patientenblut. Diese Antikdrper sind
durch Fremdsensibilisierung entstanden und kénnen auch gegen den
Rezeptor gerichtet sein. Es ist nun interessant, DaB Sie schon

ein in vitro-Modell haben, in dem Sie sensibilisierte T-Lympho-
zyten transplantieren koénnen. Diese sensibilisierten T-Lymphozy-
ten konnen Sie nun in vitro mit diesen Immunfaktoren desensibi-
lisieren. Vielleicht 1l6sen Sie damit im Empfédngerorganismus Ge-
genreaktionen aus und koénnen zeigen, daR dieses Prinzip die Krank-
heitssymptomatik ursdchlich beeinfluft. Dies ware ein eindeutiger

Beweis fir diese Methode.

Auditorium: Wir milssen doch eigentlich davon ausgehen, dab die
Myasthenie ein familidr bedingter Enzymdefekt ist. Die Autoaggres-
sion ist doch eher das Sekundédre. Wenn wir wirklich eine Kausal-
therapie betreiben wollen, miissen wir doch zundchst den Enzymde-
fekt behandeln.

Herr KETELSEN: Wir koénnen heute mit Bestimmtheit sagen, dab der
Myasthenia gravis primdr kein Enzymdefekt zugrunde liegt, sondern
daB moglicherweise, das bestdtigen die Befunde der letzten Jahre,
eine genetisch fixierte Fehldifferentierung von Stammzellen im
Thymus zu Muskelzellen &tiopat'hogenetisch ausschlaggebend ist.
Dadurch, daB diese Muskelzellen im Thymus den Acetylcholin-Re-
zeptor tragen, kommt dort primdr die immunologische Reaktion in
Gang. Auf diesen Mechanismus griindet sich auch der therapeutische

Erfolg der Thymektomie in frithen Stadien der Myasthenie, also zu
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einem Zeitpunkt, wo sich der Autoimmunprozess noch nicht in der

Peripherie verselbststdndigt hat.

Herr JACHERTZ: Ich wollte eigentlich empfehlen, eine solche Situ-
ation einmal mit Fab-Bruchstiicken zu behandeln. Man kann auto-
aggressive Vorgdnge, wie wir wissen, sehr gut mittels Fab-Bruch-
stiicken unterbrechen. Das ist zwar ein biBchen aufwendig, das Se-
rum in dieser Weise aufzubereiten, in dem man die Globuline iso-
liert, sie nachher ordnungsgemdB mit Papain verdaut und diese
Bruchstiicke anschlieBend iber eine Sdule isoliert. Ich selbst ha-
be eine ganze Reihe sehr guter Erfolge mit dieser Methode gesehen
Das wadre eine Moglichkeit, die wir ergédnzend zur Gegensensibili-

sierung einsetzen konnten.

Herr K.G. THEURER: Unser Hydrolysat enthdlt u.a. derartige Pati-
enten-spezifische Fab-Fragmente. Durch spezifische enzymatische
Reaktionen werden die im Patientenblut vorhandenen Autoantikdrper
in Fab- und Fc-Fragmente gespalten. Die Fc-Fragmente binden Kom-
plementfaktoren und stehen damit flir den zytolytischen Effekt nur
noch in vermindertem MaBe zur Verfiigung. Die autoantigen-spezifi-
schen Fab-Fragmente maskieren die Autoantigene. Dieser zweite Vor-
gang kommt quasi einem Entantigenisierungseffekt gleich, da bei
fehlendem Antigenreiz keine neuen Antikdrper mehr gebildet werden
Ich kénnte mir vorstellen, daB dieses Prinzip, das sich gerade in
der Behandlung immunopathogener Erkrankungen bewdhrt hat, einen
weiteren neuen Ansatzpunkt in der Therapie der Myasthenia gravis
darstellt.
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Verbesserung der Transplantatiberlebenszeit durch
tolerogene Verabreichung xenogener

Gewebeprdparationen

J. SEIFERT K.G. THEURER
Experimentelle Chirurgie und Revitorgan
Universitdt Kiel Ostfildern

Es ist eine bekannte Tatsache, die in der Transplantationschirur-
gie ihre Nutzanwendung hat, dal Patienten, welche mit Blutkonser-
ven vorbehandelt wurden, weniger AbstoBungskrisen eines transplan-
tierten Organes wie z.B. der Niere zeigen als nicht vorbehandelte
Patienten. Dies wird mit der Bildung von "enhancing antibodies"
bzw. mit "Suppressor-T-Zellen" erkldrt. Wenn die unspezifische
Applikation von Blut zu einer Verbesserung der Transplantatiiber-
lebenszeit fihrt, ist es denkbar, daB die parenterale Applikation
eines spezifischen Antigens, wie fotale Haut, eine noch intensive-
re Anregung dieser Mechanismen bewirkt, so daB Hauttransplantate
noch weniger abgestoBen werden.

Zur Uberpriifung dieser Uberlegung wurden folgende Versuchsgruppen
konzipiert: Eine Gruppe von Ratten wurde 14 Tage lang mit aufstei-
genden Dosen foétaler Rinderhaut intraperitoneal vorbehandelt. Wah-
rend dieser Zeit wurden Gewichtskontrollen durchgefihrt. Eine zwei-
te Gruppe von Ratten erhielt ebenfalls parenteral iber die gleiche
Vorbehandlungsperiode Blut von Spendertieren ibertragen. Eine drit-
te Gruppe blieb unbehandelt und diente als Kontrolle. Nach Beendi-
gung der Vorbehandlung wurde bei allen Tieren eine homologe Haut-
transplantation (DBg x Sprague Dawley) vorgenommen, wobeil bei die-
sen Tieren der Zeitpunkt der AbstoBung registriert und zusdtzlich
nach zirkulierenden Antikorpern gefahndet wurde.

Wie Abb.l1 =zeigt, ist durch die Vorbehandlung keine Verminderung
des Korpergewichts festzustellen. In der Zeit von 10 Tagen ist eine

durchschnittliche Gewichtszunahme von 6 g pro Tier zu beobachten.
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Daraus kann gefolgert werden, daB die Behandlung mit geldster fe-
taler Rinderhaut den gesundheitlichen Zustand wahrend der Beobach-

tungszeit nicht beeintrdchtigt hat.
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Abb.1l: Gewichtsbeobachtungen von Ratten, behandelt mit f£fo-
taler Rinderhaut iber die Zeit von 10 Tagen. Die
Tiere zeigten keine signifikante Gewichtsabnahme
und tber die Zeit von 10 Tagen insgesamt eine Zu-

nahme von durchschnittlich 5 g.

Die AbstoBung der transplantierten Haut wird durch diese Vorbehand-
lung signifikant verzdgert. Wie die Abb.2 zeigt, stoRen unbehan-
delte Kontrolltiere ihr Hauttransplantat nach durchschnittlich 9
Tagen ab, wéahrend Tiere, die mit fdtaler Rinderhaut vorbehandelt
wurden, die Haut erst nach durchschnittlich 16 Tagen abstoRen. Der
Unterschied zwischen der spezifischen Vorbehandlung mit fétaler
Rinderhaut und der unspezifischen Vorbehandlung mit Spenderblut
ist zwar zu beobachten, jedoch statistisch bei dem gewdhlten Um-

fang der Gruppen nicht zu sichern.

Die Suche nach Antikérpern, die mdglicherweise durch die Vorbehand-
lung induziert worden sind, blieben in diesem Experiment erfolg-
los. Das bedeutet, daB die Tiere entweder keinen blockierenden An-
tikorper gebildet haben oder die Nachweismethode (Agargel-Doppel-

diffusionstest) =zu wenig empfindlich ist. Festzuhalten aus diesem
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Experiment ist jedoch, daR man durch Vorbehandlung mit fotaler Rin-
derhaut bei Ratten die AbstoBung von homologem Hauttransplantat

verzdgern kann.
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Abb.2: Transplantatiberlebenszeit von unbehandelten Kontroll-
tieren und mit einem Extrakt aus fdtaler Rinderhaut

bzw. Rattenblut vorbehandelten Testtieren.

