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Vorwort

Die Organo- und Immunotherapie ist eine biomimetisch-dynamische
Therapie, die den jeweiligen physiologischen Erfordernissen des
Organismus angepabt wird. Sie wirkt nach dem Prinzip der molekula

ren Regeneration und Selbstheilung und nicht nach dem Prinzip der

chemischen Blockade.

Biomimetik bedeutet Imitation der im Organismus natiirlich vorkom-
menden Metabolite, Enzyme, Hormone, Regulationsstoffe, Transmitte
und Induktoren, die beim chronischen bzw. akuten Krankheitsgesche
hen nicht mehr ausreichend synthetisiert werden. Die Organo- und
Immunotherapie verwendet in diesem Sinne physiologische, zellulé&-
re Wirkstoffe, isoliert aus Geweben dem Menschen phylogenetisch

nahestehender Tierspezies.

Im Grunde genommen ist der Organismus nicht flir synthetische, che
mische Wirkstoffe geriistet. Am Anfang war der Rezeptor, erst dann
kam das Arzneimittel. Die Pharmaindustrie jedenfalls hat die Re-
zeptoren nicht erfunden. Das bedeutet: Rezeptoren sind von Natur
aus fiir korpereigene oder korperdhnliche Regulationsstoffe und Me
diatoren geschaffen und nicht fir Chemopharmaka. Die Wirksamkeit
von Chemopharmaka beruht lediglich auf der Ahnlichkeit mit gewis-
sen Strukturkomponenten natlirlicher Hormone und Gewebsfaktoren.
Morphin beispielsweise wirkt nur deshalb so beeindruckend analge-
tisierend, weil dieses Molekiil in seinen entscheidenden molekula-
ren Strukturen unserem kdrpereigenen "Do-it-yourself-Kit" fir
Schmerzbekampfung, den endogenen Opioiden (Endorphinen), weitge-

hend gleicht:

Zieht die moderne Medizin aus diesen neuen Erkenntnissen iber-
haupt Konsequenzen? Verwendet sie biologische Faktoren, Wirkstof-
fe, die - ohne zu schddigen - in den komplexen Stoffwechselablauf

des Organismus integriert werden konnen? Die Organo- und Immuno-
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therapie verwendet deshalb biomimetisch wirkende =zelluldre Wirk-

stoffe und kommt damit einer kausalen Therapie sehr nahe.

Stuttgart, September 1980

A ;
/M_—-—\_g

By. H. cher Prof. Dr. K. Theurer
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Selbstorganisation biologischer Strukturen

K.C. HOLMES

Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung,

Heidelberg

In der Biologie wird man mit einem UberschuB von Formen konfron-
tiert. Wegen unseres begrenzten Verstdndnisses sind wir stark auf
Ordnungsprinzipien angewiesen. Bei der Auswahl von Kriterien ist es
wichtig festzustellen, ob derartige Ordnungsprinzipien in der Bio-
logie immanent sind. Sonst wiirde lediglich ein subjektiver Aus-
druck, namlich die Gewohnheit, unser Wissen zu klassifizieren, dar-
gestellt. Im allgemeinen ist man der Ansicht, daB die hierarchische
Strukturierung und Klassifizierung biologischer Formen immanent
sei, wobei sich die Hierarchie aus Prinzipien von Wahrscheinlich-

keitstheorie und kinetischer Theorie legitimiere:

1. Bei der Entstehung eines biologischen Systems war das

bestehende System das wahrscheinlichste.

2. Die wahrscheinlichsten Systeme sind aus Untereinheiten

aufgebaut.

Anders ausgedriickt: Bei der Evolution unter Selektionsdruck im Sin-
ne Darwins wurde erfolgreich das Baukastenprinzip verwendet. Dieses
Baukastenprinzip spiegelt sich in der hierarchischen Strukturierung

biologischer Vorgange wider.

Baukastenprinzip

Auf allen Ebenen der Hierarchie werden gut operierende Strukturen,
seien diese Proteinmolekiile oder Organe, aus dalteren Organismen
iibernommen und mit zusdtzlichen oder ganz neuen Aufgaben betraut.

Aus diesem Grund ist Struktur stadrker als Funktion konserviert.



Die Konservierung einer Proteinstruktur 14Rt sich sehr gut am Bei-
spiel des Immunoglobulins veranschaulichen. Abb. 1 zeigt eine Dar-
stellung des IgG-Molekiils mit seinen zwei schweren und zwei leich-
ten Ketten. Jede leichte Kette beinhaltet zwei fast gleiche Struk-
turdomanen (Ig-Domdnen). Jede schwere Kette bildet vier solcher Do-
manen. Hochstwahrscheinlich hat das Histokompatibilitdts-Antigen
(HL-A) (Abb. 1b) fa’st die gleiche Struktur, aber in diesem Falle
beinhaltet jede schwere Kette 3 Ig-Domdnen und jede leichte Kette
nur ein Ig-Dom&n. Ein weiteres Beispiel fiir das Vorhandensein des
Ig-Domans ist das Enzym Superoxiddismutase (Abb. 1lc). Dieses Enzym
ist verantwortlich fiir den schnellen Abbau von Sauerstoffradikalen
und hat keine funktionelle Verbindung zum Immunglobulin. Obwohl

zwischen Superoxiddismutase und einer IgG-Kette keine Sequenzhomo-

logie existiert, zeigt ein statistischer Vergleich der Struktur
trotzdem, daB die beiden Strukturen so &ahnlich sind, dak ihnen die

gleiche Urstruktur =zugrunde liegen mul.

Abb. 1:

Proteine, die die Ig-Domdne bein-
halten (SCHULZ und SCHIRMER,1979)

a) Immunglobulin IgG

b) Histokompatibilitats-Antigen
(HL-A-Protein)

c) Superoxiddismutase (die Faltung
der Polypeptidkette ist darge-
stellt)

Alle mit Kreisen dargestellten
Domdnen haben die gleiche Struk-
tur, ndmlich die Struktur der
Superoxiddismutase.

77

7

i



Hierarchische Gliederung

Die hierarchische Gliederung 1aBt sich auch auf molekularem Niveau
gut erkennen. Ferner findet man hiufig auf molekularem Niveau Sym-
metrie als Organisationsprinzip. Symmetrie spiegelt ein Streben
nach Effizienz wider und kommt zustande , wenn ein Genprodukt mehr-
mals verwendet wird. Jede Polypeptidkette, die unter Kontrolle von
DNS synthetisiert wird, die sogenannte Prim&rstruktur, nimmt eine
Sekundarstruktur (o;-Helix, B-Faltblatt) an, ein Vorgang, der aus-
schlieBlich von der Sequenz diktiert wird. Gleichzeitig oder spéater
bildet die Kette einen drei-dimensionalen Knoten, die Tertidrstruk-
tur. In vielen F&llen aggregieren Proteinmolekiile spontan und bil-
den allosterische Enzyme, Multienzymkomplexe, Fasern wie Kollagen
oder andere Strukturen. Diese Aggregationsstufen sind als Quartéar-

strukturen bekannt.

Ein gutes Beispiel fiir die hierarchische Gliederung ist das hoch-
organisierte Gewebe des quergestreiften Muskels, wie es in Abb. 2
dargestellt ist. Hier sehen wir die Bildung der Sekundarstruktur
und daran anschlieBend den Aufbau von Myosinfilamenten. Aktinfila-
mente bilden sich durch Assoziation von Monomeren des globulédren
Aktins. Die Aktinfilamente werden in der Z-Membran angeheftet, mit
den zwischen ihnen liegenden Myosinfilamenten bilden sie das Sarko-
mer. Die Sarkomere bilden Myofibrillen, die Myofibrillen sind Kom-
ponenten der Muskelfasern, und diese wiederum bilden in ihrer Ge-

samtheit die Muskulatur.

Ein anderes wichtiges Prinzip beim hierarchischen Aufbau von biolo-
gischen Strukturen, namlich die Kontrolle der Montage, 1aBRt sich
beim Bakterienvirus T4 kennenlernen. Abb. 3 zeigt - nach einem
Schema von WOOD und EDGAR (1967) - den Weg,wie T4 gebildet wird.
Der Aufbau vollzieht sich in drei mehr oder weniger gleichzeitig
ablaufenden dynamischen Prozessen, nédmlich der Montage des Kopfes,
der die DNS enthdlt, des Schwanzes und der Schwanzfasern. Erst wenn
eine bestimmte Struktur, Kopf, Schwanz oder Schwanzfaser fertig
ist, wird sie sich mit den anderen Baueinheiten zu einem T4-Virus

zusammenfinden. Eine ganze Anzahl von Proteinen, die in der Struk-
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Abb. 2:

Der hierarchische Aufbau des Muskels (HOLMES, 1975)

Oben links:

Links unten:

Das Myosinmolekiil besteht aus zwei langen Polypeptidket-
ten, die im sogen. Schwanzteil des Molekiils umeinander
gezwirnt sind. In diesem Bereich besteht jede Kette fast
nur ausoc-Helices. An einem Ende weichen die beiden Ket-
ten auseinander und bilden grofe globuldre "Kopfe". Die
Myosinmolekiile aggregieren spontan und bilden bipolare
"dicke" Filamente, die in hexagonaler Anordnung in Sar-
komeren eingelagert werden.

Kugelformige (globuldre) Aktinmolekiile (G-Aktin) ver-—
einigen sich zu langen helikalen Filamenten (F-Aktin).
Zwel andere Proteine, Troponin und Tropomyosin, werden
an F-Aktin gebunden; auf diese Weise entsteht das "diinne*
Filament. Die diinnen Filamente binden sich an die Z-
Scheiben. So entstehen bipolare Bereiche, Sarkomeren, in
denen dinne und dicke Filamente regelmifig hexagonale
Gitter bilden (oben rechts). Die Sarkomeren werden zu
"Myofibrillen" zusammengefaBt, die voneinander rdumlich
getrennt sind. Die Myofibrillen sind wiederum Teil der
Muskelzelle (gleich Muskelfaser).
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Abb. 3:

Die Montage des Bakteriophagen T4 (WOOD und EDGAR, 1967)

Es gibt drei groRe "FlieBbander", ndmlich fiir den Kopf, fiir den
Schwanz und fiir die Schwanzfasern. (Die Schwanzfasern bringen die An-
heftung an die Bakterienwand zustande; anschlieBend kontrahiert sich
der Schwanz und injiziert die DNS). In jedem Teilbereich der Montage
gilt folgendes Kontrollprinzip: Die Fertigstellung der jeweiligen
Struktur ist das Signal fiir die Anheftung der ndchsten Komponente
(entweder durch Bereitstellung komplementdrer Strukturen oder durch
spezifische enzymatische Modifikation) .



tur selbst nicht zu entdecken sind, katalysieren den Montagepro-
zess. Wenn wir uns auf den Schwanz konzentrieren, dann sehen wir,
dal sich die Basalplatte zuerst bildet. Sobald die Basalplatte auf-
gebaut ist, wird sie als "fertig" erkannt, und das Innenrohr baut
sich auf der Basalplatte auf. Sobald das Innenrohr fertig ist, ord-
net sich die kontraktile Scheide um diesen Kern an und zwar in
einer helikalen Form, die durch den Aufbau des Innenrohres bestimmt
ist. Die so gebildete Struktur ist metastabil: Heftet sich das in-
takte T4 an ein Bakterium, kommt es durch einen Mechanismus, an dem
die Schwanzfasern beteiligt sind, zu einem Bruch der Verbindung
zwischen Innenrohr und Scheide. Die Scheide kontrahiert sich und
treibt dadurch das Rohr durch die Bakterienwand - der entscheidende
Schritt zur Infektion ist getan. Die Details bei der Montage von T4
sind sehr kompliziert und auch noch weitgehend unbekannt; jedes
Mal, wenn ein groBeres Bauteil fertiggestellt ist, liegt ein neues
geometrisches Muster vor, das von einem spezifischen Enzym oder dem

ndchsten Teil der Struktur erkannt wird.

"Self-Assembly"

Proteinmolekiile konnen mit anderen Produkten des Zellstoffwechsels
assoziieren; mit Phospholipiden beispielsweise bilden sie Membra-
nen, mit Ribonucleinsduren Ribosome. Proteinmolekiile kénnen auch
miteinander assoziieren und bilden unter anderem wichtige Faser-
strukturen, z.B. das Kollagen oder das Keratin. Es gibt somit ein
mittleres Niveau organisierter Strukturen zwischen dem Niveau der
Proteinmolekiile und dem der Zellorganellen. Die Repradsentanten die-
ses mittleren Niveaus bezeichnet man gelegentlich als "macro-mole-
cular assemblies". Typisch fir solche Strukturen ist ihre F&ahig-
keit, sich spontan durch Gleichgewichtsassoziation zusammenzubauen.
Solche "macro-molecular assemblies" haben oft einen hohen Symmet-
riegrad, der daraus resultiert, daB sie aus wenigen Typen an Unter-
einheiten aufgebaut werden. Besonders typische Repradsentanten der
symmetrischen Gruppe sind die einfachen Viren. Unter den einfachen
Viren ist uns das Tabakmosaikvirus, das TMV , am besten bekannt
(CASPAR, 1963). Es besteht aus einer helikalen Anordnung von Pro-

teinuntereinheiten, in die ein Einzelstrang des genetischen Mate-



Abb. 4:

Schema des Tabakmosaikvirus (TMV) (CASPAR, 1963).

Hier sehen wir etwa 1/20 der Gesamtldnge des Virus. Jede schuhférmige Unterein-
heit stellt ein Proteinmolekiil mit einem Molekulargewicht von 17000 dar. Die
Untereinheiten sind auf einer regelmdBigen Helix angeordnet, mit 49 Unterein-
heiten pro drei Windungen der Helix. Eine F.inzelstrang-RNS windet sich der He-

lix der Proteinuntereinheiten folgend durch die Struktur. Der Durchmesser der
RNS-Helix ist etwa 80 8.



rials RNS (Abb. 4) eingebettet ist. Jedes der schuhfdrmigen Gebilde
stellt eine Proteinuntereinheit mit einem Molekulargewicht von
17,400 Dalton dar. GERHARD SCHRAMM entdeckte als Erster, dabl man
das Virus durch Behandlung mit Essigsdure oder Alkali vo6llig aus-
einandernehmen kann; inkubiert man isolierte und gereinigte Virus-
RNS und Protein bei neutralem pH, entstehen wieder infektidse Teil-
chen (FRANKEL und WILLIAMS, 1955). Hier beobachtet man also die ge-

waltige Potenz zur biologischen Selbstorganisation.

Die groben Umrisse des TMV-Assemblies werden jetzt verstanden,und
eine Beschreibung dieses Prozesses dient somit als Hinweis dafir,
wie komplex selbst einfach erscheinende Prozesse sein kénnen. Das
isolierte Hillprotein ist zur Wiederaggregation fahig und kann so-

gar eine Anzahl von Isomorphen bilden (Abb. 5).

“lock -washer "

Abb. 5:

Die Scheibe (Disc) besteht aus 2 Ringen von jexveils 17 Unterein-
heiten und dient der Kernbildung des TMV's. Wahrend der Bindung

der RNS verschiebt sich die Scheibe in einen Federring (lock washer)
mit 16 1/3 Untereinheiten pro Umdrehung.

Das wichtigste hierunter ist die "Scheibe". Sie besteht aus 2 Rin-
gen mit jeweils 17 Untereinheiten mit gleicher Orientierung. Kine-
tische Untersuchungen von BUTLER und KLUG (1971) =zeigten die Not-
wendigkeit der "Scheibe" fiir die Kernbildung des TMV aus Protein-

untereinheiten und RNS. Beim Binden der RNS verschiebt sich die



Scheibe offensichtlich in eine kurze Helix (Federring). Gleichzei-
tig ist die RNS zwischen den Windungen eingebaut. Das Wachstum des
Virus schreitet weiter voran, wenn weitere Scheiben hinzukommen.
Jedoch geht das Viruswachstum nicht vom RNS-Ende aus, sondern eher
von einem "Assembly-Ursprung", der ungefahr bei 1/6 der RNS-Strecke

vom 3' Ende liegt.

Abb. 6:

In vitro Zusammenbau von TMV-Partikeln (Elektronen-—
mikroskopische Aufnahme von LEBEURIER et al, 1977).

Bemerkenswert sind die zwei RNS-Schwanze, die aus dem
gleichen Ende kommen. Beim Zusammenbau windet sich die
RNS-Kette durch den Hohlraum in der Mitte des Virus durch.



Beobachtungen von BUTLER et al. (1977) und LEBEURIER et al. (1977)
zeigten, dal wdhrend des Wachstums beide Schwédnze der RNS aus einem
Ende des wachsenden Virus heraustreten (Abb. 6). Man glaubt, dab
die RNS w&dhrend des Wachstums durch den zylindrischen Hohlraum des
Virus gezogen wird. Folglich muf die RNS ihre endgiiltige Bindungs-
stelle, ausgehend von der zentralen Offnung zwischen den Windungen
der Helix, erreichen. Die rdntgenkristallographischen Strukturen,
sowohl der Scheiben als auch des Virus,sind bekannt (BLOOMER et al,
1978 und STUBBS, WARREN und HOLMES, 1977).

LS LEFT SLEWED HELIX
RS RIGHT SLEWED HELIX
RR RIGHT RADIAL HELIX
A V  VERTICAL COLUMN
LR LEFT RADIAL HELIX
50 -
S0t
<
. 40F
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¥ 30t
20+
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0 10 20 30 40 50 60 70 80

RADIUS (A)
A, 7:
Struktur des Tabakmosaikvirus bei 4 A Aufldsung (STUBBS et al,
1977) .

Die Achse des Partikels ist auf der linken Seite. Die Zylinder
stellenc<-Helices dar. Es sind zwei Proteinuntereinheiten iiber-
einander dargestellt. Dazwischen liegt die RNS-Kette mit drei
RNS-Basen pro Proteinuntereinheit. Die drei Basen bilden eine
"Kralle" um die LR-Helix und sind vom Wasser im Hohlraum des
Virus durch die V-Helix abgeschirmt. Diese V-Helix ist in der
Scheibe in einem geldsten Zustand und nimmt erst nach der Bin-
dung der RNS eine feste Form an.



Die Struktur des inneren Virusteils ist in Abb. 7 dargestellt. Man
sieht, daB zwischen der RNS und der =zentralen Offnung im Virus eine
Struktur vorhanden ist, moéglicherweise eine Alpha-Helix, die den
Weg zwischen den beiden RNS-Bindungsstellen und der =zentralen Off-
nung versperrt. In der Scheibenstruktur ist dieser Teil der Pro-
teinkette (22 Aminosdurereste) Jjedoch wesentlich aufgeldst und be-
sitzt keine Struktur. Jede Proteinuntereinheit bindet 3 Ribonuk-
leinsdurereste. Der Kern der Bindungsstelle ist mit einer Alpha-He-
lix versehen (die sog. LR-Helix). Die LR-Helix ist bereits in der
Scheibe vorhanden und bindet die RNS vermutlich in der gleichen
Weise wie es beim intakten Virus der Fall ist, wobei jede Gruppe
von 3 Basen eine "Kralle" um die Alpha-Helix bildet. Wahrend der
Bindung der RNS nehmen die 22 geldsten Aminosdurereste eine genaue
Anordnung an. Vermutlich verschiebt sich zu diesem Zeitpunkt die
Scheibe, und es entsteht der Federring. Gleichzeitig wird die RNS
vom Kontakt mit dem Wasser abgeschirmt; daraus erkldart sich die ho-
he TMV-RNS-Stabilitat im Virus. Der Wechsel von Scheibe =zu Feder-
ring oder Helix bei der Bindung der RNS scheint ein kooperatives
Phdnomen zu sein. Dies erklart vielleicht die F&higkeit der Schei-
be, den "Assembly-Ursprung" der RNS zu erkennen und die, 3jegliche

RNS-Sequenz,wdhrend der Verldngerung des Viruses ,unterzubringen.

Wir sehen, daR die einfach erscheinende Aufgabe, nadmlich helikale
Viren zusammenzubauen, tatsdchlich iber einen recht komplexen Weg
verlauft. Die Komplexitat geht vermutlich auf die Entwicklungsge-
schichte der Viren zuritick und kann nur in einem noch zu erforschen-

den historischen Kontext begriffen werden.

Symmetrie in einfachen Viren

Auf der Ebene von Molekiilen und "macro-molecular assemblies" ist es
zweckvoll, in Art eines reduktionistischen Ansatzes den Begriff

"Form" als Wechselwirkungen zwischen Untereinheiten =zu analysieren.
Unter Beriicksichtigung solcher "macro-molecular assemblies" diirfen
allerdings globale Regeln nicht vergessen werden: "Reguldr assemb-

lies" oder Mengen sind durch Symmetrie beschreibbar und missen
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einer der bekannten Symmetriegruppen zugeordnet werden kdnnen.

Ein gutes Beispiel fiir eine erfolgreiche Anwendung der Symmetrie-
Idee ist durch die Strukturklassifikation einfacher Kugelviren ge-
geben. Diese Gruppe der Viren hat eine sphdrisch-&hnliche Erschei-
nung. Die sphidrischste Symmetriegruppe ist die Ikosaeder® sehe (die
sog. 532 Punktgruppe). Man kann 60 gleiche Figuren auf der Oberfla-
che eines Ikosaeders so anordnen, dal sie alle gleichen Kontakt mit
ihrem Nachbarn haben (Abb. 8).
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Abb. 8:

a) Man kann 60 identische Gegenstande auf der Oberflidche eines Ikosaeders so an-
ordnen, dabf alle identische Kontakte mit ihren Nachbarn haben. Die Zeichnung
(CASPAR) zeigt deutlich, wie die Gegensténde durch die zwdlf fiinfzdhligen Achsen
miteinander in Beziehung stehen. Die dazwischenliegenden dreizdhligen Achsen
sind ebenfalls deutlich erkennbar. Man beachte das Gitter spharischer Dreiecke,
das durch Kombination der fiinfz&dhligen und dreizdhligen Achsen zustande kommt.

b) Das Gitter aus Dreiecken auf einer Kugeloberflache ist dasselbe wie in "a".
tosteile jeder Hand (a) sieht man Gruppierungen von drei Kommata (b). Jedes Kom-—
ma hat fast dieselbe Umgebung wie jedes andere Komma, obwohl strenggenommen nur
Dreiergruppen miteinander durch Symmetrie in Beziehung stehen. Dieser Modus der
Anordnung wird Pseudosymmetrie genannt (CASPAR und KLUG, 1962) und zeigt, wie
man fast sphdrische Schalen mit einer groBen Anzahl identischer Untereinheiten
bilden kann. Diese Pseudosymmetrien lassen sich dadurch erzeugen, daR man ande-
re Gitter zwischen den fiunfzdhligen und dreizdhligen Achsen des Ikosaeders ein-
zeichnet. Eine solche Pseudosymmetrie kommt hdufig bei den sog.Kugelviren vor.
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Tatsdchlich hat man aber nun gefunden, dal fast alle bekannten Ku-
gelviren aus mehr als 60 Untereinheiten bestehen. CASPAR und KLUG
(1962) haben gezeigt, daB man jede Ikosaederfldche in drei oder
mehr ungefdhr kongruente Dreiecke aufteilen und somit 180 oder mehr
Untereinheiten auf der Ikosaederfldche unterbringen kann, so dab
jede Untereinheit in etwa die gleiche Umgebung hat. Man spricht
dann von pseudo-&gquivalenter Packung der Untereinheiten.

Diese

Pseudosymmetrie findet man beispielsweise im "turnip yellow mosaic

virus", dem Gelbmosaikvirus der Steckribe. Abb. 9 zeigt die Aggre-

gation der langlichen Proteinuntereinheiten zu einer Ikosaederscha-
le. Die RNS faltet sich spontan zu einem Kern (FINCH und KLUG,
1966) .

Abb. 9:

Das Gelbmosaikvirus der Steckriibe (CASPAR). 180 identische Protein-
molekiile bilden eine pseudosphdrische Schale. Die Anordnung der Pro-
teinmolekiile hat die in Abb. 8 dargestellte Symmetrie. Die Protein-
schale enthdlt die virale RNS. Wie die RNS im Detail verpackt ist,
ist unbekannt.
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Andere Unterteilungen der Ikosaederoberflache sind méglich und wer-
den tatsdchlich gefunden. Die Theorie der pseudo-symmetrischen Pak-
kung setzt der Anzahl der Untereinheiten, die eine pseudo-sphéri-
sche Schale bilden konnen, ganz deutliche Grenzen; z.B. 60, 3 x 60,
4 x 60 und 7 x 60 sind erlaubt, 2 x 60 jedoch ist nicht erlaubt.

Alle bekannten Kugelviren finden in diesem Schema Platz.

Hohere Stufen der Organisation

Eine weitere, abgrenzbare Organisationsstufe finden wir bei den
Zellorganellen, wie Mitochondrien oder im Zellkern. Wir wissen noch
wenig iber den dynamischen Aufbau oder die Reduplikation solcher
komplexer Strukturen; es wird aber angenommen, daB sie nach &hnli-
chen Prinzipien ivie die Viren aufgebaut werden. Eine Stufe hoher
organisieren sich Proteine sowie Metaboliten, subzelluldre Struktu-
ren und Organellen innerhalb einer Plasmamembran zu einer ganzen

Zelle. Zellen bilden Gewebe, Gewebe Organe und Organe Organismen.

In welchem MaBe wird es uns gelingen, die Form von Zellenassemblies
d.h. Organismen zu verstehen? Fragen in diesem Zusammenhang hat die
Wissenschaft iber Generationen hindurch beschaftigt. Viele meta-
physische Theorien beruhen darauf, so auch Goethe's Theorie der Ur-
bilder. Hinter diesem Theoretisieren steht der platonische Grundge-
danke, biologische Formen miften immer geometrische Eigenschaften
unseres Universums widerspiegeln, wie z.B. die Symmetriegruppen.
Andererseits sollte der Beitrag des historischen Zufalls nicht ver-
nachldssigt werden: Erfolgreiche Formen werden als Untereinheiten

des Organismus "eingefroren".

D'ARCY THOMPSON (1917) zeigte mit Erfolg, daB manche Aspekte der
Form &duBerem physikalischem Zwang unterliegen, wie z.B. der Ober-
fldchenspannung. DaB er auch begann, dem Isomorphismus zwischen
Tieren einer Gattung quantitative Formen zu verleihen, und zwar
aufgrund seiner Theorie der Formen-Transformation, ist vielleicht
noch bedeutender. Diese Idee ist in Abb. 10 verdeutlicht. Anhand

eines Beispiels zeigt die Abbildung wie es moglich ist, verschie- J
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dene Krabbenschalen tbereinander darzustellen, wenn eine bestimmte
Transformation des Koordinatensystems der Krabben durchgefiithrt ist.
Diese Beobachtung verringert die Anzahl der noch zu erkldrenden
Formen erheblich und 1&4Bt die Vermutung zu, daB bei bekanntem Me-
chanismus der Morphogenese fiir ein bestimmtes Lebewesen sdmtliche

in dieselbe Gruppe fallenden Organismen strukturmafig erklarbar

werden.
.
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Abb. 10:

Die Theorie der "Form-Transformation" von THOMPSON wendet sdmtliche
Krabbenschalen an:

a) Geryon d) Paralomis
b) Corystes e) Lupa
c) Scyramathia f) Charinus



Welcher Mechanismus konnte dies sein? Eine Beschreibung embryologi-
scher Prozesse mub auf jeden Fall weniger speziell sein als die Be-
schreibung "macro-molecular assemblies", weil die geometrischen De-
tails der Zell-Zell-Wechselwirkung im allgemeinen bei der Bestim-
mung einer biologischen Form von geringerer Bedeutung sind. Das or-
ganisierende Prinzip scheint eher das Konzept von embryologischen
Feldern zu sein. Diese Idee wurde erstmalig zu Beginn dieses Jahr-
hunderts in die Embryologie eingefiihrt und ist jetzt ein aktuelles
Forschungsthema geworden. Innerhalb eines Feldes wird die Kontrolle
zelluldrer Differenzierung durch einen oder mehrere diffusible Fak-
toren ausgeiibt. Im friithen Entwicklungsstadium von z.B. amphibischen
Blastula, unterliegt die gesamte Zellgruppe der Kontrolle eines
Feldes. Spéater, bei der Entwicklung der GliedmaRBen usw., treten Se-
kundarfelder auf. Die Felder haben erkennbare Symmetrien und gut
umrissene Aubengrenzen. In vielen Fidllen scheint die Kontrolle uber
die Differenzierung innerhalb eines Feldes durch Gradienten in den
morphogenetischen Substanzen ausgelbt zu werden, einige Zellen
agieren als Quellen und andere als "sinks" fiir einige kleine hor-

monahnliche diffusible Molekiile.

Solche Systeme von Quellen und Sinks kénnen spontan ein bestimmtes
Muster entwickeln. Abb. 11 =zeigt ein Beispiel aus der Biochemie.
Ein Schadlchen enthdlt Hefeextrakt, das =zur Glykolyse fdhig ist.
Die der Arbeit von HESS et al. (1980) entnommene Abbildung zeigt
die Verteilung des reduzierten Pyridinnukleotids NADH, die nach
einigen Minuten entsteht. NADH absorbiert UV-Licht stéarker als die
oxidierte Form NAD. Solche stabilen Muster eines Reduktionsgrades
entstehen spontan und bleiben so lange erhalten, wie "Nahrung"
(z.B. Amylose) vorhanden ist. Die F&higkeit der Wechselwirkung, zwi-
schen Reaktionsmechanismus und Diffusion eine Raumordnung zu schaf-
fen, wird an diesem Beispiel verdeutlicht. TURING (1952) wies als
Erster auf die theoretische Méglichkeit dieses Ereignisses hin.
Eine fir solches Verhalten notwendige Bedingung ist Nicht-
Linearitdt. Fir die Glykolyse ist das Schlisselenzym fiir
nicht-lineares Verhalten das allosterische Enzym Phosphofruk-
tokinase. Dieses Enzym wird durch seine Produkte in einem hohen

Aktivitatszustand ibergeleitet, d.h. es zeigt positive Rick-



Abb. 11:

Rdumliches Mister der Ausbreitung von Pyridinnukleotid der oszillierenden Hefe-
glykolyse: Die Transmissions-Ultraviolett-Photographie (HESS et al.,1980) =zeigt
einen glykolysierenden Hefeextrakt im Reaktionsraum von etwa 2 mm Schichtdicke
und stellt eine Momentaufnahme des Reduktionsgrads von Pyridinnukleotid dar.
Man erkennt, dal der Reduktionsgrad unterschiedlich verteilt ist. Voll redu-
ziertes Pyridinnukleotid ist schwarz, voll oxydiertes Pyridinnukleotid ist weif
Da der Reduktionsgrad ein Umsatzmal der Glykolyse ist, zeigt die Momentaufnahme
die unterschiedliche glykolytische Aktivitat im gesamten Reaktionsraum von 1 cm
Durchmesser direkt an. Man erkennt die rdumliche Organisation des Vorganges in
scharf umgrenzten Territorien als Folge der Kopplung von enzymatischem Umsatz
und Stofftransport.



kopplung.

Eines der bekanntesten Beispiele in der Entwicklung, das auf eine
dhnliche Weise kontrolliert wird, ist die Induktion der Kopfbildung
in der Hydra. Hydra ist ein kleiner SuBwasserpolyp von ungeféhr

1 cm Lange, der sich normalerweise asexuell durch Knospung ver-
mehrt. Das Tier besteht aus einer zylindrischen Gastrairegion mit
einem Kopf an einem Ende und einem klebrigen FuR am anderen Ende.
Klassische Transplantationsexperimente von SPEMANN und MANGOLD
zeigten, daB die Induktion auf einer diffusiblen Substanz von ge-
ringem Molekulargewicht beruht. H.C. SCHALLER (1979) und ihre Mit-
arbeiter isolierten kiirzlich Substanzen, die fir Kopfinduktion und

-inhibition sowie FuBRBinduktion und -inhibition in Hydra verantwort-

lich sind. Die Substanzen sind im Tier als Gradienten verteilt und

schon bei sehr geringer Konzentration (« 10-4&) wirksam.

GIERER und MEINHARDT (1972) haben ein theoretisches Modell fiir die

Morphogenese in der Hydra erarbeitet. Sie postulieren:

1. Aktivator und Inhibitor werden gespeichert. Der Aktivator, ein-
mal freigesetzt, aktiviert die eigene Freisetzung (positive
Riickkopplung) und die des Inhibitors, wobei der Inhibitor die

Freisetzung des Aktivators hemmt.

2. Es existiert ein Gradient von gespeichertem Aktivator und Inhi-

bitor entlang der Ko&rperachse.

3. Der Inhibitor diffundiert und hat somit eine grdBere Reichweite

als der Aktivator.

Anhand solcher Postulate ist es mdglich, Computersimulation der
auftretenden morphogenetischen Ereignisse durchzufihren, z.B. wah-
rend der Knospung. Abb. 12 zeigt ein Computer-Modell einer wachsen-
den Hydra, in dem Schwankungen in die anfdnglich flachen Aktivator-
und Inhibitorgradienten durch einen Zufallszahlengenerator einge-
fiilhrt werden. Das Modell verteilt die neuen Knospen korrekt und

schafft hohe Kopfaktivatorkonzentrationen um die neuen Knospen
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Abb. 12:

Computer-Modell der Knospung in einer wachsenden Hydra
(MEINHARDT und GIERER, 1974). a, b und c zeigen viiFStufen
wie die zylindrische Gastrairegion wachst, d entspricht c,
jedoch aus einer anderen Perspektive.



herum.Das Modell erfordert 2 Substanzen, einen Aktivator und einen

Repressor, in zwei Zustandsformen: frei und strukturgebunden.

Solche Substanzen wurden jetzt in der Hydra gefunden, sowohl fir
den Kopf, als auch fir den FuB. AuBerdem zeigte H.C. SCHALLER, dab
der Kopfaktivator auch bei S&dugetieren auftritt, und zwar vorwie-
gend im Darm und im Gehirn. Weiterhin ist bekannt, dah diese Sub-
stanz in der Hydra in sekretorischen Granula gespeichert wird. Alle
4 Substanzen werden in der Hydra von Nervenzellen produziert. Dies
lapt vermuten, daB alle 4 in der Hydra gefundenen morphogenetischen
Faktoren den bei hoheren Tieren vorgefundenen Verbindungen, den
Peptidhormonen und synaptischen Transmittoren, &hneln. Ferner ist
es moglich, daB das Nervensystem eine gesonderte Form eines Mecha-
nismus darstellt, der zuerst entstand, um die Differenzierung zu
kontrollieren. Die moglichen Verzweigungen eines solchen Systems

sind fast unbeschrankt.
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Diskussion:

WRBA:

Wenn ich Sie richtig verstanden habe, ist das Prinzip der rdumli-
chen Ordnung von Makromolekiilen, diese gesetzmdBigen Zusammenhdnge
von Makromolekiilen oder einer Suspension von Biomolekiilen in einer
Flissigkeit mit Zufall, Entropie und sonstigen Naturgesetzen ver-
bunden. Bei allen hdheren Strukturen, von denen Sie eine ganze
Reihe gezeigt haben, missen diese Mechanismen dariiber hinaus doch

noch genetisch codiert sein.

Diese Codierung mul sich im wesentlichen in der Proteinsynthese

niederschlagen, die derartige Strukturen dann zu hoherer Selbstor-
ganisation befahigt. Ich habe Sie so verstanden, dal Sie durch die
ganze Existenz der Organismen ein Ordnungsprinzip der gleichen Art

vermuten.

HOLMES:

Ich glaube, so generell, kann man das nicht interpretieren. Be-
stimmt laufen bei kleinen "Assemblies" derartige GesetzmaRigkeiten
ab. Selbst dort birgt jede Schematisierung jedoch die Gefahr der

Vereinfachung in sich.

Es gibt den Begriff "morphopoetische Faktoren". Das bedeutet,
nicht alles, was fiir den kontrollierten Ablauf der Struktursynthe-

se, beispielsweise irgend eines Virus, erforderlich ist, ist an-



schlieBend auch integraler Bestandteil der Fertigstruktur. Von ki-
netischen Untersuchungen ist bekannt, dal sich daran viele Fakto-
ren, beispielsweise Enzyme, beteiligen. Dieser Gesamtablauf scheint

kinetisch codiert zu sein. Darin stimme ich mit Ihnen Uberein.

WRBA:

Das beste Beispiel ist doch die Phylogenese von der Entstehung der
Aminosduren bis zum Protein. Zundchst spielt der Zufall eine Rolle,
dann kommt ein Organisationsprinzip hinzu und schlieBlich wird die-
ses Organisationsprinzip, beispielsweise im Nukleinsdure-Code, zur
Gesetzmabhigkeit. In der molekularen Umwelt gibt es also sehr ver-

schiedene Strukturierungen.

HOLMES:
Trotzdem ist jede einzelne Stufe wichtig. Diesen Stufen - genetisch
determiniert oder nicht - liegt eine gewisse biologische Selbstor-

ganisation 1.S. eines Baukastenprinzips zugrunde.

PORCHER:

Die Zytoplasmatische Therapie verwendet =zelluldre Faktoren tieri-
schen Ursprungs. In der Humanmedizin werden diese makromolekularen
Organextrakte u.a. bei Enzymopathien und verschiedenen Stoffwech-
seldefekten eingesetzt. Ware es nicht mdglich, folgendes Schlissel-
experiment durchzufiilhren: Verwendung eines Enzyms humanen Ursprungs
mit genau definierter Wirksamkeit, Dissoziation in die einzelnen
Untereinheiten, "Konfrontation" mit einem dissoziierten Enzym &dhn-
licher enzymatischer Wirksamkeit, aber tierischen Ursprungs. Ab-
schlieBend Priifung, ob hier eine Art "Self-Assembly" =zustande

kommt und wenn ja, wie sich diese auf die enzymatische Aktivitat
auswirkt. Wurden solche Versuche schon einmal gemacht? Wenn nicht,

kénnten Sie derartige Experimente an Ihrem Institut durchfihren?

HOLMES:

Ich glaube, Experimente in dieser Richtung sind schon gemacht wor- 1
den. Beispielsweise 1aRt sich Hdmoglobin dissoziieren. Sie wissen:
Es gibt sehr viele Hadmoglobin-Krankheiten. Es ist nun méglich, ein

"defektes" Hamoglobin-Moleklil mit einem "intakten" Hamoglobin-Mole-



kil zu hybridisieren. Diese Versuche wurden meines Wissens in
Cambridge durchgefiihrt. Heraus kam folgendes Ergebnis: In Art

einer Komplementierung wurden die defekten Strukturen teilweise
durch "gesunde" Proteinstruktur korrigiert. In diesem experimentel-
len System wurden also artgleiche Enzyme verwendet. Experimente
iber die Artgrenzen hinweg sind sicher interessant; sobald ein ex-
perimentelles Konzept vorliegt, kénnten wir derartige Versuche

durchfihren.

THEURER:

Im Rahmen der Zytoplasmatischen Therapie interessiert natiirlich,
wie die Wirksamkeit von Untereinheiten, die wir durch unser Lyse-
Verfahren gewinnen, =zu erkldren ist. Modglicherweise gelingt es, in
defekten Molekiilen Untereinheiten gegen funktionell vollwertige
auszutauschen. Gerade durch Untereinheiten oder Bestandteile von
Molekiilen mit "Informationscharakter" miBte auf molekularer Ebene,
bei EiweiBen oder Proteinen, auch eine Art Repair-Vorgang moglich

sein.

HOLMES:

Ich koénnte mir derartige Ablaufe durchaus vorstellen. Beispiels-
weise besteht das Enzym Phosphokinase aus zahlreichen Untereinhei-
ten. Dieses Enzym 14Bt sich dissoziieren. Ein Austausch von Unter-
einheiten scheint mir damit durchaus realisierbar. Das Problem
liegt m.E. wohl mehr auf einer anderen Ebene. Wie gelangt eine ex-

tern zugefilhrte Substanz an die richtige Stelle?

THEURER:

Hier spielen die auf molekularer Ebene vorhandenen Erkennungsme-
chanismen eine Rolle. Daran schlieBt sich gleich meine Frage an:
Liegen den Erkennungsmechanismen elektromagnetische oder stereo-

spezifische Prozesse =zugrunde?

HOLMES :
Eine Stereospezifitat ist meistens elektrostatischer Natur. Zurick
auf meine Frage, scheint mir das Problem doch darin zu liegen, wie

die Faktoren in vivo durch die Hiillmembran geschleust werden.



THEURER:
Die Fragen um die Penetration bzw. Persorption von zelluldren Fak
toren haben Prof. v. MAYERSBACH, Hannover, und Prof. SEIFERT, Min

chen, experimentell bearbeitet. Die Ergebnisse waren positiv.

Spielen nun bei den Reaggregationsvorgdngen von Viren energetisch
Faktoren eine Rolle? Mul also Energie =zugefiithrt werden, ehe diese

Ablauf iberhaupt zustande kommt?

HOLMES :

In vielen Fadllen finden sich "Spontanstarts". Bei einzelnen Bauab
schnitten allerdings wird Energie in Form des ATP bendtigt, so
beispielsweise beim Einbau von DNS in den Kopf des Bakteriophagen
T4 .
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Moderne Methoden geringster Konzentrationsbestimmungen:

Radio-Immuno-Assay (RIA) und Enzym-Immuno-Assay (EIA)

E. H. GRAUL

Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin

der Philipps-Universitdt Marburg/Lahn

Fir die Bestimmung von kodrpereigenen Substanzen wie z.B. Hormone
und Proteine oder von Medikamenten, die im Serum nur in ng- oder
pg-Konzentrationen vorliegen, sind in den vergangenen Jahren ver-
schiedene immunchemische Methoden entwickelt worden. Die hierbei
verwendeten Immunreagentien - Antigene und Antikdrper - vereinigen
sich zu einem Antigen-Antikdrper-Komplex unter der Pramisse einer
hohen Spezifitdt, d.h. PaBgenauigkeit nach dem Schlissel-Schlol-

Prinzip analog der Enzym-Substrat-Spezifitat.

Die auf dem Immunprinzip basierenden gquantitativen Bestimmungsme-
thoden erhielten eine wesentliche Empfindlichkeitssteigerung, als
es gelang, einen der Reaktionspartner - meistens das Antigen - mit
einem Marker zu versehen. Als Marker dienten vorwiegend Radionukli
de (z.B. Tritium, Radiojod) oder Fluoreszenzfarbstoffe. Eine be-
sondere Entwicklung fand in den letzten Jahren der Radio-Immuno-

Assay (RIA).

I. Radio-Immuno-Assay

Der Radio-Immuno-Assay ist ein hochempfindliches, spezifisches Ana
lyseverfahren. Billionstel Gramm oder Pikogramm z.B. eines Peptid-
hormons pro ml Serum lassen sich oft noch bequem nachweisen. Den
biologischen Tests ist der Radio-Immuno-Assay in Empfindlichkeit
und Zeitaufwand iberlegen. Verschiedene Arbeitsgdnge lassen sich
automatisieren. Mit dem Radio-Immuno-Assay koénnen in vergleichs-
weise kurzer Zeit, bei geringen Kosten, viele Proben untersucht

werden. In seiner Pré&dzision steht der Radio-Immuno-Assay den che-



misch-analytischen Verfahren ndher als den biologischen Tests.