In einem zweiten Experiment sollte gepriift werden, ob die orale
Verabreichung von Organhomogenaten ebenfalls einen Einfluf auf die
Abstofung von Hauttransplantaten hat. Dariberhinaus sollte geklart
werden, ob dieser Effekt durch Spezies-spezifische Vorbehandlung
verbessert werden kann. Dazu wurden Ratten iber die Zeit von 4
Wochen zweimal woéchentlich mit einer definierten Menge von Organ-
homogenaten des Kaninchens (Leber, Lunge, Niere, Milz) gefiittert.
Danach wurde bei diesen Tieren eine xenogene Hauttransplantation
vorgenommen, wobeil die Ratten Kaninchenohrhaut transplantiert be-
kamen. Auch in diesem Experiment wurde nach Vorbehandlung sowie
nach der Transplantation nach Antikdrpern gefahndet. Es wurden 3
Gruppen gebildet, wobei die Gruppe 1 mit 5 ml des Homogenates vor-
behandelt wurde, Gruppe 2 ab dem Zeitpunkt der Transplantation be-
handelt wurde und Gruppe 3 sowohl vor- als auch nachbehandelt wur-
de. Die behandelten Gruppen wurden einer unbehandelten Kontroll-

gruppe gegeniibergestellt. Wie die Abb.3 zeigt, wird die Kaninchen-
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haut auf Ratten, welche vorbehandelt waren, signifikant um 10 Tage
spater abgestolen als bei unbehandelten Kontrolltieren. Die tag-
liche Behandlung der Tiere nach der Transplantation fihrt zu dem
gleichen Resultat wie die alleinige Vorbehandlung, deswegen wur-
den die Ergebnisse nicht extra in die Kurve eingetragen. Erst die
Kombination von Vor- und Nachbehandlung mit Kaninchenorganhomoge-
nat verbessert die mittlere Transplantationsiiberlebenszeit weiter-

hin auf durchschnittlich 26 Tage.
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Abb.3: Uberlebenszeit von Kaninchenohrhaut auf Sprague
Dawley-Ratten bei Kontrolltieren, Tieren, die mit
Kaninchenhomogenat gefiittert wurden, vor der Trans-
plantation und Tiere vor und nach der Transplanta-

tion.

Es erhebt sich nun die Frage: Wodurch wird diese Transplantatsver-
lédngerung ausgeldst? Zwei Moglichkeiten sind denkbar. Einmal koénn-
te das Kaninchenhomogenat im Darmlumen zu einer Beeinflussung der
Immunantwort fihren. Durch den Kontakt des Fremdprotein mit der
Darmwand koénnte es zur Bildung von lokalen "enhancing antibodies"
vom Typ IgA oder sogar zu einer immunologischen Toleranz kommen.
Andererseits ist es auch denkbar, daB Teile des oral applizierten
Homogenates resorbiert werden und nach der Darmwandpassage noch
biologisch aktiv sind. Fir beide Moglichkeiten wurden in einem

weiteren experimentellen Ansatz Anhaltspunkte gewonnen.



243

w
(=]
T

60

50

30

51Cr-cells '3!I-homogenate
(supernatant)

Abb.4: Resorptionsrate des gefiitterten Homogenates. Durch
radioaktive Markierung konnte die Restaktivitat der
zelluldren Bestandteile und l6slichen Proteine des
Homogenates bestimmt werden. Daraus errechnet sich
die resorbierte Menge. Somit wurde 4% der Zellen re-

sorbiert und 80% des 1l&slichen Homogenates.

Markiert man sowohl zelluldre Bestandteile wie auch die 1léslichen
Proteine des verfiitterten Homogenates mit verschiedenen radioakti-
ven Isotopen, so kann man aus der Restaktivitdt im Magen-Darm-Trakt
auf die gesamte resorbierte Menge schlieBen. Die Abb.4 zeigt, dab
nach 6-stiindiger Resorptionszeit noch 95% der markierten Zellen

im Magen-Darm-Trakt zu beobachten sind, d.h. nur 4% resorbiert wur-
den. Nach der gleichen Resorptionszeit findet man degegen noch 20%

von dem l16slichen {iberstand als Restaktivitat wieder, das bedeutet,
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daB 80% resorbiert wurden. Die Zellen des Homogenates bleiben somit
im Darmlumen und kénnen damit auch zu einer immunologischen Beein-
flussung des Lymphgewebes in der Darmwand fithren, wahrend die 106s-
lichen Proteine des Homogenates zum groften Teil die Darmwand der
groBmolekularen Form passieren und danach immunologisch wirksam

sind.

AntikOrper gegen Kaninchenproteine lassen sich jedoch am Ende der
Fiitterungsperiode nicht nachweisen. Erst nach AbstoBung der Haut-
transplantate findet man prdzipitierende AntikOrper mit dem Agargel-
Doppeldiffusionstest. Daraus kann mit methodischen Einschradnkungen
der SchluB gezogen werden, daR weder die enterale noch die parente-
rale Applikation von Fremdprotein in diesem Experiment zu einer An-

tikdrperbildung gefithrt hat.

Der transplantatverldngernde Effekt nach Vorbehandlung mit xenoge-
nem Protein kann dadurch erkldrt werden, daB durch die Applikation
bzw. Resorption von Fremdproteinen ein Teil der Antikdérper gebun-
den werden, die gegen das Transplantat gerichtet sind. Da damit nur
eine verminderte Anzahl von Antikdrpern am Transplantat wirksam sein
kénnen, wird es verzdgert abgestolen. Daraus lieBe sich der Schlub
ziehen, Jje mehr Antigen auf enteralem Wege angeboten wird, desto
mehr Antikérper werden gebunden, desto weniger wird das Transplan-
tat abgestofen. Diese Uberlegung stimmt jedoch nur zu einem Teil,
denn dabei sind die zelluldren Prozesse unberiicksichtigt geblieben,
die gerade bei der AbstoBung der Haut eine dominierende Rolle spie-
len. So hat eine Uberladung der Tiere mit Antigen die Transplantat-
abstoBung zwar noch einige Tage verzdgert, sie konnte jedoch damit

nicht verhindert werden.

Die Experimente haben jedoch gezeigt, daR sowohl mit der parentera-
len als auch mit der enteralen Behandlung mit Fremdproteinen eine

partielle Transplantattoleranz zu erreichen ist.

Diskussion

Auditorium: Wenn die Theorie der Gegensensibilisierung stimmt - und
es spricht ja nichts dagegen, dann miiRte es doch moglich sein, ei-
nen optimalen Zeitpunkt herauszubekommen, an dem man nach einer

Transplantation Blut entnimmt und die Gegensensibilisierung durch-
fiihrt. Vorausgesetzt, man findet den richtigen Zeitpunkt, milte das

Transplantat doch angehen.
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Herr SEIFERT: Derartige Experimente sind schon durchgefithrt worden,
und zwar ebenfalls an Ratten. Es konnte gezeigt werden, daB die
Gegensensibilisierung zu einer Transplantatverldngerung fuhrt. Ei-
ne dauerhafte Transplantat-Toleranz wird damit allerdings noch nicht
erreicht. Trotz Behandlung werden die Transplantate nach einer ge-
wissen Zeit abgestoBen. Eine Erkldrung dafiir ist in meinen Augen,
Dak es sich bei diesen Untersuchungen um Hauttransplantate handelt,
die primd&r durch =zelluldre Prozesse abgestoBen werden und humorale
Gesichtspunkte hier weniger zum Tragen kommen. Wenn Sie humorale
Prozesse blockieren, wie wir das letztlich mit der Gegensensibili-

sierung tun, erreichen Sie nur einen Teil des erwilinschten therapeu-
tischen Effekts.

Herr K.E. THEURER: Hier liegen zwei Prinzipien der Toleranzerzeu-
gung vor: Bei Organprdparaten die Toleranzerzeugung mit dem Anti-
gen und bei der GS die Toleranzerzeugung iUber den Antikorper. Durch
die zeitlich besser abgestimmte Kombination von beiden Methoden
kéonnte man vielleicht eine weitere Verbesserung der Transplantat-
Toleranz erreichen.

Es ist bekannt, daB Geddchtnis-Inhalte nicht so leicht geldscht
werden koénnen. Ahnlich ist es auch bei der Sensibilisierung. Liegt
schon einmal eine Sensibilisierung vor, kann diese nur zurickge-
drangt werden; das immunologische Geddchtnis der Lymphozyten ist
jedoch derart stabil, daB es bei irgendwelchen Reizen immer wieder
durchbricht. Hat erstmal eine Sensibilisierung sattgefunden, wird
man immer wieder desensibilisieren miissen. Wir haben nun mit der
Gegensensibilisierung die Moglichkeit, ganz gezielt die Transplan-
tat-gerichteten Antikdrper zu supprimieren, ohne erwiinschte phyla-

kogene Immunreaktionen zu unterdriicken.