Antigen Antigen-Antikérper-Komplex .Antigen
+ Antikorper + Antikoérper +
Antigen* <— Antigen*-Antikdrper-Komplex Antigen*

Reaktionsschema des Radio-Immuno-Assay. Das Symbol!' kennzeichnet die
radioaktive Markierung.
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o Uberstand Tae
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%) e @)
Dekantieren in
L 4 Medlhrchen 5
Messung der Proben im
aye | lieuid-Scintitationszinier | oy
«a@ oo

2 Einheiten Radi i 1 Einheit
3n Anjikorper gebunden an Antikérper gebunden

Prinzip des Radio-Immuno-Assay am Beispiel eines Digoxin-Radio-Immuno-—
Assays ("H-RIA A-t). Das Schema demonstriert die einzelnen aufeinander
folgenden Arbeitsgdnge und Reaktionsschritte. Die rechte vertikale Rei-
he zeigt im Vergleich zur linken die Bestimmung der doppelten Menge an
Digoxin; dabei wird am Ende der Reaktion weniger radioaktives Digoxin
in der Probe gemessen.

(E.H. GRAUL u. H. MULLER, Proceedings 32nd Medical panel Specialist Mee-
ting (AGARD) Ankara, Oktober 1975)
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Der Radio-Immuno-Assay basiert auf dem Phanomen, dal radioaktiv
markiertes und nicht markiertes Antigen, die sich immunologisch
nicht voneinander unterscheiden, um die Bindung mit einem bestimm-
ten spezifischen Antikdrper konkurrieren. Diese Reaktion ist re-
versibel und gehorcht dem Massenwirkungsgesetz (Abb. 1). Nach Mi-
schen der Loésungen stellt sich ein, fiir die jeweiligen Reaktions-
partner charakteristischer, Gleichgewichtszustand ein, zwischen
freiem Antigen und freiem Antikérper einerseits, sowie dem Antigen-
Antikorper-Komplex andererseits. Da beim Radio-Immuno-Assay immer
mit einer begrenzten Menge von Antikorpern gearbeitet wird, liegt
neben dem Komplex stets noch freies Antigen vor. Verwendet man bei
einer solchen Reaktion eine bestimmte Menge eines radiocaktiv mar-
kierten Antigens, eines sogenannten Tracers, so wird wegen der Kon-
kurrenz um den beschrdnkt vorhandenen Antikdrper umso weniger Tra-
cer-gebunden, Jje mehr nichtmarkiertes Antigen vorhanden ist und um-
gekehrt. Die Menge an freiem, also ungebundenem Tracer ist daher
ein Mal fiir die Konzentration des gesuchten,nicht-markierten Anti-
gens. Mittels Eichkurven 1aBt sich dann fiir jedes Testsystem die

Menge des in einer Probe enthaltenen Antigens ermitteln.

Um die Menge des nicht gebundenen Tracers =zu messen, mub der Anti-
gen-Antikdrper-Komplex durch Zentrifugation, Ionenaustausch, Fal-
lung, Gel-Filtration, Adsorption oder durch Agglutination entfernt

werden.

Der Radio-Immuno-Assay wurde urspriinglich fir die Analyse von Pep-
tidhormonen entwickelt. 1960 gelang erstmals die Bestimmung von In-
sulin. Inzwischen konnte das Verfahren auch auf andere Stoffgruppen
wie Enzyme, Globuline oder Steroide ausgedehnt werden. Der Radio-
Immuno-Assay hat 1im vergangenen Jahrzehnt wesentlich zum Fort-
schritt der Physiologie, insbesondere der Endokrinologie, beigetra-
gen. In groBerem Umfang angewandt, dirfte er, von der Grundlagen-
forschung abgesehen, auch im klinischen Bereich erhebliche Fort-

schritte bringen.

Wahrend Proteine und Peptide,nach entsprechender Reinigung,direkt

fiir die Gewinnung von Antikdrpern verwendet werden koénnen, miissen
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niedermolekulare Substanzen, wie Peptide oder Steroide, als Hapte-

ne an Proteine gekoppelt werden.

Der Tracer wird bei Proteinen gewdhnlich durch Jodierung der Thyro-
125

sinreste mit J hergestellt. Jodisotope haben den Vorteil, daB
ihre Gammastrahlung relativ einfach zu messen ist. Schwieriger ist
die Situation bei Peptiden, die, wie z.B. das Bradykinin, kein Thy-
rosin enthalten, oder bei Steroi@gn und anderen Haptenen, die nor-
malerweise nur mit Tritium oder C zu markieren sind. Fir diese
schwachen Strahler sind Flissigkeits-Szintillationszédhler erforder-
lich; die dafiir notwendige Probenaufbereitung ist Jjedoch zusatzlich
arbeitsaufwendig. Zur Erleichterung des Arbeitsablaufes werden von
verschiedenen Firmen Bestecke fir den Radio-Immuno-Assay angeboten,
die alle erforderlichen Reagenzien enthalten. Mit diesen Bestecken
kann auch vergleichsweise unerfahrenes Personal einwandfreie Ergeb-
nisse erzielen. Es wird erwartet, daB speziell die Bestimmung von
tumorspezifischen Antigenen eine Bedeutung fiir ein sinnvolles

Screening 1.S. der Krebsfritherkennung erlangen wird.

Die Verwendung der genannten Marker weist jedoch gewisse Nachteile
auf, so bei den Radio-Immuno-Assays, die, wenn auch geringe Strah-
lenexposition flir das Laborpersonal, die begrenzte Haltbarkeit der
Kits wegen des radioaktiven Zerfalls und der daraus folgenden In-
stabilitat der Reagenzien, sowie die erforderliche, besondere in-
strumenteile Ausristung (RadioaktivitdtsmeBgerdt in Form eines

automatischen Probenwechslers).

Gegenwartig vollzieht sich die Entwicklung eines neuen immunologi-
schen Testprinzips, das sich eines Enzyms zur Markierung, anstatt
eines Radionuklids wie beim Radio-Immuno-Assay, bedient und deshalb

als Enzym-Immuno-Assay (EIA) Dbezeichnet wird.



11. Enzym-Immuno-Assay

Als Enzyme finden Peroxydase, alkalische Phosphatase und Glukose-
6-Phosphatdehydrogenase Verwendung. Der Kunstgriff besteht darin,
daB das Enzym an das Antigen, fiir dessen Nachweis der Test konzi-
piert ist, chemisch so gebunden wird, daB die Immunreaktivitat wvon

Antigen und Antikdrper nicht beeintrachtigt wird.

Soll z.B. ein bestimmtes Hormon mit dem EIA bestimmt werden, so mul
zundchst dieses Hormon mit einem geeigneten Enzym markiert werden.
Der Test wird dann analog dem RIA ausgefihrt, indem die Patienten-
probe, die das gesuchte Hormon enthadlt, mit einer konstanten Menge
des enzymmarkierten Hormons gemischt und anschlieBend mit einer
ebenfalls konstanten Antikdrpermenge =zur Reaktion gebracht wird.
Enzymmarkierte und Patientenhormon-Molekiile konkurrieren nur um die
freien Bindungsplatze des Antikdrpers. Nach Erreichen eines Gleich-
gewichtes innerhalb einer definierten Inkubationszeit wird ein be-
stimmter Teil des enzymmarkierten Hormons an den Antikdrper gebun-
den sein. Die Enzym-Aktivitat erlischt, sobald sich das enzymmar-
kierte Hormon zu einem Hormon-AntikOrper-Komplex vereinigt hat. Je
hoher die Konzentration an Patientenhormon in der Probe ist, desto
weniger enzymmarkiertes Hormon wird gemdR dem Massenwirkungsgesetz
gebunden und umgekehrt. Der AntikOrper unterscheidet nicht zwischen
dem markierten und nicht-markierten Hormon. Den Proben miissen noch
das spaltbare Substrat fz.B. Glukose-6-Phosphatl und ein Coenzym,
z. B. NAP, vor dem Reaktionsbeginn zugesetzt werden. Die bisherige
Entwicklung der EIA hat zweil verschiedene Konzepte verfolgt, den
EMIT-EIA und den ELISA-EIA. Der EMIT-Assay ist ein Ligquid-phase-As-
say, der ELISA-Assay ein Solid-phase-Assay nach der Sandwich-Tech-
nik (EMIT = enzyme multiple immuno-assay technology, ELISA = en-

zyme linked immunosorbent assay).

Fir folgende Substanzbestimmungen werden EMIT-EIA in Aussicht ge-
stellt: Thyroxin, Trijodthyronin, Digoxin, Diphenylhydantoin, Phe-

nobarbitol, Opium, Cocain, Amphetamin, Benzodiazepin.
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Prinzip des Enzym-Immuno-Assays am Beispiel des EMIT-
Digoxin-Assays. Das Schema demonstriert die einzelnen
aufeinander folgenden Reaktionsschritte.
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Wirkung von =zytoplasmatischen Organotherapeutika (Revitorgai

auf Kulturen menschlicher Zellen

V. PAFFENHOLZ

Forschungslaboratorien Karl Theurer

fiir Organo- und Immunotherapie, Ostfildern

Arzneimittelprdparate aus fetalem und juvenilem Organmaterial wur-
den an Kulturen menschlicher Zellen auf ihre Wirkung hin unter-
sucht. Sowohl Pharmaka als auch darin enthaltene Organsubstanzen
beeinflussen selektiv metabole Vorgédnge in den Zellen: Wahrend
Synthese und Wachstum somatischer Zellen stimuliert werden, bewir-
ken zytoplasmatische Pradparate eine unterschiedlich ausgepragte
Inhibition von Krebszellen. Diese Reaktionen wurden experimentell
als Veranderungen der Teilungsrate oder durch Einbau von Isotopen-

markierten Nucleosiden in die =zellul&dre DNS und RNS gemessen.

Neben den bisher bekannten Hormonen und Cofaktoren wurden in den
letzten Jahren verschiedene Substanzen aus Organgeweben isoliert,
die Wachstums- und Differenzierungsvorgdnge in somatischen Zellen
und Krebszellen beeinflussen. Hierbei handelt es sich einerseits
um Polypeptide oder =zusammengesetzte Proteine, die artunspezifisch
Stoffwechsel und Proliferation in diploiden Zellen stimulieren,
andererseits um niedermolekulare, endogen wirksame Oligopeptide,
die streng gewebsspezifisch eine Mitosehemmung von Normal- und
Krebszellen hervorrufen. Stimulierende Faktoren sind von mehreren
Organarten bekannt. Uberwiegend finden sie sich in Extrakten feta-
ler und juveniler Herkunft. Vermutlich verfiigt Jjedes Gewebe iiber
spezifische Mitoseinhibitoren. Diese selektiv wirkenden Faktoren
liegen als zelluldre Komponenten auch den Revitorgan-Praparaten
zugrunde, die in Form von lyophilisierten Trockensubstanzen, wass-
rigen Dilutionen, Lingual-Pradparaten und Augentropfen nach den Be-
handlungsvorschriften der Zytoplasmatischen Therapie bei vielsei-

tigen Indikationen gute Ergebnisse erzielten.



In der vorliegenden Arbeit sollte ein System fiir den experimentel-
len Wirkungsnachweis der Arzneimittel erstellt werden und die bio-
logischen Eigenschaften der Organsubstanzen an Kulturen somati-
scher Zellen und heteroploider Krebszellen menschlicher Herkunft
nédher charakterisiert werden. Fir die Beurteilung der Wirkungskri-
terien besitzt die Veradnderung der zelluldren Proliferation den
hochsten Aussagewert. Das Ausmal, in dem die Kulturen auf die Zu-
gabe der Testsubstanzen mit einer Steigerung oder Reduktion der
Teilungsrate reagieren, bestimmten wir durch den Einbau von Isoto-
pen-markierten Nucleosiden in die zelluldre DNS. Die hier zur Un-
tersuchung gelangten menschlichen Zellen entstammten Feten sowie
Hautbiopsien von gesunden und muskeldystrophen Spendern; als
Krebszellen verwendeten wir die heteroploide Wish und eine Mela-

nom-Linie.

Er gebnis s e

Ober die proliferationsstimulierende Wirkung von Hirn- und Hypo-
physenextrakten wurde schon berichtet (3). Auch bei etablierten
Zellen aus der Hautbiopsie eines muskeldystrophen Kindes erhalten
wir eine &hnlich gute Reaktion, doch =zeigt der Vergleich verschie-
den hergestellter Hirnpradparationen deutliche Unterschiede in den
zelluldren Reaktionen (Abb. 1) * So kann ein vorwiegend aus hirnspe-
zifischen Aminosduren mit Zusatz von enzymatisch aufgeschlossenen
Hirnproteinen bestehendes Prdparat (CL), bei gleicher Konzentra-
tion, nicht die Wirkung des Extraktes fetaler Herkunft (R.H.) er-
reichen. Im gleichen Testansatz wurden die wachstumsfdrdernden
Eigenschaften einiger Kontrollsubstanzen geprift: fetales Rinder-
serum (FBS) als Nahrungstrdger, somatotropes Hormon (STH) und Rin-
derserumalbumin (BSA). Eine Aktivierung der Zellen erfolgt jedoch
nur bei den Substanzen, die iber natirliche, den Stoffwechsel sti-
mulierende Komponenten verfliigen, wdhrend unspezifische Proteinlo-

sungen im vorliegenden System keine Effekte erzielen.

Praparate aus Thymusgewebe beeinflussen im Organismus speziell die
Immunitdtslage und Antikdrperbildung. Auch weitere Wirkungen der

Thymusextrakte werden im Organismus diskutiert. Da dem Gewebe, Jje
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Abb. 1:

Stimulierung der DNS-Synthese bei Hautzellen eines muskeldystrophen
Kleinkindes (H.S., Passage 13) wahrend der Inkubation mit Serum (EFBS)
Somatotropin (STH), Extrakt aus fetalem Hirn (R.H.), eines Vergleichs
praparates (CL) und Rinderserumalbumin (BSA). Zahlenangaben = Endkon-
zentrationen in pg/ml.
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nach Herkunft, unterschiedliche Reaktionen im Organismus zugespro-
chen werden (5), priften wir die Wirkung von Extrakten aus fetalem
und juvenilem Thymus an verschiedenen Kulturen. Die Ergebnisse be-
stdtigen die aktivierenden Eigenschaften des fetalen und des juve-
nilen Thymus, wobei in der Zellkultur nur geringfiigige Unterschiede
erkennbar sind. Das Mischpraparat aus fetalem und juvenilem Thymus

ruft jedoch eine allgemein bessere Stimulierung hervor (Abb. 2).
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HS.,P11 F.H.10,P13
E g
o Q
o (=]
3 g1
<
1|3 3||
z 200, ' ' 1150
- : &
% 00| S 3
<180 © 2 a0
2
2
- 160, He
X
140 1120
120 110
100. 11 i 1100
|
1% 10%1E  10® 107 10°® 1% 1021E 10® 107 10®
PBS FBS STH F.TH. PBS FBS STH F.TH.+ K.TH.

Abb.2:

Stimulierung der DNS-Synthese bei Hautzellen eines muskeldystrophen
Kleinkindes (H.S., Passage 11) und bei embryonalen Zellen (F.H.10,
Passage 13) wahrend der Inkubation mit Serum, Somatotropin und Ex-—
trakten aus fetalem Kalbsthymus (F.Th.) sowie einer Mischung aus fe-
talem und juvenilem Kalbsthymus (K.Th.). Zahlenangaben = Endkonzen-
trationen in g/ml.

Mischungen verschiedener Organsubstanzen wurden speziell bei H.S.*-

Kulturen eingesetzt, die der Hautbiopsie eines muskeldystrophen

*) Haut Sorgel
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Kleinkindes entstammen; diese sollten in ihrer Reaktion mit den
Zellen von gesunden Spendern verglichen werden. Die Zugabe von Hy-
pophyse (Revitorgan Nr. 22) sowie einer Mischung, bestehend aus
Skelettmuskulatur, Thymus, Rickenmark, fet. Herzmuskel (Revitorgan
Nr. 96 = "NeyTroph"), filhrte zu einem signifikanten Anstieg der

Zellproliferation (Abb. 3).
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Abb. 3:

Stimulierung der DNS-
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len eines muskeldy-
strophen Kleinkindes
(H.S., Passage 12")
wahrend der Inkubation
mit Serum, Somatotro-
pin und Mischungen
verschiedener Organ-
praparate: Nr. 22 =
Hypophyse; Nr. 96 =
Skelettmuskulatur,
Thymus, Ruckenmark,
fetaler Herzmuskel;
Nr. 6 = fetaler Herz-
muskel; Nr. 20 = Ne-
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ne Linie: Kulturen
wurden mit den angege-
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und erhielten vor Mar-
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Diese Ergebnisse verdeutlichen die Moéglichkeiten einer wiederhol-
baren Stimulierung: ein Teil der Kulturen wurde 48 Stunden vor Ver-
suchsbeginn mit den angegebenen Prdparaten vorbehandelt (unterbro-
chene Linie), erhielten aber vor Markierungsbeginn, gemeinsam mit
den Vergleichskulturen (durchgezogene Linie), erneut Prédparat. Die-
se Reaktionen mit den fir Myopathien indizierten Organsubstanzen
konnten in &hnlicher Form auch mit Mischungen aus fetalem Herzmus-
kel (Revitorgan Nr. 6) und Nebenniere (Revitorgan Nr. 20) erzielt

werden.

Von den Kombinationsprdparaten, bestehend aus Organsubstanzmischun-
gen und Zusdtzen von Hormonen und Vitaminen, wurde eine gute Sti-
mulierung des Zellwachstums mit den Conjunctisan A- und B-Augen-
tropfen (Revitorgan) erhalten. Die konzentrationsabhadngige Reak-
tion zeigt die besten Effekte bei hohen Anteilen der Conjunetisan-
Tropfen im Kulturmedium (Abb. 4). Hierin konnen wir u.a. einen Be-
weils dafiir sehen, daB eine zufidllige Uberdosierung der 16slichen

Organpraparate keine negativen Reaktionen ausldst.

Wahrend die Organextrakte bei diploiden somatischen Zellen eine z.
T. auBerordentliche Stimulierung des Stoffwechsels und der Mitose-
aktivitdt hervorrufen, findet bei menschlichen Krebszellen eine
unterschiedlich ausgeprdgte Hemmung dieser Prozesse statt (4). Dies
demonstriert ein Versuch tber den EinfluB des Kombinationsprapara-
tes "NeyTumorin" auf Melanomzellen (Abb. 5); schon nach einmaliger
Zugabe und anschlieBender Inkubation {iber 48 Stunden verfiigen die
Melanomzellen im Vergleich zur Kontrolle nur noch tber 50-80 % ih-
rer Proliferationsrate. Gleichzeitig steigert die Anwesenheit sti-
mulierender Substanzen, wie Serum oder STH, das Zellwachstum um
40-120 %. Ahnliche Ergebnisse erhielten wir auch bei Wish-Zellen
unter gleichen experimentellen Bedingungen (Abb. 6); so betragt
die Hemmung der DNS-Synthese nach einmaliger Anwendung von "Ney-
Tumorin" schon zwischen 15-45 % (durchgezogene Linie). Eine weite-
re Prdparat-Zugabe im Abstand von 48 Stunden vermag die Inhibition
des Zellstoffwechsels noch zu verstdrken; hier wird im Vergleich
zur Kontrolle eine Reduktion der Teilungsrate von 20-65 % gemessen

(unterbrochene Linie).
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Ado. 4:

Stimulierung der DNS-Synthese bei embryonalen Zellen (F.H. II,
Passage 21) wahrend der Inkubation mit Serum, Somatotropin und
Conjunctisan A-Augentropfen (Revitorgan) .
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Abb. 5:

DNS-Synthese bei Melanomzellen 48 Stunden nach Zugabe von
Serum, Somatotropin und "NeyTumorin"
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Inhibition der DNS-Synthese bei Wish-Zellen, 48 Stunden
nach Zugabe von "NeyTumorin"; die unterbrochenen Linien
entsprechen der DNS-Synthese von Kulturen, die 4 Stun-
den vor MeBbeginn erneut Praparat erhielten.



Bis auf geringfiigige Unterschiede entspricht das Revitorgan Lingual
"NeyTumorin" der Revitorgan Dilution Nr. 66 "N" in der Stdrke II:

in beiden Préaparaten liegt die Organsubstanzmischung in einer Kon-
-9

zentration von 10 g/ml vor und beide verfiigen iber die gleichen

Arzneimittelzusdtze. Bei der Dilution Nr. 66 "N" ergibt sich aber

die Moglichkeit, das Prédparat in einer konzentrierteren Form, in

der Stédrke III, gegen die Tumorzellen einzusetzen.

In der Starke III liegen die Organsubstanzmischungen und die Arz-
neimittel zusdtze in einer 10'"-fach hdheren Konzentration vor. Aus
diesem Grund sollten die Einzelkomponenten des Praparates auch ge-
trennt auf ihre antitumoralen Eigenschaften untersucht werden. Die
Wirkung des Fertigprédparates (Revitorgan Dilution Nr. 66 "N", Stér-
ke III) sowie die der beiden Hauptkomponenten, der Organsubstanzmi-

schung und Arzneimittelldsung, auf Melanomzellen, ist in Abb. 7

MELANOMZELLEN
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PBS FBS STH Dil. 66 N IL Organsubstanz - Arzneimittel -
I6sung 66 losung 66 N

DNS-Synthese bei Melanomzellen wdhrend der Inkubation mit Serum, Somatotro-
pin, Revitorgan Dilution 66 "N" (Stdrke III), Organsubstanzmischung Nr. 66

(entsprechend Stdrke III) und der Arzneimittel ldsung der Dilution Nr. 66 "N"
(entsprechend Starke III).
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dargestellt. Im Gegensatz zu den aktivierenden Substanzen Serum
und STH finden wir eine signifikante Beeinflussung des Zellwachs-
tums. Die Hemmung erfolgt konzentrationsabhangig, wobei &dhnlich
gute Reaktionen mit der Arzneimittelldsung sowie der Organextrakt-
mischung alleine erhalten werden. Insgesamt gesehen erfolgt durch
das Fertigprédparat eine dosierbare und ausgewogene Inhibition, die
in ihrer Wirkung den Effekt der beiden Grundsubstanzen auf das

Wachstum der Tumorzellen kombiniert.

Zusammenfassung:

Die hier geschilderten experimentellen Ergebnisse ermdglichen
grundlegende Informationen iber das Wirkungsprinzip von zytoplas-
matischen Organotherapeutika an menschlichen Zellen. So werden so-
matische Zellen von gesunden wie von genetisch kranken Spendern in
ihren Synthesevorgdngen und in der Proliferationsrate aktiviert;
im Gegensatz dazu hemmen Organprdparate die verwendeten Krebs-
zellen Wish und Melanom in unterschiedlichem MaB. Nach den bisheri-
gen Erkenntnissen beruht diese Wirkung auf der Existenz von wachs-,
tumsstimulierenden Faktoren und Mitoseinhibitoren, deren Vorkommen

in verschiedenen Geweben bekannt ist.

Die vorliegenden Ergebnisse kodnnen diese Vermutungen bestidtigen:
unspezifische, biologisch nicht aktive Proteinldsungen, wie =z.B.
Rinderserumalbumin, besitzen keine vergleichbaren Eigenschaften
und bleiben in der Zellkultur wirkungslos. Andererseits stimuliert
der Nahrungstrager fetales Rinderserum, aufgrund des hohen Anteils
wachstumsstimulierender Komponenten, erwartungsgemdl die Prolife-
ration der somatischen wie die der Krebszellen. Im Serum wurden
aber noch keine endogen wirksamen Inhibitoren gefunden; ihre Iso- j

lierung erfolgt ausschlieBlich aus Zell- und Gewebematerialien.

Eine Besonderheit stellt die hohe Effektivitdt der Organsubstanzen
bei den im Versuch gewdhlten niedrigen Konzentrationen dar; eine
gute Stimulierung somatischer Zellen und signifikante Inhibition

von Krebszellen erfolgt bereits im pg-Bereich und weist damit auf



den hohen Wirkungsgrad der stoffwechselaktiven Substanzen in den
verwendeten Extrakten hin. Ober den Wirkungsmechanismus dieser Fak-
toren ist noch wenig bekannt; mdéglicherweise imitieren die wachs-
tumsstimulierenden Komponenten eine Hormonwirkung oder veradndern
die zelluldre Ansprechbarkeit auf Substrate. Bei den Mitose-inhi-
bierenden Faktoren vermutet man chaionartige, niedermolekulare
Peptide, die wahrscheinlich in die Zelle eindringen und die Repli-
kation einschrédnken (1, 2). Wahrend eine dauerhafte Stimulierung
somatischer Zellen durch die Organextrakte {iiber einen Zeitraum von
mehreren Tagen experimentell feststellbar war, wurde eine konti-
nuierliche Repression der Krebszellen durch eine Dauersubstitution
mit Organsubstanzen alleine nicht erreicht; mdglicherweise liegt
hier eine Adaptation der Zellen an die biologischen Inhibitoren
oder deren schnelle Metabolisierung vor. Bei einer Tumortherapie
kénnen Jjedoch die Organpraparate in hdheren Konzentrationen zu-
sdatzlich immunologische Reaktionen, in Art einer Immunprovokation,
auslosen. Diese, 1in der Zellkultur nicht nachvollziehbare Mobili-
sierung der kérpereigenen Abwehrkrafte, spielen besonders im Orga-
nismus eine wesentliche Rolle. Da zelluldre Inhibitorstoffe keine
zytostatischen oder krebszerstdrenden Substanzen darstellen,
bleibt selbst eine Verwendung isolierter Bestandteile wirkungsmas-
sig begrenzt. Die dokumentierbaren Erfolge mit zelluldren Prédpara-
ten deuten aber darauf hin, daBl es dem Organismus im Verlauf der
Therapie gelingt, die exogenen und endogenen Regulationsmechanis-

men der organischen Funktionen erneut aufeinander abzustimmen.
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Zeitsequenzen zelluldrer Prozesse:

Ursache fiir Unterschiede der Therapie- und Immunantwort

H. v. MAYERSBACH

Institut fir Anatomie,

Medizinische Hochschule Hannover

Chronobiologie ist die Wissenschaft von der Zeitabfolge der Funk-
tionen im Organismus. Diese chronobiologischen Ver&dnderungen sind
ein essentieller Bestandteil der funktionellen Organisation des

Korpers und beruhen auf einer tiefgreifenden, periodischen Umord-
nung der Feinstruktur der Korperzellen, wie dies bereits in einem
Ubersichtsartikel im vorhergehenden Band dieser Reihe eingehend

dargelegt wurde. Das gegenwdrtige Referat soll Teil-Problemkreise
aus der chronobiologischen Forschung vorlegen, die einerseits die
Bedeutung der Zeitstruktur des Organismus fir die Chemotherapie

hervorheben, andererseits aber Anregung geben sollen, diese expe-
rimentellen Ergebnisse in die tdgliche Praxis zur Verbesserung des

Therapieerfolges =zu ibertragen.

Immunantwort

Die sekundaren Immunreaktionen nach aktiver Immunisierung , aber
auch im Rahmen eines allergischen Geschehens, beruhen im wesentli-
chen auf einer durch den Antigenkontakt ausgeldsten Freisetzung
von Histamin und die sich daraus ergebenden Folgen wie Kapillarer-
weiterung, erhéhte Kapillarpermeabilitidt (Odeme, Entziindungen),
Kontraktion der glatten Muskulatur (Bronchiospasmus) etc. Neben
der altbekannten Tatsache, daBl die Anfdlle bei allergischem Asthma
insbesondere in der Nachtzeit auftreten, konnte durch chronobiolo-
gische Untersuchungen in der Klinik eindeutig nachgewiesen werden,
daB die Reaktionsantwort auf Allergenteste, aber auch die Reak-
tionsfdhigkeit nach Histaminverabreichung an Gesunde in der Nacht

besonders hoch ist (Mc GOVERN et al., 1977). Als Ursache fir diese
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tageszeitlich unterschiedlichen klinischen Erscheinungen nach All-
ergen- Dbzw. Histaminverabreichungen zu verschiedenen Tageszeiten

konnten grundsédtzlich drei verschiedene Faktoren in Frage kommen:

1. Zirkadiane Unterschiede im Histamingehalt der Mast-

zellen;

2. eine tageszeitlich unterschiedliche Histaminpermeation

aus Mastzellen;

3. Histamingehalt und Histaminabgabe sind nach Allergen-
kontakt konstant; die Histaminempfindlichkeit der Ziel-

organe variiert jedoch tageszeitlich.

Zur Klarung dieser Fragestellung benutzen wir eine sehr einfache
Versuchsanordnung in Anlehnung an den klassischen Mongar-Schild-

Versuch:

Meerschweinchen wurden mit Bovinserumalbumin immunisiert und da-
nach in Abstanden von 4 Stunden innerhalb einer 24-Std.-Periode ge-
totet. Unmittelbar darauf wurden die Lungen der Tiere entnommen,
homogenisiert und die Gewebeproben mit Antigen bzw. mit dem Hista-
minreleaser Cp 48/80 versetzt. Dieser fithrt zu einer vollstandigen
Freisetzung von Histamin aus den Geweben. Durch geeignete MaBnah-
men wurde sowohl das durch Antigen als auch durch den Histaminre-
leaser Cp 48/80 freigesetzte Histamin gesondert gewonnen und mit
Hilfe eines ,von uns entwickelten ,fluorimetrischen Verfahrens quan-
titativ bestimmt (ECKEBRECHT und v. MAYERSBACH , 1979). Die Ergeb-
nisse dieser Untersuchung zeigt die Abb. 1. Daraus wird deutlich,
daR sowohl durch den Antigenkontakt als auch durch den Histaminre-
leaser tageszeitlich abhdngig unterschiedliche Mengen von Histamin
freigesetzt werden. Diese in vitro nachgewiesenen, objektiven Frei-
setzungsunterschiede korrelieren sowohl zeitlich als auch in ihrer
Starke mit den Anderungen der Vitalkapazitidt der Lunge, des Atem-
widerstandes bzw. der Erythemgréfen nach Verabreichung von Aller-
genen an Menschen (REINBERG et al., 1969). Diese Tatsache unter-

streicht den sinngemdfen und optimalen Einsatz von Antihistaminika
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in den Nachtstunden, die damit gewissermaben die Spitzen der Hista

minausscheidung in der Nacht kupieren. Untertags, mit sowieso ge-

ringer Histaminabgabe, 1ist eine Medikation tberhaupt nicht erfor-

derlich bzw. nur in geringen Dosen. Nebeneffekte wie Ermidung

konnen dadurch hintangehalten werden.

14,

1,2

1'

08 -----.with Ag.Contact
——with Cp 48/80
—.-~.-total content

08

Abb. 1:

Zirkadianunterschiede der Histaminfreisetzung aus Lungen sensibili-
sierter Meerschweinchen durch .Antigenkontakt, Histaminreleaser und
dem sich daraus ergebenden Total-Histamingehalt der Lungen. Die Hist-
aninmengen sind als Relativwerte wiedergegeben, d.h. die Ergebnis-
se zu den einzelnen Tageszeiten stehen im prozentualen Verhdltnis

zu dem jeweiligen 24-Std.-Mittel (=1).

(Aus ECKEBRECHT und v. MAYERSBACH, 1979)

Toxizitat von Zytostatika

Wie eingehend gezeigt wurde, weisen samtliche Medikamente und Gift

Stoffe Unterschiede im AusmaB ihrer toxischen Wirkung auf, in Ab-

hédngigkeit vom Tageszeitpunkt ihrer Verabreichung (v. MAYERSBACH,

1979)



In diesem Zusammenhang schien es von Interesse zu Uberpriifen, in-
wieweit Zytostatika ebenfalls zirkadianrhythmische Effekte aufwei-
sen, zumal es eine bekannte Tatsache ist, daB Zytostatika wvon Pa-
tienten unterschiedlich gut vertragen werden; dabei ist offen, in-
wieweit dies auf interindividuellen Unterschieden beruht oder ob
diese Effekte moéglicherweise auf die Klinikroutine der Verabrei-
chung zurickzufiithren sind. Aus diesem Grunde untersuchten wir die
toxische Wirkung von Zyklophosphamid (Endoxan”) sowie die eines
anderen Stickstofflostderivates (Th-R). Beide Zytostatika wurden zu
verschiedenen Tageszeiten an mannliche und weibliche Mause in der

klassischen LD-50-Dosis verabreicht.

Die Abb. 2 =zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung. Dabei stellt
sich heraus, daB beide Zytostatika deutlich =zirkadianrhythmisch-un-
terschiedlich toxische Effekte aufweisen mit jeweils niedrigsten
Mortalitédtsraten wéhrend der Nacht, also etwa zur Mitte der Aktivi-

tdtsphase der Versuchstiere.

Clrcadtafi HORTALETY NMR! (HAN)

Cydopho« V*. Th - R 29/30.4.19P
'>540 my/kg Cychptverh. Ip.
Nid ¢ «0nghyg Tl 1p (£
2l das ater (et

Abb. 2:

Zirkadiane Toxizitdt von Zytostatika

Mortalitétsraten (bis zur Beobachtung 21 Tage p.i.) nach Verabrei-
chung identischer Dosen zu verschiedenen Tageszeiten an mdnnliche
und weibliche NMRI-Mause. (Aus ANAGNOU et al., 1979).
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Eine weitere interessante Tatsache: Beide Zytostatika weisen einen
geschlechtsspezifischen Unterschied hinsichtlich der mittleren To-
xizitat auf. Dies ist insbesondere fiir Zyklophosphamid ausgedriickt,
wobei hier die weiblichen Tiere eine wesentlich niedrigere mittlere
Mortalitdtsrate (32,29 %) gegeniiber den madnnlichen Tieren (61,64 %)
aufweisen. Diese Tatsache ist von besonderem Interesse, da in der
Literatur bisher keine Feststellungen uUber geschlechtsspezifische
Unterschiede der Endoxanwirkung zu finden sind. Dies erkldrt sich
aber zweifellos daraus, daB zu Zeitpunkten der iblichen Untersu-
chungen in Laboratorien ein solcher Unterschied nicht sehr betont
ist; dieser wird erst deutlich, wenn die Wirkung Uber 24 Stunden
hinweg verfolgt wird. Eine weitere interessante Feststellung ist:
Th-R wirkt zwar insgesamt toxischer als Endoxan weist im Zeit-
punkt minimalsten: Wirkung Jjedoch praktisch keinen Unterschied ge-
geniiber Endoxan” auf. Diese Feststellungen leiten natiirlich zu
der Frage Uber: Inwieweit stehen diese Toxizitdtsunterschiede mit
den zirkadian unterschiedlichen Effekten bei der Chemotherapie ex-
perimenteller Tumoren im Zusammenhang (v. MAYERSBACH, 1979)? Ver-
gleicht man diese Ergebnisse mit den vorliegenden, dann wird ein-
deutig klar, dah die optimale kurative Rate bei der =zirkadianen
Chemotherapie des Krebses mit dem Zeitpunkt niedrigster toxischer
Wirkung des Zytostatikums fibereinstimmt (PHILIPPENS und SCHEVING,
1979) .

Zirkadiane Teratogenitat

Die Einfithrung eines neuen Arzneimittels setzt immer voraus, dab
Embryotoxizitat iberprift wird. Aber auch mit alteingefithrten Medi-
kamenten steht es nicht viel anders: Entweder sind deren embryo-
toxischen Wirkungen wenig bekannt,und man nimmt allgemein eine po-
tentielle Schadigungsméglichkeit an, die sich in den Anweisungen
méglichst sparsamen oder Nichtgebrauches wahrend einer Schwanger-
schaft &duBern. Andererseits liegen in der Literatur starke Diskre-
panzen hinsichtlich der Dosierung fir teratogene Effekte einzelner
Arzneimittel vor. Wir stellten uns deshalb die Aufgabe: Weisen te-

ratogene Effekte ebenfalls eine Abhdngigkeit vom Tageszeitpunkt ih-



rer Applikation auf, insbesondere in Hinsicht auf die Ermittlung
einer groReren Medikamentensicherheit? Als Versuchsmode 11 dienten
uns wiederum die beiden Stickstofflost-Prédparate Endoxan”und Th-
R, von denen zu erwarten ist, daB sie eine deutliche teratogene
Wirkung aufweisen. SAUERBIER (1979) hat in ausgedehnten Untersu-
chungen in unserem Institut diese Frage eingehend untersucht und
zwar durch einmalige Verabreichung einer einzigen therapeutischen
Dosis zu verschiedenen Tageszeiten am 13. Gestationstag, der als
Zeitpunkt hoher teratogener Empfindlichkeit fiir Ratte und Maus gilt
(Abb. 3). Die dabei erzielten Ergebnisse waren hdchst iberraschend:
In Ubereinstimmung zum Zeitpunkt héchster Toxizitidt fir die Mutter-
tiere wurden auch schwerste MiRbildungen bei allen Embryonen gefun-
den, wé&hrend die Verabreichung in der Nacht keine oder kaum erkenn-

bare teratogene Schaden verursachte.

Abb. 3:

Zirkadiane Unterschiede der
Embryotoxizitdt von Zytostatika

Die Muttertiere wurden am 13. Ge-
stationstag zu verschiedenen Tages-
zeiten einmalig mit einer therapeu-
tischen Dosis (2 mg/kg) Th-R behan-
delt und die Feten kurz vor dem Ge-
burtstermin am 18. Gestationstag
gewonnen und untersucht. Feten der
Muttertiere, die um 7.00 Uhr morgens
behandelt wurden, weisen praktisch
keine Skelettveranderungen auf. Hin-
gegen sind sa&mtliche Feten der um
19.00 Uhr mit der gleichen Dosis
behandelten Muttertiere schwer miR-
gebildet und im Wachstum retardiert
(in der Abbildung rechts).

(Aus SAUERBIER 1979)
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Diese Beispiele filhren wohl eindriicklich vor Augen, daR man in der
experimentellen und praktischen Medizin den bisher kaum beachteten
Faktor "Zeit" nicht 1langer als wesentliche biologische GréRe ver-

nachlédssigen kann.
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Diskussion:

THEURER:
Welcher Zeitpunkt ist optimal fir eine organotherapeutisehe Behand-
lung? Es ist Jja grundsadtzlich ein Unterschied, ob das Individuum

ein "Tagtier" oder "Nachttier" ist.

v. MAYERSBACH:

Ob wir "Tag- oder Nachttiere" sind, das ist leider noch gar nicht



gekldrt. Man redet zwar immer von den "Eulen" und den "Lerchen";
auBer geringen Phasenverschiebungen bei physiotechnisehen Untersu-
chungen, bzw. beim Kortisolspiegel, hat man flir diese Dinge - rein

somatisch betrachtet - noch keinen Anhalt.

Hinsichtlich einer Optimierung der Therapie milssen wir erst mal em-
pirisch am Menschen Daten sammeln. Natiirlich kann am Krankenbett
nicht so experimentiert werden wie bei Ratten. Durchfithrbar ist al-
lerdings eine Therapie zu bestimmten Tageszeiten. Fiihrt man genau
Buch, ergibt sich zwangsldufig, ob bei gleichgearteten F&llen bes-
sere Ergebnisse erzielt werden, wenn zu bestimmten Tageszeiten the-
rapiert wird. Natirlich ist der Arbeitsaufwand hdher, aber das

sollte einen nicht davon abhalten.

Die "Alten" wuBten iber die chronobiologischen Zusammenhdnge schon
sehr gut Bescheid. Betrachtet man die &ltere Literatur, etwa aus
dem 17. Jahrhundert, so erstaunt immer wieder, wie dortmals schon
chronobiologische Gesichtspunkte eine Rolle gespielt haben. Die al-
ten Arzte haben eben gut beobachtet und aus ihren Beobachtungen die

richtigen Schliisse gezogen.

SORKIN:

Thre zirkadianrhythmische Betrachtung des Immunsystems hat mich
sehr interessiert. Sie haben Thre chronobiologischen Aufzeichnungen
ja hauptsdchlich nach der Immunisierung gemacht und dabei gewisse
periodische Aktivitaten registriert, die wahrscheinlich durch das

hormonelle neuro-endokrine System bedingt sind.

Haben Sie sich auch mit den zirkadianrhythmischen Gegebenheiten der
Immunisierung selbst beschaftigt, also damit, wie die Immunantwor-
ten aussehen, wenn das Antigen morgens, abends oder nachts verab-
reicht wird? Ich frage aus einem ganz bestimmten Grund: HALBERG hat
vor nicht allzu langer Zeit eine Arbeit iber diese Fragestellung
publiziert. Jeweils abhangig von der tageszeitlichen Verabreichung
des Antigens ,fand er total verschiedene Immunantworten. Macht es
sich die Grundlagenforschung vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse

nicht etwas zu leicht?
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v. MAYERSBACH:

Eine absolut verbindliche Antwort werde ich Ihnen erst in einem
Jahr geben kdnnen. Derzeit l&duft an unserem Institut eine tierexpe-
rimentelle Versuchsreihe mit dem REVITORGAN-Serum-Aktivator. Auch
wir hatten vor Jahren schon Ergebnisse iiber die quantitative zirka-
dianrhythmische Variation von Immunglobulinen beim Kaninchen vorge-
tragen. HALBERG konnte sogar zeigen, daB sich die Uberlebensrate
von Heterotransplantaten,durch geeignete Wahl des Zeitpunkts der

Transplantation ,verdoppelt.

THEURER:

Liegt dieser Zeitgeber in der Zelle oder werden diese Vorgdnge ex-
trazelluldr Uber das Endokrinium bzw. das Vegetativum gesteuert?
Vorausgesetzt, der Zeitgeber liegt extrazelluldr, dann kdnnte die-
ser Rhythmus doch medikamentds beeinflult werden. Ich denke an Epi-
physen- bzw. Hypophysen-Extrakte. Liegt die Steuerung allerdings in
der Zelle selbst, dann diurften wir weniger Moglichkeiten einer Ma-

nipulation haben.

v. MAYERSBACH:

Das ist die allerschwierigste Frage, die Sie einem Rhythmusforscher
stellen koénnen. Die Rhythmusforschung hat sich immer bemiiht, diese
Steuerungsuhr zu lokalisieren. Jedesmal glaubte man tatsé&dchlich,
die "Unruhe" gefunden zu haben. Immer wieder stellte es sich jedoch
heraus, daB lediglich ein weiteres Radchen entdeckt wurde. Leider
sind wir heute nicht wesentlich weiter. Wir kennen zwar die ver-
schiedenen Radchen, die in diese Uhr eingreifen, die eigentliche
"Unruhe", oder, um es moderner auszudricken, den "Steuerquarz", den
haben wir bisher noch nicht gefunden. Offensichtlich handelt es
sich um Eigenrhythmen der Zelle, die durch direkte oder indirekte
Einfliisse aus der Umwelt (Optico-hypothalamisch-adrenerge Achse)
synchronisiert werden. Wie und wodurch diese Rhythmen gesteuert

werden, damit sind wir heute noch vollkommen uberfragt.



THEURER:
Sind in diesem' Sinne schon Versuche an Zellkulturen durchgefiihrt

worden? Zellkulturen sind ja unabhdngig von zentralen Einfliissen.

v. MAYERSBACH:

An Zellkulturen sind derartige Experimente schon durchgefiithrt wor-
den. Die Zellkultur hat allerdings ihre 6-Stunden-Rhythmik. Hier
zeigt sich eine Grundrhythmik, die von einer extern beeinfluBbaren

24-Stunden-Rhythmik {berlagert wird.

THEURER:

Spielt hier die Synchronisation eine Rolle?

v. MAYERSBACH:
Ja.

PORCHER:

Sie zeigten ein Diagramm mit der Abhédngigkeit der IgA-Werte von der
Tageszeit. IgA wies den hochsten Titer gegen 12 Uhr auf, fiel mor-
gens um 6 Uhr bzw. abends um 18 Uhr auf die niedrigsten Werte.
Kénnte man diese Ergebnisse nicht mit der jeweiligen Infektionsan-
fdlligkeit von Patienten oder Versuchstieren korrelieren? Wenn ich
die Ergebnisse richtig interpretiere, mibte ein Individuum gegen

12 Uhr am resistentesten, gegen 6 Uhr bzw. 18 Uhr hingegen am an-
fdlligsten gegeniiber Infekten sein. Wurden derartige Versuche schon

durchgefihrt?

v. MAYERSBACH:

Derartige Versuche sind durchgefithrt worden. Leider sind alle so
"unsauber" gemacht worden, dal man sie nicht zitieren kann. Anek-
dotisch hort man immer wieder die berithmte PETTENKOFERsche Ge-
schichte: PETTENKOFER hat morgens Cholera-Vibrionen - ohne Schaden
zu erleiden - eingenommen. Dal er diese Attacke iberstanden hat,
dirfte er tagesrhythmischen Schwankungen des Immunsystems zu ver-

danken haben.



WRBA:

Als Krebspraktiker habe ich den Ausfihrungen noch etwas hinzuzufi-
gen. Immer mehr stellte sich heraus: Praktisch alle Lebensfunktio-
nen werden irgendwie rhythmisch tUberlagert oder gesteuert. Auch bei
der zytostatischen Therapie ist dies so; unter ganz bestimmten Vor-
aussetzungen ergeben sich dann unterschiedliche Wirkungen, die Sie
tierexperimentell =zeigen koénnen. Treffen diese GesetzmaRigkeiten
auch auf den Menschen zu oder - anders formuliert - was kdénnen wir
aus all diesen Versuchen fiir den humantherapeutischen Bereich ler-

nen? Falls dies nicht moglich ist, werden wir nur verunsichert.

Angeregt durch die Ergebnisse HALBERGs, haben wir bei samtlichen
uns zur Verfiigung stehenden Tiertumoren verschiedene Zytostatika in
unterschiedlicher Dosierung eingesetzt. Zweck dieser Untersuchungen
war es, Optimierungsschemata in die Hand zu bekommen. Herausgekom-
men ist dabei fast gar nichts. Manche Zytostatika wirkten, andere
wiederum versagten. Das Ganze ist halt, wie beim Krebs immer, eine
fiirchterlich heterogene Sache. Hinterher gelingt aus Tierversuchen

keine Nutzanwendung fiir den humantherapeutischen Bereich.

Wir verfiigen etwa Uber 30 Zytostatika; auf diese Zytostatika rea-
gieren manchmal 5 % der Patienten, manchmal 10 %. Wirden wir ein
anderes Zeitschema der Applikation anwenden, koénnten wir vielleicht
diese Resultate auf den Kopf stellen. Was wir jedoch brauchen, ist
eine Korrelation zwischen einem wesentlichen Parameter und der
Wirksamkeit eines Zytostatikums. Und da haben wir eigentlich fast

gar nichts in der Hand.

v. MAYERSBACH:

Sobald wir Menschen therapieren, 1ist eben auch eine gewisse Diszi-
plin in der Fihrung des Versuchsprotokolls unabdingbar. Halbherzig
gefiihrte Versuchsprotokolle sind verlorener Zeitaufwand. Arbeiten
wir im Humanbereich, ist eine Spiegelung der an der Ratte gewonne-
nen Ergebnisse um 12 Stunden erforderlich. Die Ratte ist ein nacht-
aktives Tier. Die Immunparameter, die Leukozyten und Lymphozyten
und weitere Parameter, sind bei Ratte und Maus gegeniiber dem Men-

schen um 12 Stunden phasenverschoben. Samtliche Parameter, die bis-
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her bei der Ratte oder bei der Maus gemessen wurden, miissen in die-

sem Sinne den Werten beim Menschen gegeniibergestellt werden.

Die meisten Fehlschldge riithren einfach daher: Es herrscht keine
Disziplin bei der =zeitgerechten Applikation. Wie oft habe ich

schon versucht, Kliniker in diesem Sinne zu motivieren. Morgens um

6 Uhr muB einfach gewaschen werden - weil es so auf dem Stunden-
plan steht - die Medikamentenversorgung Jjedoch kann warten.
THEURER:

Ist die Krebszelle nicht aus diesem Rhythmus ausgebrochen? Gerade
durch die Transformation und das autonome Wachstum der Krebszelle

sind zahlreiche Regelkreise nicht mehr aufeinander abgestimmt.

v. MAYERSBACH:

Aus all den bisherigen Untersuchungen haben sich folgende interes-
santen Gesichtspunkte herauskristallisiert: Die hochste kurative
Rate korreliert immer mit dem Zeitpunkt der niedersten Toxizitat
eines Zytostatikums fiir den Wirt. Die ganzen Wirkmechanismen sind
gar nicht so kompliziert. In Jjener Phase, wo der Wirt am wenigsten
geschadigt wird, gibt es die beste therapeutische Wirkung; auch
die Dosis kann in dieser Phase erhoht werden. Der Tumor verhdlt
sich, bis auf wenige Ausnahmen, sowieso arhythmisch. Fir den Tu-
mor ist es vodllig egal, =zu welchem Zeitpunkt sie ihn treffen. Es
dreht sich also nur darum, den fir den Wirt gilinstigsten Zeitpunkt

der geringsten Schadigung auszuwdhlen.

MEISTER:

Wurde bei diesen zelluldren Prozessen die innere Organuhr beriick-
sichtigt? Die Gallenblase beispielsweise hat ihre Hauptaktivitat
nachts von 23 - 1 Uhr. Am Tage hingegen findet sich selten mal

eine Gallenkolik.

v. MAYERSBACH:
Diese ganzen Organuhren, wie wir sie aus der ferndstlichen Medizin

kennen, sind nichts anderes als Empirismen, von denen ich vorher



schon gesprochen habe- Das finden Sie ibrigens auch in der Barock-
medizin. Es ware natiirlich allerhdchste Zeit, wuns in unserem prak-
tischen Verhalten auch danach zu richten. Ich wirde mich natir-
lich nicht an einer Organuhr orientieren, die aus der Barockzeit
stammt. Aber ich moéchte eine Organuhr fiir den Menschen konstruie-
ren, so, wie wir es bei der Ratte bereits durchgefithrt haben. Dann
sind wir aber auch gehalten, diese Erkenntnisse zu berilicksichtigen
und danach zu handeln. Ich glaube, unser groRter "Krebsscha-
den" ist eben, daB wir uns nur nach den Dienstzeiten orientieren.
Heute darf ja eine klinische Té&dtigkeit nur wvon 8-12 Uhr und von
14-16 Uhr erfolgen. Das geht uns im Krankenhaus genauso wie in
einem Fabrikbetrieb. Ich finde es auBerordentlich bedauerlich, daB

wir uns dieser Moglichkeit, zeitgerecht zu therapieren, berauben.

SEIFERT:

Beim Menschen unterscheiden wir zwischen sog. Nachtmenschen und
Tagmenschen. Hat das irgend etwas mit den =zirkadianen Rhythmen zu
tun? Wenn ja, dann miiRte man zundchst den individuellen Rhythmus
bestimmen und die Medikation daran anpassen. Es durfte also nicht
so pauschalisiert werden, wie bei Threm Rattenexperiment vorexer-

ziert wurde.

v. MAYERSBACH:

Wir unterscheiden tatsdchlich zwischen "Lerchen" und "Eulen" beim
Menschen. FabBbar war bisher lediglich eine leichte Verschiebung

in der Kortikosteroid-Rhythmik ,in dem Sinne, daB die "Eulen" ihren
Peak 2 Stunden spédter hatten als die "Lerchen". Weitere Unterschie
de hat man bisher noch nicht gefunden. Leider sind auch die Daten
aus dem Humanbereich noch sehr diurftig; aber auch bei der Untersu-
chung gréferer Kollektive haben sich nur geringe zeitliche Abwei-
chungen von den allgemeinen Tagesmaxima und -minima ergeben. Im
wesentlichen gibt es kaum grdBere Unterschiede, wenn man sich in
etwa an die vorgegebenen Zeiten halt. Das geht schon aus den enor-
men Erfolgen der Allergieklinik in Paris hervor, die ihre ganze AI
lergentestung,ebenso wie die Allergen-Therapie,in die Nacht hinein

verlegt haben und damit die Erfolgsquote unwahrscheinlich erhdéhten
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Immunoregulation im immunologisch-

neuroendokrinen Netzwerk

E. SORKIN

Schweizerisches Forschungsinstitut
Medizinische Abteilung

Davos, Schweiz

I. Einleitung:

Seit der Entdeckung der zelluldren und humoralen Elemente des Im-
munsystems kommt der Frage seiner Regulation eine wachsende Bedeu-
tung zu. Mehrere innerhalb des Systems wirksame regulatorische Pro-
zesse sind bekannt geworden, wie etwa T-Lymphozyten-abhangige
Suppression oder Hilfe, Rezeptorblockade, das idiotypische anti-
idiotypische Netzwerk, genetische Elemente u.a. Diese Tatsachen ha-
ben zur Ansicht gefihrt, daR das Immunsystem als ein in sich ge-
schlossenes, homoeostatisches , selbst-kontrollierendes System fun-
giert. Neuere Arbeiten haben aber eine weitere Mdglichkeit sichtbar
gemacht, namlich die einer Kontrolle immunologischer Prozesse von
auben (externe Immunoregulation). Wie im folgenden diskutiert wer-
den soll, liegen bereits heute geniigend experimentelle Hinweise da-
fiir vor, daB das Immunsystem tatsdchlich, analog zu anderen Korper-
systemen, einer externen Regulation durch das neuroendokrine System
unterworfen ist. Beide Mdglichkeiten der Regulation schlieBen sich
gegenseitig nicht aus; entsprechende Hinweise fir gemeinsame Re-
aktionswege liegen bereits vor. Tatsachen und Argumente {iber
Autoregulation und externe Regulation sollen hier im folgenden

kurzgefaht diskutiert werden.

II. Autoregulation des Immunsystems

Es 1ist seit lé&ngerem bekannt, daB das Immunsystem ,zur Aufrechter-

haltung seines homoeostatischen Gleichgewichts,internen regulatori-
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sehen Mechanismen unterworfen ist. Derartige Regulationen miissen
sich notwendigerweise auf zahlreichen Ebenen abspielen, z.B. wah-
rend der vielen Differenzierungsschritte in der Ontogenese wie auch
im Verlauf der verschiedenen Stadien der Immunantwort,als Folge an-
tigener Signale. Dementsprechend gelten heute betrdchtliche experi-
mentelle und theoretische Bemithungen der Erforschung der verschie-
denartigen regulatorischen Mechanismen, wie Antikoérperriickkopplung
(UHR u. MOLLER, 1968), Lymphozyten-Netzwerk (JERNE, 1974) , geneti-
sche Kontrolle der Immunantwort (BENACERRAF u. Mitarb., 1974), und
Suppressor- und Heifer-Lymphozyten sowie deren 1l6sliche Mediatoren

(GERSHON, 1979).

Die Entdeckung der Immunantwort-Gene, gefolgt von der Charakteri-
sierung der Gen-Loci innerhalb des Haupthistokompatibilitdtskomple-
xes (MHC) hat zu allermindest zu einem teilweisen Verstandnis der
Grundfragen gefithrt, welche die Mechanismen der interzelluldren
Kommunikation und damit Autoregulation des Immunsystems betreffen.
Die Existenz der allelen Varianten der Differenzierungsantigene
wurde benlitzt, um das T-Lymphozyten-System zu analysieren; dies
fiilhrte zur Entdeckung von multiplen Zell-Untergruppen, die netz-
werkartig, auf Grund ihrer funktionell verschiedenen genetischen
Programme, miteinander kommunizieren. Es werden chemische, hormon-
artige Botschaften zwischen den verschiedenen Zell-Untergruppen
ausgetauscht; dadurch wird die Intensitdt und der Typ der Immunant-
wort wesentlich bestimmt. Der Endeffekt aller dieser Wechselwirkun-
gen konnte durchaus das Bestreben des Immunsystems sein, das,durch
das Antigen gestdrte ,homoeostatische Gleichgewicht wieder herzu-

stellen.

Zweifellos sind unsere Kenntnisse iiber die verschiedenen regulato-
rischen Mechanismen innerhalb des Immunsystems noch sehr unvoll-
standig. Es herrscht jedoch Obereinstimmung dariber, daBl das Immun-
system als komplexes, autoreguliertes System funktioniert und dab
es 1im rein operationeilen Sinn durchaus anderen wohlbekannten,

selbstregulierten Korpersystemen entspricht.
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III. Externe Regulation des Immunsystems

Abgesehen von den hier kurz skizzierten autoregulatorischen Mecha-
nismen wird von uns u.a. angenommen, daB das Immunsystem auch durch
hormonelle und neurale Inputs kontrolliert wird. Diese kénnten auf
verschiedene der erwdhnten autoregulatorischen Mechanismen einwir-
ken. In Anbetracht der Kompliziertheit der externen regulatorischen
Signale, die das Immunsystem im Verlaufe der =zahlreichen Schritte
einer Immunantwort zu erreichen haben, ist es notwendig, dak ge-
eignete Kommunikationskandle zwischen dem antwortenden Immunsystem
und dem zentralnervdsen sowie endokrinen System existieren. Nur re-
lativ wenig derartige experimentelle Tatsachen, tiber die hier be-
richtet werden soll, sind bisher hierzu bekannt geworden. Mit Si-
cherheit jedoch ist die Feststellung von JERNE (1976b) nicht kor-
rekt, wonach sich das Nervensystem und das Immunsystem gegenseitig
meiden. Zwar ist es dem Erfindergeist der modernen Immunologen ge-
lungen, unter hoch artifiziellen in wvitro Kulturbedingungen die
Immunantwort eines intakten Tieres zu imitieren, doch zeigen un-
zahlige andere physiologische Beispiele, daBl Autoregulation mit in-
tegrativen Kontrollmechanismen des Zentralnervensystems koordiniert
ist. Interne immunologische und neuroendokrine Signale werden da-
her von uns als Teil eines interagierenden synergistischen oder
antagonistischen Rickkopplungssystems angesehen. Als Resultat die-
ser Wechselwirkung der verschiedenen Botschaften wird das Immunsy-
stem in einem homoeostatischen Zustand, moglicherweise auf einem

neuen Niveau, gehalten.

IV. Kriterien fir neuroendokrine Kontrolle des Immunsystems

Ehe von einer neuroendokrinen Kontrolle des Immunsystems gesprochen

werden kann, miissen folgende Kriterien erfiillt sein:

1. Hormone und Neurotransmittoren miissen mit immunologischen Vor-

gangen interferieren kénnen. Hieriber wurde von uns an anderer
Stelle =zusammenfassend berichtet (BESEDOVSKY u. SORKIN 1977a,b;
s.a. BOURNE u. Mitarb. 1974; PARKER 1979). Es besteht Uberein-




Stimmung, daB verschiedene Hormone und Neurotransmittoren auf
zahlreiche zelluldre und subzelluldre Prozesse, die wesentlich
fir die Immunantwort sind, einwirken. So wird u.a. auch das Ni-
veau intrazelluldrer zyklischer Nukleotide in lymphoiden Zellen
moduliert, was bekannterweise Antikoérperproduktion, zellvermit-

telte Immunitdt und allergische Reaktionen beeinflubt.

Lymphozyten und akzessorische Zellen besitzen Rezeptoren fiir

Hormone und Neurotransmittoren. Eine wesentliche Voraussetzung

fiir eine neuroendokrine Kontrolle des Immunsystems ist das Vor-
handensein von Rezeptoren fiir Hormone und Neurotransmittoren in
immunologischen Zellen. Tatsdchlich wurden bereits Rezeptoren
nachgewiesen fiir Kortikosteroide (CAKE u. LITWACK 1975; WERB u.
Mitarb. 1978), Insulin (HOLLENBERG u. CUATRECASAS 1974; HELDER-
MANN u. STROM 1978), Wachstumshormon (ARRENBRECHT 1974), Oestra-
diol (GILLETTE u. GILLETTE 1979), Testosteron (ABRAHAM u. BUG
1976), B-adrenergische Agenzien (HOLLENBERG u. CUATRECASAS 1974;
SINGH u. Mitarb. 1979) und Acetylcholin (STROM u. Mitarb. 1974a;
RICHMAN u. ARNASON 1979). Es scheint daher eine verniinftige An-
nahme, daB die meisten Wirkungen von Hormonen und Neurotransmit-
toren auf dem zellul&dren und subzelluldren Niveau via solche Re-
zeptoren ausgelbt werden. Von besonderem Interesse ist die Tat-
sache, daB gewisse Rezeptoren (fir Insulin und B-adrenergische
Agonisten) erst nach Aktivierung der Lymphozyten auftreten (HOL-
LENBERG u. CUATRECASAS 1974).

Manipulation neuroendokriner Funktionen beeinfluft die Immunant-

wort . Das Vorliegen einer Fille von experimentellen Befunden be-
statigt, daB Hormone das Immunsystem auf mannigfaltige Weise be-
einflussen kdénnen. Da der Rahmen dieser Arbeit durch eine de-
taillierte Schilderung bei weitem {iberschritten wilirde, sei auf
folgende zusammenfassende Veréffentlichungen hingewiesen:
DOUGHERTY u. Mitarb. 1964; WOLSTENHOLME u. KNIGHT 1970; FABRIS
1977; CLAMAN 1975; BESEDOVSKY u. SORKIN, 1977a, b, 1980 (im
Druck) . Untersuchungen utber die Beteiligung von Hormonen in Im-
munprozessen hatten ihre Basis =zumeist in der parenteralen Ver-

abreichung von Hormonen, der Exstirpation oder Blockade von en-



dokrinen Drisen. Zahlreiche Berichte stimmen {iberein, daB es;je
nach Typ und Anwendungsart der Hormone, zu supprimierter oder

stimulierter Immunantwort kommen kann.

Die Ergebnisse iber die Wirkungen der Mediatoren des autonomen
Nervensystems auf das Immunsystem sind widerspruchsvoll,aber im
allgemeinen zeigen sie, dak Neurotransmittoren in vitro und in
vivo die Immunantwort beeinflussen kdénnen (siehe auch BESEDOVSKY

u. Mitarb. 1979a).

Zahlreiche Autoren berichteten auf Grund von direkten Manipula-
tionen am Gehirn (z.B. elektrische Lasionen), daB dieses Organ
in Immunmechanismen eingreift (siehe Ubersicht von STEIN u. Mit-

arb. 19706) .

Untersuchungen in unserem Laboratorium haben ebenfalls wahr-
scheinlich gemacht, daB Verbindungen zwischen einem immunologi-
schen Organ (Milz) und zentralen Strukturen bestehen (BESEDOVSKY
u. Mitarb. 1979a). Es wurde gefunden, daB eine Denervierung der
Milz bei Ratten die Immunantwort, im sonst intakten Tier, erheb-
lich verstarkt. Auch chemische Sympathektomie mittels 6-Hydroxy-
dopamin, besonders in Verbindung mit Adrenalektomie, fihrte zu
einer 119 "aigen Erhdhung der Zahl antikdrperbildender Zellen
(PFC) 1in der Milz. Diese Experimente unterstiitzen die Hypothese,
daB das sympathische System einen signifikanten EinfluB auf die

Immunantwort ausitben kann.

In_ vijtro-Versuche mit primdren Milzzellenkulturen mit Noradrena-
lin und dem (*-Agonisten Klonidin bestdtigen die obigen Befunde

im Sinne, daB eine starke Hemmung der Immunantwort unter dem
-4 -8

EinfluB der oc-Agonisten (bei Konzentrationen von 10 - 10 M)
gefunden wurde. Die Ergebnisse chirurgischer und chemischer Sym-
pathektomie wurden von uns daher so interpretiert, daB durch
eine Verminderung der Hemmung durch Noradrenalin eine Erhdéhung

der Immunantwort erfolgte.



- 63 -

Beurteilung: Es stellt sich somit die Frage, ob die erwdhnten
verschiedenen 1 n vi vo-Versuche, die zum Teil grobe Eingriffe
darstellen, wie Organexstirpation, Hormonapplikation, Denervie-
rung, Gehirn-Stimulierung und -La&sionen, Uberhaupt die Existenz
einer zentralen Regulation beweisen konnen? Da durch die erwdahn-
ten Manipulationen eine erhebliche Stdérung des gegenseitigen In-
formationsflusses und der regulatorischen Signale zwischen den
Systemen nicht zu vermeiden ist, muB man letztlich die Aussage-
kraft dieser Methoden in Bezug auf eine externe Immunoregulation

bezweifeln.

Nachweis dynamischer immun-neuroendokriner Wechselwirkungen.

Es gibt zundchst einmal zahlreiche indirekte Hinweise fiir gegen-
seitige Beziehungen zwischen dem Immunsystem und neuroendokrinen
Mechanismen. Diese lassen sich am einfachsten durch die Existenz
von bidirektionalen Informationskandlen zwischen dem Immunsystem
und externen, mehr integrativen Strukturen erkldren. Im beson-
deren sei hier kurz auf die bemerkenswerte, fast parallele Ent-
wicklung des Immunsystems und des endokrinen Systems in ver-
schiedensten S&dugerarten wahrend der Ontogenese hingewiesen
(SOLOMAN 1971). Eine Reihe von Beispielen fiir bidirektionale
Einfliisse zwischen dem endokrinen und dem Immunsystem liegen
vor. An vier Beispielen sei gezeigt, wie Stdérungen im Immunsy-
stem zu Stdrungen im endokrinen System (und vice versa) fihren

koénnen:

a) Anderungen im hormonellen Milieu fithren zu immunologischen
Funktionsédnderungen. Ein instruktives Modell ist die hypophysdare
Zwergmaus mit ihrem genetisch bedingten Defizit an Wachstumshor-
mon und Thyrotropin. Die zellvermittelte Immunitdt, gemessen am
Kriterium der Verwerfung von Transplantaten, ist hier defizient
(FABRIS u. Mitarb. 1971 a, b).

Ein anderes Tiermodell stellt die NZB-Maus dar, deren Autoimmun-
krankheiten und gestérte Immunfunktionen weitgehend von weibli-

chen Sexualhormonen abhédngen (TALAL 1977).
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b) Der keimfreie Zustand von Tieren, d.h. Mangel an antigener
Stimulation, manifestiert sich im Vergleich zu konventionellen
Tieren in einer deutlichen Unterentwicklung der totalen Masse
des lymphoiden Gewebes und des Immunglobulin-Niveaus wie auch im
veranderten endokrinen Status (siehe Diskussion von BESEDOVSKY

u. SORKIN 1977b) .

c) Kongenital thymuslose und neonatal thymektomierte Mause haben
ein stark gestoértes endokrines System, z.B. Degranulation STH-
produzierender Zellen, verzdgerte Pubertdt in weiblichen Tieren,
Unterfunktion der Schilddriise, u.a. (fir Referenzen siehe BESE-
DOVSKY u. SORKIN 1974, 1977a, 1980). Diese,und andere Befunde,
weisen auf eine Funktion des Thymus in der Programmierung des

neuroendokrinen Systems hin.

d) Chirurgisch bursektomierte Hihnerembryonen (62 Stunden alt)
zeigen im spdteren embryonischen Leben oder nach dem Schlipfen
zahlreiche endokrinologische Verdnderungen (BESEDOVSKY u. Mit-
arb. 1975a, PEDERNERA u. Mitarb. 1979).

Alle erwdahnten Beispiele von Einwirkungen auf der Ebene der an-
tigenen Stimulation, der Entwicklung von zentralen und periphe-
ren lymphoiden Geweben oder auf dem Niveau der endokrinen Funk-
tionen,belegen die Existenz eines komplexen Netzwerks von Wech-

selwirkungen zwischen dem Immunsystem und dem endokrinen System.

V. Das aktivierte Immunsystem induziert Verdnderungen im neuroendo-

krinen System und empfdngt regulatorische Signale.

Ein notwendiges Erfordernis fiir jeden Kontrollmechanismus ist es,
daB er Verdnderungen jener Niveaus registrieren kann, die er zu re-
gulieren hat. Es darf daher erwartet werden, daR ein durch Antigen
spezifisch aktiviertes Immunsystem neuroendokrine Anderungen aus-

1o6st. Wir haben hierzu erstmals einige kritische Befunde erhoben.
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A) Anderungen von Hormonspiegeln im Blut wihrend der Immunantwort.

Werden Ratten oder Mdusen nichttoxische Antigene wie Haemocyanin

oder Schaferythrozyten verabreicht, so andern sich iberraschend die
Niveaus von Blutkortikosteron und Thyroxin. Wahrend sich in den er-
sten 24 Stunden nach Schaferythrozyten-Injektion keine wesentlichen
Hormon-Anderungen feststellen lassen, findet von Tag 4 bis zum Tag
8 (mit Maximum am Tag 5) eine zwei- bis dreifache Erhohung des Kor-
tikosteron-Spiegels und eine 30 lige Senkung des Thyroxin-Spiegels

statt (siehe Abbildung 1) (BESEDOVSKY u. Mitarb. 1975b).

Abb. 1:

Immunantwort von Ratten gegen Antigen (Schaferythrozyten, SRBC)
fithrt zu Anderungen im Hormonblutspiegel.

A: Plaque bildende Zellen (PFC) x 10 per Milz

B: Kortikosteron-Niveau im Serum
0~0 Tiere mit SRBC immunisiert
A "™ A Tiere mit Ratten-Blutzellen immunisiert
C: Thyroxin-Niveau im Serum
0 -0 Tiere mit SRBC immunisiert
A" A Kontroll-Ratten mit Rattenerythrozyten immunisiert
(RRBC)
(aus BESEDOVSKY u. Mitarb.: Proc.Soc.exp.Biol.150 (1975b) 466)
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Mit dem léslichen Protein Haemocyanin wurden in Ratten analoge Er-
gebnisse erzielt, jedoch erfolgte der Anstieg des Kortikosterons
bereits frither, wohl in Verbindung mit der friither erfolgenden Im-
munantwort (Tag 1). Entsprechende hormonelle Anderungen wurden auch

in Mdusen (C3HJ festgestellt.

Auch in einem Hauttransplantationssystem (Maus - Ratte) wurden An-
derungen im Kortikosteron-Spiegel beobachtet (BESEDOVSKY u. Mitarb.
1978) .

Eine wichtige Folgerung aus diesen Experimenten: Die Immunantwort
ist in der Lage, den Hormonblutspiegel, z.B. Kortikosteron, derart
zu beeinflussen, dab die Immunantwort selbst wiederum dadurch be-
einfluBt werden kann. Dies kann bedeuten: Die beobachteten hormo-
nellen Anderungen kénnten,zumindest teilweise, durch einen Riick-
kopplungsmechanismus die Dauer und mdglicherweise sogar die Hohe
einer Immunantwort regulieren. Dal derartige Vorstellungen durch-

aus realistisch sind, wurde am Beispiel der antigenen Konkurrenz

gezeigt.

Werden etwa nicht-kreuzreagierende Erythrozyten zweier Spezies

(1 = Pferd, 2 = Schaf) nacheinander, z.B. im Abstand von 5 Tagen
Ratten gespritzt, so wird die Antwort gegeniber dem zweiten Antigen
unterdriickt. Dieses Phanomen der antigenen Konkurrenz ist weitge-
hend ungekldrt und auch nicht in vitro demonstrierbar. Auffdlliger-
weise wurde festgestellt, die massive Suppression der Antwort auf
das zweite Antigen erfolgt dann, wenn der Kortikosteron-Blutspie-
gel, infolge Immunisation durch das zuerst verabreichte Antigen,
ein Maximum erreicht hat (BESEDOVSKY u. Mitarb. 1979c). Sofern
Kortikosteron tatsdchlich eine wichtige Komponente bei der antige-
nen Konkurrenz darstellt, sollte eine chirurgische Entfernung der
Nebenniere zu einer Verminderung oder Elimination der antigenen
Konkurrenz fihren. Ein derartiges Resultat wurde tatsdchlich er-
halten. Zudem konnte auch durch Zugabe von Kortikosteron =zu in vit-
ro Milzzell-Kulturen das Phdnomen der antigenen Konkurrenz zwischen

Pferde- und Schaferythrozyten imitiert werden.
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Die Zielzelle des Kortikosterons ist unbekannt.. Aufgrund neuerer
Untersuchungen von GILLIS u. Mitarb. (1979a, b) nehmen wir aber an
daB Glukokortikoide die Produktion des sogenannten T-cell growth
factors (TCGF) hemmen, wodurch die klonale Expansion aktivierter
T-Zellen blockiert wird. Ein Zusammenhang unserer Ergebnisse iber
antigene Konkurrenz mit denen von GILLIS u. Mitarb., ist offen-
sichtlich:Der durch Antigen 1 erhéhte Glukokortikoidspiegel ver-
hindert die TCGF-Produktion, die fir eine klonale Expansion, als
Antwort auf Antigen 2, notwendig ist. Die Folge: keine Immunant-

wort auf Antigen 2, d.h. antigene Konkurrenz.

B) Durch das autonome Nervensystem vermittelte Immunoregulation.

Sympathische Signale werden durch Aktivitdtsveradnderungen der ter-
minalen Nervenendigungen vermittelt, die mit lokalen Konzentra-
tionsdnderungen von Noradrenalin in der N&he der Zielzellen einher
gehen. Von der Rattenmilz ist bekannt, daB sie innerviert ist. Wir
stellten uns die Frage, ob sympathische Nervensignale Lymphozyten
in der Mikroumgebung einer stattfindenden Immunantwort erreichen
konnen. Zu diesem Zweck wurde der Noradrenalingehalt der Milz und
ihre Antikdrperproduktion (PFC) , nach Immunisierung mit Schafery-
throzyten, untersucht (BESEDOVSKY u. Mitarb. 1979a). Ein radioen-
zymatischer Test wurde =zur Quantifizierung des Katecholamins ver-
wendet (DA PRADA u. ZURCHER 1976). Die Ergebnisse, wiedergegeben
durch Abbildung 2, =zeigen, daBl an den Tagen 3 und 4, nach Antigen-
Injektion, eine markante Verminderung des Noradrenalingehaltes der
Milz auftritt. Diese Verminderung, die in allen 5 Experimenten be-
obachtet wurde, betrug zwischen 40-70 % . Sie trat stets vor dem Ma
ximum der direkten PFC auf. Am Tage 8 war der Noradrenalingehalt
wieder normal. Als nicht-lymphoides Kontrollorgan diente das Herz,
das jedoch zu keiner Zeit nach der Immunisierung von der Norm ab-

weichende Werte aufwies.

Diese Ergebnisse erbringen erstmals den Beweis, daB physiologisch
bedeutsame Anderungen des Noradrenalingehalts in der Umgebung Anti
korper-bildender Zellen stattfinden. Von diesem Vorgang darf ange-

nommen werden, daB er die Aktivitdt der immunokompetenten Zellen
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beeinfluBt. Tats&dchlich wurde bereits oben mitgeteilt, daB Noradre-
nalin und der synthetisehe «.-Agonist Klonidin eine in wvitro indu-

zierte primdre Immunantwort zu hemmen vermdgen.
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Abb. 2:

Immunoregulation, vermittelt durch das autonome sympathische
Nervensystem: Abnehmender Noradrenalingehalt (RA) in der Rat-
tenmilz im Verlauf der Immunantwort. Den Ratten wiirden Schaf-
erythrozyten verabreicht und nach verschiedenen Zeiten die An-
zahl der direkten PFC und der Noradrenalingehalt in der Milz
bestimmt. Kontrollen fiir Noradrenalin nach NaCl-Injektion

(Tag 0) .

Jeder Punkt der Noradrenalin-Kurve reprdsentiert den Mittel-
wert + SEM aus Bestimmungen von 4 Tieren.

RA: —
PFC:

(aus BESEDOVSKY u. Mitarb.: Cellular Immunology 48 (1979a)
436) .
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Es wird daher vorgeschlagen, daB die im Verlauf der Immunantwort
eingetretenen Anderungen des Noradrenalingehaltes den efferenten
Arm von Reflexmechanismen darstellen, die durch Antigen-stimulier-
te, 1immunologische Zellen ausgeldst werden. Die Noradrenalin-Ande-
rungen stellen wahrscheinlich regulatorische Signale dar, die in
der Lage sind, eine im Gang befindliche Immunantwort zu modulieren.
Dariiber hinaus ist es nicht ausgeschlossen, dal Noradrenalin auch

den lymphoiden Zellverkehr beeinflubt.

C. Vom aktivierten Immunsystem ausgehende afferente Signale 1ldsen

eine Antwort in Neuronen des Hypothalamus aus.

Der Hypothalamus ist an zahlreichen autonomen und endokrinen Kon-
trollmechanismen beteiligt. Um direkte Beweise fir die Ankunft von
Signalen im Hypothalamus zu erbringen, die vom antigenisch stimu-
lierten Immunsystem abstammen, haben wir die elektrische Aktivitat
individueller Neuronen im ventromedialen Teil des Ratten-Hypothala-
mus gemessen (BESEDOVSKY u. Mitarb. 1977). Ratten wurden durch In-
jektion von Schaferythrozyten oder TNP-Haemocyanin immunisiert. Die
Kinetik der Immunantwort und die Hypothalamus-Aktivitdt wurden dann
nach verschiedenen Intervallen gemessen. Die Ergebnisse in Abbil-
dung 3 zeigen, dak am Tag 1 nach Antigen-Injektion (Schaferythrozy-
ten) im Vergleich zu Kontrollen (NaCl) keine Anderung in der Akti-
vitdtsfrequenz der Neuronen eintrat. Am Tag 5 dagegen, d.i. beim
Maximum der direkten PFC in der Milz, wurde ein mehr als zweifacher
Anstieg der Feuerungsfrequenz der ventromedialen Neuronen festge-
stellt (Kontrolle: 3.75 + 1.3 "spikes"/sek. ; Schaferythrozyten:
8.82 + 1.3 "spikes"/sek., P < 0.001). In einigen Ratten, die immu-
nologisch nicht reagierten, konnten keine erhdhten neuralen Akti-

vitdten gemessen werden.

In einem anderen Modell mit TNP-Haemocyanin als Antigen, wurden
ebenfalls signifikant erhohte Feuerungsraten der Neuronen festge-
stellt, doch war die hoéchste Aktivitat bereits am Tag 2 meBbar,
eine Tatsache, die wahrscheinlich auf die viel friher eintretende

Immunantwort zurtckzufiithren ist.
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Abb. 3.:

.Antigene Stimulierung (Schaferythrozyten) fithrt zu
Erhohung der neuronalen .Aktivitat im ventromedialen
Kern des Ratten-Hypothalamus.

A) AntikOrper-produzierende Zellen (direkte PFC) in
der Milz.
B) Neuronale .Aktivitdt (firing rates, spikes/sec.).

(aus BESEDOVSKY u. Mitarb.: European Journal Immuno-—
logy 7 (1977) 325)
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Die erwdhnten Studien lassen den SchluB zu, daBl als Folge (nicht-
toxischer, nicht-strefbedingter) antigener Stimulation von lympho
iden Geweben herstammende Signale den Hypothalamus erreichen. Die
Natur dieser Signale, der Reaktionsweg innerhalb des Hypothalamus

der Typ der Neuronen u.a. sind noch abzukl&ren.

VI. Zusammenfassung

Immunoregulation ist die =zentrale Fragestellung in der gegenwdrti

gen Immunologie. Es wurden zwei Mechanismen der Immunoregulation

unterschieden:
1. Autoregulation
2. Externe Immunoregulation im Sinne eines

integrativen immuno-neuroendokrinen Netz-

werks .

Es wurde experimentell nachgewiesen, dal der scheinbar "unschuldi
ge" Akt der antigenen Stimulation nicht nur zu einer Immunantwort
fiithrt, sondern dal vom Immunsystem noch unbekannte Signale ausge-

hen, die zu Veranderungen im

1. endokrinen System,
2. autonomen Nervensystem,

3. Hypothalamus

fiihren. Die Verdnderungen im Neuroendokrinium und weitere Wechsel
Wirkungen zwischen Immunsystem und Hormonen werden dahingehend in
terpretiert, dah die autoregulatorischen Immunmechanismen w&hrend
des ganzen Lebens einem komplexen System von hormonellen Riickkopp

lungen und neuralen Signalen unterworfen sind.

Diese Arbeit wurde durch den Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der
wissenschaftlichen Forschung, Nr. 3.213.77, unterstiitzt.
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Diskussion:

v. MAYERSBACH:

Darf ich um Diskussionsfragen zu diesem hochinteressanten Vortrag
bitten, der wieder einmal gezeigt hat, wie wenig wir eigentlich
tiber die simpelsten und primitivsten Dinge wissen, die wir tagtag-

lich tun.

PORCHER:

Als ich Prof. NOSSAL 1976 in Cremona traf und ihm im Rahmen eines
Interviews die Frage nach der Bedeutung der "immunological sur-
veillance" fir die Tumorentwicklung gestellt habe, hat er sich sei
nerzeit sehr bescheiden geduBert. Welcher Stellenwert kommt nach
dem derzeitigen Stand des Wissens der "immunological surveillance"

bei der Tumorgenese zu?

SORKIN:
Wir arbeiten zwar auch iber Tumorimmunitdt; trotzdem meine ich,

Prof. WRBA ware hier mehr Experte. Das Surveillance-Konzept bei Tu



moren ist in Schwierigkeiten geraten. THOMAS und BURNET stellten
die Theorie auf, die primdre Aufgabe des Immunsystems bestinde
nicht nur darin, als Abwehrsystem gegen Bakterien, Viren und Para-

siten zu fungieren, sondern Krebszellen in statu nascendi zu ver-

nichten. Zweifellos gibt es Hinweise, daB Zellen des Immunsystems
in der Lage sind, Krebszellen in vitro zu hemmen und zu tdéten; auc
Makrophagen sind dazu in der Lage. Eine ganz andere Frage ist:
Laduft dies beim Krebsgeschehen auch wirklich so ab? Ist es eigent-
lich bewiesen, daB die ersten Tumorzellen immunologisch erkannt
werden? Wir wissen, daB Krebszellen tumorspezifische Marker ver-
lieren und damit,immunologisch gesehen,inkognito bleiben koénnen.
Deshalb zielen neuere Experimente darauf, Tumorzellen zu markie-
ren, ihnen neue Eigenschaften zu verleihen und sie damit fiur das

Immunsystem wieder erkennbar =zu machen.

Erst kltrzlich wurde ein v6llig neuer Zelltyp entdeckt, die "natu-
ral-killer-cells". Diese koénnen ohne Zweifel gewisse Tumorzellen
toten. Was mich sehr bedenklich stimmt, ist, daB "natural-killer-
cells" - meines Wissens - funktionell {berhaupt nicht im Tumor
selbst vorkommen. Dieser neue Zelltyp ist zwar im "immunological-
surveillance-Konzept" ein guter Kandidat, aber,ob das zu seinen
eigentlichen Aufgaben gehdrt, ist noch nicht sicher. Vielleicht
hat diese Zelle ganz andere Aufgaben, z.B. auf der Ebene der Regu-

lation.

Ob es nun eine Immun-surveillance-Zelle gibt, ist mir unbekannt.
In der Phase, wo sie entscheidend ist, d.h. Tumorzellen im Friih-
stadium vernichtet werden, dort funktioniert es offensichtlich bei

jedem Vierten nicht.

THEURER:

Vom Fotalleben besteht doch wahrscheinlich eine Toleranz gegen em-
bryonale fdtale Antigene. Solange diese Toleranz nicht durchbro-
chen werden kann, kommt auch keine Immunabwehr gegen den Tumor zu-
stande, falls nicht v6llig neue Antigen-Qualitdten auftreten, wie
beispielsweise bei Mutationen der Strukturgene. Ich bin sogar {iber

zeugt, daB der Tumorentwicklung letztlich eine Schiddigung der Re-



gulatorgene zugrunde liegt, wodurch vormals "stumme" Strukturgene

wieder dereprimiert und damit aktiv werden.

SORKIN:

Das kann ich nicht beantworten, obgleich es eine sehr wichtige
Frage ist. Mit Ausnahme von B-Zellen wissen wir noch nicht, wie An
tigene von Zellen des Immunsystems erkannt werden. Es kdnnte durch
aus sein - und da stimme ich Thnen zu - daB gegeniiber Tumor-Anti-

genen Toleranz bestehen kann.

Es existiert vermutlich auch ein Selektionsprozess; die Tumorzel-
len, die iberleben, koénnen immunologisch nicht attackiert werden,

da sie immunologisch gar nicht registriert werden.

Weiter gibt es durchaus ernst zu nehmende Forscher, die glauben,
daB das Immunsystem auch zu einem besseren Wachstum der Krebszel-

len fihren kann (PREHN).

THEURER:

Seit Jahren vermute ich, daB ein Vorlaufermechanismus des Immun-
systems, 1in Art der adaptiven Synthese von Antikorperfragmenten,
mit der variablen Gruppe der Antikdrper, bei der Krebsabwehr eine
Rolle als Repressoren bzw. auch als Induktoren der Tumorgene
spielt*. Leider konnten diese Hypothesen bisher nicht nachgeprift

werden.

Wenn ich Sie richtig verstanden habe, sind Sie aber auch der Mei-
nung, dab es bei Erkrankungen des Immunsystems, bei Autoaggres-
sionserkrankungen, bei Immundefizienzen,nicht ausreicht, nur ein
Organ, hier im speziellen das Immunsystem, zu behandeln. Man miBte
auch die korrelativ am Krankheitsgeschehen mitbeteiligten Organe,
insbesondere das Zwischenhirn und die endokrinen Driisen, mitbehan-
deln. Auch die Milz und die Leber koénnen geschadigt sein. Das sind

alles auberordentlich komplexe Dinge.