Herr SEIFERT: Ich stimme Ihnen voll zu, méchte auf eines jedoch
noch hinweisen: Das Experiment, das wir bisher noch nicht gemacht
haben, ist die Kombination dieser Gegensensibilisierung und die
Antigen-spezifische Desensibilisierung mit foetaler Rinderhaut. Ich
erwarte, daB die Kombination beider MaBnahmen einen noch besseren
therapeutischen Effekt erbringt.

Herr K.E.THEURER: Wichtig erscheint mir bei der tolerogenen Vor-
behandlung mit Organprdparaten, dal nicht gleich grofe Antigenmen-
gen verabreicht werden, sondern in Art der spezifischen Hyposensi-

bilisierung oder Desensibilisierung die Konzentration und auch die



246

Injektionsabstdnde langsam gesteigert werden.

Bei einer Toleranz-erzeugenden Therapie mit Organprédparaten kommt
es entscheidend auf die Dosis und die richtigen Behandlungsinter-
valle an. Es genligt nicht, konzentrationsmédfig nur in der Low-Zone
Tolerance zu verbleiben, also bei hohen Verdiinnungen, wie wir das
mit den Dilutionen gemacht haben, sondern man mul die Konzentratio
nen schrittweise bis in den Bereich der High-Zone-Tolerance stei-
gern. Es werden heute schon Gramm-Dosen von NEYTUMORIN-SOL i.v.
toleriert, sofern eine Toleranz-erzeugende Vorbehandlung durch-
gefilhrt wurde. Voraussetzung fiir die Moglichkeit der wiederholten
Verabreichung xenogener Eiweifle und Peptide ist die immunologische
Dosierbarkeit zytoplasmatischer Praparate aufgrund des besonderen
Herstellungsverfahrens bei ansteigender Dosierung in kurzen Abstéan
den. Sind die Jjeweiligen Abstande zu lang - mehr als 5 Tage - so

erreichen wir eine unerwiinschte Sensibilisierung.

Dann gibt es noch die Moglichkeit der Schnell-Desensibilisierung.
Hier werden in ganz kurzen Abstdnden, innerhalb von Stunden, wie-
derholt die Konzentration und die Dosis verdoppelt und dadurch das
Immunsystem auf das eingebrachte Antigen unempfindlich gemacht.

Man unterlduft so immunologische Gegenreaktionen des Organismus.



Workshop: Allergien und Autoimmunerkrankungen -
Biologische Alternativen in der Therapie

Leitung: Herr PORCHER und Herr SCHNELLEN

Teilnehmer der Gesprdchsrunde: Herr GILLISSEN, Vorstand der Abt. Medizinische
Mikrobiologie der Med. Universitdt Aachen; Herr KETELSEN, Abt. Pddiatrische
Muskelerkrankungen an der Universitdt Freiburg und dem Max-Planck-Institut,
Freiburg; Herr SEIFERT, Abt. Experimentelle Chirurgie der Allgemeinchirurgie
der Universitdt Kiel; Herr SCHNELLEN, Allergologe Wirttemberg. Bau- und Berufs
genossenschaft; Herr BONNET, Pddiater und Vorsitzender des Berufsverbandes der
Kinderdrzte im Landesverband Baden-Wirttemberg.

Folgende Punkte sollen besprochen werden:

Definition des Begriffes der "Immunopathie";

Beleuchtung der einzelnen immunopathologischen Entgleisungen wie Allergie und
Autoimmunitdt;

Diskussion der klassischen Methoden des bisherigen therapeutischen Arsenals;
biologische Alternativen.

Neben der Molekularbiologie beeinfluBt die Immunbiologie zunehmend die medizi-
nische Forschung. Zahlreiche, in der Praxis nur unvollkommen erkannte und symp
tomatisch behandelte Krankheitsbilder entpuppen sich plétzlich als Immunkrank-
heiten.

Die immunologische Homdostase charakterisiert zundchst einmal die normale im-
munologische Basis und Ausgangslage. Als krankmachender Faktor trdgt das Immun
system erst dann zur Pathogenese bei, wenn die Immunreaktionen qualitativ und
quantitativ verdndert sind. Typische Vertreter der "reinen" Immunkrankheiten

sind die sog. Immundefektkrankheiten, mit denen wir uns heute nicht beschdfti-
gen wollen, dann die allergischen Erkrankungen und Autoimmunkrankheiten, unser
eigentliches Thema im Rahmen dieses Workshops.

Zuerst nun zu unserem ersten Teilthema, der Allergie: Wahrend nun Immunitdt be
deutet, gegen Erkrankung geschiitzt zu sein, ist die Allergie ein ausgesprochen
unangenehmes Phdnomen. Bei Allergikern lésen Substanzen, die sonst als harmlos
gelten, ldstige, ja, u.U. sogar lebensbedrohliche Krankheitssymptome aus. Unge
rahr 10% aller Menschen leiden an Allergien der einen oder anderen Art, und
diese Tendenz ist steigend.
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Der groBte Teil der allergischen Reaktionen wird dem Soforttyp zugeordnet, eine
Zeitlang auch als Reagintyp bezeichnet. Diesen Reaktionstyp bezeichnet man nach
COOMBS und GELL als Typ-I-Reaktion. Nach vorausgegangener Sensibilisierung mit
einem entsprechenden Allergen, beispielsweise Pollen, bilden sich Antikérper,
die der Immunglobulinklasse E (IgE) angehéren. Es ist bekannt, dab Allergiker
als Gruppe wesentlich hohere Serum-IgE-Spiegel aufweisen, als etwa gesunde Pro-
banden. Da jedoch keine einfache lineare Beziehung zwischen IgE-Serum-Spiegel
und Beladung von basophilen und Gewebsmastzellen mit IgE-Antikdrpern besteht,
kann von einem erhéhten IgE-Serum-Spiegel - im Einzelfall - nicht ohne weiteres
auf eine allergische Diathese oder gar eine allergische Erkrankung geschlossen
werden. Trotzdem miBt man der Bindung dieser Reagine nach Kontakt mit dem Aller-
gen an die Mastzelle groBte pathophysiologische Bedeutung bei, werden doch da-
durch pharmakologisch wirksame Substanzen frei wie Histamin, Heparin und Sero-
tonin, die als Ausldser der allergischen Symptomatik gelten.

Die klinisch bedeutungsvollsten Allergien, denen eine Typ-I-Reaktion zugrunde

liegt, sind die Pollinose, die allergische peremiale Rhinitis, das allergische
Bronchialasthma, die Urticaria sowie teilweise Nahrungsmittelallergien und Arz-
neimittel all ergien.

Typ-II-Reaktionen, auch als zytotoxische Reaktionen bezeichnet, spielen u.a.
eine Rolle bei Autoimmunerkrankungen, bei der AbstoBung von Transplantaten und
Schddiqung des blutbildenden Apparates.

Typ-III-Reaktionen, auch als Arthus-Typ bezeichnet, beruhen auf Antigen-Antikér-
per-Komplexen und Typ-IV-Reaktionen schlieBlich liegen sensibilisierte Lympho-
zyten zugrunde. Eine typische allergische Reaktion des Typ IV ist das sog. Kon-
taktekzem, das damit den berufsbedingten Allergien zuzurechnen ist.

Im wesentlichen werden wir es bei den hier zur Debatte stehenden Allergien,
also Heuschnupfen, Nesselausschlag, Asthma bronchiale, Nahrungsmittelallergien
und Kontaktdermatitiden mit Typ-I- sowie Typ-IV-Reaktionen zu tun haben, obgleich
bei der Aktivierung eines allergischen Reaktionstyps alle anderen, wenn auch gra-
duell, wunterschiedlich mitbeteiligt sind.

Die Therapie von Allergien wird in der Regel in zwei Kategorien unterteilt:

1. in eine symptomatische Behandlung;

2. in eine mehr kausal orientierte Behandlung.

Zu den symptomatischen Therapiemethoden zdhlen Antihistaminika, Kortikosteroide

und Cromoglicat.