*) Selecta 39/1979; 51/1977; Krebsgeschehen 6/1978.
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Die Zytoplasmatische Therapie wurde als Kombinationstherapie kon-
zipiert. Pate stand dabei die klinische Erfahrung, daBR wir bei-
spielsweise in der Allergologie eben nicht nur eine Erkrankung des
Immunsystems haben, sondern daB auch Effektoren, die zentrale Regu-
lation, das Endokrinium, das Vegetativum, eine Rolle spielen. Des-
wegen gehen wir bei Erkrankungen des Immunsystems von verschiedenen
Seiten heran, nicht nur in Art einer hormonellen Substitution, son-

dern eben Uber eine Beeinflussung der Organe selbst.

SORKIN:

Ich glaube, Sie haben durchaus recht, wenn Sie so vorgehen. Es ist
nur sehr schwer - wenn ich das als Grundlagenwissenschaftler so in
aller Offenheit sagen darf - angesichts der komplexen biologischen

Ablaufe vorauszusagen, wo man nun genau EinfluR nimmt.

THEURER:

Ich koénnte mir vorstellen, wenn ich von nur einer Seite einen StoB
in ein System gebe, daB dieser StoR unerwiinschte Gegenreaktionen
in einer ganz bestimmten Art ausldst. Gehe ich hingegen auf brei-
ter Basis vor, ist die Gegenreaktion nicht so eindeutig massiv und

fihrt zur Umstimmung und Neuorientierung.

WRBA:

Herr Kollege SORKIN, ich finde es groRartig, dah Sie den Einflul
exogener Faktoren auf das Immunsystem so klar nachgewiesen haben.
Fir mich jedenfalls ziehe ich die Erkenntnis daraus, daB das, was
Sie "immunological surveillance" genannt haben, mehr ist als nur
das Vorhandensein von funktionierenden Lymphozyten. Dazu gehért
auch ein ganz komplex funktionierender immunbiologischer Apparat.
Damit bestdtigt sich, was die Kliniker schon immer gesagt haben.
Die Kliniker haben sich uns Immunologen gegeniiber immer gestraubt,
nur von Immunkompetenz und von B- und T-Zellen zu sprechen. Sie
arbeiteten mit den Begriffen "Immunbiologie" und "Abwehrapparat".
Die Immunologen wiederum haben das immer ein wenig l&dcherlich ge-
funden. In Wirklichkeit ist es nun tatsadchlich so, daBR das Immun-
system nur ein Teil der "immunological surveillance" darstellt.

Das halte ich fiir einen ganz entscheidenden Befund. Es besteht gar



kein Zweifel daran, daBk die Immuno-surveillance, wie immer man sie
definieren mag, bei der Verhinderung der Tumorentstehung eine grofe

Rolle spielt; aber sie ist nicht alles!

Ich wiirde also sehr davor warnen, diese Dinge zu vereinfachen. Das
Immunsystem ist weit komplexer als wir es uns urspriinglich vor-
stellten. Da bin ich ganz TIhrer Meinung - obwohl Meinung natiirlich
in der Wissenschaft nichts gilt. Trotzdem meine ich, dal wir uns in
der Immunologie schon viel zu lange damit beschdftigt haben, nur zu
analysieren. Ungefahr 10 Jahre lang haben wir immer neue Tests,
neue Funktionen, neue Lymphokine usw. gefunden. Jetzt werden wir
dazu iUbergehen miissen, das einmal funktionell zu vereinigen. Wir
werden uns iberlegen miissen, wozu ist denn die ganze Geschichte

gut - sie muB ja einen Sinn haben! Sicher sind wir analytisch we-
sentlich vorangekommen. Aber jetzt miissen wir uns tatsdchlich um

die funktionelle Immunabwehr kiimmern.

SORKIN:

IThnen 1ist sicher als Krebsforscher bekannt, und bei Klinikern be-
steht mittlerweile auch gar kein Zweifel mehr daran, daB StreBreak-
tionen, wie beispielsweise Partnerverlust, Verluste in der Familie,
groRere soziale Probleme, =zum Auftreten von Tumoren fihren kénnen.
Der Organismus reagiert auf Strel wahrscheinlich im Sinne eines
verdnderten Endokriniums, verdnderten Verhaltens des autonomen Ner-
vensystems und des Hypothalamus usw. Damit &ndert sich die Mikroum-
gebung der immunkompetenten Zellen in Form eines erhdhten Kortiko-
steroid- und Noradrenalinspiegels etc. In dieser neuen Mikroumge-
bung verhalten sich die Zellen dann funktionell ganz anders. Falls
diese Immunzellen eine Abwehrfunktion, beispielsweise im Erkennen
und Toéten einer Tumorzelle, haben, so kdnnte dieses System unter
Umstdnden dadurch supprimiert werden. Eine Verbindung zur Psycho-

somatik scheint mir durchaus gegeben.

WRBA:
Sie sprechen mir aus der Seele? Es besteht gar kein Zweifel, dal
die Entstehung eines Krebses Endpunkt einer Entwicklung ist, bei

der sehr viele Faktoren mitgespielt haben, und daB da sehr wohl
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psychologische Paktoren und Stref eine Rolle spielen. Nur, bei 15
mitbeteiligten Faktoren ist die Identifizierung eines einzelnen
sehr schwierig. Das ist die Problematik fiir die naturwissenschaft-
liche Bestimmung solcher Faktoren, und daran ist die Psychologie

bisher gescheitert.

v. MAYERSBACH:

Ich méchte Herrn Kollegen SORKIN herzLich danken. Wenn hinterher
die Diskussionen ausgeufert sind, spricht das nur fir die Bedeutung
der Probleme. Ich muB zugeben, daB ich nicht den Mut hatte, sie ab-

zubrechen. Vielen Dank!



Wirkungsweisen informatorischer RNS
und extrazellul&rer DNS

als Beispiele biologischer Regulation

D. JACHERTZ

Institut fir Hygiene und
Medizinische Mikrobiologie der

Universitdt Bern

25 Jahre Zytoplasmatische Therapie bedeuten u.a. auch 25 Jahre
Streben nach dem Verstdndnis komplizierter Regulationsmechanismen,
um diese therapeutisch beeinflussen zu kdonnen. Aus den theoreti-
schen und arbeitshypothetischen Ansdtzen heraus haben sich empi-
risch bewdhrte Therapieformen entwickelt, die, aufgrund der sta-
tistischen Signifikanz, einen sicheren Platz im therapeutischen Re-
pertoire zahlreicher Arzte gefunden haben. In diesen 25 Jahren hat
die experimentelle Bearbeitung der Wirkungsmechanismen, die der
Zytoplasmatischen Therapie zugrunde liegen, manchen Einzelaspekt
verstdndlich machen konnen. Die Komplexizitdt biologischer Abl&ufe
bringt es allerdings mit sich, daR eine 1liickenlose Kausalkette der
Mechanismen noch nicht beschrieben werden kann. In der Praxis eilt
die &drztliche Intuition der Empirie voraus, die Aufkldrung eines
Wirkungsmechanismus hinkt der Empirie nach. Die Aufkl&rung des Wir-
kungsmechanismus in einer lickenlos bewiesenen Kette von Kausalzu-
sammenhdngen ist aber nicht nur die hochste wissenschaftliche
Rechtfertigung eines therapeutischen Verfahrens. Sie ist aulerdem
eine sichere Basis, von der aus die A&rztliche Intuition zu neuen

Gedankenansdtzen ausgehen kann.

Die Beschreibung einer Kette kausaler Zusammenhdnge auf der Grund-
lage von experimentellen Beweisen wird oft als "Theoretische Medi-
zin" empfunden. Sie ist Uberhaupt nicht theoretisch, sondern im

hochsten MaBe Ausdruck intelligenter praktischer, d.h. handwerkli-

eher Tatigkeit. Eine solche Arbeit ist nur dann vom gewilinschten Er-



- 83 -

folg gekront, wenn sie von richtigen Prdmissen ausgeht. Sie kann in
relativ kurzen Zeitrdumen die Erkenntnis innerhalb einer Kategorie
erheblich erweitern. Der erkennende Ubertritt von einer niederen in
eine hohere Kategorie erfordert jedoch erfahrungsgemdRl lange Zeit-
raume von Jahrzehnten. So erhebt sich die Frage nach 25 Jahren ex-
perimenteller Arbeit {ber Wirkungsmechanismen, die der Zytoplasma-
tischen Therapie zugrunde liegen kénnten, ob wir nicht an der
Schwelle zum Ubertritt in eine neue Kategorie des Verstdndnisses
biologischer Regulation stehen. Diese Frage wird erst dann mit
praktisch verwertbarem Sinn erfiillt, wenn sie so gestellt wird, daB
eine auch experimentell faRbare Antwort méglich ist. Ich mochte
deshalb aus meiner eigenen experimentellen Erfahrung heute einige
Ergebnisse beschreiben, die mdglicherweise die Antwort auf die oben
gestellte Frage in einer bestimmten Richtung erwarten lassen koénn-

ten.

Am Ausgangspunkt zu den hier zu diskutierenden Experimenten stehen
die Vorstellungen, die man heute vom Mechanismus der Enzyminduktion
hat - also das Zusammenspiel wvon Induktor, Repressor, Operatorgen,
Regulatorgen, Promotorregion und den Strukturgenen - und die Vor-
stellungen von der Lokalisation der Strukturgene von Immunglobuli-
nen - also die Erkenntnis, daB variable und konstante Regionen der
leichten und der schweren Kette der Antikoérpermolekiile nicht kohé-
rent an einer bestimmten Stelle, sondern diskontinuierlich an ver-

schiedenen Stellen im Genom angeordnet sind.

Das erste Experiment, welches ich in diesem Zusammenhang erwdhnen
méchte, wurde vor mehr als 10 Jahren gemacht. Eine zellfrei synthe-
tisierte informatorische RNS wurde =zu Lymphozytenkulturen gegeben.
AnschlieBend wurde gepriift, welche allotypischen Merkmale sich auf
den Antikdrpern finden lassen. In der Tabelle 1 ist gezeigt, dab
die 1i-RNS selbst im zellfreien System nur Antikérper mit allotypi-
schen Merkmalen codieren kann, die denjenigen des Spenders der DNS
entsprechen, von der die i-RNS im zellfreien System transkribiert
wurde. Die Tabelle 2 zeigt dagegen zum Vergleich, daB die Lymphozy-
tenkultur zwar zu Beginn der Antikdérpersynthese nach Zugabe von i-

RNS sich wie das zellfreie System verhalt, daB aber nachher =zuneh-



-84 -

mend allotypische Merkmale der Empfangerzelle auftreten.

Tabelle 1

Gm- und InV-MerkmaU der DNS-Spe.rule.rze.Uen, des czellfreien Testsystems fiir

die informatorische RNS und der in diesem T ierten p

Formel des Spenders Formel des Spenders Formel des im zellfreien

der DNS, an der die des zellfreien Systems, System synthetisicrten
informatorische RNS im  in dem die Aktivitit Antikorpers:
zellfreien System der informatorischen RNS
synthetisiert wurde: gepriift wurde:
InVi+ InVi1- InVi+
InV1- InVi+ InVi1-
Gmy_yiy04 Gmyigyp Grnygiggs
Gy Gmy, Gmy.
Gmy InV1r Gmy, InV 1~ Gm,_InV 1+
iy g Gmyygp Gmy_y

s Es sind in der Tabelle nur diejenigen Merkmale aufgefithrt, die beim DNS-
Spender und im zellfreien System verschieden sind.

Tabelle 2

Allotypische Merkmale von Antikdrpern, die in
Lymphozytenkulturen zu verschiedenen Zeiten
nach Zugabe von i-RNS gebildet wurden

Spender der DNS,an Antikdrper synthe-
der die i-RNS im Spender der Lympho-| Zeit nach Zugabe tisiert in der
zellfreien System zytenkul tur der i-RNS Lymphozytenkultur
transkribiert wurde
an 1725 1™ Gmn 1727 Jv1* Tag 1 am 172" Jnv1”
Tag 2 Gm 12" Jnv1*
Tag 3 Gn 1727 Jnv1*

Ein analoges Experiment konnte vor kurzem mit extrazelluldrer DNS,
zusammen mit den Herren P. MAURICE, P. ANKER und M. STROUN aus

Genf* durchgefithrt werden. Diese extrazellul&re DNS wird nach Sti-
mulation mit einem bestimmten Antigen aus Lymphozyten in das Medium
abgegeben und enthalt die Information fir Antikdérper gegen das sti-

mulierende Antigen. Transkribiert man an dieser extrazellul&ren DNS

*)  Immunol. 37, 755 (1979)
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eine 1-RNS - ein Vorgang, der nur durch das entsprechende Antigen
ausgeldst werden kann - so zeigt sich,anhand der durch diese 1i-RNS
synthetisierten Antikorper ,der Informationsgehalt der als Matrize
verwendeten extrazelluldren DNS: Das durch diese i1i-RNS syntheti-
sierte Protein ist der zum stimulierenden Antigen passende Anti-
korper. Er zeigt die allotypischen Merkmale der DNS-Spender-Zel-
len. Gibt man jedoch diese extrazelluldre DNS zu einer Lymphozyten-
kultur mit differenten allotypischen Merkmalen, so findet man in
der Zeit nach der Aufnahme dieser extrazelluldren DNS alle Uber-
gange vom Spender- zum Empfangertyp hinsichtlich der allotypischen

Merkmale. Einige Beispiele sind in der Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3

Miotypische Merkmale der Spender von T-Lymphozyten, der Spender
von B-Lymphozyten und der Antikérper von B-Lymphozyten nach
Zugabe von extrazelluldrer DNS der mit Antigen stimulierten T-Lymphozyten

Allotypische Merkmale der

Antikorper der B-Lymphozyten
Spender der Spender der nach Zugabe von extrazelluldrer
T-Lymphozyten B-Lymphozyten DNS der mit Antigen stimulierten
T-Lymphozyten
a g Jnvit at g anvi” a g Ji’
at gt anvi” a g a1t at g a1t
a g Jnv1* a g* Jnvl® a g+ Jnvi~

Beide Molekiile, die 1-RNS und die extrazelluldre DNS, stellen ex-
trachromosomale Elemente dar, die auf einen spezifischen Reiz, der
die Oberfldche von Zellen trifft, synthetisiert werden und spezifi-
sche Information auBlerhalb des Genoms verfiigbar machen. Stofflich
sind diese extrachromosomalen Elemente rekombinierte Molekiile, die
weilt voneinander entfernt liegende Informationsinhalte des Genoms

in enger Nachbarschaft vereint tragen.



In beiden F&llen, d.h. sowohl bei der Ubertragung von Informations
Inhalt durch extrazelluldre DNS, beobachtet man eng begrenzte Opti
ma der Konzentration von 1i-RNS und extrazelluldrer DNS, innerhalb
deren Grenzen es nur gelingt, die {ibertragene Information zu reali
sieren. Unterhalb und vor allem eben auch oberhalb dieser Optima
bleibt ein an sich sinnvoller Informationsgehalt biologisch stumm.
Dies gilt sowohl im zellfreien System als auch in Zellkulturen, so
wohl fiur i-RNS als auch fiir die extrazelluldre DNS. Im zellfreien
System kann die Synthese der i-RNS von 20 Genomen aus gestartet

werden und fihrt in wenigen Minuten in logarithmischer Vermehrung
9

zu 10 Kopien der urspriinglich an der DNS transkribierten Informa-

tion. Ein wahrlich eindrucksvoller Verstdrkermechanismus.

In der Zellkultur 1&Bt sich die Ubertragung von spezifischer Infor
mation durch Verdiinnung des verwendeten 1i-RNS-Prdparates oder DNS-
Prdparates gewissermaBen titrieren. Solche Experimente zeigen, daB
die i-RNS 10°fach effektiver ist. Wihrend man 1000 DNS-Molekiile be
ndtigt, um einen Lymphozyten zu informieren, bendtigen 1000 Lympho
zyten nur 1 1-RNS-Molekiil. Diese unglaubliche Rationalisierung der
Informationsiibertragung ist moglich durch einen Verstdrkermechanis
mus 1in den Empfédngerzellen in Form der i-RNS-abhédngigen RNS-Polyme
rase. Ein solches Experiment gestattet uns einen Einblick in die

Funktionsweise der biologischen Informationsrealisation. Dabei ist
nicht nur die unvorstellbare Rationalitdt - ein Molekil informiert
1000 Zellen - sondern vor allem der an dem Wechsel allotypischer

Merkmale erkennbare Ubertritt von individuell fremder in indivi-

duell eigene Information ein v6llig neuer Befund.

Experimente, wie ich sie eben erwdhnt habe, sind keine Sonderfédlle
Inzwischen sind bei der Vermehrung von Adenoviren, bei der Synthe-
se von Ovalbumin und bei der Analyse der Information fir die Syn-

these von Myelomproteinen &hnliche Befunde erhoben worden. Sie =zei
gen, daR Informationsinhalte an verschiedenen Stellen des Genoms

niedergelegt sind und daf der Synthese von Proteinen die Rekombi-
nation von Information-tragenden Molekiilen vorausgeht. Bedauerlich
ist nur, dal Ausdriicke wie "Intron", "Exon" und "Splizing" den wah

ren Inhalt eines experimentellen Befundes mehr verschleiern als er
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lautern.

Betrachtet man abschlieBend diese Experimente, so erscheint Altbe-
kanntes mit Ungewohntem gemischt. Transkription und Translation be-
gegnen uns so, wie seit langem bekannt. Neu Jjedoch ist der extra-
chromosomale Zustand von Informationen, neu ist die Rekombination
von Inhalten, neu ist auch die relativ eng begrenzte optimale Kon-
zentration, innerhalb deren die Information {berhaupt realisierbar
ist, und neu ist der Ubergang von individuell fremder in indivi-
duell eigene Information. Die Fragen, die sich hieraus ergeben, be-
treffen die Regulation rekombinativer Prozesse im Laufe der Reali-
sation biologischer Information. In einem Vergleich ausgedriickt,
konnte man die Sequenz der Nukleotide in einer Nukleins&ure als
biologisches Wissen bezeichnen, die bekannten Vorgdnge bei der En-
zyminduktion wiirden dann als biologisches Gedadchtnis bezeichnet
werden konnen, und die hier zu diskutierenden Phédnomene kdnnten als
biologische Vernunft verstanden werden. Genausowenig wie man =z.B.
einen Schwingkreis nur aus der Kenntnis von Induktion und Kapazi-
tat verstehen kann, genauso unmdéglich ist es, die biologische Ver-
nunft als Netzwerk aus Wissen und Gedédchtnis =zusammengesetzt zu
verstehen. Wenn auch die aus bekannten Grundlagen ermdglichte indu-
zierte Rekombination als Ausdruck der biologischen Vernunft erkannt
werden kann, so sind wir von deren Verstadndnis deshalb noch so weit
entfernt, weil hierfiir eine neue Kategorie oder Dimension der Er-
kenntnis Voraussetzung wédre. Wenn wir also von dem Ziel, den Wir-
kungsmechanismus der Zytoplasmatischen Therapie vollig zu verste-
hen, noch entfernt sind, liegt das nicht an der mangelnden Objekti-
vierbarkeit der Vorgdnge an sich, sondern an der Beschrdnkung unse-

res Vorstellungsvermdgens.
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Di skuss i ort:

GUUSSEN:

Prof. Jachertz hat schon sehr frith mit zytoplasmatischen Praparaten
gearbeitet, diese bei Protein-Biosynthese-Experimenten im zell-
freien System eingesetzt - damals noch ein Novum. Als erster hat

er hier eindeutig experimentelle Wirkungen nachweisen kdnnen. Ich
glaube, die Moéglichkeit der Informationsibertragung durch extra-
zelluldre DNS ist wissenschaftlich und praktisch von grofer Bedeu-

tung.

THEURER:

RNS, DNS, Wirkungen auf Zellen oder am zellfreien Synthese-System
betreffen ganz spezielle Probleme. Wir selbst haben von Anfang an
die Wirkung unserer Therapiearten nicht nur immunologisch gesehen,
sondern auch die Wirkung von Mediatoren von Funktionsstoffen der
Zelle mitberiicksichtigt, darunter auch Matrizen, die von der Zelle
ibernommen und eingebaut werden koénnen. Gerade deshalb bin ich
Prof. HOLMES sehr dankbar, konnte er doch die Wechselwirkungen und

Reaktionsméglichkeiten auf molekularer Ebene veranschaulichen.

Zu den Ausfihrungen von Prof. JACHERTZ wollte ich noch hinzufiigen:
Die Wirkung der Zytoplasmatischen Therapie beruht nicht nur auf
Rekombinations- und InformationsVorgédngen auf Ebene des Immunsy-
stems. Die Komplexitdt biologischer Systeme macht es jedoch uner-
hort schwierig - das ging auch aus dem Vortrag von Prof. SORKIN
hervor - genau festzulegen, welche Faktoren letzten Endes den zu

beobachtenden klinischen Effekt ausldsen.

JACHERTZ:

Meine Absicht bestand nicht darin, die Wirkungen der Zytoplasmati-
schen Therapie nur auf informatorische RNS oder extrazelluldre DNS
zurickzufihren. Ich wollte in keiner Form bewerten, welche Mecha-
nismen haufig, welche weniger h&dufig bei der Zytoplasmatischen The-

rapie zum Zuge kommen.



An diesen beiden relativ einfachen Beispielen wollte ich nur auf-

zeigen, wie ungeheuer komplex ein System sofort wird, wenn das

zellfreie Synthesesystem verlassen wird und man sich auf die Ebene
Ebenso wollte ich Ihnen nahelegen, mit- oder
sobald wir

einer Zelle begibt.

nachzuempfinden, wieviel komplexer ein System sein muB,

die Zelle verlassen und auf den Gesamtorganismus iibergehen.
Probleme der experi-

Aus

all den Griinden ist es ungeheuer schwierig,
mentellen Medizin durch eine liickenlose Beweiskette untermauern zu

wollen.
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Emperipolesis:
Interaktion zwischen Lymphozyten und Organzellen unter

physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen

U.-P. KETELSEN

Abteilung "Padiatrische Muskelerkrankungen"
der Universitdts-Kinderklinik Freiburg und

Max-Planck-Institut fir Immunbiologie Freiburg i.Br.

Die aktive Invasion lymphoider Zellen in andere Zellen wurde mehr-
fach, insbesondere unter pathologischen Bedingungen, beobachtet.
Bei Autoimmunkrankheiten, =z.B. der HASHIMOTO-Struma und bei der
Zerstdrung von Tumorzellen, kdénnen aggressive Lymphozyten in ande-
re Zellelemente eindringen. Dabei erfolgt eine Alteration und
schlieRlich auch eine Zerstdérung dieser Zellen. Der Vorgang der ak-
tiven Invasion lymphoider Zellen in andere Organzellen kann aber
offensichtlich auch unter physiologischen Bedingungen stattfinden,
z.B. bei der Interaktion von Lymphozyten mit Stroma-Zellen der

Milz oder mit intestinalen Epithelzellen, ohne daB dabei die Wirts-
zelle zerstdért wird. Diese Fahigkeit der Lymphozyten, andere Zellen
aktiv zu durchwandern, nannten HUMBLE und Mitarbeiter (3) "Emperi-
polesis". Das "pathologische" Eindringen von Lymphozyten einer-
seits, und die physiologische Emperipolesis andererseits, besitzen
zwar eine erstaunliche morphologische Ahnlichkeit, trotzdem sind

es Interaktionsvorgange zwischen zwei Zellelementen mit grundver-
schiedener Funktion. Das unter pathologischen Bedingungen erfolgen-
de Eindringen der Lymphozyten in andere Organzellen sollte deshalb,
in Anlehnung an BECHTELSHEIMER und Mitarbeiter (1), als "aggressi-
ve" Emperipolesis von der physiologischen Emperipolesis unterschie-
den werden. Unter physiologischen Bedingungen kommt der Interaktion
von Lymphozyten und Stromazellen des Thymus eine besondere Bedeu-
tung zu. Die Differenzierung von T-Lymphozyten ist ein &duRerst kom-

plexer InteraktionsprozeR zwischen lymphoiden Zellen einerseits
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und Stromazellen des Thymus andererseits. Es besteht kein Zweifel,
daB neben humoralen Faktoren die T-Lymphozyten in ihrer Differen-
zierung den direkten Zellkontakt mit bestimmten, bisher nicht ein-
deutig identifizierten, Stromazellen des Thymus bendtigen (2,38,
9, 10).

Gemeinsam mit H. WEKERLE (Max-Planck-Institut fir Immunbiologie
Freiburg) gelang es, einen Zelltypus aus dem Thymus junger bis
adulter Mause zu isolieren und morphologisch =zu charakterisieren,
der offensichtlich mit Hilfe der Emperipolesis an Differenzierungs-
schritten der Lymphozyten zu immunkompetenten T-Zellen beteiligt
ist (7).

Diese erstaunlich groBen Zellen konnen bis zu 50 kleine bis mittel-
groBe Lymphozyten enthalten. Wir bezeichnen sie als "Ammenzellen".
Abbildung 1 =zeigt die elektronenmikroskopische Aufnahme einer sol-
chen Ammenzelle mit zahlreichen Lymphozyten. Dieser Zelltyp weist
in seiner Ultrastruktur viele morphologische Kriterien epithelia-
ler Zellen des Thymuscortex auf, wie u.a. Tonofilamente, insbeson-
dere in peripheren Zellbereichen, charakteristische Vakuolen mit
granuldr-osmiophilem Inhalt und ein oder zwei Zellkerne mit reti-
kuldrem Nucleolus. Weder die eingeschlossenen Lymphozyten noch die
Wirtszelle selbst zeigen signifikant degenerative Veranderungen.
Die Lymphozyten werden in Caveolae von einer intrazytoplasmati-

sehen Membran der Ammenzelle allseitig umschlossen.

Uberraschenderweise konnten wir in den Ammenzellen zahlreiche Mi-
tosen der Lymphozyten nachweisen (Abb. 1b). Um zu testen, ob eine
Kommunikation zwischen Ammenzelle und extrazelluldrem Milieu be-
steht, wurden die Ammenzellen in einem Medium inkubiert, welches

5 mg kationisiertes Ferritin pro ml Medium enthielt.

Von diesem Ferritin ist bekannt, dal es in Poren oder Einfaltungen
der &uBeren Zellmembran eindringt, welche mit dem extrazellulédren

Milieu kommunizieren. Wir konnten in diesem Experiment nachweisen,
dak nur die &duBere Membran der Ammenzelle mit Ferritin-Partikeln

besetzt ist, dagegen die zytoplasmatische Membran, welche den
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Mitose eines Lymphozyten
in einer Ammenzelle.
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Ad. 1:

Durch Zellfraktionierung des
Thymus von C"H-Mauscn (Me-
thode s.Lit.Nr.6) gewonnene
"Ammenzelle" im elektronen-—
mikroskopischen Bild.

a) Ubersichtsaufnahme einer

"Ammenzelle" mit zahlrei-
chen kleinen und mittel-
groRen Lymphozyten (L).
Kern der Ammenzelle (K)
mit retikuldrem Nucleo-
lus (N). Im Cytoplasma
der Ammenzelle finden
sich Mitochondrien (M),
kleine Vakuolen (V) mit
granuldr-osmiophilem In-
halt und Tonofilamente
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Lymphozyten umhiillt, frei von Ferritin-Partikeln ist, daB also kei-
ne Kommunikation mit dem extrazelluldren Milieu besteht. Die Caveo-
larmembranen bilden mit der Lymphozytenmembran meist fokale Kon-
taktstellen, die im Ultradinnschnitt keine erkennbare Substruktur

aufweisen.

Im Gefrierbruch zeigen die Caveolarmembranen jedoch molekulare Spe-
zialisierungen, z.B. in Form charakteristischer Partikelaggregate,
die als morphologisches Aquivalent integrierter Membranproteine
gelten. Diese molekularen Membranspezialisierungen entsprechen mor-
phologisch z.T. bereits bekannten Membranstrukturen, die einerseits
der Zell-zu-Zell-Kommunikation, andererseits der Zellbefestigung
dienen. Obwohl eine funktionelle Analyse dieser Strukturen noch
aussteht, 1ist anzunehmen, daB diese Membranspezialisierungen an der
Interaktion zwischen Ammenzelle und eingeschlossenen Lymphozyten
beteiligt sind. Neben den beschriebenen Partikelaggregaten finden
sich in der Caveolarmembran mikropinozytotische Einfaltungen, wel-
che moéglicherweise der Regulierung des intracaveoldren Mikromilieus

dienen.

Allgemein milssen wir flir die physiologische Emperipolesis oder bes-
ser Symbiose zwischen 2 Zellpartnern des gleichen Organismus, fol-

gende Merkmale fordern:

1. Der Invasion der Wirtszelle muBR ein wechselseitiger Erkennungs-
mechanismus von Membranstrukturen beider Zellpartner vorausge-

hen, moéglicherweise durch sich erganzende Oberfldchenrezeptoren.

2. Diese Erkennung muB die Spezifitat der zelluldren Interaktion

gewdhrleisten.

3. Zwischen Wirtszelle und Symbiont miissen Stoffwechselprodukte
ausgetauscht werden, die entweder der Erndhrung der Zellpartner
oder als Signalfaktoren dienen. Dieses kann nur durch speziali-
sierte Transportstrukturen in den Jjeweiligen Membranen gelingen,

auf die unsere morphologischen Befunde hinweisen.
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Die Frage, warum diese beschriebenen Ammenzellen bisher nicht si-
cher in situ nachgewiesen wurden, mag durch technische Probleme be-
antwortet werden, da das normale Thymus-Stroma gewdhnlich im licht-
mikroskopischen Prédparat durch Lymphozyten tberlagert wird und auch
elektronenmikroskopisch die Ammenzelle im Ultradiinnschnitt wahr-
scheinlich als Zellelement mit langen, dendritischen Zellfortsédtzen
interpretiert wurde, zwischen denen, nach dieser Interpretation,

extrazelluldr Lymphozyten liegen (5).

Wahrend wir die Emperipolesis unter physiologischen Bedingungen als
komplizierten Erkennungs- und Maturationsmechanismus verstehen,
kann die "aggressive" Emperipolesis, die unter pathologischen Be-
dingungen zur Schddigung und zur Zerstdrung der Zielzelle fiuhrt, zu

den Autoaggressionserkrankungen gezdhlt werden.

Die Effektormechanismen, mit denen das Immunsystem gegen =zellulédre
Fremdantigene reagiert, sind vielfdltig. Humorale Reaktionen stit-
zen sich auf die Bildung loslicher Antikdrper, welche das Antigen
direkt inaktivieren oder, =zusammen mit gebundenen und aktivierten
Komplement-Komponenten, zur Zellzerstdorung fihren. An die Zelle ge-
bundene Antikdrper sind jedoch auch in der Lage,iber ihre Fc-Teile,
K-Lymphozyten an das Antigen =zu binden und eine zellvermittelte

Lyse zu bewirken.

Letztlich kennt man zytolytische T-Lymphozyten, welche direkt oder
durch die Aktivierung von Makrophagen die Zielzellen zerstdren.
Selbstreaktive T-Lymphozyten in menschlichen Autoaggressionskrank-
heiten wurden bisher noch nicht einwandfrei nachgewiesen. Der Be-
fund einer aggressiven Emperipolesis durch lymphozytdre Zellen er-
scheint deshalb in diesem Zusammenhang von besonderer Bedeutung.
Uber die lymphozytdre, aggressive Emperipolesis ist bisher nur in
wenigen Untersuchungen berichtet worden. LEVINE und Mitarbeiter

(4) fanden Thymozyten in neoplastischen Retikulumzellen, SEEMAYER
und Mitarbeiter (6) berichteten iber lymphozytdre Emperipolesis im
Thymusretikulum von Mausen bei experimentell ausgeldster "Graft
versus host"-Reaktion, und BECHTELSHEIMER und Mitarbeiter (1) wie-

sen die aggressive Emperipolesis bei chronischen Hepatitiden nach.



Ich selbst mdchte Ihnen im folgenden den Mechanismus dieser offen-
sichtlich zellvermittelten Zytotoxizitdt am Beispiel eines Patien-
ten mit der klinischen Diagnose einer Polymyositis demonstrieren.
Es gibt bisher in der Humanpathologie nur wenige Beobachtungen iiber
den Mechanismus der Interaktion zwischen Lymphozyten und gquerge-
streiften Muskelzellen in vivo. Die Mehrzahl der licht- und elek-
tronenmikroskopischen Untersuchungen beziehen sich auf experimen-
telle Studien in vi tro , die es jedoch erméglichen, die folgenden

analogen Befunde in vivo zu interpretieren.

Unser Patient kam im Alter von 11 Jahren mit der Verdachtsdiagnose
Myopathie in unsere Klinik. Klinische, serumenzymatische und elek-
tromyographische Befunde bestdtigen diese Diagnose, ohne mit die-

sen Untersuchungen bereits sicher zwischen einer primdr dystrophi-
schen und einer myositischen Erkrankung des Muskels unterscheiden

zu koénnen. Erst die histopathologische Untersuchung fihrte zur

differentialdiagnostischen Abkladrung einer Myositis.

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Muskelbiopsie aus dem

M. quadriceps zeigt in zahlreichen Muskelzellen segmentale Degene-
rationsherde mit Homogenisierung der Myofibrillen. Dariberhinaus
finden sich Faseraufspaltungen, pathologische Faserkalibervariatio-
nen und eine Vermehrung des interstitiellen Bindegewebes. Im Inter-
stitium werden Entzindungszellen, vorwiegend lymphoide Zellelemente

sowie Makrophagen, nachgewiesen.

Uberraschenderweise findet sich bei Behandlung der Schnitte mit dem
Serum des Patienten, im indirekten Fluoreszenz-Test, eine deutli-

che Fluoreszenz des interstitiellen Gewebes, der Muskelzellmembra-
nen und vereinzelt intrazelluldrer Muskelzellbereiche. Diese Fluo-
reszenz blieb sowohl am Formol-fixierten, wie an nativen Schnitten,

bis zu einer Serumverdinnung von 1:265 erhalten.

Elektronenmikroskopisch weisen die Muskelzellen =zahlreiche degene-

rative Verdnderungen an den Myofibrillen und Zellorganellen auf.
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Perivaskuldre und interstitielle Entziindungszellen werden iberwie-
gend als Lymphozyten identifiziert. Dariberhinaus finden sich Ma-
krophagen, die vereinzelt einen engen Kontakt zu den lymphoiden
Zellen aufweisen. Neben kleinen lymphoiden Zellen finden wir grds-

sere aktivierte Lymphozyten.

Letztere welisen meist einen prominenten und mehr pleomorphen Kern
auf als die kleinen Lymphozyten. Das Zytoplasma der aktivierten
Lymphozyten enthdlt Mitochondrien und Polyribosomen, z.T. ein rau-
hes endoplasmatisches Retikulum. Die Makrophagen dagegen sind gros-
ser und werden insbesondere aufgrund ihrer lysosomalen Strukturen

identifiziert.

Im Semidiinnschnitt koénnen bereits lichtmikroskopisch innerhalb der
Muskelzellen mononukledre Zellen, z.T. in Form kleiner Zellnester,

nachgewiesen werden (Abb. 2).

Semidiinnschnitt von Muskelgeweben (M. quadriceps)
eines 11jdhrigen Patienten mit Myositis. Muskel-
(Mz) mit invaginierten mononukledren Zellelemen-
ten (). Im Interstitium finden sich Makropha-
gen, lymphoide Zellen und kollagene Bindegewebs-
fasern.
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Elektronenmikroskopisch wird diese Beobachtung bestdtigt und erwei
tert. Mononukledre Zellen liegen zwischen Basalmembran und Plasma-
lemm der Muskelzellen und bilden mit dem Plasmalemm Kontaktstellen
durch kleine pseudopodienartige Zellausbuchtungen (Abb. 3). Diese

Zellen entsprechen morphologisch den beschriebenen aktivierten Lym
phozyten.

Abb. 3:

Aktivierte Lymphozyten (L) zwischen Basalmembran
(+) und Plasmalemm einer Muskelzelle (Mz) des
M. quadriceps umschriebenen Interaktionen zwi-
schen Lymphozyten und Plasmalenm der Muskelzelle
durch pseudopodienartige Fortsidtze der Lymphozy-
ten.

Sie invaginieren die Plasmamembran und liegen schlieflich in der
Muskelzelle selbst, meist umgeben von einer muskelzelluldren Mem-
bran (Abb. 4).

Die Muskelzellen sind, insbesondere im Bereich der eingeschlossenen

Lymphozyten,degenerativ verédndert.

Wie diese Befunde gezeigt haben, fihrt die Interaktion von Lympho-
zyten und Skelettmuskelzellen zu einer aggressiven Emperipolesis,

welche im Gegensatz zur Emperipolesis unter physiologischen Bedin-



- 98 -

gungen die Zielzelle alteriert und zerstort.

Abb. 4:

Lymphoide Zelle (L) innerhalb einer Muskelzelle,
umgeben von einer muskelzellul&ren Membran.

Obwohl die Rolle der Makrophagen generell von sekunddrer Bedeutung
zu sein scheint, weisen die erwdhnten interstitiellen Zellkontakte
zwischen transformierenden Lymphozyten und Makrophagen auf ihre
Beteiligung im immunologischen Prozess hin. Der initial ausl&sende
Faktor jedoch, der zur Sensibilisierung der Lymphozyten gegen kor-
pereigene Organzellen fihrt, in unserem Fall gegen die Skelettmus-
kelzelle, kann sehr unterschiedlicher Art sein. In der Mehrzahl al
ler Immunreaktionen richtet sich die Reaktion des Immunsystems
streng gegen fremde antigene Determinanten. Selbstantigene dagegen
werden toleriert. Autoaggressionsreaktionen kodnnen ihre Ursache in

2 grundlegend verschiedenen Pathomechanismen haben:

1. Autoaggression als Folge einer Verdanderung der organzellulédren

Selbstantigene, z.B. durch Viren oder Arzneimittel oder

2. Autoaggression als Folge eines Defektes des Immunsystems selbst



Ad 1:

Als Folge einer Verdnderung des antigenen Potentials der Organzel-
le, 1in unserem Beispiel der Skelettmuskelzelle, penetrieren die
Lymphozyten die Basalmembran der Muskelzelle, kommen in direkten
Kontakt mit der Plasmamembran und werden in die Muskelzelle invagi-
niert. Eine virale oder Arzneimittel-bedingte Ursache konnte nicht
nachgewiesen werden. Die akute Alteration und Zerstdrung der Mus-
kelfaser ist als =zytotoxischer Mechanismus der sensibilisierten

und aktivierten Lymphozyten nach Kontakt mit dem veradnderten Anti-

gen zu interpretieren.

Ad 2:

Es mehren sich die Hinweise, daR selbstreaktive Lymphozytenpopula-
tionen oder Klone existieren, die normalerweise durch Kontrollme-
chanismen an der Aktivierung, und damit Reaktion gegen Autoantige-
ne, gehindert werden. So finden sich im Serum Faktoren, welche eine
Erkennung der Autoantigene verhindern. Als zweiter Schutz wirken
sog. Suppressor-Lymphozyten, welche Autoantigene oder aktivierbare,
selbsterkennende Lymphozyten identifizieren kdnnen und dem Fort-

schreiten einer beginnenden Autoaggressionskrankheit entgegenwirken.

Defekte dieser Kontrollmechanismen kodnnten theoretisch zu Autoag-
gressionskrankheiten fithren. Tatsdchlich ist die Suppressortdatig-
keit bei Autoaggressionskrankheiten geschwdcht. Autoaggressions-
krankheiten, die auf einer Stdrung von Kontrollmechanismen des Im-
munsystems beruhen, beschrankten sich in der Mehrzahl nicht auf
einzelne Organe. Ein typisches Beispiel hierfir ist der systemati-
sche Lupus erythematodes mit seiner Vielfalt an Symptomen sowie die

multiplen Autoaggressionsmanifestationen im alternden Organismus.

Da sich bei unserem Patienten die Autoaggressionsreaktion offen-
sichtlich selektiv gegen die Skelettmuskulatur richtet, miissen wir
einen Pathomechanismus, in Art eines verdnderten Antigenpotentials
der Muskelzellen, in Betracht ziehen. Veranderte Zellantigene wer-
den moéglicherweise erst durch den Mechanismus der Emperipolesis

von Lymphozyten als fremd erkannt.
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Di skussion:

PORCHER:

Die Bezeichnung "Ammenzellen" ist ja sehr treffend gewdhlt. Wie
wlirden Sie nun die immunologische Toleranz, und zwar die aktiv er-

worbene Toleranz, in dieses "Ammenschema" einbauen?

KETELSEN:

Die "Ammenzellen" enthalten unreife Lymphozyten mit der Tendenz,
sich zu immunkompetenten T-Lymphozyten zu entwickeln. Die Lympho-
zyten "lernen" irgendwo ihre Immunkompetenz; sie ist nicht wvon
vornherein existent. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz konnten be-
stimmte Oberfldchenantigene der "Ammenzellen" mit denen der T-Lym-
phozyten verglichen werden. Der erstaunliche Befund, daB die in den
"Ammenzellen" eingeschlossenen Lymphozyten eine hohe Mitoseaktivi-
tat aufweisen sowie die Tatsache, daB sich die Oberfl&chenantigene
der Ammenzellen von denen der T-Lymphozyten unterscheiden und mole-
kulare Spezialisierungen der Caveolarmembranen, die die einge-
schlossenen Lymphozyten umgeben, nachgewiesen wurden, berechtigen
zu der Hypothese, daB die Ammenzellen eine wesentliche Rolle in der

Ausbildung unreifer zu immunkompetenten Lymphozyten spielen.

THEURER:

Bestehen hier vielleicht gewisse Beziehungen zur Hybridisation in
dem Sinne, daBR der Zellkern dieser kleinen Lymphozyten evtl. mit
dem Zellkern einer befallenen Zelle verschmelzen kann? Auf eine an-
dere Situation ibertragen,bestiinde damit die Moglichkeit eines
Selbstheilungsmechanismus. Eine defekte Zelle kdénnte auf diese Wei-

se intakte genetische Information fibertragen bekommen.

KETELSEN:

Kernverschmelzungen und Hybridisationen haben wir in diesen Zellen
nicht nachweisen kénnen. Ich halte es auch fiir unwahrscheinlich.
Die Lymphozyten sind total von einer Membran der "Ammenzelle" um-
schlossen und haben {iberhaupt keinen direkten Kontakt mit dem Kern
der Wirtszelle. Wir haben natiirlich danach gesucht, ob Fusionsstel-

len zwischen den beiden Membranen bestehen.



Es fanden sich jedoch keinerlei Hinweise fir eine Fusion zwischen

den Lymphozyten und der ".Ammenzelle".

BECKMANN :

Wir erleben es immer wieder, daB Patienten mit Polymyositis hervor-
ragend auf Cortison oder dann auch auf Zytostatika bzw. beides an-
sprechen. Dann haben wir wiederum Patienten mit der gleichen Er-
krankung, bei denen wir Uberhaupt nicht zum Zuge kommen. Konnen Sie
aus dem Befund, den Sie erhoben haben, irgendwie eine Erklarung ab-

leiten?