Trotz beachtlicher Fortschritte i der Entwicklung von Antihistaminika zielt
diese therapeutische Gruppe lediglich auf die Effektorphase der Allergie des
Typs I, also der Mastzelldegranulierung, und erreicht damit nur eine voriiber-
gehende Abschwdchung der Symptomatik. Beim Bronchialasthma wirken Antihistami-
nika praktisch nicht. Ebenso haftet fast allen Wirkstoffen dieser Zusammenset-
zung mehr oder weniger der Nebeneffekt einer unerwinschten Ermidung an.
Kortikosteroide werden in der &rztlichen Praxis wegen ihres oft dramatisch er-
scheinenden Einflusses auf das klinische Beschwerdebild gern und auch hochdo-
siert gegeben. Kortikosteroide sind selbstverstdndlich indiziert in Notfall-
Situationen, so beispielsweise beim Status asthmaticus. In hohen Dosen und iber
lingere Zeit angewandt allerdings, koénnen Kortikosteroide in ihren Nebenwir-
kungen ebenso problematisch sein wie der Zustand, den sie behandeln sollen.
Wegen der ausgeprdgten Nebenwirkungen, insbesondere einer Langzeitmedikation,
sollte deshalb auf einen systemischen, ldnger dauernden Einsatz, wenn immer,
maoglichst verzichtet werden.

Gegen Pollinose und allergisches Asthma findet neuerdings das Natriumsalz der
Cromoglicinsdure Verwendung. Man schreibt ihm membranabdichtende Eigenschaften
zu. Insbesondere soll diese Substanz den Einstrom von Kalziumionen in eine sti-
mulierte Mastzelle verhindern und damit letztlich die Freigabe der Speicher-
stoffe unterbinden. Das Mittel muB freilich verabreicht werden, ehe sich das
Antigen an die Mastzelle bindet.

Zu den mehr kausal begriindeten Therapiemethoden einer Allergie gehdort die spe-
zifische Hyposensibilisierung mit dem Allergen. Dabei verabreicht man kleine
Mengen des ausldsenden Antigens - sofern man es iberhaupt identifizieren kann -
in ansteigender Dosierung, um das Immunsystem des Patienten zur Bildung von
IgG-Antikorpern zu veranlassen. Das IgG soll sich dann bei einer spdteren Be-
gegnung mit dem Antigen verbinden und so dessen Bindung mit dem IgE auf den
Mastzellen verhindern. Die Desensibilisierung mit dem Allergen wird bei einigen
Pollenarten eingesetzt, die Heuschnupfen hervorrufen. Fir die Erfolgsaussichten
gilt: je kleiner die Zahl der Allergene, desto besser. Begrenzte Erfolge zeigen
sich noch beim Asthma, aber nicht mehr bei Nahrungsmittelallergien oder gar
zellvermittelten allergischen Reaktionen vom Spdttyp. Bescheiden sind die Er-
folgsaussichten auch bei Mehrfachallergien.

Der Nachteil dieser Methode besteht vor allem darin, daB das Allergie ausldsen-
de Agens bekannt sein muB, die Allergen-Testung den Patienten sehr belastet,
diese Methode zeitaufwendig, stéranfdllig und teuer ist, und die Methode
schlieBlich nicht ganz ungefdhrlich ist.
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Der groBte Teil der allergischen Reaktionen wird dem Soforttyp zugeordnet, eine
Zeitlang auch als Reagintyp bezeichnet. Diesen Reaktionstyp bezeichnet man nach
COOMBS und GELL als Typ-I-Reaktion. Nach vorausgegangener Sensibilisierung mit
einem entsprechenden Allergen, beispielsweise Pollen, bilden sich Antikérper,
die der Immunglobulinklasse E (IgE) angehdren. Es ist bekannt, daB Allergiker
als Gruppe wesentlich hohere Serum-IgE-Spiegel aufweisen, als etwa gesunde Pro-
banden. Da jedoch keine einfache lineare Beziehung zwischen IgE-Serum-Spiegel
und Beladung von basophilen und Gewebsmastzellen mit IgE-Antikdrpern besteht,
kann von einem erhéhten IgE-Serum-Spiegel - im Einzelfall - nicht ohne weiteres
auf eine allergische Diathese oder gar eine allergische Erkrankung geschlossen
werden. Trotzdem miBt man der Bindung dieser Reagine nach Kontakt mit dem Aller-
gen an die Mastzelle groBte pathophysiologische Bedeutung bei, werden doch da-
durch pharmakologisch wirksame Substanzen frei wie Histamin, Heparin und Sero-
tonin, die als Ausldoser der allergischen Symptomatik gelten.

Die klinisch bedeutungsvollsten Allergien, denen eine Typ-I-Reaktion zugrunde

liegt, sind die Pollinose, die allergische peremiale Rhinitis, das allergische
Bronchialasthma, die Urticaria sowie teilweise Nahrungsmittelallergien und Arz-
neimittelallergien.

Typ-II-Reaktionen, auch als zytotoxische Reaktionen bezeichnet, spielen u.a.
eine Rolle bei Autoimmunerkrankungen, bei der AbstoBung von Transplantaten und
Schddigung des blutbildenden Apparates.

Typ-III-Reaktionen, auch als Arthus-Typ bezeichnet, beruhen auf Antigen-Antikor-
per-Komplexen und Typ-IV-Reaktionen schlieBlich liegen sensibilisierte Lympho-

zyten zugrunde. Eine typische allergische Reaktion des Typ IV ist das sog. Kon-
taktekzem, das damit den berufsbedingten Allergien zuzurechnen ist.

Im wesentlichen werden wir es bei den hier zur Debatte stehenden Allergien,

also Heuschnupfen, Nesselausschlag, Asthma bronchiale, Nahrungsmittelallergien
und Kontaktdermatitiden mit Typ-I- sowie Typ-IV-Reaktionen zu tun haben, obgleich
bei der Aktivierung eines allergischen Reaktionstyps alle anderen, wenn auch gra-
duell, unterschied!ich mitbeteiligt sind.

Die Therapie von Allergien wird in der Regel in zwei Kategorien unterteilt:

1. in eine symptomatische Behandlung;
2. in eine mehr kausal orientierte Behandlung.

Zu den symptomatischen Therapiemethoden zdhlen Antihistaminika, Kortikosteroide

und Cromoglicat.



Trotz beachtlicher Fortschritte in der Entwicklung von Antihistaminika zielt
diese therapeutische Gruppe lediglich auf die Effektorphase der Allergie des
Typs I, also der Mastzelldegranulierung, und erreicht damit nur eine voriiber-
gehende Abschwdchung der Symptomatik. Beim Bronchialasthma wirken Antihistami-
nika praktisch nicht. Ebenso haftet fast allen Wirkstoffen dieser Zusammenset-
zung mehr oder weniger der Nebeneffekt einer unerwiinschten Ermidung an.
Kortikosteroide werden in der drztlichen Praxis wegen ihres oft dramatisch er-
scheinenden Einflusses auf das klinische Beschwerdebild gern und auch hochdo-
siert gegeben. Kortikosteroide sind selbstverstdndlich indiziert in Notfall-
situationen, so beispielsweise beim Status asthmaticus. In hohen Dosen und iber
lingere Zeit angewandt allerdings, konnen Kortikosteroide in ihren Nebenwir-
kungen ebenso problematisch sein wie der Zustand, den sie behandeln sollen.
Wegen der ausgeprdgten Nebenwirkungen, insbesondere einer Langzeitmedikation,
sollte deshalb auf einen systemischen, ldnger dauernden Einsatz, wenn immer,
moglichst verzichtet werden.

Gegen Pollinose und allergisches Asthma findet neuerdings das Natriumsalz der
Cromoglicinsdure Verwendung. Man schreibt ihm membranabdichtende Eigenschaften
zu. Insbesondere soll diese Substanz den Einstrom von Kalziumionen in eine sti-
nulierte Mastzelle verhindern und damit letztlich die Freigabe der Speicher-
stoffe unterbinden. Das Mittel muB freilich verabreicht werden, ehe sich das
Antigen an die Mastzelle bindet.