KETELSEN:

Ausgehend von den Befunden wirde ich die hier vorgestellte Myositis
als eine Autoimmun-Myositis bezeichnen. Wir wissen allerdings
nicht, worin die Ursache fiir die Verdnderung irgend eines Antigens
der Muskelzellen liegt. Es konnten beispielsweise Viren sein;
elektronenmikroskopisch haben wir allerdings keinen Hinweis gefun-

den, daB hier eine primdre Virusinfektion vorlag.

BECKMANN :

Sie hatten kilrzlich einen Patienten untersucht, bei dem intrazellu-
l4r Nukleokapsid von Myxoviren nachweisbar war. Der ganze ProzeB
bei dieser wvon Ihnen als Autoimmun-Myositis bezeichneten Erkrankung
lduft nun seit mindestens 20 Jahren so. Therapeutisch kommen wir

iberhaupt nicht vorwdrts, trotz aller Bemiihungen.

KETELSEN:

Das ist unterschiedlich. Ich habe inzwischen mehrere erwachsene Pa-
tienten identifizieren kodnnen, die solche EinschluBkorper haben.
Diese Patienten zeigten aber keine lymphozytdre Reaktion in Form
einer aggressiven Emperipolesis von Lymphozyten in die Muskelzel-

len .
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Die Regulation der Zellproliferation

in normalen und maligne entarteten Zellen

K. LETNANSKY

Institut flr Krebsforschung

der Universitat Wien

Vor genau 18 Jahren wurden Entdeckungen gemacht, die fir die Beant-
wortung von Fragen aus dem Bereich der biologischen Forschung von

fundamentaler Bedeutung waren:

- Wo sind die Eigenschaften eines Individuums festgelegt und wie

werden sie weitergegeben?

- Wie koénnen aus einer pluripotenten Zelle durch Zellteilung und
Differenzierung eine Reihe von Zellen mit ganz unterschiedlichen,

spezifischen Eigenschaften entstehen?

- Wie wird die Vermehrung der Zellen iberhaupt reguliert?

Die Entdeckung des genetischen Codes (10, 17) und die Schaffung
eines Modells zur Regulation der Genaktivitat (7) =z&hlen zu den

beiden grundlegenden Erkenntnissen.

Im Wesentlichen wird darin ausgesagt: Sédmtliche von einer Zelle
synthetisierten Proteine sind schon in ihrer Struktur auf der DNS
im Zellkern verankert. Die Struktur eines Proteins, d.h. die Rei-
henfolge der einzelnen Aminosduren im Molekiil und damit der raum-
liche Aufbau, ist verantwortlich fiir die Eigenschaften eines Pro-
teins. Schon in der DNS muB deshalb eine logische Sequenz von ein-
zelnen Bausteinen verankert sein; diese Aufeinanderfolge mub von
der DNS auf das Protein iibertragen werden. Dieser ProzeB erfordert
eine weitere Komponente im zellul&ren Ablauf der Proteinsynthese -

eine Ribonucleinsdure , die wegen ihres informationsiibertragenden
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Charakters Boten-RNS oder inessenger-RNA genannt i”“ird. Die DNS
selbst 1ist ein Makromolekiil, das aus einzelnen Nucleotiden zusam-
mengesetzt ist; Jjeweils drei Nucleotide werden zu einem Triplet zu-
sammengefalt, wobei die Reihenfolge der Nucleotide innerhalb dieser

Triplets typisch fiir eine Aminos&ure ist.

Daraus ergibt sich zusammenfassend: In der DNS der Gene ist durch
die Reihenfolge der Nucleotide die Aminos&uresequenz aller Pro-
teine einer Zelle codiert ("genetischer Code"). Diese Information
wird durch Replikation der DNS vor der mitogenetischen Teilung
einer Zelle an die Tochterzelle weitergegeben. Durch Transkription
iiber die mRNS erfolgt die Informationsibertragung in das Zytoplas-
ma, den Ort der Proteinsynthese. Wir missen jedoch beriicksichtigen:
Im Genom ist ein Vielfaches Jjener Information gespeichert, die in
der differenzierten Zelle exprimiert wird. Spezielle Mechanismen
sorgen dafiir, daB jene Gen-Sequenzen, die nicht bendtigt werden,
reprimiert werden. Diese Situation kann sich aber schlagartig an-
dern, sobald &uBere Anldsse die Zelle zwingen, sich auf eine ande-
re Funktion umzustellen, wie etwa wdhrend der Differenzierung oder

bei der malignen Transformation.

Flir den Phanotypus einer Zelle sind somit Regulationsmechanismen
am Genom von entscheidender Bedeutung. Es muR aber nicht immer zur
Anderung des Charakters einer Zelle kommen, wenn die Auswahl der
transkribierten Gene verandert wird. Auch die Aktivitat der in
Funktion befindlichen Gene kann gehemmt oder verstdrkt werden; die
Folge ist eine Verminderung oder eine Stimulierung des Zellwachs-
tums. Bekannte Beispiele dafiir sind die Regeneration von Geweben

und die Wundheilung.

Auslésend fiir derartige Mechanismen sind Inhibitoren oder Stimula-
toren, die in den Aufbau oder in die Funktion des Chromatins ein-
greifen. Abgesehen davon, daB auch posttranskriptionelle Regula-
tionen eintreten k&énnen, also vorwiegend Regulationen bei der Uber-
tragung der Information an den Ort der Proteinsynthese oder bei der
Proteinsynthese selbst, kann die Wirkung von Regulatoren im Zell-

kern mannigfaltiger Art sein.
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Nach dem derzeitigen Stand der Erkenntnis diirften derartige Sub-
stanzen so wirken, daB sie nach Eintritt in die Zelle an einen Re-
zeptor gebunden und in den Zellkern transportiert werden. Dort bin-
den sie, vermutlich init Hilfe eines anderen, kernspezifischen Re-
zeptors, an die DNS oder an Nichthiston-Proteine. In weiterer Folge
kann ein direkter EinfluB auf das Chromatin-Template ausgelbt wer-
den. Steroidhormone zum Beispiel wirken iberwiegend nach diesem

Prinzip (Ubersichtsartikel Ref. 18).

Einen &hnlichen Angriffspunkt haben méglicherweise Chalone. Hier
handelt es sich um organspezifische Inhibitoren des Zellwachstums,
die iber einen negativen Rilckkoppelungsmechanismus wirken: Die rei-
fen, funktionellen Endzellen eines Gewebes produzieren Substanzen,
wodurch die Proliferationsrate der unreifen Vorliuferzellen dieses
Gewebes vermindert wird. Zellkinetisch betrachtet &uRert sich dies
in einer Anhdufung von Zellen in der Gl- oder G2-Phase des Zell-
zyklus (2, 5). Der molekulare Mechanismus dieses Vorganges ist noch
weitgehend unbekannt; es gibt Jjedoch Hinweise, daB bei bestimmten
Systemen die Wirkung mdglicherweise auf eine Hemmung der DNS-Poly-

merase zurickzufilthren i1ist (16).

Andere Mediatoren, etwa Glucagon oder Epinephrin, miissen nicht in
die Zelle eindringen, um wirksam zu werden. Diese Stoffe werden
zundchst an die Zellmembran gebunden, wo sie ein Enzym, die Adenyl-
cyclase, stimulieren. Dies fihrt zu einem erhdhten Gehalt an zyk—
lischem Adenosin-3',5'-monophosphat in der Zelle. Dadurch werden
verschiedene, wvor allem Phosphat-iibertragende Enzymsysteme stimu-
liert oder gehemmt. Die Einstellung des Gleichgewichtes bei der
Glycogensynthese beruht iberwiegend auf diesem Prinzip (19). Zyk-
lisches AMP hat aber auch auf die Phosphorylierung von Kernpro-
teinen, sowohl Histonen (9), als auch Nichthistonen (8), einen
EinfluB. Da nun der Phosphorylierungsgrad dieser Proteine das Aus-
mal der Kondensierung des Ghromatins, und damit seine genetische
Aktivitat, mitbestimmt (15), sind Auswirkungen auf die Prolifera-

tionsrate auch auf diesem Weg zu erwarten.
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Es steht auBer Zweifel: Es gibt eine grobe Zahl verschiedener Regu-
iationssysteme; flir definierte Gewebstypen sind bestimmte Mechanis-
men von spezieller Bedeutung. Ein fiir derartige Studien sehr inte-
ressantes Gewebe schien uns die Plazenta zu sein, um so mehr als
schon friher Uber Wirkungen ihrer Inhaltsstoffe auf den Zellstoff-

wechsel berichtet wurde (6, 11).

Von besonderem Interesse war flir uns die Tatsache, daBl Extrakte aus
diesem Gewebe gewisse Funktionen im Zellstoffwechsel von Tumorzel-
len entscheidend beeinfluBten. So wurde etwa gefunden, daB der Ein-
bau von radioaktivem Phosphat in die Zellen von Rattenleber-Explan-
taten stimuliert wurde, wahrend der gleiche Vorgang, bei Verwendung
von Yoshida-Tumorzellen, 1in vermindertem Ausmal ablief (3, 20).
Dieser Effekt ist auf die Wirkung von Faktoren =zurickzufihren, die
vor allem im miitterlichen Anteil der Plazenta zu finden sind. Die
Rinderplazenta eignet sich hierfiir besonders, da diese leicht in

den miitterlichen und den fotalen Teil getrennt werden kann.

In diesem Organ befinden sich aber auch Faktoren, welche den Ein-
bau von Thymidin in die DNS in hohem MaBe beeinflussen. Vor allem
die Dezidua mit ihrer spezifischen Hemmwirkung gegeniiber Tumorzel-
len ist von besonderem Interesse. Durch Gelfiltration mit Hilfe

von Sephadex G-100 sowie bei der Elektrophorese in Polyacrylamid-
gelen konnten derartige Faktoren von anderen, weniger spezifischen,

abgetrennt werden (12, 13).

Das Molekulargewicht der Substanzen betrdgt mindestens 60 000. Da-
bei handelt es sich um Proteine bzw. um Substanzen, die fiir ihre
Wirksamkeit einen Proteinanteil bendtigen. Versuchsbedingungen wie
90 min. Inkubation bei 37° mit Trypsin oder Papain heben die hem-

mende Wirkung weitgehend auf (14).

3
Die Faktoren hemmten den Einbau von H-Thymidin in die DNS von

Ehrlich-Ascitestumorzellen der Maus oder Yoshida-Sarkomzellen der
Ratte bis zu 82 %, wahrend die als Normalzellen vergleichsweise un-
tersuchten Zellen des Rattenknochenmarks keine wesentliche Hemmung

aufwiesen (12). Ahnliche Resultate erhielten wir mit Zellen aus der
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Gewebekultur: Die Einbaurate in das menschliche Osteosarkom 2T und
in das Bronchialkarzinom H14 wurden bis zu 67 % gehemmt, die Werte

fir den Fibroblastenstamm Wi38 hingegen betrugen nur 6 % (14).

Ein groBer Teil der Tumorzellen trédgt bei einer 2 Stunden dauern-
den Inkubation bei 37° mit dem Inhibitor schwere Schadigungen da-
von. Am Beispiel des Ehrlich-Ascites-Karzinoms konnten wir zeigen,
daB solche Tumorpraparationen viel schlechter angingen und die
Tiere eine signifikant verlédngerte Uberlebenszeit aufwiesen: W&h-
rend aus einer Gruppe von 9 Tieren bei den Kontrollen die ersten
drei Tiere 10 Tage nach der Tumorimpfung starben, das letzte nach
20 Tagen, starben die Tiere der Versuchsgruppe (inokuliert mit Tu-
morzellen, die vorher mit dem Inhibitor inkubiert wurden) erst
zwischen dem 11. und 91. Tag nach der Tumorimpfung (Abb. 1). Dies
geht konform mit Beobachtungen iiber die tumorschéddigende Wirkung
von Plazentaprdparationen in vivo, wie sie etwa von HAAS-ANDELA
(4) und ANDERS (1) bei Melanomen des Zahnkarpfens gemacht wurden.
Diesen Versuchen zufolge wird die Anzahl und/oder die Vermehrung
spontan auftretender Tumorzellen stark reduziert, sofern den Em-
bryonen dieser Fische materner Plazentaextrakt verabreicht wird.
Nach Ansicht der Autoren ist im genetischen System dieser Tiere
ein "Tumorgen" vorhanden, das in der Lage ist, Stammzellen der ver
schiedenen Gewebe neoplastisch =zu transformieren. Es ist anzuneh-
men, daB die Wirkung der Plazentaextrakte auf der Genebene zu su-

chen ist.

In der Tat weisen auch die an unserem System erhobenen Befunde in
diese Richtung. Es scheint allerdings zundchst ein Mechanismus er-
forderlich zu sein, der iber ein einfaches Penetrieren der Zellmem
bran hinausgeht, da eine Erhohung der Penetrierbarkeit nicht mit
einer Erhéhung der Hemmwirkung verbunden ist. Eine Verdnderung der
Zelloberfldche, im Zuge einer Inkubation mit proteolytischen Fer-
menten, korreliert hingegen mit einer drastischen Verminderung der
Inhibitorwirkung (14). Vermutlich ist also der erste Schritt ein
komplizierter Einschleusungsvorgang, wobei Oberfldchenrezeptoren
beteiligt sind. Daraus lieBe sich ibrigens auch die gewisse Spezi-

fitdt gegeniiber Tumorzellen herleiten.
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Abb. 1:

Absterbekurve von Mausen, die mit Ehrlich-Ascitestumorzellen
inokuliert wurden.

B: Inkubation der Tumorzellen vor der Uberimpfung mit Inhibi-
torfraktion aus Sephadex-G-100-Chromatographie (12) a5

K: Kontrolle; Inkubation mit Elutionspuffer TKM (10 M Tris-
HC1, pH 7,4, 10"?M KC1, 1,5.10"°M MgCl2).

Die Inkubationsansdtze enthielten 2 ml Zellsuspension (17)
und 1 ml Inhibitgrfraktion bzw. TKM. Inkubationsdauer:

2 Stunden bei 37

Hinsichtlich der Wirkung innerhalb der Zelle konnen wir =zundchst
annehmen: wesentliche Verdnderungen im Kondensationsgrad des Chro-
matins , die zu einer verdnderten genetischen Aktivitat fihren wir-
den, finden vermutlich nicht statt. Derartige Prozesse sollten ih-
ren Niederschlag in ge&dnderten chemischen Modifizierungen, bei-
spielsweise Phosphorylierungen und Acetylierungen gewisser Kern-
proteine, finden: Dies konnte nicht beobachtet werden (4). Nicht
auszuschlielRen wédre allerdings eine Beeinflussung der DNS-Polymera-

sefunktion, direkt durch die Inhibitoren - ein Mechanismus, wie er
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méglicherweise auch bei einem aus Ehrlich-Ascitestumorzellen ge-

wonnenen Chalon vorliegt.
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Diskussion:

WRBA:

Stammt dieser Extrakt aus frischen Plazenten?

LETNANSKY :

Diese Hemmungen erhdlt man sowohl mit Extrakten aus frischen Pla-
zenten als auch mit den uns von Dr. THEURER zur Verfiigung gestell-
ten Préaparaten.

WRBA:

Mit der Hemmung des Tumorwachstums durch die Plazenta oder durch
Plazenta-Prdparate hat es so seine besondere Bewandtnis. Wir haben
schon viel auf diesem Gebiet gearbeitet. Es gibt Versuchsbedingun-
gen, 1in denen man mit diesen Praparaten eine hervorragende Hemmung
erzielt, dann wiederum Situationen, in denen iberhaupt nichts pas-
siert. Hier spielen sicher Wechselwirkungen mit irgendwelchen ande-
ren GroBen eine Rolle, sei es die Reife der Plazenta, seien es
Wechselwirkungen mit anderen biologischen Faktoren. Diese Hinter-
griinde sind noch nicht v6llig geklart. Jedenfalls miifte man diesem

Gebiet weit mehr Aufmerksamkeit schenken als Dbisher.

LETNANSKY :

Die Problematik liegt wohl darin: Die Plazenta enthdlt eine Reihe
von Mediatoren, Hemmstoffe, ebenso wie Stimulatoren. Moéglicherwei-
se hangt die Mengenrelation dieser Faktoren auch vom Reifegrad der
Plazenta ab. Wir versuchten, diesen "Hemmer" zu isolieren und nur
damit - nicht mit dem Totalextrakt - zu arbeiten. Das heiBt natir-
lich noch lange nicht, daB man nicht auch mit dem Totalextrakt
dhnliche Ergebnisse bekommt, méglicherweise sind diese aber nicht
immer reproduzierbar. Die Reproduzierbarkeit wird vermutlich grds-
ser, wenn man mit isolierten Faktoren arbeitet bzw. diese anrei-

chert.

THEURER:
Trifft diese Reproduzierbarkeit nur auf bestimmte Tumormodelle zu

oder gilt das allgemein? In unserem Forschungslabor wurden namlich



folgende Versuche durchgefihrt: Nach unserem Verfahren hergestell-
te Organoprédparate stimulieren einerseits Normalzellen im Stoff-
wechsel, hemmen andererseits jedoch Tumorzellen und heteroploide
Zellen. Diese bivalente Wirkung zytoplasmatischer Extrakte war
zwar nicht in dem MaBe wie beim maternen Anteil der Plazenta zu
beobachten - den ich in die Therapie eingefithrt habe - aber den-
noch deutlich ausgeprdgt. Es besteht grundsdtzlich die Frage, wel-

che Faktoren hier Uberhaupt eine Rolle spielen.

Ich habe frither schon angenommen, daB es sich hier méglicherweise
um Repressoren handeln kodnnte, die auf Regulationsebene eingreifen.
Zahlreiche krebsspezifische Eigenschaften werden nicht unbedingt
von den Strukturgenen codiert. Nehmen wir einmal das Wiederauf-
flackern foetaler embryonaler Eigenschaften beim Krebs, so spricht
vieles dafiir, daB es sich nicht um eine reine Mutation der Struk-
turgene handeln kann, sondern um eine Mutation der Regulatorgene.
Gene konnen durch diesen Vorgang dereprimiert und damit der Regu-
lation entzogen werden. Schon 1965 habe ich diese These in der
"Medizinischen Klinik" verdffentlicht - leider ohne irgendwelche
Resonanz. Ich freue mich deshalb, daB diese Dinge jetzt wieder

akut werden.

Bei unseren Experimenten wurden u.a. auch isolierte zelluldre Fak-
toren mit Nativextrakten bzw. Vollpraparaten verglichen. Praktisch
war die Wirkung gleich. Uberdies sollte beachtet werden: Jede Auf-
trennung eines Extraktes fihrt zu enormen Verlusten an Wirkstoffen
und Begleitfaktoren. Bei Thymusextrakten lassen sich gewisse Wir-

kungen beispielsweise gar nicht mit Einzelfaktoren erzielen, son-

dern nur mit einem Totalextrakt. Gerade Cofaktoren spielen auf

biologischer Ebene eine entscheidende Rolle.

Beim Plazenta-Prédparat kodnnte es durchaus sein, daB jene Prapara-
tion, die die nativen Hemmfaktoren enthalt, sogar noch wirksamer
ist, als der aufgetrennte Extrakt. Natiirlich wdre der ideale Weg
jener, =zundchst einmal den Wirkstoff zu isolieren, diesen dann
aufzukldren, seine Eigenschaften und Funktionen zu bestimmen und

ihn schlieBlich nach Moglichkeit zu synthetisieren. Aber selbst



aus der Hormontherapie wissen wir: reine Hormone sind u.U. biolo-
gisch gar nicht so sinnvoll, weil sie die nattirliche Regulation

storen und zu Nebenwirkungen fihren konnen.

LETNANSKY :

Sicher spielt das jeweilige Versuchsmodell, woran man die Faktoren
testet, eine Rolle. In Abh&dngigkeit davon wird sich die eine oder
andere Methode dann als Methode der Wahl herauskristallisieren. 1In
unserem Modell Jjedenfalls haben wir die klareren Ergebnisse mit
den isolierten Faktoren, oder sagen wir besser, mit den angerei-

cherten.

THEURER:

Das hangt sicher auch vom Grad der Hydrolyse ab, alles Dinge na-
tiirlich, die sehr schwer iberprifbar sind. Derartige Prédparate
miBte man deshalb laufend an einem Bioassay-Modell tberpriifen; es
kann ja nicht jeder Einzelstoff nachgewiesen werden. Wirkungen
zeigen sich oft noch in sehr hohen Verdinnungen. In unserem Tumor-
zell-Kultursystem wurden Hemmungen bis in den ng-Bereich nachge-
wiesen, Konzentrationen, die selbst fiir den Radio-Immuno-Assay

schon schwer zu erfassen sind.

LETNANSKY :
Diese Faktoren kodnnen praktisch nur biologisch nachgewiesen werden.
Chemisch 1ist es bei diesen Minimal-Konzentrationen nicht mehr moég-

lich.
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Induktion einer Immunantwort gegen tumortragende Mause

mit heterologen foetalen Antigenen

P. MUNDER

Max-Planck-Inst.itut fUr Immunbiologie,

Freiburg

Embryonales und foetales Gewebe besitzen zelluldre Oberfldchen-
strukturen, die im serologischen Test eine gewisse Gemeinsamkeit
mit Tumorstrukturen aufweisen. Der Nachweis des sog. carcino-em-
bryonalen Antigens (CEA) hat im wesentlichen keine klinisch-thera-
peutische Bedeutung erlangt, wohl aber eine diagnostische. Obwohl
bisher keine Untersuchungen vorliegen, in denen gezeigt wurde, daf
unter Verwendung von relativ hochgereinigtem CEA das Wachstum
eines transplantierbaren Tumors beeinfluBt werden kann, haben wir
unter Verwendung von heterologem foetalem Lebergewebe (Revitorgan-
Trockensubstanz Nr. 1) untersucht, ob die Transplantation von syn-

genen Tumoren in der Maus beeinfluRt werden kann (Abb. 1).

10" inokulierte Zellen eines Methylcholanthren-Tumors fithren in-
nerhalb von 3-4 Wochen zum Tod der Tiere (Abb. 2+ 3) . Wahrend nun
eine einmalige Injektion der Trockensubstanz Nr. 1 keinerlei Ef-
fekt zeigt, konnte unter 3facher vorheriger Injektion bei 7 wvon

10 Tieren das Anwachsen eines Tumortransplantates verhindert wer-
den (Abb. 4). Klinisch noch relevanter war der therapeutische Ver-
such: Wurden die Tiere 5, 7, 9 Tage nach Inokulation mit den Tumor-
zellen mit der Revitorgan-Trockensubstanz Nr. 1 behandelt, iber-
lebten 8 von 10 Tieren gegeniiber keinem in der Kontrollgruppe

(Abb. 5). Die Ergebnisse sind reproduzierbar. Das Praparat ent-
h&dlt demnach Substanzen, die sogar wachsende Tumoren zur Regres-
sion bringen kodnnen. Welche Wirkmechanismen diesem Effekt =zugrunde
liegen, ob es sich um spezifische Kreuzreaktionen zwischen carci-
no-embryonalen Antigenen und Tumorantigenen handelt oder ob andere

Mechanismen eine Rolle spielen, missen weitere Versuche klé&ren.
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Tumorhemmung
o 3 - ® @ Kontrolle (0/10)
1 mg (1/10)
50 4
5 14 21 28 Tage
Abb. 1:

Weibliche Mause (Balb/c x C57 bl6) Fl wurden am Tag -12 mit 1 mg foetalem
Lebergewebe s.c. injiziert; am Tag O wurden die Tiere mit 10" Tumorzellen
(Fibrosarkom) intracutan auf der Bauchseite injiziert. 10 Tiere/Gruppe.
Kontrollgruppe wurde mit 0,2 ml NaCl vorbehandelt. Das Tumorwachstum wur-
de durch Messung zweier Durchmesser 1 x wodchentlich bestimmt. Kontrollgrup-
pe = 100 Zahlen in der Klammer = Uberlebende/Gesamtzahl.

Abb. 2: Abb. 3:
Tumorwachstum des Fibrosarkoms in den Tumorgrdéfe nach Behandlung mit
Kontrolltieren. Zustand nach 4 - 5 foetalem Lebergewebe.

Wochen.
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Tumor—

hemmung
% Kontrolle
100 @ @ -® ® (0/10)
50 4
3 x 1 mg
(7/10)
T T T E |
7 14 21 28 Tage
Abb. 4:

Mehrfache Vorbehandlung mit foetaler Leber und Tumor-—
wachstum. Bedingungen s. Abb. 1. Die Tiere wurden am
Tag -12, -8 und -4 mit je 1 mg foet. Gewebe vorbehan-
delt.
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Tumor—
volumen
3
(cm™)
-
20 4
10 |
3x1mg
1 L 1
7 14 20 Tage
Abb. 5:

Therapie mit. foetalem Lebergewebe.
Versuchsbedingungen s. Abb. 1. 10 Tiere/Gruppe wurden
am Tag +5, +7 und +9 nach Setzen der Tumorzellen mit
1 mg foetalem Lebergewebe s.c. injiziert.

Ordinate absolutes Tumorvolumen der Tumoren in al-
len Tieren/Gruppe.

Kontrolle (0/10)

(8/10]
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Diskussion:

PORCHER:

Herr Dozent MUNDER, die "prophylaktischen" Experimente mit Methyl-
cholanthren-induzierten Tumorzellen sprechen doch eigentlich fir
immunologische Wirkungseffekte bei der Revitorgan-Trockensubstanz
Nr. 1. Denn, erst eine 3malige Applikation in Art einer Boosterung
fihrt zu dieser bemerkenswerten Wirkung. Ganz &ahnlich verliefen
offensichtlich die therapeutischen Experimente. Auch hier muBte

eine 3malige Immunisierung vorausgehen.

MUNDER:

Vieles spricht fiir einen spezifisch-immunologischen ProzeB. Trotz
alledem mochte ich mich noch nicht festlegen. Ich kdnnte mir nédm-
lich durchaus vorstellen, daBk durch diese Substanzen andere, nicht
unbedingt spezifisch-immunologische, tumorgerichtete Abwehrmecha-

nismen stimuliert werden.

THEURER:

Meines Erachtens spielen hier mit Sicherheit weitere Faktoren eine
Rolle. Ich denke da an Chalone und andere, die Regulationsmechanis-
men beeinflussende Faktoren, wie die bereits in der Diskussion er-
wahnten Vorldufer der Antikdrperbildung. Es ist sowieso eine Fra-
ge, ob diese fast unglaublichen Wirkungen iiberhaupt allein immuno-
logisch, ohne Beriicksichtigung von Repressions-Phdnomenen, erkléart

werden konnen.

MUNDER:

Wir haben schon seit mehreren Jahren versucht, gereinigte tumor-
spezifische Antigene zu verwenden. Erfolge, wie mit dieser Sub-
stanz, sind uns aber noch nie gegliickt. Das heift doch: Die Sub-
stanz muB also mehr koénnen als nur spezifisch gegen ein carcino-
embryonales Antigen immunisieren. Was es ist, welcher Mechanismus
dem therapeutischen Effekt =zugrunde liegt, wissen wir noch nicht.

Die Experimente gehen weiter.
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THEURER:

Im Serum gibt es Faktoren, so den Tumor-Nekrosis-Faktor oder ande
re Hemmstoffe, die alle zur Leber in Beziehung stehen und dort in
hoherer Konzentration vorkommen. Seit Jahren empfehlen wir im Rah

men unserer adjuvanten Tumortherapie deshalb u.a. foetale Leber.

Prof. WANNAGAT aus der Bad Mergentheimer Leberklinik behandelt Le
bertumoren und schwere Lebererkrankungen mit foetaler Leber. In

Einzelf&dllen hat er bis zu 20 mal die Trockensubstanz Leber verab
reicht, ohne irgendwelche hyperergisch-allergische Reaktionen her
vorzurufen. Ein Beweis der guten Vertrdglichkeit dieser Organsub-

stanzen.

MUNDER:

Das kann ich nur bestdtigen: Auch wir haben bei diesen 3maligen
Injektionen iberhaupt keine allergischen oder hyperergischen Reak
tionen beobachtet. Ob die Wirkung nun iber den Tumor-Nekrosis-Fak
tor vermittelt wird, glaube ich nicht. Sollte dieser iberhaupt
eine Rolle spielen, dann ist die Wirkung sicher nicht Endotoxin-

vermittelt.

Auch mit Endotoxinen lassen sich diese Tumoren gut beeinflussen.
In krassem Gegensatz zu den zytoplasmatisch behandelten Tieren le
ben aber die mit Endotoxin (50 ug bis 100 pg) behandelten Tiere
mindestens flir 2-3 Tage in einem elenden Zustand. Mit foetaler Le
ber treten dagegen keine Nebenreaktionen auf. AuBerdem ist das

Bild einer Endotoxin-induzierten Tumor-Nekrose v6llig anders.
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Modulation der Proliferationsaktivitat
durch gewebseigene Faktoren -

dargestellt am Beispiel des granulopoietischen Systems

IV.R. PAUKOVITS*, O.D. LAERUM**

*) Institut fir Krebsforschung der Universitdt Wien

**) Institut flr Pathologie der Universitdt Bergen

Fir die Regulation der Granulopoese kennt man schon einige Teilme-
chanismen, allerdings ist deren Zusammenwirken im gesamten Regula-
tionssystem noch unbekannt. Die Bildung der Blutzellen findet nicht
mit konstanter Geschwindigkeit statt, sondern unterliegt starken
tageszeitlichen Schwankungen. Dies betrifft nicht nur das Auftreten
neuer Zellen im peripheren Bereich, sondern auch die proliferative

Aktivitat der unreifen myeloischen Zellen im Knochenmark.

Vor einiger Zeit haben wir dariber berichtet (AARDAL, LAERUM, PAU-
KOVITS und MAURER, 1977), daR teilweise gereinigte Extrakte, in de-
nen der Hemmfaktor Granulocytenchalon (GCh) enthalten ist, stark
inhibierend auf die Bildung von myeloischen Kolonien in Agar wir-

ken.

In den vorliegenden Untersuchungen wird a) tiber eine verbesserte
Reinigung von GCh, b) einige seiner chemischen Eigenschaften sowie
c) {Uber die sich daraus ableitende Moglichkeit einer Integration

von regulatorischen Teilmechanismen berichtet.

Methoden und Ergebnisse

1 . Reinigung von Granuloeytenchalon

Als Ausgangsmaterial fir die Prdparation von reinem Granulocyten-

chalon wurde konditioniertes Medium (5 Stunden, 37°) von 10 nor-



malen menschlichen Leukocyten verwendet. Nach Zentrifugation wurde
der zellfreie Uberstand lyophilisiert und in einem kleinen Volumen
wieder geldst. Eine grobe Fraktionierung dieses Extraktes wird
durch Gelfiltration auf einer Sephadex-G-10-Sdule erreicht. Die
Fraktionen zwischen dem "Front"-Peak (Mol.-Gew. 700) und dem
"Salz"-Peak wurden vereinigt, eine Stunde bei Zimmertemperatur mit
10 mM Mercaptodthanol behandelt, lyophilisiert und nach dem Wieder-
auflésen an 400 mg Thiopropyl-Sepharose 6B (Pharmacia, Uppsala) ad-
sorbiert. Nach dem Abwaschen der nicht gebundenen Substanzen wurden
die Thiol-haltigen Peptide durch 50 mM Mercaptodthanol wvon der Sau-
le eluiert (Abb. 1la).

Die Entfernung der unerwlinschten Reaktionskomponenten (Puffersub-

stanzen, etc.) aus dem Eluat geschieht durch Gel Chromatographie an
\

Sephadex G-10 (Abb. 1b). Die Fraktionen bei °A%, 1-37 {iiben einen
signifikanten Hemmeffekt auf den Thymidineinbau in Knochenmarks -
Zeilen aus (beziiglich der Durchfiithrung dieses Tests siehe PAUKO-
VITS und HINTERBERGER, 1978). Sie wurden vereinigt und durch Ionen-
austauschchromatographie an Dowex 50 weiter gereinigt (Abb. 1c).
Die gesamte Hemmaktivitdt wird von dieser S&ule, wie bereits be-
schrieben, im stark sauren Bereich eluiert (PAUKOVITS und HINTER-

BERGER, 1978).

2. Reinheitspriifung

Die erhaltene Praparation sowie 2 verschiedene fluoreszierende De-
rivate erweisen sich in 4 verschiedenen LOsungsmittelsystemen, bei
der Dinnschichtchromatographie, sowie bei 3 verschiedenen pH-Wer-
ten, bei der Hochspannungselektrophorese, als einheitliche Sub-

stanz.

3. Wechselwirkung mit Knochenmarkszellon

Granulocytenchalon wurde mit Dansylaziridin (einem Reagens auf
Thiolgruppen) gekoppelt. Nachfolgende Dinnschichtchromatographie
zeigt einen einzigen fluoreszierenden Fleck bei niedrigem R"-Wert

(Abb. 2). Wird die Granulocytenchalon-Praparation zuerst mit Kno-



Abb. 1:

Reinigung von Granulocytenchalon
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Abb. 2:

Wechselwirkung von Granulocytenchalon mit Knochenmarkszellen

A Praparation vor dem Ionenaustauschschritt der Abb. 1

B Praparation nach Ionenaustausch

1 Fleckenverteilung der unbehandelten Prdparation

2 Fleckenverteilung nach Inkubation mit Knochenmarkszellen

Diinnschichtchromatographic der Dansylaziridinderivate auf Silicagel.

Laufmittel: Butanol-Athylenglycolmonomethyldther-Essigsdure-Wasser
(4:2:1:2 V/V)

chenmarkszellen inkubiert (37°, 1 Std.), so tritt, bei nachfolgen-
der Koppelung mit Dansylaziridin und Dinnschichtchromatographie,
dieser Fleck nicht mehr auf. Die Spezifitdt dieser Wechselwirkung
wird daraus ersichtlich, daB Verunreinigungen einer nur teilweise
gereinigten Granulocytenchalon-Prdparation (ohne TIonenaustausch-
stufe), die DANS-Az-Flecken entsprechend, nach Behandlung mit Kno-

chenmarkszellen nicht verschwinden.
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4. Oxidation und Reduktion wvon Granuloeytenchalon

Graniilocytenchalon kann durch Behandlung mit Luftsauerstoff in
seine oxidierte Form tubergefithrt werden (Disulfidbildung). In die-
ser Form ist Granulocytenchalon nicht nur als Inhibitor der Myelo-
poese inaktiv, sondern wandelt sich im Gegenteil in einen Stimula-
tor der Koloniebildung in Agar um (LAERUM, PAUKOVITS, AARDAL und
MORILD, 1979).

Dieser Stimulationseffekt ist durch Behandlung mit Mercaptodthanol
leicht wieder in einen Hemmeffekt umzukehren. Mercaptodthanol

selbst hat bei der angewandten Konzentration keinen signifikanten
EinfluB auf die Koloniebildung (die Ergebnisse der Abb. 3 wurden

mit einer teilweise gereinigten GCh-Prdparation erhalten).

Die hemmende Wirkung von Granulocytenextrakten auf die Myelopoese
ist seit mehreren Jahren bekannt und wird einem,in den Extrakten
enthaltenen .Granulocytenchalon zugeschrieben (PAUKOVITS 1976 , AAR-
DAL et al. 1977, PAUKOVITS und HINTERBERGER 1978). Die mehrmalige
Extraktion der Zellen fithrt zu stark reduzierten Ausbeuten (RYTOMAA
und KIVINIEMIE 1968), weshalb die Versuche, den Inhibitor auch aus
hochgereinigten Granulocyten zu erhalten, erfolglos blieben (HER-
MAN, GOLDE und GLINE 1978), da die dazu nétige mehrfache Sedimenta-
tion, Zentrifugation und hypotone Lyse gleichzeitig eine mehrfache
Extraktion bedeutet. Diese im Methodischen begrindete Diskrepanz
14Rt jedoch nicht den SchluB auf Nichtexistenz des Granulocyten-

chalons zu.

Die Beobachtungen, daR dieser gewebseigene Rickkoppelungsmechanis-
mus auch bei maligner Entartung der Zellen,zumindest teilweise,noch
funktionsfidhig bleibt (RYTMOMAA et al. 1976) und zu einer gilinstigen
Beeinflussung der neoplastischen,myeloischen Proliferation bei Pa-
tienten mit akuter Leukose herangezogen werden kann, erfordert eine
genaue Untersuchung der biologischen Eigenschaften des Granulocy-
tenchalons. Da die fiir eine solche Untersuchung erforderlichen

Mengen an Granulocytenchalon nicht aus biologischem Material erhal-
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Koloniewachstum in Prozenten der Kontrolle

Abb. 3:

EinfluB von Granulocytenchalon auf die Koloniebildungsrate in Ab-
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ten werden kodnnen, haben wir Methoden ausgearbeitet, um diesen In-
hibitor in reiner Form zu isolieren und seine chemischen Eigen-
schaften sowie seine Struktur zu bestimmen. Da es sich um ein klei
nes Peptid handelt (PAUKOVITS und HINTERBERGER, 1978; PAUKOVITS
und PAUKOVITS, 1978), ergibt sich dabei die Moglichkeit, reines
Granulocytenchalon in jeder gewilinschten Menge synthetisch herzu-
stellen und fir prédklinische und klinische Untersuchungen einzu-

setzen.

Im Verlauf dieser Arbeiten stellte sich heraus, daBR Granulocyten-
extrakte nach ldngerdauerndem Kontakt mit atmosphdrischem Sauer-
stoff ihre Hemmaktivitdt verlieren und dann sogar einen stimulie-
renden Effekt auf das Teilungsverhalten unreifer myeloischer Zel-
len zeigen. Da dieser Effekt durch Behandlung mit Mercaptodthanol
leicht wieder umzukehren ist (Abb. 3), muB geschlossen werden, daB
das Granulocytenchalon-Molekiil eine SH-Gruppe enthdlt. Thiol-halti
ge Peptide konnen mit Hilfe neuer chromatographischer Verfahren
selektiv gereinigt werden, indem man sie mit einem polymer gebunde
nen SH-Gruppen-Reagens reagieren 18Rt und nach dem Auswaschen der
Begleitsubstanzcn die Thiolpeptide durch reduktive Behandlung wie-
der gewinnt (Abb. la). Auf diese Weise war es moéglich - nach

einem weiteren Ionenaustausch-Schritt - eine chromatographisch und
elektrophoretisch reine Pradparation von Granulocytenchalon zu er-

halten.

Dieses Peptid, dessen Molgewicht in der N&he von 600 liegt (PAUKO-
VITS und HINTERBERGER, 1978) tritt spezifisch mit Knochenmarkszel-
len in Wechselwirkung, indem es offensichtlich an die Zellen ge-
bunden, und so aus der Ldsung entfernt wird. Andere Peptide, wel-
che in teilweise gereinigten Prédparationen noch neben dem Granulo-
cytenchalon enthalten sind, zeigen eine solche Wechselwirkung
nicht. Der Effekt scheint also flir Granulocytenchalon und Knochen-
markszellen spezifisch zu sein und stellt einen weiteren Hinweis

auf die Chalonnatur unseres Hemmpeptides dar.

Die Redox-Eigenschaften wvon Granulocytenchalon und dessen damit ge

koppelte Umwandelbarkeit von einem Inhibitor in einen Stimulator



iiberlagern sich mit einer, durch den "colony stimulating factor"
(Granulopoietin?) vermittelten Proliferationsrate (Abb. 3), wo-

durch es zu einer Modulation in der Geschwindigkeit der Granulo-
poese kommen diirfte, moglicherweise die Basis fiir bekannte tagcs-

zeitliche Schwankungen.
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Tierexperimenteile Untersuchungen

zur Biochemie des Lernens

G. F. DOMAGK

Physiologisch-Chem. Institut

Universitdt Gottingen

Die in ihrer Anzahl auf 10" geschidtzten Nervenzellen des menschli-
chen Gehirns stehen iber Synapsen in vielfdltiger Verbindung mit-

einander. Erregungsablaufe im Gehirn missen bei der Impulsiibertra-
gung von einem Neuron auf das ndchste durch Freisetzung chemischer
Neurotransmitter ermdéglicht werden. Der Stoffwechsel dieser Trans-
mitter, von denen etwa 10 verschiedene mit Sicherheit nachgewiesen
sind, 1ist in den letzten Jahren eingehend untersucht worden. Z. Zt.
gilt ein Hauptinteresse der Neurobiologen den, auf der Oberflé&che

der postsynaptischen Zelle sitzenden, Rezeptorproteinen.

AnlaRlich der XXIV. Jahrestagung iber die Zytoplasmatische Therapie
(DOMAGK, G.F., 1978) habe ich berichtet, wie die systematischen Un-
tersuchungen des Schweden HYDEN dazu fihrten, daB man in Zusammen-
hang mit Lernprozessen stehende chemische Verdnderungen an Bioma-
kromolekiilen des Gehirns charakterisieren konnte. Hyden zeigte, daB
es 1in umschriebenen Hirnarealen zur vermehrten Bildung von spezifi-
scher RNS kommt. Auf diesen Erkenntnissen basierend, haben Magde-
burger Pharmakologen gefunden, daB hohe Gaben der Nukleinsdurevor-
stufe Orotsaure zu besserem Lernen und ladnger anhaltendem Ged&dcht-
nis fihren. Durch die Arbeitsgruppen der Amerikaner AGRANOFF und
FLEXNER wurde daraufhin sichergestellt, dal die Ausbildung von
Langzeitged&dchtnis nur erfolgt, wenn die Proteinsynthese im Gehirn
nicht gehemmt ist. Es gibt einige Anzeichen dafir, daB auch diese
Synthesen, jeweils abhdngig von funktionell zusammenhdngenden Hirn-

arealen, lokal verstarkt ablaufen.



Die Forschung der letzten Jahre wies nun in der Gehirnsubstanz vie-
ler Tiere niedere Peptide nach, deren Freisetzung zu bestimmten
Verhaltensweisen des betreffenden Lebewesens fithrt. So sei hier an
die Existenz der Schmerz-unterdriickenden Endorphine und Enkephali-
ne, eines Schlaf-ausldsenden und eines Appetitlosigkeit bewirkenden

Peptids, erinnert.

Auf solche verhaltenswirksamen Peptide war man schon seit 1965 auf-
merksam geworden, als die ersten Versuche zum "memory transfer" an-
liefen. Dabei wurden Tiere auf bestimmte Aufgaben trainiert, hadufig
sogar tibertrainiert. Aus den Gehirnen derart vorbehandelter "Spen-
der" lassen sich verhaltenswirksame Extrakte herstellen, die bei
der Verabfolgung an nicht-trainierte Empfdngertiere verhaltensan-
dernd wirken. Einige Forscher dieser Arbeitskreise glaubten zeit-
weilig, daB Jjedes Lernen Uber die Biosynthese spezifischer Peptide
ablaufen misse. Betrachten wir uns allerdings die Beispiele fur
bisher durchgefiihrte positive Transfer-Effekte (Abb. 1), so missen
wir uns die Frage stellen, ob es sich hier tatsdchlich um Lernvor-
gange handelt. Die beobachteten Verhaltensdnderungen jedenfalls

sind sehr beeindruckend.