Zu den mehr kausal begriindeten Therapiemethoden einer Allergie gehért die spe-
zifische Hyposensibilisierung mit dem Allergen. Dabei verabreicht man kleine
Mengen des ausldsenden Antigens - sofern man es i{berhaupt identifizieren kann -
in ansteigender Dosierung, um das Immunsystem des Patienten zur Bildung von
IgG-Antikérpern zu veranlassen. Das IgG soll sich dann bei einer spdteren Be-
gegnung mit dem Antigen verbinden und so dessen Bindung mit dem IgE auf den
Mastzellen verhindern. Die Desensibilisierung mit dem Allergen wird bei einigen
Pollenarten eingesetzt, die Heuschnupfen hervorrufen. Fir die Erfolgsaussichten
gilt: je kleiner die Zahl der Allergene, desto besser. Begrenzte Erfolge zeigen
sich noch beim Asthma, aber nicht mehr bei Nahrungsmittelallergien oder gar
zellvermittelten allergischen Reaktionen vom Spdttyp. Bescheiden sind die Er-
folgsaussichten auch bei Mehrfachallergien.

Der Nachteil dieser Methode besteht vor allem darin, daB das Allergie ausldsen-
de Agens bekannt sein muB, die Allergen-Testung den Patienten sehr belastet,
diese Methode zeitaufwendig, stéranfdllig und teuer ist, und die Methode
schlieBlich nicht ganz ungefdhrlich ist.
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Aus all diesen Griinden betrachten inzwischen viele Arzte die spezifische Hypo-
sensibilisierung mit einiger Zurickhaltung.

Eine biologische Alternative zu den bisherigen Konzepten bietet die Gegensensi-
bilisierung, eine modifizierte Eigenblutbehandlung nach Prof. THEURER. Die Ge-
gensensibilisierung hat gegeniiber der symptomatischen Therapie mit Kortikoste-
roiden und der Antigen-spezifischen Desensibilisierung folgende diagnostische

und therapeutische Vorteile:

1. Eine spezifische Austestung ist nicht nétig, da nicht das Allergen, sondern
die im Patientenblut, -plasma oder -serum enthaltenen krankmachenden Faktoren
des Patienten selbst zur Desensibilisierung benutzt werden.

2. Die Gegensensibilisierung wirkt gegen alle Arten von Sensibilisierungen;
selbst unspezifische und gemischte Allergien werden auf diese Weise erfaBt.
Und schlieBlich

3. Gefahrenmomente, die der spezifischen Desensibilisierung anhaften, entfallen

Zur Beeinflussung der Hyperreagibilitdt des Immunsystems empfehlen sich noch
Thymushormon enthaltende Prdparate wie NEYTHYMUN und NEYDESIB. Ihre biologisch
immunsuppressive Wirkung entfalten sie mit aller Wahrscheinlichkeit iber die
Stimulierung der T-Suppressorzellen, die einen entscheidenden Einfluf auf sédmt-
liche Phasen der Immunreaktion haben.

Herr BONNET, Sie haben sowohl mit der klassischen Hyposensibilisierung, als
auch mit Glukokortikoiden und anderen symptomatisch wirkenden Arzneimitteln,
ebenso wie mit der Gegensensibilisierung Erfahrungen sammeln kénnen. Wie beur-
teilen Sie den Stellenwert der einzelnen Therapiemethoden in der Pddiatrie?

Herr BONNET: Allergische Erkrankungen bei Kindern kommen wahrscheinlich weit
hdufiger vor als allgemein angenommen wird. Auch bei mir hat sich im Laufe der
Zeit gezeigt, daB bei Kindern mit immer wiederkehrendem Schnupfen, ohne direk-
ten Bezug zur Pollensaison, mit chronischen Sinusitiden oder mit hartnidckigem
Tubenmittelohrkatarrh oftmals jeweils eine Allergie ursdchlich vorlag. Die je-
weiligen Krankheitsbilder sind ja geldufig: Conjunctivits, Rhinitis und Asthma.

Natiirlich sind im Notfall Kortikosteroide immer wieder angezeigt, keinesfalls
jedoch als Dauertherapie.

Als Bereicherung in der Behandlung von Allergien empfinde ich die Cromoglicin-
sdure und deren Derivate. Es ist oftmals so, daB viele Patienten Cromoglicin-
sdure als iberbrickungstherapie bendtigen, bis andere MaBnahmen wirksam gewor-

den sind.
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Was meine Erfahrungen auf dem Gebiet der spezifischen Hyposensibilisierung an-
belangt, so war ich zundchst natiirlich auch euphorisch, als mehr oder weniger
definierte Allergenextrakte auf breiter Basis propagiert wurden. Meine Erfah-
rungen bei Kindern, besonders bei Mehrfachallergikern, waren allerdings die,
daB nach einer dreijdhrigen durchgehenden Behandlung trotzdem wieder neue
allergische Symptome aufgetreten sind. Bei einer gewissenhaften Nachtestung

in Zusammenarbeit mit der Unikinderklinik in Tidbingen hat sich dann gezeigt,
daB fir die neuen Beschwerden tatsdchlich neue Allergene relevant geworden sind.
So habe ich eine ganze Anzahl von Patienten, die ich iber drei Jahre hinweg

mit dieser Therapie "geplagt" habe, trotzdem immer noch in Behandlung.

Anders war das bei Monoallergien, z.B. bei Allergien auf einen einzigen Schim-
melpilz oder bei Hausstaubmi lbenallergie. Dort geniigt meist eine konsequente
einmalige Behandlung, um den Patienten beschwerdefrei zu bekommen. Bei multi-
plen Allergenen allerdings bin ich damit nicht weitergekommen.

Bei der Allergentestung habe ich oftmals positive Reaktionen festgestellt, so-
wohl auf Roggen, Weizen, Hafer, Gerste und auch noch Mais. Diese Befunde gaben
wir weiter und erhielten vom Werk die fertigen Hyposensibilisierungskuren zu-

geschickt. Erst spdter hat mich ein Kollege vom Olga-Hospital in Stuttgart dar-
iber informiert, dad beim Getreide eigentlich nur der Roggen relevant ist, weil
er ein Windbestduber ist und andere Getreidesorten iiberhaupt nicht in die Lé-
sung hineingenommen werden miBten.

Als Erweiterung meiner Therapie bei atopischen Erkrankungen fihrte ich ab 1977
die zytoplasmatische Therapie und die Gegensensibilisierung in das Spektrum
meiner BehandlungsmaBnahmen ein. Seit drei Jahren stehen diese Methoden in dem
Mittelpunkt meiner therapeutischen Bemihungen bei Asthma, Pollinose, allergisch
bedingten Sinubronchitiden, Rhinitiden und bei atopischer Dermatitis. Die z.T.
iberraschend guten Therapieerfolge wurden ab 1979 dokumentiert. Mittlerweile
wurden 375 Patienten mit der zytoplasmatischen Therapie und den Methoden der
Serum-Desensibilisierung behandelt. Bei 239 Patienten wurde die Behandlung mit
folgendem, in Tab. 1 dargestellten Ergebnis, behandelt.

So viel zundchst einmal zu meiner praktischen Erfahrung.
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Tab., 1: Statistische Auswertung der zytoplasmatischen Therapie und GS

Krankheit Erfolg Anzahl | GS D/L D/L/GS | D/L/ D/T
g GS/T
81 19 18 35 8 1
sehr gut 50 9 1" 23 6 1
Pollinose gut 21 5 7 7 2
Rbhinitis masig 7 4 3
erfoiglos 3 1 2
54 16 5 26 5 2
sehrgut |29 10 3 10 4 2
i gut 19 4 2 12 1
A masig 5 1 4
erfoigios 1 1
24 3 4 13 2 2
sehr gut 14 1 2 8 1 2
Infekte gut 7 1 2 3 1
Sinusitiden | maBig 3 1 2
erfolglos
1 3 8
sehr gut 4 1 3
Atopische | qut 3 2 1
Dermatitis | maBig 3 3
eroiglos 1 1
Krankheit Erfolg Anzahl D/L D/L/THP
10 1 10
sehr gut 1 2
Hamwegs- | gut 5
infekte .méBig 2
erfolglos 1

§ = Gegensensibilisierung
D = Dilutionen

T = Trockensubstanzen

L = Linguale

AUDITORIUM: Wie oft missen Sie eine Gegensensibilisierung durchfihren, ehe
sich der Erfolg einstellt?

Herr BONNET: In der Regel einmal, in wenigen Fédllen zweimal. Ich kdnnte mir
aber vorstellen, daB man bei Allergikern, die iiber das ganze Jahr hinweg auf
die ersten Friihbliiher bis zu den letzten Spitbliihern allergisch reagieren, m
licherweise auch drei Gegensensibilisierungskuren durchfiihren muB. Dieses Vor-
gehen ist durchaus verstdndlich, wenn man weiB, daB ein Patient einmal auf Bir-
ke, dann auf HaselnuB und schlieBlich spdter noch einmal im Jahr auf irgend-
einen anderen Windbestduber allergisch reagiert. In diesen Fdllen verwendet mn
dann die erste Stammldsung vom Frithjahr, mischt diese mit der zweiten vom Herbst
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und erhdlt so eine Misch-Gegensensibilisierung, die ein wesentlich breiteres
Allergenspektrum abdeckt. Sie konnen einfach nicht erwarten, dad die Reagine
des Frihjahrs noch im Herbst im Blut sind oder umgekehrt.

Herr PORCHER: Laut Herstellerangaben muB auch eine klassische Hyposensibili-
sierungskur mit dem Allergen mindestens ein Jahr lang durchgefiihrt werden. Im
allgemeinen ist sogar eine Hyposensibilisierungszeit von zwei bis drei Jahren
notwendig.

Frau GRAF: In der Regel muB ich zwei- bis dreimal gegensensibilisieren. In
diesem Jahr hatten wir allerdings einige Rezidive. Wahrscheinlich hing dies
nit dem verzdgerten Frihjahr und dem vorgezogenen Sommer zusammen, wodurch
sich die Pollenkonzentration offensichtlich erhohte.

Herr SCHNELLEN: Rezidive nach einer Gegensensibilisierung gibt es nicht! Das
sind Neuerkrankungen! Dieser Sachverhalt ist eigentlich auch verstdndlich. Ein
Mensch mit einer Disposition zur Abwehrschwdche kann natiirlich nach einer Ge-
gensensibilisierung immer wieder neu allergisiert werden. Er kann sich sogar
wahrend einer Gegensensibilisierungskur gegen andere Stoffe sensibilisieren.
Diese konnen aber dann bei einer erneuten Blutabnahme wieder miterfaBt werden.
Darin besteht ja der grundlegende Unterschied zwischen einer Hyposensibilisierung
und einer Gegensensibilisierung. Bei der Hyposensibilisierung desensibilisiert
man nur gegen das ausgetestete Allergen. Bei der Gegensensibilsierung desensi-
bilisiert man gegen sdmtliche, sich im Blut des Menschen enthaltenen pathogenen
Faktoren. Nur eines kann man mit der Gegensensibilisierung natiirlich auch nicht:
Man kann die Disposition zur Allergie, die Abwehrlage nicht verdndern. Hier sind
Organ-Dilutionen angezeigt, wu.a. NEYTHYMUN und NEYDESIB, die korrigierend auf
das Immunsystem einwirken. Was man bei der Hyposensibilisierung vor allem nicht
erfaBt - und das ist mein besonderes Anliegen - man erfaBt nicht die Bruchstiicke
und nicht die Nahrungsmittelallergene. Man kann davon ausgehen, daB bei einer
Pollinose nicht nur das intakte Polleneiweid allergisierend wirkt, sondern schon
daraus fraktionierte Molekiile. Beispielsweise enthdlt ein EiweiBmolekil mit
einem Molekulargewicht von 700.000 schon eine Vielzahl von Allergenen. Bereits
bei einem Molekulargewicht ab 4.000 besteht die Méglichkeit der Allergisierung.
Bei der Hyposensibilisierung erfassen wir nun nur jene Prozesse, die ausgetestet
wurden, bei der Gegensensibilisierung erfassen wir praktisch alles.

AUDITORIUM: Zu welchem Zeitpunkt muB Blut fir die Herstellung einer Gegensen-
sibilisierung entnommen werden?

Herr PORCHER: Das Blut sollte auf dem Héhepunkt der Erkrankung abgenommen
werden, insbesondere auch noch vor Beginn jeglicher symptomatischer Medikation,
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weil zu diesem Zeitpunkt der hdchste krankheitsspezifische Antikdrpertiter zu
ervarten ist. Bei akuten Allergien ist die Blutabnahme deshalb in der Phase der
Eosinophilie durchzufiihren, bei chronischen Erkrankungen im akuten Schub. Bei
saisonalen Pollenallergien sollte man zu dem jeweiligen Zeitpunkt eine neue'
Stammldsung herstellen, um eine eventuelle Fluktuation des AlIlergenspektrums
therapeutisch zu integrieren.

AUDITORIUM: Wie geht man bei der Gegensensibilisierung praktisch vor?

-12
Herr BONNET: Von der hdchsten Verdiinnungsstufe (10 ) werden mittels einer
Tuberkulinspritze und einer sehr dinnen Kaniile 0,2 ml paravertebral intrakutan
in Form von 4 Quaddeln injiziert. Im Abstand von 1 - 3 Tagen werden dann 0,4 nl

derselben Konzentration, das entspricht also 8 Quaddeln, injiziert, sodann
0,2 ml der Konzentration 10~'", danach 0,4 ml von 10 !° usw. bis zur Stirke

10 . Bei lokalen Reaktionen in Art einer Rétung an den Injektionsstellen oder
bei Zunahme der Beschwerden geht man eine oder mehrere Stufen zurick und erhéht
erst wieder, wenn die Dosen reaktionslos vertragen wurden.

Neben den Quaddeln kann die Gegensensibilisierung ibrigens auch intranasal, per-
lingual oder - was sich sehr gut bewdhrt hat - als Inhalation iber einen Mikro-
inhalator verabreicht werden. Die Behandlung wird bis zum Abklingen der Be-
schwerden durchgefihrt und dauert in der Regel 6-12 Wochen. Bei erneuten Be-
schwerden wird sie wiederholt. Wie Herr SCHNELLEN schon erwdhnte, wird durch
die Gegensensibilisierung die Disposition des Organismus zu atopischen Reak-
tionen nicht beeinfluBt. Diese Disposition kann jedoch durch zytoplasmatische
Prdparate normalisiert werden.

Herr SEIFERT: Ich mdchte nochmals auf die rege gefiihrte Diskussion zuriickkom-
men, weshalb einige Patienten auf eine dauernde Gegensensibilisierung angewie-
sen sind.

Sie dirfen nicht vergessen, daB diese Patienten krank sind, krank in dem Sinne,
daB ihr Immunsystem {iberschieBend auf den Kontakt mit Antigenen reagiert. Wenn
Sie also gegen ein Antigen oder eine Vielzahl von Antigenen in einem Jahr oder
in einer Saison erfolgreich gegensensibilisiert haben, ist noch lange nicht
sichergestellt, daB Sie ihn damit fir immer geheilt haben. Im nédchsten Jahr
kann er ohne weiteres gegen andere Allergene reagieren, weil er im Prinzip ja
immer noch krank ist. Er hat zwar seinen Anti-Antikdrper gegen einen Autoimmun-
Antikérper oder gegen Reagin gebildet, ist aber nur gegen ganz bestimmte Anti-
gene geschiitzt.

Herr GILLISSEN: Wenn wir von einer Gegensensibilisierung sprechen, so benutzen
wir doch das Blutserum des Patienten, das auf dem Hohepunkt der Erkrankung ab-
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genommen wurde. Betrachten wir einmal die humorale Seite des Geschehens, so
kann man davon ausgehen, daB hier eine groBe Anzahl von Antikérpern in einer
ganz bestimmten Spezifitdt vorhanden sind. Das ist entscheidend! Rein theore-
tisch kann das Verfahren nur wirksam sein, wenn wir antiidiotypische Antikdrper
induzieren - und in diese Richtung geht es ja wohl auch - und wir deshalb zum
Zeitpunkt der Blutentnahme bei einem Allergiker oder an einer Autoimmunerkran-
kung leidenden Patienten einen besonders hohen Spiegel von Antikérpern einer
ganz bestimmten Spezifitdt haben. Alles andere wdre unspezifisch, was die indi-
viduelle Krankheit des Patienten anbelangt.

Eine andere Moglichkeit wdre natiirlich noch, inwieweit die Gegensensibilisierung
auch einen unspezifischen EinfluB auf die absolute und relative Zahl von T-Sup-
pressorzellen ausiibt. Diese Relation Helferzellen zu Suppressorzellen spielt
vielleicht eine sehr wesentliche Rolle, gerade bei der zelluldren Immunitdt.