Wir beschaftigen uns seit einigen Jahren mit der Farbdiskriminie-
rung junger Hihnchen. Bei den von uns verwendeten, spektral defi-
nierten Blau- bzw. Grinfiltern stellen wir fest, daB ca. 98 % der
etwa 8 Tage alten Hihnchen eine Vorliebe fir "GriUn" zeigen. Nach
mehreren Veradnderungen der Testapparatur, ausgehend von einem Y-La-
byrinth, arbeiten wir heute mit einem 150 cm langen, einstreckigen
Wahlapparat, dessen Stirnseiten wechselweise "blau" oder "grin" be-
leuchtet werden konnen. Das Laufverhalten in dem oben durch Deckel
abgeschlossenen Apparat kann durch 4 Infrarot-Schranken verfolgt

werden.

Hungrige Hihnchen lassen sich nun innerhalb weniger Tage durch wie-
derholte Fiitterung vor dem "Blau-Fenster" dazu bringen, daB sie

Blau als "positiv" werten und spontan dorthin laufen. "Blau-Extrak-
te" aus dem Gehirn solcher Spender fihren nun ,bei auf ihre spontane

"Grin-Pradferenz" vorgetesteten Empfangern,zu einer Umstellung auf
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Abb. 1

Beispiele fiir positive Transfer-Effekte

Tierart Gelernte Aufgabe Motivierung Autor
Ratte Dunkelfurcht FuRschock UNGAR 1972
Ratte Pole Jumping FuBschock UNGAR 1971
Maus Akustische Belastung GewShnung UNGAR u. BURZYNSKI
1973
Ratte Schwimmen im Labyrinth Landgang RADCLIFFE u. SHELTON
1974
Goldfisch | Farbunte rsche i dung Futterbelohnung ZIPPEL u. DOMAGK 1969
Goldfisch | Geschmacksunterscheidung | Futterbelohnung ZIPPEL u. DOMAGK 1971
Schleie Dunkelfurcht Synthet.Scotophobin| THINES, DOMAGK u.
SCHONNE 1973
Maus Ge s chmacks ave rs i on Rontgenkzlﬂter, LeVAN 1970
Apomorphin
Biene Farbun te rs che i dung Fut t e rbelohnung LINDAUER u. MITARB.
1978
Huhn Farbunterscheidung Futterbelohnung DOMAGK u. MITARB.
ab 1975
intracerebral

intra
cardial

Abb. 2:

intraperitoneal

Applikation der Himextrakte
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eine Blau-Prdferenz. Dieses Verhalten wurde bisher an etwa 450
Hihnchen getestet. Dabei fihrten die Extrakte bei 38 % der Empféan-

ger zu einer "Blau-Reaktion".

Warum wird bei diesem Umstell-Effekt keine hdéhere Ausbeute erzielt
Eine Schwierigkeit konnte sich aus der Art der Extrakt-Applikation
ergeben. So gelangen die von uns i.p. verabfolgten Extrakte aus-
nahmslos Uber das Pfortadersystem zur Leber und werden dort viel-

leicht einem intensiven Abbau unterworfen (Abb. 2).

Eine in anderen Experimenten, an Ratten und M&usen, erfolgreich
durchgefiihrte intracerebrale Injektion lieB sich bei den Hiithnchen
bisher nicht durchfihren, da diese Tiere nicht Uber injizierbare
Seitenventrikelrdume verfiigen. So setzen wir z.Zt. groRe Hoffnung

auf eine uns neu vermittelte intracardiale Injektionstechnik.

Noch mehr Hoffnung aber ruht auf der 1979 angelaufenen Zusammen-
arbeit mit der Forschungsabteilung der Firma vitOrgan. FUr unsere
Transferversuche werden die von uns aus trainiertem Hihnergehirn
extrahierten Peptide in "Liposomen" inkorporiert (THEURER, PORCHER
KOTTWITZ) . Liposomen sind feinste Fett-Trdpfchen, in denen Organ-
wirkstoffe inkorporiert werden konnen. Der Organtropismus beruht
auf dem Einbau von Membran-Bestandteilen der Zielzelle - 1in unse-
rem Falle Lipide von Hihnergehirn - in die Lipid-Membran (DBP
2650502.2). Wahrscheinlich finden diese kiinstlichen Vehikel,sehnel
ler als im Plasma geldste Peptide,den Weg zu ihren cerebralen Wirk

orten (Abb. 3).

Erstaunlicherweise haben die letzten Jahre, 1in denen sich die Zahl
der aktiven Ged&dchtnisforscher stark vergrdBert hat, nichts Wesent
liches zur Biochemie der Ged&dchtnisspeicherung beigetragen. Im Ge-
genteil: Wahrend es noch vor 10 Jahren als relativ sicher galt,
die fir das Geddchtnis verantwortlichen Molekiile in der Klasse der
Polypeptide zu suchen, wird heute auch auf ganz anderen Gebieten

erfolgreich gesucht.
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i.p.-Injektion von ,Blan-Extrakt” in wialiriger Losung
bzw. als Liposomen (Blindversuch)
PORCHER, MASCHER und DOMAGK (1979)
Anzahl der Extrakt von griin auf blau b, 2:
Empfanger NaCl Liposomen umgestellt _—
28 14 sifinge 5 36% Verglgich Liposomey—in?eg¥ier—
reinigtem ter Hirnextrakte mit waBrigen
Lecithin Extrakten
14 3 29 %
29 15 mit ge- 4 27 %
reinigtem
Lecithin
14 7 50 %

So wirken Desoxyzucker, die fir die immunologische Spezifitat vie-
ler Glykoproteine entscheidend sind, im Tierversuch ged&dchtnisver-
bessernd - ihr Einbau in Hirnproteine ist nachgewiesen (POPOV et
al. , 1976) - und schlieflich sind auch spezielle Gehirnlipide, so-
genannte Ganglioside, 1in letzter Zeit als geddchtnisrelevant er-
kannt worden (DUNN et al., 1974). Ein hochinteressantes Gebiet

steht weiterer Forschung damit offen.

Literatur:

AGRANOFF, B.W.: "Memory and Protein Synthesis", Scientific Ameri-
can 276, 115-122 (1967)

DOMAGK, G.F. und Mitarb.: Unpubl. Ergebnisse (1979)

DUNN, A. und Mitarb.: "Biochemical Correlates of Brief Behavioural
Experiences", in F.O. SCHMITT und F.G. WORDEN (Hrsg.): The Neuro-

sciences: Third Study Program (1974), MIT Press, Cambridge, Mass.

HYDEN, H.: "Behaviour, Neural Function and RNA", Progr. Nucl. Acid
Research 6, 187-218 (1967)
MARTIN, U. und LINDAUER, M.: "Transplantation of a Time-Signal in

Honeybees", J. comp. Physiol. J24-, 193-201 (1978)



- 132 -

MONNIER, M. und SCHOENENBERGER, G.: "Schlafinduzierendes Nonapep-
tid", Med. et Hyg. 35, 2112 (1977)
LEVAN, H. und Mitarb.: "Induction of Post-Irradiation Conditioned

Avoidance Behaviour by Intraperitoneal Injection of Brain Tissues",
Experientia 26, 648-649 (1970)
POPOV, N. und Mitarb.: "Increased Fucose Incorporation into Rat

Hippocampus Diiring Learning" , Brain Res. 101 , 295-304 (1976)

RADCLIFFE, G.J. und SHELTON, J.W.: "Molecular Coding of Maze Lear-
ning: Demonstration by Bioassay", Experientia 30, 1284 (1974
REICHELT, K.L. und Mitarb.: "Humoral Control of Appetite.-II.

Purification and Characterization of an Anoreoxogenic Peptide from
Human Urine", Neurosciences 3, 1207-1211 (1978)

THEURER, K., PORCHER, H. und KOTTWITZ , 0.: Unpubl. Ergebnisse
(1979)

THINES, G. und Mitarb.: "The Effect of Synthetic Scotophobin on
the Light Tolerance of Teleosts", in H.P. ZIPPEL (Hrsg.): Memory

and Transfer of Information, Plenum Press New York (1973)

UNGAR, G.: "Peptides and Behaviour",Internat. Rev. Neurochem. 17,
37-60 (1975)
UNGAR, G. und BURZYNSKI, S.R.: "Isolation and Purification of a

Habituation-Inducing Peptide from Trained Rat Brain", Feder. Proc.
32, 367 abs (1973)

ZIPPEL, H.P. und DOMAGK, G.F.: "Versuche zur chemischen Gedacht-
nistibertragung von farbdressierten Goldfischen auf undressierte
Tiere", Experientia 25., 938-940 (1969)

ZIPPEL, H.P. und DOMAGK, G.F.: "Transfer of Taste Preference from
Trained Goldfish into Untrained Recipients", Pfligers Arch. 323,
258-264 (1971)

Diskuss ion:

THEURER:

Normalerweise 1l&uft der InformationsfluB bei der EiweiB-Synthese
von der DNS zum Protein. Proteine kénnen deshalb m.E. keine Dauer-
wirkung austben, da EiweifkOrper verstoffwechselt werden. Die

Ubertragung einer dauerhaften Information auf der Basis von Pro-
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teinen wadre nur moéglich, wenn diese 1.S. einer "rltckldufigen Infor-
mationsibertragung" im Gehirn gespeichert werden konnten. Diese
Vorstellung verstoBt derzeit noch gegen das Dogma des Informa-
tionsflusses. Eine Neusynthese von Proteinen ist aber sonst kaum
méglich. Voraussetzung fiir die Dauerwirkung irgendeiner einmal zu-
gefihrten Information ist eben, daB das Protein immer wieder neu
zur Verfiigung steht, sonst f&dllt die Wirkung aus. Solange das Ei-
weill zur Verfiigung steht, halt zwar die Wirkung an, auf die Dauer
kann dadurch aber nicht das Phédnomen Langzeit-Geddchtnis erklart

werden.

DOMAGK:

Die Wirkung ist tatsachlich nur kurzzeitig. Wir haben mit Herrn
ZIPPEL in GOttingen bei Goldfischen verglichen, wie lange ein
durch aktives Training erworbener Wissensstand anhdlt und wie lan-
ge, wenn man dem Tier "Geddchtnismolekiile" injiziert. Bei Tieren,
die aktiv gelernt hatten, ist noch nach 120 Tagen die Information
mefbar. Dagegen ist der Effekt bei den Fischen, die per Injektion
"gelernt" hatten, nach 7 Tagen abgeklungen. Hier dreht es sich al-
so sicherlich um Kurzzeitwirkungen. Unserer Meinung nach handelt
es sich bei den injizierten Substanzen nicht um Proteine, sondern
um Peptide in einer GroéBenordnung von 6-15 oder bis maximal 20
Aminosduren. Diese werden, sobald sie ins Gehirn gelangen, wahr-
scheinlich nach dem Prinzip der Neurotransmitter arbeiten. Ich
glaube nicht, dak diese Peptide in den Zellkern iiber eine Reverse-
Transkriptase inkorporiert werden. Ein Dauergeddchtnis wird man

auf diese Weise wohl kaum erreichen kénnen.

PORCHER:

Es freut mich nattirlich, daBl der Wirkungsgrad der verabreichten
Geddchtnismolekiile in Liposomen durch Verwendung hochgereinigten
Lecithins noch verbessert werden konnte. Das haben Sie an dem
zweiten Liposomen-Versuch deutlich =zeigen kdnnen. Betrachtet man
jedoch den HerstellungsprozeB der Liposomen, so sieht es derzeit
so aus, daB nur ein geringer Prozentsatz der "Geddchtnispeptide"
- wenn ich es mal so bezeichnen darf - tatsdchlich in die Liposo-

men inkorporiert wird. Ein groBer Teil schwimmt noch auBen in der
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Trdgerfliissigkeit bzw.

ist extern an die Liposomen-Membran angela-
gert.

Die ndchste durchzufithrende Stufe ware nun:

Anreicherung der
Liposomen mit

inkorporierten Geddchtnisproteinen durch Zentrifuga-

tion. Ich bin iberzeugt: Auf diese Weise kann der Wirkungsgrad ent-

scheidend verbessert werden.



Eingliederung der Therapie
mit makromolekularen Organextrakten

in die moderne Pharmakologie

K. THEURER

Forschungslaboratorien Karl Theurer

fir Organo- und Immunotherapie, Ostfildern

Die Pharmakologie ist in stédndiger Weiterentwicklung (20). For-
schungsergebnisse der letzten Jahrzehnte aus der Biochemie, insbe-
sondere der Molekularbiologie und Molekulargenetik, sowie der Or-
gan- und Transplantationsimmunologie sind bisher noch nicht in die
Pharmakologie voll integriert. Ansdtze in diese Richtung bestehen
jedoch iber die Rezeptorentheorie und die Lehre von Struktur-Wir-
kungsbeziehungen. Auch erkennt das Deutsche Arzneimittelgesetz

(BGB 1) Organ- und Zellbestandteile ausdriicklich als Arzneimittel
an. In § 2 werden genannt: Tierkdrper, auch lebender Tiere, sowie
Korperteile, -bestandteile und Stoffwechselprodukte von Mensch und

Tier in bearbeitetem Zustand.

Das Spektrum der Wirkstoffe der makromolekularen =zytoplasmatischen
Organotherapie* umfaBt native molekulare Zellbestandteile wvon le-
benswichtigen heterologen (xenogenischen) und zum Teil auch homo-
logen (allogenischen) fetalen und juvenilen Organen, wie Proteine,
Nukleinsduren (RNS und DNS), Lipide und Polysaccharide bis zu de-
ren monomeren Untereinheiten und Bestandteilen, den Oligo- und Po-
lypeptiden, Nukleotiden u.a. Diese werden nach einem besonders
schonenden Herstellungsverfahren aus lyophilisierten Organtrocken-
pulvern mittels Sduredampflyse im Vakuum bei Raumtemperatur ge-

wonnen (37)

*) REVITORGAN-Trockensubstanzen, -Dilutionen mit und ohne Arzneimittelzu-
satze, -Lingual-Praparate, —-Augentropfen, -Organsalben, -Liposomen.

Hersteller: vitOrgan Arzneimittel GmbH., 7302 Ostfildern 1
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Daraus werden dann physiologisch gepufferte wadssrige Ldsungen

(py 7,2) als Dilutionen in verschiedenen Verdinnungsstufen (mg,
Pgi "g» Pg) unter Mitverwendung von Spurenelementen (Cu, Co, Mg,
Zn) und oberfldchenaktiven Stoffen hergestellt. Es erfolgt eine

Fraktionierung auf Molekulargewichte unter 1 Million Dalton.

Zusatzlich steigern Pharmaka die Wirksamkeit der Organsubstanzen.
Oberfldchenaktive Substanzen wirken als Adjuvans, verbessern die
Permeabilitdt, vermeiden eine Reaggregation von molekularen Unter-
einheiten und wirken als Emulgatoren fir Lipide. Der Herstellungs-
prozeh der makromolekularen Prédparate verhindert unkontrollierte
enzymatische und autolytische Abbauprozesse. Der Tropismus gewis-
ser Organfaktoren erlaubt ,organotherapeutische Wirkstoffe als Ve-
hikel fir andere Arzneimittel, z.B. Hormone und Vitamine, zu ver-

wenden (Dilutionen "N" und Lingual-Prdparate).

Bei der Zytoplasmatischen Therapie handelt es sich um ein ge-
schlossenes System einer molekularen Organotherapie =zur stufenwei-
sen Dosierung nach immunologisch-allergologischen Grundsatzen.
Durch tolerogene Dosierung mit einschleichenden Konzentrationen
wird die immunologische Barriere iiberwunden, so dab die Organ-
faktoren in den Stoffwechsel geschddigter Zellen eingebaut und
krankheitsbedingte Stoffwechseldefekte uUberbriickt werden koénnen
(40) . Eine indirekte Wirkung erfolgt iber Immunmechanismen und die

Beeinflussung vegetativer Reaktionsabldufe.

Die Direktwirkung auf geschddigte, fehlfunktionierende Organzellen
erfolgt durch Substitution von Enzymen, Nucleinsduren sowie durch
Untereinheiten und Bestandteile dieser Makromolekiile. Diese kdnnen
zur Reparatur molekularer Defekte und geschadigter Regulationsme-
chanismen, wie auch als Matrizen fir ihre eigene Reproduktion die-
nen. Die Zufuhr neuer biologischer Information kann eine Neu- bzw.
Umprogrammierung bewirken. Bei Selbstheilungsvorgdngen geht diese
Reparationshilfe von gesunden Zellgeweben auf dysfunktionierende,
kranke Zellen Uber. Bei genetischen Defekten und Molekularkrank-
heiten fehlen jedoch solche Faktoren; diese missen deshalb aus ge-

sunden Organismen zugefiihrt werden. Voraussetzung fir eine Wirk-



samkeit von Biomolekiilen ist die Spezifitdts-Erhaltung ihrer mole-
kularen Grundstrukturen. Zu kleine Bruchstiicke haben keine biolo-
gischen Spezifitdtsgrade mehr, beispielsweise Aminosduren, so dab

diese nur als Bausteine flUr Reparaturvorgdnge dienen kdénnen.

Der Organtropismus wurde durch radioaktive Markierung der Organ-
praparate bewiesen (16, 31). Auch lieB sich der Organtropismus iber
die Synthesestimulierung analoger Organe (Pankreas, Gehirn) im
Tierversuch nachweisen (3). Die Resorption von organspezifischen
Faktoren durch die Schleimhdute von Zunge, Skleren und Darm ist
Tracer-analytisch durch Markierung mit fluoreszierenden Farbstoffen

(23) und mit radioaktiven Nukliden (31) nachgewiesen.

Die Wirksamkeit einer oralen Anwendung zytoplasmatischer Faktoren
konnte tierexperimentell bestdtigt werden (19). In wiederholt re-
produzierten Versuchen mit makromolekularen Extrakten aus Rinder-

Chorion (foetaler Anteil der Plazenta) mit Konzentrationen im ng-

o°

Bereich, konnte die semikonservative DNS-Synthese um mehr als 65
und die reinen DNS-Repairvorgange, nach UV-Bestrahlung, um 32 ‘6 ge-
steigert werden (2). Nach neueren Forschungsergebnissen aus dem

Max-Planck-Institut fir Experimentelle Medizin in GOttingen soll
auch eine Korrektur von Fehlern bei der enzymatischen Synthese von

EiweiBketten mdglich sein (10).

Der Austausch von Untereinheiten zwischen Enzymen aus verschiede-
nen Organismen ist durch die Bildung von Enzymchimdren bewiesen
(12) . Zugefihrte mRNS koénnte durch reverse Transkriptase als DNS
ins Genom integriert (27) oder als Untereinheit durch terminale
Desoxynukleotidyl-Transferase an DNS angekoppelt werden (5). Auch
ein Mechanismus der Hybridisierung defekter RNS mit Poly- bzw. O0li-
go-Ribonukleotiden, die als Informationsmatrize dienen, und eine
nachfolgende Reparatur der DNS, erscheint mdéglich. SchlieRlich ist
auch an eine besondere Form der genetischen Rekombination durch
Ubertragung von genetischer Substanz aus Fremdorganismen, im Sinne
einer Transfektion, =zu denken (11). Diese kénnte zu einer Ersatz-
programmierung geschadigter somatischer Zellen fihren, wobei die

neugewonnene Information repliziert wiirde. In diesem Fall handelt
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es sich um eine Art molekularer Transplantation (31)

Verstandlicherweise lassen sich aber biologisch positive, orthomo-
lekularisierende bzw. euthetisierende Wirkungen experimentell nicht
so leicht nachweisen wie schddigende Wirkungen. Jedoch konnten
AXMANN und CHANDRA tierexperimentell in vivo die EiweiRsynthese im
Gehirn mit Dilutionen aus Gehirn, und die EiweiBsynthese im Pan-
kreas mit Dilutionen aus Pankreas in ng-Konzentrationen um mehr

als 50 % weitgehend organspezifisch stimulieren (3)

Die klassischen Transplantationsexperimente von SPEMANN (3) und
seiner Schule haben gezeigt, dal makromolekulare Organextrakte aus
einem bestimmten Bezirk des Amphibienkeims Faktoren enthalten,
die zur Differenzierung von Organanlagen fihren. Insbesondere
konnte ein neuraler Faktor und ein mesenchymaler Faktor isoliert
werden. Beide Faktoren sind Proteine, durch deren Zusammenwirken
es zur Bildung vollstdndiger Keimanlagen kommt. In der spateren
Entwicklung lassen sich Determinationsstoffe nachweisen, so =z.B.
ein chondrogener Faktor und ein Nervenwachstumsfaktor mit Moleku-
largewichten um 60 000. Solche Stoffe dirften auch eine Einwirkung
auf die Proliferation und Differenzierung von Stamm- und Vorliufer-
zellen fiir die morphologische Regeneration haben. Die Induktions-
stoffe wirken wahrscheinlich iber den Zellkern und aktivieren be-
stimmte Gene, die dann den Anstof =zur Bildung zellspezifischer

Stoffe geben (18) .

Als Wirkfaktoren kommen auch Mediatoren des Stoffwechsels in Be-
tracht, wie man sie besonders fir das Immunsystem gefunden hat (1),
Ubertridgerstoffe von Hormonwirkungen, wie z.B. das cyklische Ade-
nosinmonophosphat (cAMP), einschlieBlich der auf- und abbauenden
Enzyme der Adenyl-Zyklase und Phosphodiesterase (34), dann aber
auch Regulationsstoffe des Wachstums, z.B. Chalone (6) und Prosta-

glandine (26)

Wegen geringfigiger struktureller Abweichungen in der Sequenz von
Aminosduren oder Nukleotiden wirken =xenogenische oder allogenische

makromolekulare Organsubstanzen, je nach Dosierung, immunogen oder
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tolerogen bzw. immunsuppressiv. Die gewilinschte immunologische Wir-
kung wird durch verschiedene Verdiinnungsstulen der makromolekula-
ren Organprédparate (36) erzielt. Hohe Verdiinnungen erzeugen eine
low-zone-tolerance in geeigneter Dosierung bzw. eine Immunsuppres-
sion. Mittlere Konzentrationen sensibilisieren, und ganz groBe

Mengen 1l1l0sen eine Immunparalyse aus.

Die immunologische Wirkung ist also ein wesentlicher Teil des the-
rapeutischen Effekts von makromolekularen Organfaktoren. Dabei ist
eine Beeinflussung des Immunsystems, unabhangig vom sensibilisie-
renden Antigen, durch Verdnderung der gesamten immunologischen
Reaktionslage ebenso mdglich wie eine antigenspezifische Beeinflus-

sung .

Bei Autoimmunkrankheiten erfolgt die Dosierung nach Gesichtspunkten
der immunologischen Toleranzerzeugung durch wiederholte Injektionen
von hoheren Verdiinnungen der Organantigene, in Art einer low-zone-
tolerance, mit pg beginnend und ansteigend zum /jg-Bereich. Bei
einer Insuffizienz des Immunsystems, z.B. in der Geriatrie, 1ist
eine Stimulierung des Stoffwechsels durch Injektion von Dosen in
mg-Mengen mdglich. Die grodBeren Injektionsmengen kdnnen jedoch nur
in l&ngeren Seitintervallen wiederholt injiziert werden. Deshalb
stehen von jedem Einzelprédparat, wie auch von jedem Kombinations-
prdparat, eine Reihe verschiedener Verdinnungsgrade zur Verfiigung.
Bei krankheitsbedingter Autosensibilisierung wird die Behandlung
analog der spezifischen Hyposensibilisierung in der Allergologie
mit hohen Verdiinnungsgraden begonnen, und die Dosierung, in sich
verldngernden Abstdnden, individualisierend gesteigert. Die immuno-
logischen und molekularbiologischen Wirkungen bendtigen zur Effek-
tivitat eine Latenzzeit. Entscheidend ist deshalb die Zeit der Ein-
wirkung bzw. die Zeitspanne zwischen der Wiederholung der Anwen-

dung .

Eine Furcht vor EiweiB und Makromolekiilen ist hier wegen des be-
sonderen Lyseverfahrens, dem die Prédparate unterzogen werden, und
der Moglichkeit fir eine individuelle Dosierung, unbegriindet. Die

schonende Lyse bedeutet immunologisch eine Haptenisierung (39).
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Sie vermindert die Artspezifitdt unter Beibehaltung der Organspe-
zifitdat (22). Zudem bewirkt das Lyseverfahren, wie auch die Frak-
tionierung auf Molekulargewichte unter 1 Million Dalton, eine Des-
infektion gegen etwaige Infektionskeime und Viren (43) . Trotzdem

erfolgen wiederholte Sterilitdtskontrollen.

Niedere Antikdrperkonzentrationen und Untereinheiten von Antikor-
pern, die auch ins Zellinnere permeieren, koénnen sowohl eine Akti-
vierung als auch eine Hemmung der Synthesevorgdnge bewirken (42)
Antideterminante Bezirke von Isoantikdérpern, die sowohl gegen das
Arzneimittel als auch gegen den Empfangerorganismus gerichtet sind,
koénnen mit Rezeptoren der Zelloberfldche reagieren. Mdglich er-
scheint auch eine Derepression von reprimierten Genen und damit
eine Syntheseaktivierung, sofern sich diese Antikdérperbestandteile
gegen Repressoren, d.h. Hemmstoffe der Gen-gesteuerten Synthese,
richten (38). Andererseits koénnte die Repression, d.h. die Hemmung
der Synthesevorgdnge, z.B. beim Krebs, durch antideterminante Be-
zirke von Antikdérpern erfolgen, die gegen DNS-Anteile, insbesonde-
re gegen die Promotoranteile von dereprimierten Tumorgenen gerich-
tet sind (41). Entsprechende Immunogene oder haptene Faktoren,
vermutlich aber auch intrazelluldre Regulationsstoffe, werden mit
fetalen Organprdparaten fiibertragen. Eine Einwirkung auf Synthese-
vorgange erscheint auch auf Translationsebene an den Ribosomen

moéglich.

Zur Normalisierung gestdrter Stoffwechselvorgdnge werden bei der
makromolekularen Organotherapie phylogenetisch &hnliche Funktions-
und Regulationsstoffe aus gesunden Individuen verwendet. Nicht be-
nétigte Faktoren unterliegen dem normalen Metabolismus und Abbau.
Die korpereigenen Regulationen werden nicht beeintrdchtigt. Es ist
anzunehmen, daB die therapeutische Wirkung von der Konzentration
und vom Ionenmilieu der Wirkstoffe abhdngt, und das Selektionsver-
moégen des Organismus, wie auch Feedback-Mechanismen, die therapeu-
tische Wirkung steuern. Dabei spielen auch das pH, die Temperatur
sowie chronobiologische und Zellteilungszyklen eine Rolle. Nicht
zu beflrchten sind schadliche Nebenwirkungen. Auch besteht keine

Gefahr eines genetischen "engineering" durch pathogene Fehlinfor-
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mationen, weil hier physiologische Stoffe und nicht Gene aus pa-
thogenen Mikroorganismen, Viren oder kiinstliche Hybridisations-

und Umwandlungsprodukte verwendet werden.

An biologischen Reaktionsabldufen sind Cofaktoren und Regelmecha-
nismen beteiligt. Isolierte Einzelfaktoren aus Zellinhaltsstoffen
sind deshalb therapeutisch meist w'eniger wirksam als das native
Stoffgemisch. Trotzdem hat die Erforschung von Einzelfaktoren aber
groRes wissenschaftliches Interesse an der Aufkladrung der Wir-
kungsmechanismen. Da jedes Cystron, d.h. jedes Gen,sowie auch je-
des Operon, also jeweils zusammenarbeitende Genorte,einzeln regu-
liert werden, sind unterschiedliche DNS-Informationen fiir Repres-
soren mit unterschiedlicher .Aminosduresequenz erforderlich. Des-
halb sind fir eine biologische Therapie Gemische solcher Faktoren
vorteilhaft. Fir die Ansicht, dah das Ganze wirksamer sein miisse
als die einzelnen Teile, die sich in der Mischung nicht nachteilig
beeinflussen, gibt es viele Beispiele, so die verschiedenen Immun-
globulinklassen, die Kaskade der Blutgerinnungsfaktoren und des
Komplements, sowie die Enzymaktivierung in Wirkstoffgemischen. Er-
kladrbar ist diese Tatsache durch die Fahigkeit der Grobmolekiile,
ihre Reaktionspartner und Rezeptoren gegenseitig zu erkennen und

mit diesen zu reagieren.

Der Wirkungsnachweis der makromolekularen Organextrakte erfolgt
routinemdfig durch Tierversuche (14), Bio-Assay an Zell und Gewe-
bekulturen (8), an zellfreien Synthesesystemen (15) sowie durch
immunbiologische Methoden (24), z.B. dem Hamolyse-Gel-Test, eben-
so aber auch durch den Phagozytose-Test. Es lassen sich auch Ver-
fahren heranziehen, wie sie fiir die Titerbestimmung von antigenen
Impfstoffen, unter Verwendung von standardisierten Antikorperse-
ren, angewandt werden (2). Im Gegensatz zu Toxinen und Fremdstof-
fen ist zu berilicksichtigen, daB die Wirkung nur an einem geschéa-
digten oder nicht optimal wirkenden biologischen System gepriuft
werden kann. Die Organspezifitdt 1aRt sich nicht physikalisch-che-
misch, wohl aber immunologisch-serologisch bis zum ng-Bereich
durch Radioimmunassay (RIA),wie auch durch Gelprdzipitation nach-

weisen. Die Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve oder einer Kon-
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zentrations-Wirkungskurve ist bei den molekularreparativen und re-
plizierenden Wirkungsmechanismen, in gleicher Weise wie bei Immun-
reaktionen, die von der Reaktionslage des Patienten und einer et-
waigen Vorsensibilisierung abhdngen, nur bedingt méglich. Gewisse
Hinweise auf die Kompetenz des Organismus zur Verwertung der zuge-
fihrten Organsubstanzen lassen sich durch anamnestische Angaben
tber die Reaktionsbereitschaft auf Medikamente und durch Uberprii-

fung des Immunstatus gewinnen.

Die Auswahl der Organpraparate fiir Prophylaxe und Therapie erfolgt
nach den patho-physiologischen Erkenntnissen unter Deutung der
Anamnese, der Symptomatik und der Befunde. Diese geben Hinweise
iber korrelative Organbeteiligungen am Krankheitsgeschehen. Dabei
sind Geschlecht und Alter des Patienten wegen der Disposition des
Endokriniums =zu beriicksichtigen. Aufgrund der Organspezifitdt der
verschiedenen Gewebearten und -zellen werden Faktoren aus Einzel-
organen, die bei Multimorbiditat und Beteiligung verschiedener Or-
ganarten kombiniert werden koénnen, und fir bestimmte Indikationen
fertige Kombinationsprédparate, aus verschiedenen Organarten, ange-

wandt .

Der Vergleich der Pharmakologie von makromolekularen Organsubstan-
zen mit dem heute iUblichen Arzneimittelschatz, erlaubt folgende
Abgrenzung der Indikationen: Fiir die symptomatisch wirkenden Phar-
maka liegen die Hauptindikationen in der Behandlung von Infektio-
nen und akut bedrohlichen Zustédnden, bei denen das Biosystem nicht
mehr auf biologische Reize anspricht oder zu langsam reagiert. Da-
zu gehoren Erkrankungen mit tempordren, reversiblen Stdrungen des
Stoffwechsels und der Organfunktionen, dann aber auch irreversible
Krankheitszustande, bei denen keine Restitution mehr méglich ist.
Bedrohliche Situationen sollten damit zundchst kupiert werden, um
so die Voraussetzungen fUr eine bessere Ansprechbarkeit auf die
organotherapeutische Umstimmungstherapie zu schaffen. So konnen
bei schweren Krankheitszustdnden Biomechanismen blockiert sein,
z.B. bei chronischen Infektionskrankheiten, allergischen und rheu-
matischen Erkrankungen, sowie immunopathogenen Autoaggressions-

krankheiten, ebenso aber auch bei endokrinen Stdorungen und chroni-
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sehen Organerkrankungen. Die makromolekulare Organotherapie ist al-
so keine Notfalls-Therapie und im eigentlichen Sinne des Wortes

keine anti-biotische Therapie.

Die eigentlichen Indikationen der makromolekularen Organotherapie
liegen bei Jjenen Erkrankungen, bei denen eine Restitution durch
Selbstheilungsvorgange nicht oder nicht mehr mdéglich ist, wie z.B.
bei genetisch bedingten Erkrankungen eines "errors of metabolism",
bestimmten hereditdren Krankheitsdispositionen und Entwicklungs-
stdérungen, sowie erworbenen Stoffwechseldefekten, besonders bei
chronischen und rezidivierenden Leiden und in der Geriatrie. Zu
den Indikationen z&hlen auch iatrogene und postinfektidse Folge-
schédden. Auch genetisch bedingte Regulationsstdrungen des Stoff-
wechsels durch chromosomale Aberrationen lassen sich glnstig be-
einflussen. Bei =zellularen Mosaiken wird vermutlich die Prolifera-
tion und Differenzierung von Normalzellen gegeniiber den chromoso-
mal aberrenten Zellen stédrker stimuliert, so dal sich die Relation
zugunsten der Normalzellen verbessert. Deshalb sollte beim Down-
Syndrom die Behandlung moglichst friith einsetzen (9). Es ist dann
auch ein EinfluB auf die Entwicklung und Reifung des Gehirns mog-

lich.

Eine Krankheitsprophylaxe im Sinne einer Steigerung der Resistenz
gegen virale Infektionen, Intoxikationen und kanzerogene Noxen,
gewinnt in unserem Zeitalter der vermehrten Umweltschddigungen zu-
nehmend an Bedeutung. Prdparationen aus dem maternen Anteil der
Plazenta konnten im Doppelblindversuch bei Verfiitterung an Spon-
tan-Tumoren erkrankenden syngenen Mausen, wie auch nach Anwendung
von Methylcholanthren und anderen Carcinogenen, die Uberlebensrate
um 40 % steigern (46). Die Verfiitterung der Deziduaprédparate er-
folgte iber 84 Wochen. Nachteilige Wirkungen wurden nicht beobach-
tet. Eine Injektionstherapie, ebenso aber auch eine dreimalige Be-
handlung mit Praparationen aus foetaler Leber hatte bis iber 80 %
Schutzwirkung (46). In der Tumortherapie ersetzen makromolekulare
Organextrakte die Methoden der unspezifischen Stimulierung des

Immunsystems mittels bakterieller Infektionen, Endotoxinen und
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bzw. oder chemischen Stoffen. Bei Behandlungsbeginn in einem fri-
hen Entwicklungsstadium des Tumors konnte tierexperimentell an ver-
schiedenen Tumorsystemen bis tber 80 % vollstdndige Regression der
Tumoren erzielt werden (46). Prédparate aus dem maternen Anteil der
Rinderplazenta wirken auf Tumoren katabolisierend und auf Normal-
gewebe anabolisierend. Der anoxibiotische Stoffwechsel der Tumoren
wird auf oxidative Vorgédnge umgestellt. Nach Verdffentlichungen von
MEDAWAR (25) sowie von WACKER (44), wurden mit Prdparationen aus
foetaler Leber bzw. mit foetalen Frischgeweben iiberwiegend prophy-
laktische Wirkungen bei Impftumoren erzielt, jedoch keine therapeu-
tische Wirkung bei bestehenden Tumoren. Mit zytoplasmatischen Or-
ganlysaten lassen sich dagegen auch therapeutische Wirkungen erzie-
len. Dies spricht daftir, daB das Herstellungsverfahren fiir die

Wirksamkeit der Prdparate von Bedeutung ist.

An kontrollierten Feldversuchen bei der Fiitterung von Hihnern,
Schweinen und Kadlbern &duBerte sich eine Zufuhr derartiger Pradpara-
te bis zur Schlachtung in einer signifikant verbesserten Futter-
verwertung wie auch der Zunahme des Korpergewichts und der Resi-
stenz. Die Ergebnisse waren denen bei der Verfiitterung von Anti-

biotika und anabolen Hormonen mindestens gleichwertig (7).

Besonders wichtige Indikationen sind auch atopische Erkrankungen
und die Umstimmung einer hyperergisch-allergischen Reaktionslage.
Dabei 1ist auf eine Wirkungsumkehr von Praparaten aus foetalen und
jugendlichen Organen zu achten. So hemmt z.B. foetaler Thymus die
Immunreaktionen im JERNE-Test, wa&hrend jugendlicher Thymus immuno-
logisch stimulierend wirkt (32). Kombinationsprédparate aus foeta-
len und jugendlichen Anteilen normalisieren die Funktionen nach

beiden Richtungen.

Die makromolekulare Organotherapie wird seit fast drei Jahrzehnten
in Praxis und Klinik angewandt. TIhre Wirkung ist statistisch an
Tausenden von Behandlungsfdllen in der Praxis mit einer Erfolgs-
quote von Uber 80 % (28) sowie in kontrollierten klinischen Dop-

pelblindstudien (4, 17, 21, 29, 30, 45) nachgewiesen. Die Behand-
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lung kann heute weitgehend routinemdfig durchgefithrt werden, ohne

Therapieschdden befliirchten zu missen.

Die experimentellen Beweise fiir die makromolekulare Organotherapie

stammen bisher hauptsdchlich aus den theoretischen Fachern und der

Grundlagenforschung. Die Pharmakologie ist aber in besonderem Mabe

der Klinik und Praxis verpflichtet. Sie hat die Aufgabe, diese For-

schungen weiterzufihren und die Ergebnisse, zum Nutzen der Kranken,

in ihre Lehre einzugliedern.
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Prophylaxe und Therapie
von Prédkanzerosen und Malignomen

mit makromolekularen Organextrakten

K. THEURER

Forschungslaboratorien Karl Theurer

fiir Organo- und Immunotherapie, Ostfildern

Die Basis fiir jede Neuentwicklung von Arzneimitteln und Behand-
lungsmethoden ist auch in der heutigen naturwissenschaftlichen Me-
dizin noch immer die Empirie. Um Suggestion und psychosomatische
Einflisse auszuschalten, miissen dann aber die empirisch gewonnenen
Ergebnisse durch reproduzierbare Tierversuche und Grundlagenversu-
che an menschlichen Zellkulturen und zellfreien Synthesesystemen
fundiert werden. Dies gilt auch fir die Onkologie, insbesondere
aber flir die Tumorprophylaxe, weil diese am Menschen aus ethischen
Griinden nicht zu beweisen ist. Wenn auch die Ergebnisse solcher Ex-
perimente nicht absolut auf den Menschen Ubertragbar sind, bleibt
ohne experimentelle Untermauerung eine echte therapeutische Wir-
kung am Menschen so lange fragwiirdig, bis umfangreiche, langwieri-
ge Statistiken von kontrollierten klinischen Doppelblindstudien
die Wirkung bestdtigen. In einer 3. Phase der Beweisfithrung wird
man dann versuchen, die Wirkungsmechanismen aufzukl&ren, um nach

Mo6glichkeit die Wirksamkeit einer Therapie noch zu optimieren.

Die 3 Phasen der Entwicklung: Empirie, Grundlagenversuche und Auf-
klarung der Wirkungsmechanismen,hat auch die makromolekulare Zyto-
plasmatische Therapie mit Organextrakten* durchlaufen (19). Ich
mochte nun zundchst iber einige experimentelle und klinische Er-
gebnisse berichten, bevor ich auf die praktische Anwendung und die

Wirkungsmechanismen eingehe.

*) Revitorgai”Trockensubstanzen, -Dilutionen mit und ohne Arzneimittelzusatzen,
Lingualpréparate u.a., Revitorgan-Serum-Activator.
Hersteller: vitOrgan Arzneimittel GmbH., D-7302 Ostfildern-Ruit
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Eine Tumorprophylaxe erscheint aufgrund von Langzeitstudien mit
makromolekularen Organextrakten an Inzuchttieren, mit Suszeptibili-
tdat fiir Tumorbildung, mdglich. In einem Doppelblindversuch am
Krebsforschungsinstitut der Universitat Wien, der Utber 84 Wochen
mit 3 verschiedenen Gruppen von spontan an autochthonen Mammatumo-
ren erkrankenden Inzuchtmdusen durchgefithrt wurde, wie auch bei
Krebserzeugung durch Kanzerogene wahrend der prophylaktischen An-
wendung, tUberlebten mehr als 40 % der Tiere, wenn dem Futter ma-
-9
terne Plazenta (Dezidua) 1in einer Konzentration von 10 g/g Trok-
kenfutter zugesetzt wurde. Bei den Gruppen ohne Plazentazusatz und
denjenigen mit Zusatz von foetaler Plazenta (Chorion) verstarben

alle Tiere (23).

In einem weiteren Versuch an Mdusen wurde durch Injektion wvon

0,25 mg Methylcholanthren eine Tumorbildung ausgeldst. Ohne Be-
handlung gingen die Tiere nach 36 Wochen ein. Dagegen iberlebten
40 % jener Tiere, denen 3mal in 1l4tdgigem Abstand jeweils 0,1 ml
eines wassrigen Extrakts aus Dezidua parenteral injiziert wurde
(24) .Auch in einem Vergleichssystem, der diaplazentaren Kanzeroge-
nese durch Athylnitrosoharnstoff, waren die Ergebnisse hochsigni-

fikant .

F. ANDERS, Universitdt Gielen, hat bei spontan an Melanomen er-
krankenden Zahnkarpfen die schiitzende Wirkung von Dezidua-Prapara-
tionen feststellen kdnnen. Die Wirkstoffe wurden dem Aquariumwas-

ser in Verdiinnungen von 10_9 zugesetzt (2, 3).

G. WERTH, Universitd&t Homburg, konnte die pradventive Lebenszeit-
verlangernde Wirkung von Rinderdezidua bei Sarkom-WE-1ll-tragenden
Ratten nachweisen (21). Auch liegen umfangreiche Versuchsergebnisse
von LETNANSKY (5) Uber die prophylaktische und therapeutische Wir-
kung dieser speziell aufbereiteten Organlysate* in Tierversuchen

vor (Abb . 1) .

*) DBP 1 090 821
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Abb. 1:

Absterbekurve von Mausen nach Inkubation mit Ehrlich-Aszites-Tumor-—
zellen.

B: Inkubation der Tumorzellen vor der Uberimpfung mit Inhibitorfrak-
tion aus Sephadex-G-100-Chromatographie (12).

K: Kontrolle; Inkubation mit Elutionspuffer.
(LETNANSKY, K.: Erfahrungsheilkunde 29 (1980) 3, 202)

P. MUNDER, Max-Planck-Institut fir Immunologie, Freiburg, konnte

mit unseren Praparationen aus foetaler Rinderleber im prophylakti
sehen Tumorversuch 70 % der Mause am Leben erhalten. Die Applika-
tion der Priparationen erfolgte am -10., -8. und -4. Tag vor Uber
impfung von 10** Zellen eines Methylcholanthren-induzierten Tumors

Diese Ergebnisse waren an verschiedenen Tumorsystemen reproduzier
bar (11).