Herr PORCHER: Unabhdngig davon, welche Mechanismen der Gegensensibilisierung
letztlich zugrunde liegen, fir den Praktiker entscheidend ist natiirlich immer:
wirkt eine Therapie oder wirkt sie nicht. DaB es sich bei den Wirkmechanismen
der Gegensensibilisierung - um wieder darauf zuriickzukommen - in erster Linie
um Induktionen von antiidiotypischen Antikdrpern handelt, konnte Herr SEIFERT
seinerzeit noch am Institut fir experimentelle Chirurgie zusammen mit Herrn
BRENDEL, Miinchen, belegen. In Transplantationsexperimenten konnte der Nachweis
einer Induktion von Gegenantikdrpern gegen Transplantat gerichtete Antikdrper
gefihrt werden. Der Anti-Idiotyp-Netzwerk-Theorie in Zusammenhang mit der Ge-
gensensibilisierung kommt deshalb eine sehr hohe Beweiskraft zu. Auf der ande-
ren Seite wirken unsere Thymusprdparate - je nachdem, welche Effekte Sie er-
reichen wollen, ob nun immunsuppressiv oder immunstimulierend - mehr oder weni-
ger spezifisch auf die Relation der Helferzellen zu den Suppressorzellen. Auch
mit diesen Organ-Dilutionen haben wir deshalb eine sehr elegante Mdglichkeit,
in entgleiste Immunprozesse einzugreifen.

AUDITORIUM: Herr SCHNELLEN, Sie prdgten in einer Ihrer letzten Arbeiten den
Begriff der "Blind-Desensibilisierung". Was verstehen Sie darunter?

Herr SCHNELLEN: Unter "Blind-Desensibilisierung" verstehe ich, dal es bei der
Anwendung der Gegensensibilisierung - im Gegensatz zu der klassischen Hyposen-
sibilisierung mit dem Antigen - nicht der spezifischen Austestung von Allerge-
nen bedarf, da die krankmachenden Faktoren des Patienten selbst zur Desensibi-
lisierung benutzt werden.

Herr PORCHER: Darf ich Ihre Definition, Herr SCHNELLEN, als SchluBkommentar
fir den Themenkomplex "Allergie" auffassen und auf das Gebiet der Autoimmun-
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erkrankungen iiberleiten? Auch hier sollen zundchst einmal theoretische Bemer-
kungen iber die Pathogenese von Autoimmunerkrankungen vorangestellt werden.

In der Regel besitzt der Organismus gegeniiber seinen eigenen Antigenen eine
natiirliche Toleranz. Eine Autoaggression diirfte eigentlich nicht eintreten.
Paul EHRLICH prédgte dafir auch den Begriff "horror autotoxicus". Normalerweise
verfiigt das Immunsystem iiber zahlreiche "Sicherungen", daB es nicht zu einer
Autoaggression kommen kann. Das Problem einer Autoimmunerkrankung, quasi einenm
"Biirgerkrieg" im Organismus, stellt sich eigentlich erst dann, wenn das Immun-
system aufgrund ganz bestimmter exogener oder endogener Konstellationen korper-
eigenes Gewebe angreift. Verschiedene ausldsende Faktoren kommen in die engere
Wahl, Autoimmunprozesse zu beginstigen oder gar zu induzieren:

- Einige Korperzellen und kérpereigene Substanzen sind beispielsweise aufgrund
anatomischer Barrieren vom Immunsystem isoliert. Wéhrend der Ontogenese
bestand keine Gelegenheit, mit immunkompetenten Zellen in Kontakt zu kommen,
so daB sich auch keine Immuntoleranz entwickeln konnte. Spermatozoen, Augen-
linse und das Thyreoglobulin gehdren in diese Gruppe. Kommen derartige Pro-
teine oder Zellen in Kontakt, erscheinen diese biologischen Verbindungen
oder Strukturen fir das Immunsystem als korperfremd. Die Folge ist eine Au-
toaggression mit der Tendenz zur Zerstdrung korpereigenen Gewebes. Dieser
Prozel lduft meist in Art eines Circulus vitiosus ab.

- Autoaggressionsprozesse konnen aber auch dadurch in Gang kommen, daB kdérper-
eigene Substanzen gewissermaBen chemisch und physikochemisch, sei es durch
Chemikalien aus der Umwelt, Arzneimittel, Toxine, ionisierende Strahlen,
leicht verfremdet werden, so daB sie vom Immunsystem ebenfalls in die Kate-
gorie "fremd" eingestuft werden.

- Auch strukturelle Ahnlichkeiten zwischen Bakterien und EiweiBkérpern oder
Zellen des menschlichen Wirtsorganismus konnen die Ursache von Autoimmun-
krankheiten sein. So kommen beispielsweise bestimmte Streptokokken vor,
die mit menschlichen Geweben wie Herzgewebe oder Nierengewebe kreuzreagieren
konnen.

- Auch Viren sind theoretisch fdhig, Autoimmunerkrankungen auszuldsen, indem
sie Zellen transformieren kdénnen mit neuen Membraneigenschaften und damit
moglicherweise korperfremden Strukturen.

- Und schlieBlich konnen autoimmunologische Prozesse im Alter einfach durch
Verschleif und Denaturierung korpereigener Stoffe ausgeldst werden.



Es ist zweckmdBig, die menschlichen Autoimmunkrankheiten in zwei Hauptgruppen
zu unterteilen:

1. in solche, bei denen vornehmlich ein Organ betroffen ist, die sogenannten
organlokalisierten Autoimmunerkrankungen,

2. in solche, bei denen sich der KrankheitsprozeB auf viele Gewebe erstreckt,
insbesondere Lunge, Niere und Gelenke; diese werden als systemische Auto-
immunerkrankungen bezeichnet.

In ihrer Genese als organlokalisierte Autoaggression gesichert, gelten heute
die Immunthyreoiditis, die sympathische Ophthalmie und die chronisch-aggressive
Hepatitis. Als rein systemische Autoimmunerkrankung gilt die autoimmunhédmoly-
tische Andmie, die Autoimmungranulozytopenie, die Autoimmunthrombozytopenie.
Der Lupus erythematodes visceralis disseminatus zeigt sich sowohl als organ-
lokalisierte, als auch systemische Autoimmunerkrankung.

Die Myasthenia gravis konnte dank der Arbeitsgruppe um WEKERLE und KETELSEN

vom Max-Planck-Institut in Freiburg mittlerweile eindeutig den Autoimmuner-
krankungen zugeordnet werden. Die Myasthenia gravis ist als eine durch Rezeptor-
antikdrper verursachte Erkrankung ein Sonderfall einer zytotoxischen Autoimmu-
nitdtsreaktion. Bei der Myasthenia gravis reagiert ein spezifischer Antikdrper,
mit dem Acethylcholinrezeptor in der Muskulatur und blockiert so die funktio-
nelle Stimulation der Muskelzelle. Beim jugendlichen Diabetiker findet man {bri-
gens eine &dhnliche Konstellation, in dem Autoantikdrper gegen die Inselzellen
der Bauchspeicheldriise nachgewiesen werden kdénnen. Auch die primdr-chronische
Polyarthritis ist mittlerweile mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit den Autoimmun-
erkrankungen zuzuordnen. Vermutet, aber noch nicht sicher einzuordnen sind das
rheumatische Fieber, die rheumatische Myokarditis, das Sjégren-Syndrom, das
Felty-Syndrom, die Panarteriitis nodosa sowie organlokalisiert, der idiopathi-
sche Morbus Addison. So weit zur Atiopathogenese und Einordnung von Autoimmun-
erkrankungen.

AUDITORIUM: Welche Therapiemethoden stehen in der Klinik bei Autoimmunerkran-
kungen im Vordergrund?

Herr SEIFERT: Ich bin zwar kein Kliniker, habe aber "iber ldngere Zeit Auto-
immunerkrankungen behandelt. Die Therapie variiert derzeit wenig. Aus einem
breiten Spektrum immunsuppressiv wirkender Substanzen hat fiir die klinische
Praxis eigentlich nur eine kleine Anzahl praktische Bedeutung erlangt, Steroide,
Iytostatika, Alkylanzien, Antimetabolite, Antirheumatika und das Antilympho-
zytenglobul in. Es gibt natiirlich nicht wenige Nachteile, die diese immunsup-



pressiven Medikamente haben. Ein wesentlicher Nachteil ist sicher die gestérte
Infektabwehr. Bedingt durch die fehlende Selektivitdt dieser Immunsuppressiva
kommt es nédmlich zu einer generellen Schwdchung der natirlichen humoralen und
zelluldren Abwehrmechanismen mit allen daraus ableitbaren Folgen.