Geradezu spektakuldr waren die therapeutischen Ergebnisse mit foe
taler und juveniler Rinderleber: Am +5., +7. und +9. Tag nach Tu-

moriiberimpfung verabreichte Leberextrakte (0,5 mg) fihrten zu
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einer 80 °gigen Tumorheilung, wahrend in der Kontrollgruppe alle
Tiere eingingen. Auch diese Ergebnisse waren an verschiedenen Tu-

morsystemen reproduzierbar (11).

Die Ergebnisse einer prophylaktischen Tumorschutzwirkung durch Le-
bergewebe werden durch Arbeiten von F.B. MEDAWAR (9) und von A.
WACKER (20) bestatigt. Diese Versuche wurden mit syngenen Prédpara-
tionen aus foetalen Zellgeweben der gleichen Inzuchtrasse bzw. dar-
aus gewonnenen zytoplasmatischen Extrakten ohne Zellkerne durchge-
fiihrt. Der Wirkungseffekt war geringer als bei den Versuchen von
MUNDER, der xenogenische, d.h. heterologe Prdparate von einer ande-
ren Tierspezies verwendete. Im Gegensatz zu MUNDER konnten MEDAWAR
und WACKER jedoch praktisch keine therapeutische Wirkung nach Uber-
impfung der Tumorzellen erzielen. Folgendes kann daraus geschlossen
werden: Entweder sind die heterologen Faktoren wirksamer als synge-
ne Faktoren oder aber kommt der Wirkungsunterschied durch das be-
sondere AufschlieBungsverfahren, die Sduredampflyse im Vakuum bei
Raumtemperatur zustande. Letzteres konnte MUNDER, durch Wirkungs-
vergleich mit Frischgewebe und nur lyophilisierten Praparationen

nachweisen.

Therapeutisch, d.h. bei Anwendung nach der Promotion des Tumors,
wurden mit Dezidua bei Versuchstieren ebenfalls sehr gute Ergebnis-
se durch ANDERS (2, 3), LETNANSKY (5) und WRBA (24) berichtet. Auch
an menschlichen Zellkulturen liel sich die tumorhemmende Wirkung
iibereinstimmend von LETNANSKY (5), LIPP (7), PAFFENHOLZ und THEU-
RER (12) nachweisen. Interessant war hier: Zytoplasmatische Préapa-
rate, auch aus anderen Organarten, stimulierten diploide gesunde
Zellen im Wachstum, heteroploide Tumorzellen blieben hingegen ent-
weder unbeeinfluBt oder aber wurden gehemmt. Als moégliches Wirk-
prinzip von Deziduaextrakten wies LETNANSKY eine Stimulierung des
oxydativen Stoffwechsels von Tumorzellen nach und Frau WERTH (22)
eine Entkopplung der oxydativen Phosphorylierung. In einem zell-
freien Synthesesystem konnten D. JACHERTZ, B. JACHERTZ und G. MAY
(4) die Hemmwirkung des maternen Anteils der Plazenta demonstrie-

ren.
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Seit Jahren liegen umfangreiche therapeutische Erfahrungen fiber di

Tumorbehandlung mit unseren Prédparaten aus Klinik und Praxis der

Human- und Veterindrmedizin vor

haus der Stadt Wien-Lainz,

berichtete liber 66 Patienten,

(13). M.

LEfNDENMANN

(20),

Kranken-

die be-

reits ausbehandelt und im prognostisch infausten Stadium der Meta-

stasierung waren.
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Die Behandlung erfolgte nach folgendem Schema:

in Venlile mit Zitratzusatz

XNV
i.wv.
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Bl
S.C.
i.m.

i.m.

An den injektionsfreien Tagen und zur Nachbehandlung REVITORGAN-Lingual Nr.66

2 mal taglich 5 - 8 Tropfen.

Die gesamte Injektionskur sollte in Abstdnden von einem viertel bis einem

halben Jahr wiederholt werden.

5 -8 Tropfen verordnet werden.

Zwischenzeitlich kann REVITORGAN-Lingual Nr.66
zundchst 2 mal tgl., dann 1 mal tgl. und schlieRlich jeden 2. Tag 1 mal tgl.
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21 der desolaten Fdlle erhielten lediglich eine Basistherapie mit
Substitution von Enzymen, Spurenelementen, Vitaminen u.a., 23 Pa-
tienten eine Kombination der Basistherapie mit Nukleinsdurep”éapara
ten und 22 eine Kombination der Basistherapie mit Revitorgan”und

der Modifikation der Eigenblutbehandlung unter Mitverwendung von

Revitorgan-Serum-Activator (15). Diese "Gegensensibilisierung"

dient in hodherer Dosierung =zur Stimulierung des Immunsystems. Das

Schema kann aufgrund der Versuche von MUNDER erweitert werden, in-

dem am -8. und -4. Tag vor Beginn des angegebenen Schemas jeweils

der Inhalt von 2 Ampullen der Prdparate aus Leber (Nr. 1 oder
Nr. 26), geldst in physiologischer NaCl-Lésung, i.m. injiziert wer

den. Derartige Injektionen kdénnen auch 8 und 4 Tage vor einer ge-

planten Operation durchgefithrt werden.

Abb. 3: 66 Falle mit generalisierter Metastasierung
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Aufschlisselung nach Sitz des Primdrtumcrs
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Aus der Uberlebenskurve ist trotz der relativ kurzen Beobachtungs-
zeit mit der Kombination Basisbehandlung + Revitorgan + modifi-
zierte Eigenblutbehandlung, eine wesentlich verldngerte, und fir
den Patienten subjektiv verbesserte Lebenserwartung zu ersehen.
Die Basistherapie allein war nicht ausreichend. LINDENMANN ist des
halb der Meinung: Die Kombinationstherapie sollte méglichst friih,
schon vor oder gleich nach der Operation, angewandt werden. Es er-
scheint moéglich, die Behandlung zu vereinfachen, indem man sich
auf die Injektionen der hoheren Organkonzentrationen (Trockensub-
stanzen) und die linguale Therapie beschrankt und gegebenenfalls
auch auf die Eigenblutbehandlung verzichtet. Zur Tumor-Prophylaxe
konnte eine Injektionskur in Abstanden von 9 - 12 Monaten ausrei-

chen .

Die Wirkungsmechanismen der Prophylaxe und Therapie mit makromole-
kularen Organextrakten sind komplexer Natur. Zugrunde liegt die
genetische Regulationstheorie der Tumorentstehung. Diese fuBt auf
den Erkenntnissen iber die Genregulation von enzymatischen Prozes-
sen (JAKOB, LWOFF und MONOD). Fur Krebszellen sind Eigenschaften
des autonomen Wachstums, unregelmdfRige, z.T. amitotische Zelltei-
lung, veranderte Kern-Plasma-Relation, Verlust der Kontakthemmung,
aerobe Glykolyse, vermehrter RNA-Gehalt im Zytoplasma, kennzeich-
nend. Diese Prozesse lassen sich auf eine Derepression, d.h. Akti-
vierung von Tumorgenen, die im Embryonalleben bestimmte Funktionen
austbten und dann unterdriickt werden, zuriickfiithren. Der unphysiolo
gische Zeitpunkt der Genreaktivierung ist fiir die Tumorentstehung
verantwortlich. Es ist deshalb anzunehmen: Genabschnitte, die die-
se Funktionen codieren und die bei der weiteren Entwicklung unter-
driickt sind, treten bei einer Transformation zur Tumorzelle wieder
in Aktion. Die allgemeine Theorie der mutagenen Krebsentstehung
kann deshalb weniger auf Strukturgene zutreffen als auf Regulator-
und Operatorgene. Regulatorgene sind Informationstrdger fir die
Bildung =zytoplasmatischer Produkte, vermutlich relativ stabile
Proteine, die iber das Operatorgen repressiv auf Strukturgene ein-
wirken. Folgerichtig werden Produkte der Regulatorgene als interne
Repressoren bezeichnet. Werden diese Repressoren durch mutierte

Regulatorgene nicht mehr korrekt synthetisiert, treten die Tumor-



gene in Aktion.

Die Dereprimierung von Tumorgenen, die fiir krebsige Eigenschaften
verantwortlich sind, bedeutet einen Verlust an Differenzierung.
Nach H. SPEMANN (14) Dbewirken foetale Zellfaktoren Differenzie-
rungsreize, die fir eine Krebsprophylaxe und -therapie entschei-
dend sind. Weiter spielt die Anregung immunologischer und phagozy-
tdrer Vorgange, die Durchbrechung der Immuntoleranz gegen karzino-
embryonale Antigene (K. THEURER (17)) ebenso wie die Normalisie-
rung von Organfunktionen, dem Endokrinium, dem Mesenchym, dem Ve-
getativum sowie der immunologischen Reaktionslage,eine Rolle. Auch
die Aktivierung von DNS-Repair-Vorgadngen (1), Stimulierung der
Synthese von Interferon (8) , Chalonen (25) und weiteren tumorhem-
menden Prinzipien, wie z.B. dem Tumor-Nekrosis-Faktor und dem

Hemmfaktor der Metastasierung,sind in Betracht zu ziehen.

Ich vermute: Es gibt einen besonderen Reparationsmechanismus fir
den adaptativen Ersatz von mutierten Regulationsstoffen der genge-
steuerten Synthese. Dieser 1ist als persistierender Vorl&dufermecha-
nismus einer AntikOrpersynthese aufzufassen. Dabei kamen die va-
riablen, antideterminanten Bezirke der Immunglobuline als blockie-
rende Regulationsstoffe =zur Wirkung. Antideterminante Antikorper-
fragmente gegen Promotoranteile der Tumorgene wirden analog den
Repressoren die Tumorgene blockieren. Da es vermutlich mehrere Tu-
morgene gibt, sind auch unterschiedliche Repressoren bzw. Regula-
torgene erforderlich. Andererseits bewirken Antikdrperfaktoren ge-
gen Repressoren eine Derepression und das Einschalten von Genfunk-
tionen, wie es bei Regenerationsvorgadngen erwinscht ist. Die bis-
herigen Vorstellungen iber die Tumorimmunologie wiirden durch diese
Theorie der adaptativen Ersatzregulation sinnvoll ergdnzt. Jede
allgemeine chemische oder endokrine Immunsuppression beeintrach-
tigt die adaptative Regulation und vergroébert die Inzidenz fir
eine Tumorentstehung. Bekanntlich steigt diese Inzidenz um das
Hundertfache durch allgemeine Immunsuppression z.B. nach Organ-
transplantationen. Bei Anwendung von biomimetischen spezifischen
Methoden in Form der Zytoplasmatischen Organotherapie und der mo-

difizierten Eigenblutbehandlung, wurden hingegen keine krebsfor-



- 158 -

dernden Wirkungen, noch schddliche Nebenwirkungen beobachtet.

Fir die genetische Regulationstheorie und fir die Differenzierungs-
theorie der Krebsentstehung gibt es heute viele experimentelle Be-
weise (2). Die adaptative Regulation als Reparationsvorgang nach
Mutationen von Regulatorgenen ist noch nicht bearbeitet. Danach
konnten foetale Organsubstanzen direkt auf die Tumorzelle einwir-
ken oder aber {iber einen indirekten Mechanismus, durch Induktion

solcher adaptativer Regulationsstoffe.

Prédkanzerosen kommen, nach diesen Ansichten, durch partiell dere-
primierte Tumorgene zustande, wobei Reizzustdnde eine vollkommene
Dereprimierung und somit Transformation zum Tumor ausldsen. Diese
Auffassung vertragt sich deshalb mit der Vorstellung PISCHINGER's,
daB Krebs durch chronische Hyperregeneration, aufgrund einer vege-
tativen Regulationsstarre im mesenchymalen System der Grundregula-
tion, entsteht. Es geniigt also nicht, die Prédkanzerosen chirur-
gisch zu entfernen, vielmehr miissen Reizzustédnde beseitigt und de-
reprimierte Tumorgene durch Hemmstoffe blockiert, sowie sich neu
bildende Zellen zur Differenzierung gebracht werden. Da auch Hy-
perfunktionszustédnde bzw. Fehlfunktionen des Immunsystems einen
chronischen Reiz bedeuten, ist die Normalisierung der Funktion des
Immunsystems durch gezielte Immunsuppression notwendig. Hingegen
kann eine ungezielte Immunsuppression die Krebsentstehung begiin-
stigen. Andererseits miissen auch das Endokrinium und die erkrank-

ten Organe beeinflult werden.

Als Beispiel haufig zum Krebs fihrender Autoimmunerkrankungen mag
die Colitis wulcerosa dienen, die sich durch die geschilderten Be-
handlungsmethoden glinstig beeinflussen und sogar ausheilen 1&Rt.
Hieriiber liegen von verschiedener Seite Erfahrungsberichte vor

(W. DE MEYER und H. WIRSAM (10)). Die Gegensensibilisierung als
modifizierte Eigenblutbehandlung muB bei derartigen Autoimmuner-
krankungen zundchst desensibilisierend, beginnend mit hohen Ver-
dinnungen in kiirzeren Zei. tabstédnden, erfolgen. Hingegen sind bei
Tumoren hohe Konzentrationen in gréReren Abstdnden von mehreren

Tagen, im Sinne einer Immunprovokation zu applizieren. Zur Organo-
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therapie bei immunopathogenen Erkrankungen kommen Pr&dparate aus
Thymus, Chorion, Nebenniere, Gelbkdrper, jugendlicher Hoden, Zwi-
schenhirn sowie die jeweilig unmittelbar erkrankte Organart - bei
der Colitis als foetaler Darm - in Betracht. G. GILLISSEN hat ex-
perimentell bestatigt, daB Cliorion-Prédparate das Immunsystem damp-

fen und Dezidua-Pradparate stimulieren.

Nobelpreistrdger PAULING fordert als Therapie eine Orthomolekula-
risierung. Die makromolekulare Organotherapie kommt diesem Ideal
einer physiologisch angepalten Heilweise sehr nahe, weil hier
funktionell gleichartige oder phylogenetisch &hnliche Biomolekiile
substituiert oder induziert werden, die der Organismus integrieren
kann. Es handelt sich deshalb um eine biomimetische Therapie, die

die natiirlichen Heilungsvorgange unterstitzt.

Zusammenfassung:

Eine Tumorprophylaxe mit makromolekularen Organpraparaten aus dem
maternen Anteil der Plazenta, wie auch aus foetaler Rinderleber,
scheint, aufgrund von Langzeitstudien an Inzuchttieren mit Suszep-
tibilitat fir Tumorbildung, mdglich. Therapeutische Wirkungen bei
Malignomen wurden an Versuchstieren sowie in Klinik und Praxis der
Human- und Veterindrmedizin erzielt. Der Organo- und Immunothera-
pie bei Neoplasmen liegen folgende theoretischen Grundlagen und

Wirkungsmechanismen zugrunde:

A) Die genetische Regulationstheorie der Tumorentstehung (K. THEU-
RER, 1965) und der adaptative Ersatz von mutierten Regulator-

genen und Repressoren,

B) Differenzierungsreize durch foetale Zellfaktoren,

C) Anregung von immunbiologischen und phagozytdren Vorgédngen,

Durchbrechung der Immuntoleranz gegen Carzino-embryonale Anti-

gene,
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D) Normalisierung von Organfunktionen, dem Endokrinium, dem Mesen-

chym, dem Vegetativum,

E) DNS-Repairvorgdnge, Stimulierung der Synthese von Interferon,
Chalonen und anderen tumorhemmenden Prinzipien, wie z.B. dem
Tumor-Nekrosis-Faktor nach S. GREEN und dem Hemmfaktor der Me-

tastasierung nach S. SEGAL und E. GORELIK.
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Die Stellung der makromolekularen Organotherapie

in der Onkologie

M. LINDENMANN

Facharzt fir Lungenerkrankungen

Wien

Bei der gigantischen Weiterentwicklung aller Fachgebiete in den
letzten zwei Jahrzehnten zeichnet sich immer mehr der Trend zu
einer Uberspezialisierung, vor allem bei der apparativen Medizin,
ab. Nun wird kein verniinftig denkender Mensch den Spezialisten in
Abrede stellen wollen, die Ausbildung unseres Nachwuchses darf da-
bei aber nicht dahin ausarten, nurmehr fachliche "Scheuklappen-
mediziner" zu zlchten, unter strdflicher Vernachldssigung der alten

Schulweisheit, den Menschen als Ganzes zu betrachten.

Da die Maschine den Menschen nie wird voll ersetzen kdénnen, muB es
zwangsldufig zu immer h&dufigeren Fehlinterpretationen kommen und

zwar in erster Linie bei unseren chronisch Kranken.

Wen nimmt es da Wunder, daB im Zeitalter der Massenmedien keine
Woche vergeht, ohne daB Arzte in Tageszeitungen angegriffen, neue
Heilbehandlungen und Mittel publiziert werden im Glauben, den davon
betroffenen Kranken etwas Gutes =zu tun, in Wirklichkeit aber durch
die Vielfalt der Publikationen zu einer totalen Verunsicherung des
Patienten beitragen, weil die propagierten Methoden haufig den an-

gewandten Dogmen der Schulmedizin zuwiderlaufen.

Das allerseits beliebteste Thema ist zur Zeit wohl der Krebs, die
rdtselhafte GeiRel der Menschheit, bei Arzt und Patient gleicher-
maBen Horror und eine Kettenreaktion ausldsend, vom diagnostischen
bzw. therapeutischen Radikalismus bis zum Nihilismus und Suizid

alles beinhaltend.



- 165 -

Die Fahndung nach den Krebsursachen nimmt einen breiten Rahmen ein
und 1laBt bei genauer Analyse flur die carcinogenen Substanzen le-
diglich den Schlufl =zu, daB sie als Krebsbeschleuniger gelten koén-

nen .

Auch die Friihdiagnostik ist immer noch das groRBe Wunschdenken der
Onkologen. Es kann heute als erwiesen angesehen werden, daB es Mo-
nate bis Jahre braucht, ehe eine Krebsgeschwulst so grof ist, dal
wir sie mit den derzeitigen Methoden nachweisen kdnnen. Wenn man
bedenkt, daR eine Krebszelle so groB wie eine Kormalzelle ist, al-
so 1/100 mm, so besteht ein Tumor von 1 mm’ mindestens aus einer
Million Zellen. Kein optisches, immunologisches oder biochemisches
Verfahren ist bisher in der Lage, solche Herde exakt nachzuweisen.
Dies alles bezogen auf den Primdr-Tumor - metastatische Geschwiil-

ste allerdings koénnen Sic unter bestimmten Umstanden wachsen sehen.

Die Krebskrankheit entscheidet sich letzten Endes erst im Stadium
der Metastasierung. Unser Bestreben muB dahin gehen, die Etablie-
rung von Tochtergeschwiilsten mit allen zur Zeit erfolgversprechen-
den Methoden, deren sinnvolle Kombination und =zeitgerechte Verab-

reichung, =zu verhindern.

Wahrend eine nicht unbetrichtliche Gruppe von Arzten in der Praxis
schon bei der Diagnose "Krebs" resigniert und Morphium in der Kom-
bination mit Corticosteroiden als vorweggenommene ultima ratio
verordnet, bietet die Klinik neben Operation und Bestrahlung eine
ganze Palette von zytostatischen Substanzen an, deren Toxizitat ge-

flissentlich ibersehen oder gewaltig unterschatzt wird.

Dazwischen liegt eine Gruppe von Behandlern, die leider noch immer
als AuBenseiter abgestempelt wird, weil sie versucht, die darnie-
derliegende Abwehr und Entgiftungsfunktion des Organismus wieder
in Gang zu bringen, aber gerade bei sogenannten "ausbehandelten

Fallen" oft noch Erstaunliches erreicht.

Nachdem Krebs als keine in Entstehung und Ablauf einheitliche Er-

krankung aufzufassen ist, sondern einen Sammelbegriff fir eine
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Reihe von bésartigen Erkrankungen mit vermutlich unterschiedlichen
Ursachen darstellt, muB die Therapie bei aller Fortschrittlichkeit
der Diagnostik =zur Zeit noch vielschichtig und damit problematisch
sein, zumal es eine standardisierte Krebsbehandlung - und die ist

auch nicht allgemein anerkannt - nur bei wenigen Tumorformen gibt.

DaB beim Krebs Spontanheilungen wie Krankheitsstillstand - behan-
delt und unbehandelt - vorkommen, ist ebenso bekannt, wie die Tat-
sache, dab am Primd&rtumor niemand sofort stirbt, es sei denn, eine
lebenswichtige Funktion wird durch seinen Sitz unterbunden. Diese
Patienten werden meist erfolgreich radikal operiert, trotzdem tre-
ten bei vielen schon in kurzer Zeit Metastasen auf. Meiner Meinung
nach wird in der Behandlung noch immer viel =zu wenig beachtet, ob
es sich bei dem Patienten lediglich um einen Tumortradger oder schon

um einen Tumorkranken handelt.

Seit vielen Jahren beschaftige ich mich mit dieser Problematik und

halte mich dabei an folgende Richtlinien:

Nach Erstellung einer Carcinomdiagnose und Klassifizierung eines
Falles 1in operabel oder inoperabel muB unterschieden werden, ob der

Patient nur Tumortradger oder bereits tumorkrank ist.

operabel inoperabel

Tumortridger tumorkrank

Tumortrdger bereichern die Erfolgsstatistik in der Chirurgie, Ra-
diologie und Polychemotherapie, weil der Organismus das Krankheits-
geschehen bis zu einem gewissen Grad noch im Griff hat. Weniger
spektakuldr bis schlecht sind die Erfolge beim Tumorkranken. Bei
den operierten Patienten mag das daran liegen, daBR durch den Ope-
rationsschock , offenbar infolge unseres chromaffinen Systems, die
Abwehrkrédfte heftig mobilisiert werden, um dann aber ohne weitere
Behandlung in 8 bis 12 Wochen wieder zu erlahmen und so zum Rezidiv
bzw. =zur Metastasierung im bereits geschaddigten Organismus zu fih-

ren .
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Der Grundstein dazu wird wohl auch beim vielzitierten Radikalope-
rierten durch intraoperative Manipulation am Tumor mit meBbarer Tu-
morzellausschwemmung gelegt, weshalb die Radikalitdtsbeurteilung
mit groBter Vorsicht =zu bewerten ist, denn auch der beste Chirurg
miBt bei der Operation nur mit Auge und Finger und wird mittels des
Operationspréaparates letztlich ergdanzt durch den Pathohistologen.
Daraus ergibt sich, daB auch alle operablen Patienten einer inten-

siven Vor- und Nachbehandlung =zu unterziehen sind.

Tumorkranke a priori immunosuppressiv zu therapieren, scheint mir
geradezu widersinnig und muB diese Therapieform in MiBRkredit brin-
gen, da sie der Organismus nur verkraften kann, wenn sein Abwehr-
system funktioniert. Gerade dieses in Gang zu bringen, gibt es ver-
schiedene Wege. Hier bietet die Organo- und Immunotherapie wesent-
liche Angriffspunkte. Makromolekulare Organextrakte wirken einer-
seits direkt auf die Tumorzellen, andererseits aber auch indirekt
auf den Gesamtorganismus durch Aktivierung der zelluldren und hu-

moralen Abwehr.

Nachdem bei uns operierte Patienten in randomisierten Studien er-
faBt und einer vorbestimmten Therapie zugefithrt werden, konnte sich
meine Arbeit zwangslidufig nur auf die "Armsten der Armen" beschrén-
ken, also Kranke, die bereits Operation, Bestrahlung und Chemothe-
rapie hinter sich hatten und im prognostisch infausten Stadium der

generalisierten Metastasierung waren.
Ich mdochte Ihnen nun in Kurzfassung die durchgefiithrten Grund- und
Kontrolluntersuchungen, das Behandlungsschema und die bisherigen

Ergebnisse demonstrieren.

Grunduntersuchungen:

In Tabelle 1 sind alle erforderlichen Laboruntersuchungen zusammen-
gestellt, aus denen die, fast allen Tumorkranken eigenen, Organ-

funktionen ablesbar sind, wie:
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kaschaden mit daraus resultierender Darm-Atonie,

passage, Dysbakterie, G&arungs-
nachweisbare Alkalose,
Anamie, Lymphozyto-
Elektrolythaushalt,
Systems,

nennen.

Diese Befunde werden allzuoft

daraus therapeutische Konsequenzen zu

Hypalbuminédmie,

und Thrombozytopenie,

und Faulnisdyspepsie,

sowie die Unterfunktion des gesamten endokrinen

um nur die wichtigsten und hdufigsten Verdnderungen zu

zwar minutids gesammelt,

ziehen.

Tabelle 1:

Laboruntersuchungen

Bei Eintritt:

generell auf spezielle Anordnung
BSG Glucosebelastungstest
Kompletter Blutstatus Gamma-GT
Thrombozyten GLDH
Gerinnungsstatus LDH
Blutzucker Kreatinin
Serumbilirubin
Transaminasen GOT/GPT  Exsudate aus Thorax- und
BUN Bauchraum:
Hamsédurespiegel zytologische Untersuchung
Elektrolyte LDH
Serum-Kupfer, Serum-Eisen
Elektrophorese
Phosphatasen, alkalisch-sauer
Blut-pH
Sputum:  zytologisch

Antibiogramm
Harn: Albumin

Sacch.

Aceton

Uro

Bil.

Benz.

Sediment
Stuhl: Benzidin

bakteriologisch
Wiederhols suchung
Blutbild
Thrombozyten = "
Elektrophorese wochentlich
Elektrolyte

Kontrolle pathologischer Befunde nach MaBgabe!

Antibiotika- und Zytostati-
verlangerter Darm-—
die fast immer
Absinken der Gammaglobuline,

gestorter Wasser-

ohne jedoch
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Basistherapie =zur Koérperentgiftung

Von diesen Befunden leitet sich die bei allen Patienten durchge-
fiilhrte, sogenannte Basistherapie ab, die, ganz vereinfacht gesagt,
alles das substituiert, was dem tumorgeschddigten Organismus fehlt
Unter anfédnglicher Nahrungskarenz wird zundchst mittels Infusio-
nen, Elektrolytausgleich, Zufuhr von EiweiB (Humanalbumin, Frisch-
blut), Vitaminen, Fermenten, Spurenelementen und standiger An-
sduerung eine gesteigerte Diurese erreicht, die, im Verein mit 1la-

xativen MaBnahmen, die Entgiftung des Korpers beschleunigt.

Umstimmung

Erst nach Wirksamwerden dieser MaBnahmen beginnt ein langsamer Nah
rungsaufbau mit einer absolut =zuckerfreien, lactovegetabilen Kost

und die vorsichtige medikamentdse Stimulierung, um so eine allmah-
liche Umstimmung des Organismus in die Wege zu leiten, die, sofern
es gelingt, das Gleichgewicht in den Korperfunktionen wiederherzu-

stellen, =zu einer Stabilisierung der Metastasierung fihrt.

Tumorabbau

Ist dieses Stadium erreicht, koénnen auch vordem nicht mehr durch-
fiithrbare chirurgische Eingriffe, Radio- und Chemotherapie zur Re-

duktion der Tumormasse wieder herangezogen werden.

Bei der Organo- und Immunotherapie hielten wir uns an das von der
Wissenschaftlichen Abteilung der Firma vitOrgan vorgegebene Schema
(Tabelle 2). Fir die zur Verfigung gestellten Praparate und einge-

hende Beratung darf ich an dieser Stelle herzlich danken.
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I UIR-1 11- 2

BehandlungsSchema liii Neoplasmen

1. Blutentnahme fiir Imnunst unulation (GS) in Veniile mit Zitratzusatz

1. Tag REVITORGAN-Trs . Nr. 29 (foetaler u. juveniler i .m.
Thymus)
2. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 70 Starke II (Dez idua) 5 ml i.v.
3. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 70 St&rke 11 (Dezidua) 5 ml 1.V.
4. Tag REVITORGAN-Trs. Nr. 1 (icetale Leber)
+ Nr. 19 (Testes ohne Spermato-
genese beil Mammatumoren) iem.

S. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 70 Starke 11 (Dezidua) 5 ml s.c.

oder i.m.
6. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 70 Starke 11 (Dezidua) 5 ml i.m.
7. Tag RIVITORGAN-Dil . Nr. 70 Starke II (Dezidua) 5 ml i.m.
8. Tag REVITORGAN-Trs . Nr. 66 (Organmischung) i.m.
10. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 29 Stédrke II (Thymus) 2 ml s,.C.

oder i.m.
12. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 70 Starke 11 (Dezidua) 5 ml i.m.
14. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 29 Starke II (Thymus) 2 ml i.m.
16. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 70 Starke II (Dezidua) 5ml i.m.
19. Tag-REVITORGAN-Dil . Nr. 29 Stédrke II (Thymus) 2 ml i.m.
21 . Tag RIVITORGAN-Dil . Nr. 70 Starke II (Dezidua) S ml i.m.
24. Tag REVITORGAN-Di 1 . Nr. 29 Starke II (Thymus) 2 ml i.m.
27. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 70 Starke 11 (Dez idua) 5 ml i.m.
30. Tag REVITORGAN-Dil . Nr. 29 Starke II (Thymus) 2 ml 1 .m.
33. TagREV1 TORGAN-Di 1 . Nr. 70 Starke II (Dezidua) S ml i.m.
37. Tag GS Verdinnung io-* 0,5 ml s,.C
42. Tag GS Verdinnung 10 0,5 ml s.
49. Tag GS Verdiinnung 10~? 0,5ml im
S7. Tag GS Verdinnung 10 1,0ml i.m

An den injektionsfreien Tagen und zur Nachbehandlung REVITORGAN-Lingual Nr.66,
2 mal taglich S - 8 Tropfen.

Die gesamte Injektionskur sollte in Abstdnden von einem viertel bis einem
halben Jahr wiederholt werden. Zwischenzeitlich kann REVITORCAN-Lingual Nr.66,
zundchst 2 mal tgl., dann 1 mal tgl. und schlieBlich jeden 2. Tag 1 mal tgl.

5 -8 Tropfen verordnet werden.

Welche Verbesserung unserer bisherigen Therapie der Einsatz der
makromolekularen Organotherapie und Gegensensibilisierung gebracht
hat, mochte ich in einer Gegeniliberstellung anhand von 66 Fallen

zeigen.

Von den 66 Fallen erhielten 21 1lediglich die Basistherapie,
23 eine Kombination von Basistherapie mit Regeneresen, laut Her-

steller organspezifische Ribonukleinsduren aus fetalen und Jung-



tierzellen, sowie Ribonukleinsdure aus Hefe nach Dyckerhoff, und
22 Patienten die Kombination von Basistherapie plus Revitorgan

plus Gegensensibilisierung.

Wie aus den Uberlebenskurven ersichtlich, ist trotz der relativ
kurzen Beobachtungszeit mit der Kombinationstherapie Basisbehand-
lung plus Revitorgan plus Gegensensibilisierung eine wesentlich
verlangerte und fiir den Patienten subjektiv verbesserte Lebenser-
wartung abzulesen, so dal es an der Zeit ware, diese Therapie

schon unmittelbar nach der Operation zum Einsatz zu bringen.

Tabelle 3:

66 Falle mit generalisierter Metastasierung

24
—— Basistherapie + Nukleinsiduren-Pridparate
== Basistherapie + Revitorgan

204\ --- Basistherapie

=
o 8
+ r ¥ +

=

Zahl der Patienten




Zahl der Patienten Zahl der Patienten

Zahl der Patienten

10 Lunge: 19 Fidlle
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Tabelle 4:

Aufschliisselung nach Sitz des Primdrtumors

—— Basistherapie + Nukleinsduren-
Préparate

== Basistherapie + Revitorgan
--- Basistherapie

6
4
2 e
:3 :6 :9 1:2 15 18 21 2;4 2; 35
Monate
10 Mamma: 22 Fille

—— Basistherapie + Nukleinsduren-
Prédparate

== Basistherapie + Revitorgan
--- Basistherapie

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Monate

10,

84

—— Basistherapie + Nukleinsduren-
Prdparate

== Basistherapie + Revitorgan

--- Basistherapie

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
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Niemand, der sich intensiv mit Tumor-Therapie beschaftigt, wird
bei so einem Krankengut Wunder erwarten. Mit der heutigen Inten-
sivmedizin gelingt es sehr wohl, das Leben, aber damit auch die

Leiden zu verlangern.

Mir geht es aber darum, das Leben, und sei es auch nur fiir Monate,
lebenswert zu verldngern, um zu beweisen, dal von einer zielge-
richteten Therapie sehr wohl etwas zu erwarten ist. Mit dieser
Therapie sollte aber begonnen werden, solange es dem Patienten
noch scheinbar gut geht und nicht erst dann, wenn es, schon fir

den Laien ersichtlich, zu spat ist.

Diskussion:

WRBA:

Die Wirkung bei den Lungentumoren ist erstaunlich! Vorausgesetzt,
die Stadien sind in allen 3 Gruppen vergleichbar - ein springender
Punkt bei solchen Untersuchungen - ist die Behandlungsmethode ein

wesentlicher Fortschritt..

LINDENMANN :
Ich bin Lungenarzt und Thorax-Chirurg und war selbst iber diese

Ergebnisse erstaunt.

HESS:

Warum bricht Thre Revitorgan-Kurve so spontan ab?

LINDENMANN :

Diese Studie l&auft erst seit 14 Monaten.

AUDITORIUM:

Wann kann die Therapie als abgeschlossen gelten?

LINDENMANN :

Das ist eine Gretchenfrage. Wenn Sie mich so fragen, weil ich

nicht, wann ich mit dieser Therapie aufhodren darf. Die Schulmei-
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nung berlicksichtigend, habe ich bei einer Karzinom-Patientin nach
5 Jahren mit der Therapie aufgehoért; daraufhin bekam die Frau das
zweite Karzinom. Wurde die Therapie nach 7 Jahren abgesetzt, be-
kam die Frau im 8. Jahr prompt ein drittes primdres Lungenkarzinom.
So kann ich Thnen etliche Falle aufzahlen. Zuletzt haben wir uns
dahingehend geeinigt, die Patienten 5 Jahre streng zu Uberwachen
und zu behandeln. AnschlieRBend, ab dem 5. Jahr, werden dann Si-
cherungskuren, Jjeweils im Herbst und im Frithjahr, durchgefihrt.
Meistens sterben die Patienten sowieso nicht an Krebs, sondern an
interkurrenten Erkrankungen. Um den Patienten auch in dieser Hin-
sicht einen Schutz zu geben, fihren wir im Herbst und im Frihjahr

eine Behandlung durch.

WRBA:

Sie geben auf Ihrem Schema im Falle der Revitorgan-Therapie Uber-
lebenszeiten von 12 Monaten an. Diese Behandlung, mit eingeschlos-
sen die GS-Immunprovokation, geht iber 10 Wochen. Wird diese The-

rapie dann wiederholt?

LINDENMANN :

Wir wiederholen diese Therapie in gewissen Abstanden.

WRBA:

Ununterbrochen?

LINDENMANN :

Die Therapie wird von uns 1in Tropfenform mit Revitorgan-Lingual

Nr. 66 (NeyTumorin) weitergefiihrt. Wir haben auch vorgesehen, die

Appeksaepmkuren zu wiederholen.

In welchen Abstdnden erfolgen die einzelnen Kuren?

LINDENMANN :
Das 1ist individuell verschieden. Ich méchte noch einmal betonen:
Meine Fdlle waren ausgesprochen infaust, so daB die Behandlung nur

kurzzeitig unterbrochen werden konnte, um die Patienten nicht zu
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gefahrden.

AUDITORIUM:

Wie sieht das Behandlungsintervall postoperativ aus, also bei je-
nen Patienten, die in scheinbar gutem Zustand sind? Wann soll hier

die Kur wiederholt werden?

LINDENMANN :
Wir filhren die Kur postoperativ durch. Dann wird eine Pause von

3 Monaten eingelegt.

AUDITORIUM:
Gibt es im Rahmen der nichttoxischen Behandlung nicht auch MaRnah-

men, die doch evtl. schddigen kdnnten?

LINDENMANN :

Unsere Basisbehandlung besteht aus jenen Substanzen, die dem Orga-
nismus fehlen und dem Krebskranken fehlt sozusagen alles. Von der
endokrinen Dysfunktion bis hin zur Magensaft-Unterfunktion finden
Sie bei einem Krebskranken so =ziemlich alles. Auch auf die Darm-
funktion wird viel zu wenig Riicksicht genommen. Nahezu bei allen
unseren Patienten konnte eine Dysbakterie bis hin zur Abakterie
und volliges Fehlen der Colibakterien nachgewiesen werden. Auch
die Garungs- und Faulnisdyspepsie ist nicht unbekannt. Dadurch
verzdgert sich die Darmpassage und der Selbstvergiftung des Orga-

nismus wird Vorschub geleistet.

AUDITORIUM:
RILLING empfiehlt,die Mineralien zu ersetzen und SEEGER, die Zell-
atmung zu unterstiitzen. Kann diesen Anregungen ohne weiteres Folge

geleistet werden?

LINDENMANN :

Selbstverstandlich! Spurenelemente miissen dem Patienten sowieso
zugefithrt werden. In der Klinik ist es keine groBle Kunst, das Feh-
len einzelner Elemente nachzuweisen. Beim Krebsgeschehen ist das

Auseinandergehen der "Kupfer-Eisen-Schere" Dbekannt. Alle ibrigen
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Spurenelemente sind stationdr leicht zu kontrollieren. Auch in der

Praxis untersuche ich die Patienten daraufhin.

AUDITORIUM:
Betrachtet man die Literatur, drangt sich einem doch manchmal der
Eindruck auf, als ob mit den Kombinationsbehandlungen nicht mdégli-

cherweise zu viel getan wird.

LINDENMANN :
Ich habe den Eindruck, auf diesem Gebiet wurde bisher =zu wenig ge-

tan; vor allem im Hinblick auf eine nichttoxische Tumortherapie.

WRBA:

Jetzt wird die Diskussion zu allgemein. Dr. LINDENMANNs Patienten
sind - wenn ich es richtig verstanden habe - Patienten, die inope-
rabel sind bzw. operiert wurden und danach rezidivierten. Eine
chemotherapeutische bzw. radiotherapeutische Behandlung konnte
nicht mehr durchgefiithrt werden. Es handelt sich also um sogenannte
ausbehandelte Patienten, von denen sich normalerweise die klini-

sche Medizin abwendet.

Dann finden wir Jjene Situation vor, bei der der Patient aus der
Klinik "tumorfrei" - bis zum Bew'eis des Gegenteiles - entlassen
wird. Zwischen diesen beiden Situationen jetzt ein verbindliches
Schema zu erarbeiten, das jedermann klar mit nach Hause nehmen
kann, halte ich fir unméglich. Ob nun auf onkologischem Gebiet =zu
viel oder zu wenig gemacht wird, das richtet sich wohl jeweils
nach Situation und Lokalisation des Tumors. Natiirlich missen wir
um jeden einzelnen Patienten kadmpfen. Generell aber nun zu behaup-
ten, es wird zu viel oder zu wenig auf dem Gebiet der Onkologie
getan, diese Aussage 1ist nicht haltbar. Hier muB man mit Fakten

arbeiten. Illusionen sind zwecklos.

Gerade der aufgegebene Krebspatient ist ja ein ungemein dankbarer
Patient. Allein die Tatsache, dab man sich iberhaupt mit ihm be-
schaftigt, kann schon zu einer Besserung der Uberlebenszeit fiih-

ren. Nur halten derartige Effekte {iblicherweise nicht iber 24 Mo-



nate an. Sind die Uberlebcnszeiten héher, lohnt es sich in der Tat,

dariiber nachzudenken.

AUDITORIUM:

Es geht letztlich doch um diese desolaten Fdlle, die praktisch wie
"M#ill" von den Kliniken an die Haustiir des Praktikers geworfen
werden. Tenor: "Wir haben samtliche Mdglichkeiten in der Klinik
ausgeschopft, so Praktiker, schau, wie Du mit dem Patienten zu-
recht kommst." Es wird alles empfohlen, was die Patienten mehr
oder weniger schlecht vertragen. Der Leidensdruck der Patienten

halt trotzdem an.

Ich Uberblicke jetzt 50 Krebsfalle im Laufe von mehr als 10 Jah-
ren. Seit 5 Jahren arbeite ich mit Revitorgan. Aus eigener Erfah-
rung hat sich mir ein Therapieschema bewdhrt, mit dem bereits vor
der stationdren Einweisung in die Klinik begonnen wird. Die Klini-
ken schicken uns die Patienten zwischen der operativen Phase und

der Bestrahlungsnachbehandlung zu.

Kiirzlich wurde ein Patient mit inoperablem und klinisch als inku-
rabel eingestuftem Hautkrebs mit 7000 R innerhalb von 8 Wochen ab-
geheilt. Man muB sich diese harte Nekrose von 7000 R auf dem
Brustbein einmal vorstellen! Ein Patient ertrdgt das nur, wenn
dieser klinischen Behandlung eine nichttoxische Basistherapie vor-
ausgeht und diese auch zwischenzeitlich durchgefiihrt wird. Der Pa-
tient hat die ambulant verabreichten 7000 R gut vertragen. Alter-
nierend applizierten wir reichlich Vitamin B 12 und therapierten
nach dem Neoplasmen-Schema. Die jeweiligen Behandlungen sollten
nicht kombiniert, sondern "s&dulenartig" durchgezogen werden. Ohne
die Organotherapie geht es mit Sicherheit nicht, aber sie reicht
oft nicht aus, den Leidensdruck der Patienten vdllig zu beheben.
Die Klinik gibt uns fiir die desolaten F&lle noch eine Uberlebens-
zeit von 3 Wochen bis 3 Monaten; in diesem Zustand kommen die Pa-
tienten nach Hause. Nach meinen Erfahrungen kdénnen diese Patienten

16 bis 24, manchmal bis zu 36 Monaten Uberleben.
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Die konservative Behandlung des Altersstars

mit Conjunctisan A-Augentropfen

J. FUCHS

ehem. Direktor der Augenklinik

am Katharinen-Hospital Stuttgart

Zusammenfassung:

Im Gegensatz zu der anscheinend allgemein giiltigen Ansicht, daB es
keine erfolgreiche Behandlung der Cataracta senilis gibt, stehen
die Ergebnisse einer Langzeitstudie an 192 mit Conjunctisan A be-
handelten Augen. Danach sind Linsentriibungen beim Altersstar durch-
aus therapeutisch zu beeinflussen. Conjunctisan A, ein neues thera-
peutisches Prinzip, nutzt dazu die Wirkung wasserldslicher proto-
plasmatischer Bestandteile, insbesondere Proteine, Ribo- und Des-
oxyribonukleinsduren, Phospholipide, Polysaccharide sowie linsen-
zellenspezifische Nukleinsduren und Aminos&durenvorstufen aus Linse,

Glaskdrper, Netzhaut, Sehnerv, Hornhaut, Bindehaut und Plazenta.

Conjunctisan A - 2 Dbis 3 mal t&glich in den Bindehautsack einge-
trdufelt - erzielte bei 192 Augen in einem Beobachtungszeitraum von
5 Jahren (1973 - 1978) in 36 % Stillstand und in 45 % Besserung der

Linsentriibungen und des Visus. Diese Ergebnisse stehen in Einklang

mit unseren fritheren Untersuchungen an 74 Augen (1969 - 1973). Be-

merkenswert ist, daB auch das Fortschreiten der Katarakt weit {ber

den erfahrungsmdRig bisher angenommenen zeitlichen Verlauf verlang-
samt wird, wie es auch aus einem Vergleich mit 75 nicht oder nur

konventionell behandelten senilen Linsentriibungen hervorgeht.