Vergleicht man diese Nachteile der klassischen Immunsuppressiva mit den nahezu
nebenwirkungsfreien Methoden der Gegensensibilisierung oder zytoplasmatischen
Therapie, und sieht man den Patienten nicht nur als Objekt im Krankenhaus, son-
dern in seiner ganzen Schicksalshaftigkeit, dann kann man sicher von einem er-
heblichen Fortschritt sprechen, der mit der Gegensensibilisierung und der zyto-
plasmatischen Therapie eingeleitet wurde. Gegeniilber der herkdémmlichen Universi-
tdtsmedizin missen diese Methoden allerdings nunmehr auf eine statistisch ge-
sicherte Grundlage gestellt werden. Ich méchte deshalb anregen, iber diese
Therapiearten kontrollierte Studien durchzufihren.

Herr PORCHER: Kontrollierte Studien erfordern Zeit und die Offnung und Mitar-
beit der Kliniken. Bisher haben wir bei verschiedensten Indikationen, so bei
hirnorganischen Stdrungen, Cataracta senilis, degenerativen Gelenkerkrankungen,
Polyarthritiden und Tumoren kontrollierte, klinische Doppelblindstudien durch-
gefithrt. Bei weiteren Indikationen, so auch beim Asthma bronchiale, sind Studien
in die Wege geleitet worden, die innerhalb der ndchsten Jahre abgeschlossen
sind und zur Auswertung anstehen.

Herr GEESING: Welchen Stellenwert nimmt nun das IgE bei der Allergie ein, und
welche Kriterien weisen auf eine Autoimmunerkrankung hin?

Herr PORCHER: Der IgE-Spiegel korreliert nicht unbedingt mit den allergischen
Erscheinungen. Die IgE-Spiegel konnen deshalb nur als richtunggebender Hinweis
im Rahmen einer Gesamtdiagnostik gesehen werden. Parameter fiir eine Autoimmun-
erkrankung sind Autoantikdrper gegen eine oder mehrere Arten von Geweben, Immun-
globulin-Konzentrationen, die oberhalb der Norm liegen, Nachweis von Lymphozyten
und Plasmazellen in den betroffenen Geweben, die Besserung des Zustandes des
Patienten, sobald er mit Immunsuppressiva behandelt wird und meist auch eine
Familienanamnese.

AUDITORIUM: Wie behandle ich eine chronische Polyarthritis? Ist hier nur das
Hydrolysat indiziert oder auch die Gegensensibilisierung?

Herr PORCHER: Bei der pcP empfiehlt sich - wie Sie es aus dem Vortrag von
Herrn HOFFMANN entnehmen konnten - einmal die Gegensensibilisierung zur Zuriick-
dréngung pathologischer Antikérper, parallel hierzu oder auch anschlieBend das
Hydrolysat zur Neutralisation freiliegender Autoantigene, NEYDESIB und NEYTHYMUN



zur schonenden biologischen Immunsuppression und abschlieBend zur Regeneration
des geschddigten Gewebes NEYARTHROS und NEYCHONDRIN.

AUDITORIUM: Eine andere Frage ergibt sich, wenn Patienten kommen, die schon
auf Kortikoide eingestellt sind, seien diese nun Asthmatiker oder Pol linotiker.
Wieviel Zeit muB verstreichen, bis Blut fiir eine Gegensensibilisierung sinn-
vollerweise entnommen werden kann? Durch die Kortikoide wird ja die Bildung
von Antikdérpern unterdriickt. Fir die Gegensensibilisierung ist es jedoch win-
schenswert, moéglichst viele Antikérper in der Serumprobe zu haben.

Herr BONNET: Es ist schon eine ziemliche Klippe, die man hier umschiffen muf,
will man die Medikamente abbauen, iiberbriickungsweise konnen Sie hier mit Cromo-
glicinsdure arbeiten. Pollinotiker konnen Sie auch vier Wochen in eine Region

schicken, in der andere Pollen dominieren, auf die er nicht gerade allergisch

reagiert. Danach sind die Kortison-Spiegel in der Regel so weit abgebaut, dab

man beim Auftreten neuer Symptome ohne weiteres Blut fiir die Herstellung einer
Gegensensibilisierung abnehmen kann.

Herr SCHNELLEN: Vier Wochen nmiissen meiner Erfahrung nach mindestens verstrei-
chen, ehe man den immunsuppressiven Effekt von Kortikosteroiden iiberwunden hat.

Herr PORCHER: Immunsuppressive MaBnahmen fihren dazu, daB die pathogenen Anti-
korper so weit reduziert werden, daB sie nicht mehr fir die therapeutische
Nutzung in Form der Gegensensibilisierung ausreichen. In der Phase des "Aus-
schleichens" empfiehlt sich NEYNORMIN "N". Dieses Prdparat enthdlt Glukokorti-
koide in subpharmakologischer Dosis, unter Ausniitzung des Organtropismus zyto-
plasmatischer Prédparate.

AUDITORIUM: Wie gehe ich beim Status asthmaticus vor?

Herr SCHNELLEN: Der Status asthmaticus ist ein wichtiges Indikationsgebiet
fir Kortikosteroide. In schweren Fdllen ist die Anwendung gleichzeitig mit
Sympathikomimetika und Theophyllin-Derivaten indiziert.

AUDITORIUM: Kann ich trotzdem gleichzeitig mit der Gegensensibilisierung be-
ginnen oder muB ich abwarten, bis das Kortison abgeklungen ist?

Herr BONNET: Setzen Sie beim akuten Status asthmaticus Kortison ein, so nehmen
Sie nach Moglichkeit vorher das Blut ab. Ich hdnge dabei den Patienten an den
Tropf, nehme das Blut ab, lasse die Infusion laufen und spritze dann Kortison
und Euphyllin und anschlieBend Bricanyl. Bis dann die Gegensensibilisierung
hergestellt ist, vergehen sowieso einige Tage. Die Gegensensibilisierung starte
ich dann etwa zwei Wochen spéter.
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AUDITORIUM: Mit der Gegensensibilisierung erfaBt man die krankheitsbezogenen
Antikérper. MiterfaBt werden doch sicher auch andere Immunglobuline, die wir
stindig im Blut haben. Stellt sich dadurch nicht das Problem einer unspezi-
fischen Immunsuppression?

Herr PORCHER: Das ist eine sehr gute Frage! In der akuten Phase, in der wir

das Blut abnehmen, erfassen wir einen hohen Prozentsatz an "pathogenen" Immun-
globulinen, die im Krankheitsgeschehen relativ gesehen dominieren. Obgleich

es nicht beabsichtigt ist, phylakogene Immunglobuline zu unterdriicken, kénnte
doch eine gelinde Immunsuppression eintreten. Wir empfehlen deshalb, bei aku-
ten Erkrankungen, insbesondere bei bakteriellen Erkrankungen, die Gegensensi-
bilisierung unter Antibiotikaschutz durchzufihren. Die Anwesenheit des Infekt-
Antigens verhindert aber z.T. auch die Suppression der entsprechenden Antikdrper

Betrachten wir jetzt einmal ein Hyperimmunglobulin gegen irgendwelche Toxine,

so betrdgt der wirksame, gegen das Toxin gerichtete Anteil 1 % oder noch weni-
ger. 99 % des Hyperimmunglobulins bestehen aus Immunglobulinen verschiedenster
Spezifitdt. Und trotzdem wird das Hyperimmunglobulin nach den spezifischen An-
tikérpern definiert, &hnlich verhdlt es sich auch bei der Gegensensibilisierung,
die sich in erster Linie auf die Reagine oder Autoantikérper stiitzt

AUDITORIUM: Der Organismus wird ja nicht so ohne weiteres Autoantikdrper er-
zeugen. Zu einer Autoimmunerkrankung kommt es nur, wenn irgendwelche Gewebsteile
oder Antigene verfremdet wurden, beispielsweise bei der Thyreoidea, wenn etwa
durch eine Entziindung das Thyreoglobulin verdndert wurde. Das Immunsystem greift
in diesem Fall dieses verdnderte Protein an, es kommt zu einer Autoimmunerkran-
kung. Im Falle eines lokalisierten Autoimmunprozesses kommt es sicher in erster
Linie darauf an, die lokale Verdnderung zu eliminieren. Handelt es sich nicht

um eine organspezifische Autoimmune