Einleitung:

Versuche, durch konservative Behandlung dem Fortschreiten der Tri-
bung der alternden Linse zu begegnen, sind in den letzten 50 Jahren

schon mannigfach unternommen worden. Eine erfolgreiche medikamentd-
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se Therapie, meist in Form von Augentropfen, konnte jedoch bisher

niemals mit Sicherheit nachgewiesen werden.

Makromolekulare Organlysate aus verschiedenen Augengeweben (Moleku-
largewicht < 10°), angewandt in Form der Conjunctisan A-Augentrop-
fen, sind ein vo6llig neues therapeutisches Prinzip in der konserva-
tiven Behandlung des Grauen Stars. Conjunctisan A-Augentropfen ent-
halten wasserlésliche protoplasmatische Bestandteile, insbesondere
Proteine, Ribo- und Desoxyribonukleinsduren, Phospholipide, Poly-
saccharide sowie linsenzellenspezifische Nukleinsduren und Amino-
saurenvorstufen aus Linse, Glask&rper, Netzhaut, Sehnerv, Hornhaut,
Bindehaut und Plazenta. Die Anwendung von Conjunctisan am Auge be-
ruht auf den Forschungsergebnissen der Molekularbiologie und den
umfassenden Ergebnissen aus der Praxis mit makromolekularen Zell-

inhaltsstoffen.

Der Organtropismus von zytoplasmatischen Stoffen wurde u.a. mit
makromolekularen Extrakten aus GroRBhirn nachgewiesen. Diese =zeigten
einen spezifisch die Proteinbiosynthese des Gehirns stimulierenden
Einflul (AXMANN, CHANDRA). Am Gehirn gefundene und auch in der Pra-
xis bestdatigte Wirkungen fihrten zur Entwicklung von Augentropfen
auf dieser Basis. Neben dem organotherapeutisehen Wirkungsspektrum
enthalten Conjunctisan A-Augentropfen Lanatoside in einer Verdin-
nung im Mikrogrammbereich sowie Aesculin. Ein Zusatz von gefédBakti-
ven Stoffen ist begriindet durch die Erfahrungen mit anderen Digita-
lis-enthaltenden Augentropfen, deren Wirksamkeit auf den Ciliarmus-
kel friher schon nachgewiesen wurde (FUCHS und HOLLWICH 1952; HOLL-
WICH, GUTH und DIECKHUS 1967). Es gilt demnach als gesichert, daB
Digitalis einen pharmakologischen Effekt auf den Ciliarkdrper be-
sitzt, dessen Ciliarfortsdtze die Produzenten des Kammerwassers

sind.

Das Konzept der meisten bisherigen Behandlungsversuche der Kata-
rakt aus neuerer Zeit beruhte auf der Annahme, dal der alternden,
sich tribenden Linse,ein bestimmtes Agens fehle. Man glaubte, durch
Substitution gewisser Stoffe dem Ubel abhelfen zu kdnnen. Zu dieser

Frage &duberte sich 1960 SAUTTER im Linsenkapitel des Handbuches
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"Der Augenarzt" dahingehend, daB der Beweis fiir die Wirksamkeit der
konservativen Behandlung des Altersstars noch nicht erbracht sei.
Er betont dabei mit Nachdruck, daB eine senile Katarakt oft Jahre
hindurch stationdr bleiben und sogar durch Bildung stenopédischer

Licken zwischen den Tribungen eine Visussteigerung eintreten kann.

Dieser Hinweis hat bis heute noch seine Giiltigkeit. Er schlieBt
aber die Suche nach einem wirksamen Antikataraktikum nicht aus,
denn mit der Entwicklung moderner biologisch-chemischer Untersu-
chungsmethoden sowie der Molekularbiologie ist man neuerdings in
der Kenntnis iber die biochemischen Vorgdnge in der Linse und deren
Tribungen sowie einer eventuellen Behandlungsmdglichkeit der Kata-

rakt doch ein gutes Stiick weitergekommen.

Die erste, einen Anfang setzende Grundlagenforschung iber den Lin-
senstoffwechsel stammt von H.K. MOULLER und seinem Mitarbeiter

0. KLEIFELD. Diese Forscher haben schon 1960 den Versuch unternom-
men, medikamentds intern durch das Sulfonamid Debenal Einflub auf
das Geschehen bei der Kataraktbildung zu gewinnen. Die Versuche
wurden nach einem zundchst durchaus positiven Bericht iber 14 Pa-

tienten jedoch spater eingestellt.

Biochemie des Linsenstoffwechsels

HOCKWIN, der die Untersuchungen von MULLER fortfiihrte, hat in jahr-
zehntelanger intensiver Forschungsarbeit Licht in das Dunkel der
biochemischen Vorgange in der Linse, besonders der alternden, ge-
bracht. Das Ergebnis dieser sorgfaltigen Untersuchungen gipfelte

in der Feststellung, daB es sich bei der Stoffwechselstdrung, die
der Tribung des LinseneiweiBes =zugrunde liegt, um die Folge einer
Enzymveradnderung handelt, der mit den bisherigen Mitteln medika-
mentds noch nicht beizukommen ist, allenfalls durch Aufhebung der

festgestellten Enzymblockade.

Die Erforschung der Biochemie normaler Linsen ergab einen hohen
EiweiBgehalt ihrer Zellen. Die Proteine garantieren die Transparenz

der Linse. Unter Vermittlung von Enzymen kann die Linse aus Amino-



sduren des Kammerwassers EiweiBR synthetisieren. Im Alter jedoch
verdndern sich die Enzyme. Zur EiweiBsynthese bendtigt die Linse
neben den Aminosduren des Kammerwassers Energie, sowohl =zur Auf-
rechterhaltung der Grenzflichenpotentiale und des FlieBgleichge-
wichtes als auch des Wachstums. Energie muf demnach stets vorhan-
den und verfiigbar sein. Fehlt diese zelluldre Energie, entsteht die
Katarakt. An dieser Stelle setzt nun der Versuch mit den protoplas-
matischen Substanzen als Augentropfen ein, in der Annahme, dabl die-
se auf die Linse als Energietridger und Ubertrdger EinfluB gewinnen
konnten. Die Moéglichkeit eines solchen Vorganges setzt jedoch vor-
aus, daB eine Penetration dieser Stoffe durch die Bindehaut er-
folgt. Dieser Nachweis wurde im Institut fir Chirurgische Forschung
der Universitdat Miunchen durch BRENDEL und SEIFERT gefithrt. In die-
sem Zusammenhang sei an die Erfahrung erinnert, daB die Schleim-
hdute nicht nur absondern, sondern auch resorbieren. Der positive
Allergen-Test an der Conjunctiva ist z.B. ein iberzeugender Beweis
fiir die Richtigkeit der Annahme, dal die Bindehaut =zugefiihrte Stof-

fe zu resorbieren vermag.

Wirkungsprinzip =zytoplasmatischer Organsubstanzen

Die therapeutische Wirksamkeit zvtoplasmatischer Organsubstanzen,
wie sie die Conjunctisan A-Augentropfen enthalten, basiert auf der
Verwendung von Organlysaten bei molekularen Defektzustdnden (THEU-
RER) . Protoplasmatische Zellinhaltsstoffe enthalten Induktions- und
Wachstumsfaktoren (SPEMANN), die die RNA- und DNA-Synthese diplo-
ider Zellen aktivieren (PAFFENHOLZ und THEURER) und die "Repair-
kapazitat" von Enzymen verbessern (ALTMANN und WOTTAWA). Das breite
Spektrum protoplasmatischer Wirkfaktoren,in Kombination mit gefabh-
akt iven und oberfldchenaktiven Substanzen,bietet sich damit zur Be-
einflussung der Proteinveradnderungen und -Vernetzungen (KRAMPS,
BELLOWS und BELLOWS) ebenso an, wie eine Aktivierung der reduzier-
ten Adenosintriphosphatase-Aktivitat (GUPTA, HARLEY) im Laufe der

Entwicklung der senilen Katarakt.
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Parallel zur Beeinflussung des Stoffwechsels des alternden Auges,
das in seinem retinalen Anteil ein vorgeschobener Gehirnteil 1ist,
existieren praktische Erfahrungen und klinische Studien uber die

Beeinflussung von Altersveradnderungen des Gehirns mit zytoplasma-
tischen Substanzen (JANSEN, BRUCKNER). Mit diesen, nur das Gehirn
betreffenden Substanzen und Forschungsergebnissen, wollen wir uns

zundachst befassen.

Bei Ausfallerscheinungen von Gehirnfunktionen im Alter handelt es
sich nach Ansicht dieser Autoren um einen Parenchymschaden der
Hirnsubstanz, deren Ursache nicht rein vaskuldr zu erkldren ist,
wenngleich die Blutversorgung auch eine dominierende Rolle dabei
spielt. Den zerebralen Verdnderungen liegen folgende molekulare

Ursachen =zugrunde:

1 . Gestdrte oder eingeschrédnkte Ubertragung genetischer Informa-

tion auf die Protein-synthetisierenden Zellorganellen.

2. Zunehmende Fehlerhdufigkeit bei der Enzym-EiweiB-Synthese.

3. Abnahme der Enzym-Adaptation auf gesteigerte metabolische An-
forderungen und,damit verbunden,eine verminderte Fahigkeit des
Gehirns, die metabolische und funktionelle Homdostase aufrecht

zu erhalten.

Es scheint nun naheliegend, diese Vorstellungen von den Vorgdngen
bei Altersveranderungen am Gehirn auf die Altersvorgadnge am Auge
zu Ubertragen. In gewisser Weise erinnern sie an die Rolle der En-

zyme bei der Kataraktbildung.

Eigene Untersuchungen

Die Beurteilung eines neuen therapeutischen Prinzips erfordert ein
grobes Krankengut, das auf kritisch verarbeiteten Beobachtungen
fult und sich auf,an der Spaltlampe und im regredienten Licht er-

hobene, schriftliche und zeichnerisch fixierte Befunde stiutzt.
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Im Vergleich hierzu ergibt eine frilhere Zusammenstellung iber in
4 Jahren behandelte 76 Augen, in der Relation von Zahl und Zeit be-
trachtet dhnliche Verh&ltnisse bezliglich des Visus (Tab. 2). Aus
der Behandlungsgruppe sind im Verlauf der 5jdhrigen Therapie 9 Pa-
tienten verstorben mit einem Durchschnittsalter von 82,4 Jahren.
Bei dieser Altersgruppe war der Visus meist gleich geblieben
(6 gleich, 2 besser, 1 schlechter). Das Sehvermdgen dieser Alten-
gruppe schwankte zwischen 0,3 - 0,4. In ihren fortgeschrittenen
Jahren waren die Betroffenen damit zufrieden und nicht mehr bereit
zur Staroperation.

Tabelle 1:

Vergleich von Visus und Linsentriibung unter der Behandlung
mit Conjunctisan A bei 192 Augen (1975 - 1978)

besser gleich schlechter
Visus 87 68 37
Linsentriibung 87 70 35
(Cat. incipiens / provecta)
Tabelle 2:

Der EinfluB von Conjunctisan A auf Linsentriibungen

Zahl der Augen| besser gleich schlechter
konventionell 75 8 % 24 % 68 %
(Unters.zeitr. 1964-68*)

Conjunctisan A 74 46 % 33 % 21 %
(Unters.zeitr. 1969-73*
Conjunctisan A 192 45 % 36 % 19 %
(Unters.zeitr. 1969-78)

*) Medizinische Monatsschrift 5, 224-225 (1975)
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Aufstellung von Katarakten

nach ihrer therapeutischen ReeinfluBbarkeit:

I. Durch Conjunctisan A besserungsfahige bzw. aufzuhaltende Tri-

bungen :

Abb. 2:

Beginnende Speichentriibung Rosettenstar

Abb. 5:

Keulenformige Trilbung
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II. Nur noch aufzuhaltende Kataraktstadien:

;¢l§(dvzp -

Qg 148

Abb. 4: Abb. 5:
Kernstar mit Speichentriibung Vordere Poltribung

III. Nicht mehr beeinfluBbar:

Abb. 6:

Totale Linsentriibung (Cataracta matura)
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Diskussion und Beurteilung

Betrachten wir die hier aufgestellte Statistik, so drangt sich die
Frage nach deren Aussagekraft auf. Bei dem Umfang des verarbeiteten
Materials dirfte sie wohl unbestritten sein. Eine derartige Anzahl
von senilen Katarakten konnte {berhaupt nur in einer sogenannten
Alterspraxis untersucht werden, also in einer Sprechstunde, zu der
vorwiegend alte Leute mit ihren Sehstdrungen gekommen sind. Alle
wiedergegebenen Befunde und Beurteilungen sind von mir persénlich

erhoben und aufgezeichnet worden.

Im zuganglichen Schrifttum liegt meines Wissens nichts gleicharti-
ges vor, insbesondere was Fallzahl und Dauer der antikataraktdsen
Behandlung anbelangt. Ebensowenig findet sich in der Literatur eine
Statistik herkommlich behandelter Kollektive von Patienten mit Ca-
taracta senilis (NORDMANN - zitiert von H. K. MULLER - sprach von

15 % "voribergehender" Besserung).

Die Dauer einer Starerkrankung, vom ersten Erkennen der Linsentri-
bung bis zum notwendigen Operationstermin, wird im allgemeinen mit
3 Jahren angenommen. Ausnahmen kommen vor. Dieser zeitliche Ablauf
andert sich aber signifikant unter dem Einfluf von Conjunctisan A,
indem die "Operationsreife bzw. -notwendigkei t" - wenn iUberhaupt. -
wesentlich spdter eintritt. Viele Starpatienten sind bis zu ihrem
Tod Uberhaupt nicht, mehr operiert worden und manche haben bis Jjetzt
eine Behandlungsdaucr bis zu 9 Jahren erreicht, ohne daBl sich die

Frage der Operation stellte.

Die Form des Altersstars ist ibrigens fir den Therapieerfolg nicht
maBgebend. Am besten reagieren Wasserspalten und die sogenannten

Linsenspeichen sowie die diffusen subkapsuldren Triibungen der vor-
deren und hinteren Linsenrinde auf die neue Therapie. Uberraschen-
derweise reagiert vielfach auch die Kerntriibung auf die Conjuncti-
san A-Behandlung. Versuche einer antikataraktdsen Augentropfen-Be-

handlung bevorzugten zwei Prinzipien, nadmlich:



1. allgemein-interne MaBnahmen, Hormone, Vitamine oder Gaben von

Linsen-EiweiR in irgendeiner Form per os oder

2. die Substitution von Stoffen, die der kataraktdsen Linse fehlen

oder die im Linsenstoffwechsel eine Rolle spielen.

HOCKWIN hat nach jahrzehntelanger Forschungsarbeit Grundlagen iber
das Zugrundegehen der Linsenfasern bei der Kataraktbildung geschaf
fen. Enzyme, insbesondere die Blockierung von Enzymen, spielen da-
bei eine groBe Rolle. Fir einen dankbaren therapeutischen Ansatz
hdalt HOCKWIN bezeichnenderweise die Aufhebung der enzymatischen

Blockade.

Experimentell lassen sich im Tierversuch durch Gaben von Dinitro-
phenol (HOCKWIN und KLEIFELD) Linsentriibungen erzeugen; derartig
ausgeldste Katarakte kodnnen wiederum durch enzymatische Aktivie-
rung verhindert werden. Praktische Folgerungen aus diesen For-

schungsergebnissen wurden von HOCKWIN bereits in Aussicht gestellt

In den Conjunctisan A-Augentropfen enthaltene Stoffe fihren ent-
sprechend dem derzeitigen Stand der Grundlagenforschung, dem Auge,
bzw. der Linse,Eiweifstoffe als Energietrdger zur Stimulation von
ATP in den Zellen zu. MOglicherweise aktivieren auch in der Tra-
nenflissigkeit vorkommende Enzyme des Energiestoffwechsels (N.J.
van HARINGEN, E. GLASIUS 1974 und 1975) die in den Conjunctisan A-
Augentropfen enthaltenen linsenspezifischen Nukleinsduren und Ami-

nosaurenvorstufen.

Dal in Conjunctisan A enthaltene makromolekulare Zellinhaltsstoffe
den Stoffwechsel menschlicher Gewebezellen anregen konnen, ist im
Forschungslaboratorium Karl Theurer fiir Organo- und Immunotherapie

nachgewiesen worden (PAFFENHOLZ und THEURER) .
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Arbeitshypothese

Wir stellen uns diesen Wirkungsmechanismus der Aufnahme von makro-
molekularen Zellinhaltsstoffen nicht als einfachen passiven Per-
meabilitdtsvorgang vor, sondern nehmen einen aktiven Durchdrin-
gungsvorgang an. Alle Schleimhaute, so auch die Bindehaut, sind in
der Lage, Stoffe zu resorbieren, wie die erfolgreiche sublinguale
Applikation von Arzneien schon lange bewiesen hat. Die bradytrophe
Linse schwimmt quasi im Kammerwasser, das sie von allen Seiten um-
gibt, wie in einer Hydrokultur. Die Linse nimmt {ber ihr resorbie-
rendes Epithel Stoffe auf und gibt sie an die Linsenfasern weiter
(PAU) . Deren Tribung ist, wie wir jetzt aufgrund unserer Beobach-
tungen annehmen, in den Anfangsstadien durchaus noch reversibel.
Diese Reversibilitdt gewisser Formen von Linsentriibungen besteht
aber fiir eine l&ngere Zeitdauer als bisher angenommen wurde. Hier-
fiilr sprechen schon die immer wieder beobachteten Fdlle spontaner

Heilung der Cataracta senilis.

Ob nicht auch eine Beeinflussung des Ciliarkdrpers durch Conjunc-
tisan A-Augentropfen zustande kommt, verdient weiterer Uberlegun-
gen. Moglicherweise ist hier eine Einwirkung,auch durch die in dem
organotherapeutischen Wirkstoffkomplex =zusdtzlich enthaltenen Di-
gitalisstoffe,méglich. In diesem Zusammenhang ist an die experi-
mentelle pharmakologische Arbeit von HOLLWICH, GUTH und DIECKHUS
(1967) zu erinnern, die eine erhdohte Kontraktilitdt des Ciliarmus-
kels nach Gaben der digitalishaltigen Augentropfen Stulln nachwei-
sen konnten. Erst bei schon weit forgeschrittener Katarakt und ein-
getretenem Linsentod tritt mit der irreparablen Triibung auch ein
Zerfall der Linsenzellen ein. Erst von diesem Stadium ab gibt es
keine Umkehr des Absterbeprozesses mehr, auch wenn Conjunctisan A-
Augentropfen gegeben werden. Trotzdem ist fiir den Beobachter aber
immer wieder zu sehen, daB es bei der Tribung selbst weit fortge-
schrittener Starformen nach Gaben von Conjunctisan A-Augentropfen
doch noch zu einer gewissen Aufhellung kommt. Derartige Beobach-
tungen konnten an Linsen relativ alter Patienten gemacht werden,
die sich aus Grinden allgemeiner Hinfdlligkeit,bei vorwiegend ein-

seitiger Katarakt, nicht mehr zur Operation entschlieBen konnten.



Solche Beobachtungen haben zwar mehr theoretisches Interesse, spre-
chen ihrerseits aber fiir die Wirkung der organotropen makromoleku-
laren Substanzen auch noch auf weit fortgeschrittene Linsentriibun-
gen. In derartigen Fallen ist natirlich eine Operation unumgdng-
lich. Die Auswahl der F&lle flir die hier wiedergegebene Statistik
schlof alle anderen sonstigen stdrenden Faktoren wie Glaukom,
Netzhautleiden sowie Diabetes aus, welche ihrerseits EinfluB auf
den Visus nehmen kénnten. Hierunter fielen 176 Augen mit Komplika-
tionen, die aus Griinden der Objektivierbarkeit ausgeschlossen wer-
den muBten. Beziiglich der Beurteilung sind damit MiBverstandnisse
ausgeschlossen. Das Beobachtungsgut ist somit viel groéBer als das

hier nur fir die unkomplizierten Katarakte verarbeitete.

Fir die Wirksamkeit dieser Behandlung spricht noch folgende Beob-
achtung:

Bei in viertelj&dhrlichen Abstdnden durchgefiihrten Visuspriifungen
hat sich in 9 % der F&dlle folgendes feststellen lassen: Oftmals
tritt bei beginnender Linsentriibung bekanntlich eine Myopie auf
und zwingt zur Verordnung entsprechender Gladser. Werden derartige
Augen mit Conjunctisan A behandelt, so kann die Myopie wieder zZu-
riickgehen. Die gednderte Refraktion mul durch Verordnung neuer
Gladser nochmals korrigiert werden. Diese Myopiesierung (zwischen
0,5 bis 1,5 dpt schwankend) tritt schon etwa 4-6 Wochen nach Thera-
piebeginn ein und geht nach Behandlungsabbruch wieder zurick. Man-
che Patienten setzen nach eingetretener Besserung willkiirlich mit
der Tropfbehandlung aus (Patienten-Compliance) bis erneut Ver-
schlechterung eintritt; sie fihren damit ungewollt ein Experiment
durch. Nach Wiederaufnahme der Behandlung ist wieder eine Zunahme
des Visus und Abnahme der Myopie festzustellen. Dieser Vorgang

geht konform mit der Zunahme bzw. Abnahme von Linsentriibungen.

Solche Beobachtungen sind natiirlich nur moéglich bei regelméaBig
wiederholten Priifungen der Refraktion und des Sehvermdgens, zusadtz-
lich zur =zeichnerischen Dokumentation der Linsentriibungen. Neuer-
dings 1ist deren Objektivierung mit der Scheimpflug-Kamera moglich,
welche die Fotografie der Linse in all ihren Abschnitten auf einem

Bild zulaht, sowie der computermdfigen Auswertung des Densogramms
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(HOCKWIN) . Von Interesse ist auch die Beantwortung der Frage nach
dem durchschnittlichen Lebensalter der behandelten reinen Starpa-
tienten. In unserem Patientengut lag das durchschnittliche Lebens-

alter bei 74 1/2 Jahren.

Die Fallzahl der an Katarakt erkrankten Augen unseres Untersu-
chungsgutes ist in ihrer Grobe bemerkenswert. Dadurch wird auch
eine Statistik ermdéglicht, welche zahlenmdBig wohl weit an der
Spitze aller derartigen Untersuchungen stehen dirfte. Wir blicken
jetzt auf eine 10jdhrige Beobachtungszeit =zuriick. Die Ergebnisse
sind iUber eine kritische Auswahl aus dem Krankengut einer ausge-
sprochenen Alterspraxis gewonnen worden, in der vierteljdhrlich et-
200 Katarakt-Patienten beobachtet werden. Diese Tatsache hat
meines Erachtens auch fiir eine "ex Jjuvantibus"-Studie eine hohe Be-
weiskraft. Nebenwirkungen dieser biologischen Wirkstoffe sind nicht

beobachtet worden.
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Resorption und Verteilung zytoplasmatischer
Organlysate (Conjunctisan A-Augentropfen) nach

intrakonj unktivaler Applikation

J. SEIFERT, R. GANSER,
A. PFLEIDERER, W. BRENDEL

Institut fir Chirurgische Forschung

im Klinikum GroBhadern der Universitat Minchen

Einleitung

Fir einige in der Therapie verwendeten Substanzen liegen zwar ge-
sicherte Erfolgsbeobachtungen vor, der Resorptions-, Transport-

und Wirkungsmechanismus ist jedoch noch ungeklart. Conjunctisan A
gehért zu dieser Klasse von Stoffen. J. FUCHS hat iber sehr gute
Erfolge mit diesem Prdparat bei der Behandlung des Altersstars be-
richtet und diese Beobachtung auch durch eine grobe Patientenstu-
die abgesichert. Ob aber,nach dem Eintrdufeln des Prdparates in den
Bindehautsack,Conjunctisan A resorbiert bzw. transportiert wird,
und ob Bestandteile von Conjunctisan A Uberhaupt in das Auge gelan-
gen, 1ist bis jetzt noch nicht untersucht worden. Es wdre ja auch
denkbar, dak die therapeutischen Erfolge dadurch Zustandekommen,
daB das Prédparat, ein Hormon-, Immun- oder Enzymsystem, beeinfluBt

und damit indirekt wirksam wird.

Um mehr Licht in den Wirkungsmechanismus von Conjunctisan A zu
bringen, wurden tierexperimentelle Untersuchungen an Kaninchen und
Ratten vorgenommen, die kldren sollten, ob Conjunctisan A resor-
biert werden kann, wie es transportiert wird und ob Bestandteile
des Conjunctisan,nach der Resorption aus dem Bindehautsack,auch in
den Strukturen des Auges wiederzufinden sind. Um diese Frage nun
zu loésen, war es notwendig, das Prdparat Conjunctisan A-Augentrop-
fen radioaktiv zu markieren. Hauptbestandteil von Conjunctisan A

sind Proteine und Aminosduren aus Linse, Glaskorper, Netzhaut,
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Hornhaut und Sehnerv. Da sich Proteine und best immte Aminosduren
relativ einfach radioaktiv mit Jod-131 markieren lassen, kann man

ihren Weg mit isotopentechnischen Mitteln sehr gut verfolgen.

Material und Methodik

Conjunctisan i("-Organlysat * ,in einer Konzentration wvon 0,3 mg pro
ml,wurde radioaktiv mit Jod-131** markiert. Nach der Markierung
wurde das Prdparat von niedermolekularen Substanzen durch eine Sau-
lenchromatographie tber Sephadex-G-25 gereinigt und hatte danach

eine Proteinkonzentration von 0,15 mg/ml.

Fir die Tierversuche wurden Inzuchtratten des Stammes BD 9 und Ba-
stardkaninchen ,beiderlei Geschlechts»verwendet. Die Tiere waren,
bevor sie in den Versuch genommen wurden, unter normalen Verhdlt-
nissen gehalten worden, d.h. sie konnten ad libidum Wasser trinken

und bekamen Altromin-Futter.

Die Messung der Radioaktivitdt erfolgte in einem Vielkanal-Gamma-
Spektrometer*** , wobei die gemessene Radioaktivitat auf g Organ be-

)

zogen wurde und in % der applizierten Dosis angegeben wird.
Fir die statistische Auswertung wurden Mittelwerte und der mittlere
Fehler des Mittelwertes errechnet und, wenn notwendig, die Unter-

schiede zwischen zwei Gruppen mit dem Student-t-Test gesichert.

Ergebnisse und Diskussion

Um festzustellen, ob Conjunctisan iberhaupt resorbiert wird, nach-
dem es in den Bindehautsack des Auges getrdufelt wurde, bekamen
Ratten 0,5 ml radioaktiv markierten Prdparates in das Auge appli-

ziert. Wie die Abbildung 1 zeigt, wurden die Augen der so behandel-

*) vitOrgan Arzneimittel GmbH., Ostfildern
**) Fa. Amersham-Buchler, Braunschweig

***) Fa. Packard, U.S.A.
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ten Tiere nach zwei Stunden bzw. sechs Stunden entnommen und die

Radioaktivitat darin bestimmt.

%
sh o
08
Abb. 1:
sh % der applizierten Dosis im
Auge und VergleichsgewSbe nach
Traufeln von 0,5 ml J'-"“-mar-
& kiertem Conjunctisan bei Ratten
™
ash
=

Als Vergleichsgewebe diente daritber hinaus Haut von den gleichen
Tieren. Schon zwei Stunden nach der Applikation des radiocaktiv mar
kierten Conjunctisan reichert sich im Auge die Radioaktivitat sig-
nifikant mehr an als in der Haut. Uber die Beobachtungszeit von
sechs Stunden ist dieser Anreicherungsprozel noch einmal um das
Finffache gesteigert, wahrend die Radioaktivitdt im Vergleichsge-
webe - Haut - unverédndert bleibt. Diese Anhdufung der Radioaktivi-
tdt im Auge, in der Zeit von sechs Stunden,spricht dafir, daB das
radioaktive Conjunctisan A selektiv in den Strukturen des Auges

eingebaut wird.

Da die Resorbierbarkeit eines Prdparates von der Anreicherung in
einem speziellen Gewebe getrennt betrachtet werden mub, war der
nachste Schritt festzustellen, in welcher Zeiteinheit die Resorp-
tion von radioaktiv markiertem Conjunctisan stattfindet. Dariiber-
hinaus sollte gekl&rt werden, ob das Praparat auch nach oraler App

likation im Auge angereichert wird. Deswegen wurde im nachsten Ver
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such radiocaktiv markiertes Conjunctisan oral verabreicht. Wie die
Abbildung 2 zeigt, wurde zundchst die Radioaktivitdt in 1 ml Blut
iber die Beobachtungszeit von sechs Stunden gemessen und in 1-Std.-
Abstanden registriert. Aus der Abbildung gehen zwei Dinge sehr
deutlich hervor: Einmal wird offensichtlich, daRl Conjunctisan A
auch tber die Darmschleimhédute resorbiert wird, und zum anderen ist
die Resorption schon innerhalb einer Stunde abgeschlossen. Von der
ersten bis zur sechsten Stunde fallen die Werte langsam ab, was
durch eine spezifische Anreicherung in einem bestimmten Gewebe -
also Auge -, aber auch mit einer Elimination iber die Leber oder

die Niere am besten zu erkldren ist.

201
— .
i 15 +‘~0\+\+\+ Abb. 2:
Radioaktivitdt in 1 ml Blut in %
i 19 der applizierten Dosis nach en-
teraler Verabreichung von J * -
markiertem Conjunctisan bei Rat-
E 95 ten.

DaB auch nach oraler Applikation von Conjunctisan A eine Anreiche-

rung im Auge stattfindet, zeigt die Abbildung 3. Auch bei dieser

08

Apb. 3: . h &
Anreicherung von radioaktiv 0 Has
markiertem Conjunctisan im Augen 1S54
Auge von Ratten nach entera- 0 Asgen6ad

ler Applikation.
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Applikationsart findet man eine signifikante Anreicherung nach
sechs Stunden. Allerdings ist sie geringer als nach Eintraufeln

des Conjunctisan A in den Bindehautsack. Eine Erkldrung dafir liegt
wahrscheinlich 1in der enzymatischen Aktivitat des Magen-Darm-Trak-
tes, wobei das Conjunctisan A teilweise degradiert wird. Der Re-
sorptionsprozell ist, wie die Abbildung 2 gezeigt hat, innerhalb
einer Stunde abgeschlossen; danach beginnt erst die spezifische

Speicherung in den Strukturen des Auges.

Fur den Wirkungsmechanismus 1ist folgendes von groRer Bedeutung:

In welchen Strukturen des Auges reichert sich das radioaktiv mar-
kierte Conjunctisan A an? Da das Rattenmodell zur Untersuchung die-
ser Frage ungeeignet 1ist, wurde dafiir das Kaninchenauge gewdhlt.
Die Tiere bekamen wiederum radiocaktiv markiertes Conjunctisan A in
den Bindehautsack getrdufelt. Nach sechsstindiger Resorptions-,
Verteilungs- und Speicherungszeit wurden die Kaninchenaugen ent-
nommen und die bekannten Strukturen wie Linse, Glaskorper, Ziliar-
kérper, Kammerwasser, Kornea, Netzhaut und Bulbus préapariert und
getrennt gemessen. In der Abbildung 4 ist die Radiocaktivitat pro
Gramm Gewebe in den genannten Strukturen aufgelistet. Es fallt auf,
dal in den gut durchbluteten Anteilen des Auges, wie Netzhaut und
Ziliarkdrper, auch mehr radioaktiv markiertes Conjunctisan A zu
finden ist. Eine mittlere Radiocaktivitdtsansammlung findet man im
Kammerwasser, in der Linse und im Glaskdrper, wahrend in der Cor-
nea deutlich weniger Radioaktivitdt beobachtet werden kann. Am
niedrigsten liegt die Radioaktivitdt im Referenzgewebe - dem Mus-
kel. Diese Radioaktivitdtsverteilung in den Augenstrukturen kann
damit erklédrt werden, daB das tiber die Augenbindehaut resorbierte
radioaktive Conjunctisan A iber den Blut- vielleicht aber auch

iber den Lymphweg in das Auge gelangt, sicherlich aber nur zu

einem sehr geringen Teil, wenn iberhaupt, durch die Cornea.

cpm/g v cpm/g
Ciliarkdrper 95 + 34 Comea 24 + 25
Kammerwasser 45 = 17 Netzhaut 114 = 540
Linse 45 + 14 Bulbus 38 = 320
Glaskorper 38 + 15 Muskel 10+ 74

Abb. 4:

Verteilung der Radioaktivitdt im Auge von Kaninchen 6 Stunden
nach Triufeln von 5 ml J"'-markiertem Conjunctisan.
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Da bis jetzt immer nur von einer Anhdufung der Radioaktivitat ge-
sprochen wurde, muB zum SchluB noch nachgewiesen werden, daB die
Radioaktivitdt im Auge tatsdchlich noch identisch ist mit den in
Conjunctisan A enthaltenen =zelluldren Wirkstoffen, die urspriinglich
in den Bindehautsack getrdufelt wurden. Von mehreren mdéglichen
Nachweisverfahren haben wir uns fir den immunologischen Weg ent-
schieden. Dabei geht man von der Voraussetzung aus, daB das Augen-
praparat Conjunctisan A antigene Eigenschaften hat. Man erzeugt
AntikOrper und weist mittels Antikdrper die antigenen Strukturen

des Conjunctisan nach der Resorption und Speicherung im Auge nach.

Dabei hat die Immunisierung von Kaninchen mit Conjunctisan A er-
hebliche Schwierigkeiten bereitet, und weiterhin einen erheblichen
Zeit- und Materialaufwand erfordert. Erst nach einer Behandlungs-
zeit von drei Monaten mit sehr hohen Dosen, zusammen mit einem Ad-
juvans, gelang es dann endlich, prazipitierende Antikdrper gegen

Conjunctisan herzustellen.

Diesen, mit Conjunctisan prédzipitierenden, Antikdrper haben wir im
Agargeldoppeldiffusionstest gegen Kammerwasser von Tieren laufen
lassen, denen zuvor in den Bindehautsack Conjunctisan A getraufelt
worden ist. Die Abbildung 5 zeigt, daB resorbiertes und im Kammer-
wasser von Kaninchen angereichertes Conjunctisan A mit dem Anti-
korper prazipitiert. Das bedeutet: Das im Kammerwasser befindliche
Conjunctisan hat noch die urspringliche Molekularstruktur. Im Tier-
experiment ist damit der Nachweis erbracht, dab Conjunctisan resor-
biert werden kann und sich nach der Resorption speziell im Augenge-
webe anreichert. Damit sind nun auch die therapeutischen Erfolge

mit diesem Prdparat bei der Behandlung des Altersstars leichter zu

erkléren. e 6 ; 4

Abb. 4:

Ein gegen Conjunctisan gerichteter Anti- 3 -

korper (7) prazipitiert mit dem Kammer- 5 : :Z
wasser von Kaninchen (1-5), die in den 1 ;
Bindehautsack Conjunctisan getraufelt be- :

kommen haben. ! " 3
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nksagung :

Die Autoren sind Herrn Dr. Porcher und Herrn Kottwitz, Forschungsiahoratorien
Karl Theurer fiir Organo- und Immunotherapie, fiir die freundliche Unterstiitzung
mit linsenzellspezifischem Organlysat (Conjunctisan A) dankbar.

Literatur:

FUCHS, J.: "Die Wirkung von Conjunctisan A-Augentropfen auf Lin-

sentriibungen"; Med. Monatsschrift 5, 224-225 (1975)

Diskuss ion:

PORCHER:

Herr Prof. SEIFERT, darf ich Sie zu diesen glasklaren Experimenten
begliickwiinschen! Unsere Erwartungen sind weit {bertroffen worden.
Ganz besonders freut mich natiirlich, dal die 10jadhrige Standfe-
stigkeit wvon Prof. FUCHS gegeniiber seinen Fachkollegen sich letz-
ten Endes als richtig erwiesen hat. Vor 2 Jahren habe ich es ge-
wagt, die von Prof. FUCHS vorgetragenen Ergebnisse der ersten Stu-
die auf der XXII. Jahrestagung Uber die Zytoplasmatische Therapie,
im Rahmen eines Tagungsberichtes zu verdffentlichen. Daraufhin
wurde ich von dem Leiter der Augenklinik in Marburg auf das schwer-
ste angegriffen. Tenor: Der Altersstar sei ein Erbmerkmal und da-
mit unbeeinfluBbar. Neueste Daten aus dem "Deutschen Institut fir
medizinische Dokumentation und Information, K&éln", haben es mir

ermdglicht, diesen Uberholten Standpunkt zu widerlegen.

Erst kiirzlich erschien wiederum ein Artikel gegen die medikamento-
se Therapie der Linsentriibung. Diesmal aus anderer Feder. Tenor:
Die einzig sinnvolle Therapie beim Grauen Star bestiinde im "Star-
stechen". Da zu diesem Zeitpunkt schon die Ergebnisse von Prof.
FUCHS und Prof. SEIFERT vorlagen, konnte fundiert entgegnet wer-
den*. Ich hoffe, daBR die klinische Studie von Prof. FUCHS und die

*) Selecta 43/1979
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tierexperimentellen Ergebnisse von Prof. SEIFERT dazu beitragen,

auch die letzten klinischen Hindernisse zu beseitigen.

SEIFERT:
Die Ergebnisse werden demndchst publiziert*. Ich hoffe, damit die

letzten Zweifler zu iberzeugen.

VOLKMANN :

Ich bin 72 Jahre alt und benutze ungefdhr schon seit 10 Jahren Con
junctisan A. Meine Augen sind entschieden besser geworden. Selbst
der kleine Randstar auf dem rechten Auge, der mich sehr behindert
hatte, 1ist verschwunden. Meine Augendrztin sagte hierzu: "Das habe
ich noch nie gesehen." Eines mufl ich allerdings noch hinzufiigen:
Nach der Anwendung bekomme ich gelegentlich einen allergischen
Schnupfen, so dal die Tropfen fir einige Tage abgesetzt werden mis

sen.

AUDITORIUM:

Ich bin selbst Augenarzt und habe mich seit Jahren mit der Erfah-
rungsheilkunde beschaftigt: Herrn Prof. FUCHS mochte ich ganz be-
sonders danken; er hat sich schon sehr frithzeitig fiir Conjunctisan
A bei dieser Indikation eingesetzt. Aus eigener Erfahrung der letz
ten 2 Jahre kann ich die Wirksamkeit wvon Conjunctisan A nur bestéa-
tigen - wenn auch nicht durch statistische Aufstellungen. Aller-
dings glaube ich, man muB als Augenarzt hierzu noch folgendes kri-
tisch anmerken: Die Statistik der Tierversuche sieht zwar sehr
schon aus; hier dreht es sich aber um gesunde Tiere. Bei einem de-
generativen ProzeB im Humanbereich diirfte sich die Wirkung von Me-

dikamenten davon jedoch unterscheiden.

Ich bin iberzeugt: Schon durch allgemeine geriatrische Mafnahmen
kann die Alterung in gewisser Weise aufgehalten werden. Selbst die
Psyche des Patienten und die Art, wie er die Tropfen anwendet,
spielen eine Rolle.

*) "Resorption und Verteilung zytoplasmatischer Organlysate (Conjunctisan A-

Augentropfen) nach intrakonjunktivaler Applikation"; Klin. Monatsblatter
f. Augenheilkunde 175, 795-798 (1979)
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An Herrn Prof. FUCHS sei noch die Frage gerichtet, wie oft er Con-
junctisan A anwenden laft. Ich empfehle eine 3malige Applikation
tdglich. Damit dirfte eine erforderliche Wirkstoff-Konzentration im

Kammerwasser, oder iberhaupt im Auge, erreicht werden.

SEIFERT:
Ehe Prof. FUCHS auf die ihm direkt gestellte Frage antwortet, mdch-

te ich hier klarstellen: Mir ist nattrlich bewult, dal ein krankes
Auge anders reagiert als ein gesundes. Mit diesen Tierexperimenten
wollten wir nicht das Behandlungs- oder Wirkprinzip von Conjuncti-
san A untermauern, uns ging es vielmehr um den Nachweis der Resorp-
tion und selektiven Anreicherung von Conjunctisan A im Augengewebe.

Das 1ist uns isotopentechnisch und immunologisch gegliickt.

FUCHS:

Auf die Erfahrung der Kollegin: Nur bei ganz wenigen Fallen kann

eine gewisse Reizung und Konjunktivitis auftreten. Ich setze dann
Conjunctisan kurz ab, behandle konjunktival mit den iblichen Mit-

teln und fange nach Abklingen der Reizerscheinung wieder an.

Sehr gefreut hat mich auch die Bestdtigung des Kollegen. Ich ver-
abreiche Conjunctisan A 3 mal tdglich. Urspriinglich habe ich es
nur 2 mal gegeben, weil es meistens alte Leute sind, und da bin

ich schon froh, wenn sie es {berhaupt 2 mal nehmen.

Ich habe folgende Erfahrung gemacht: Verordne ich 2 mal t&aglich,
und die Patienten machen den Eindruck, als ob die Einnahme nicht
regelmédfig erfolgte,werden sie ermahnt, 3-4 Wochen lang die Dosis
zu erhohen. In jedem Fall erreichen Sie wieder Besserungen, wenn

Conjunctisan A konsequent verabreicht wird.

Ich bringe sogar den Patienten selbst bei, wie sie Conjunctisan in
den Bindehautsack eintraufeln miissen, ohne die Tropfen zu kontami-
nieren und ohne die Flissigkeit des Bindehautsackes anzusaugen.

Bei diesem Vorgehen bleiben die Augentropfen ein Vierteljahr klar,

obgleich sie, laut Aufdruck, nur 4 Wochen haltbar sein sollen. Zu-
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satzlich empfiehlt sich auch die nasale Anwendung.

Die Frage zur Allgemeinbehandlung ist interessant. In meinem Refe-
rat habe ich auch Spontanheilungen erwdhnt. Hierbei handelte es
sich um auBerordentlich vitale Patienten. Die =zusadtzliche Vitali-

sierung mit Neygeront hat sicher eine unterstiitzende Wirkung.

Ich wollte heute aber das Problem absolut auf die Linse einengen.
Wenn sich Conjunctisan - nach den Ergebnissen SEIFERTS - im ganzen
Auge anreichert, hat es sicher auch noch weitere Wirkungen. Fangen
wir jetzt an zu differenzieren, werden wir mit unserer Statistik
iiberhaupt nicht mehr fertig. Jedenfalls halte ich Wirkungen auf
andere Gebiete des Auges,als nur der Linse, nicht nur fir mdglich,
sondern auch in der Praxis erfahrbar. Ich selbst halte deshalb Con

junctisan fiir ein ausgezeichnetes Geriatrikum des Auges

HOLLWICH:

Dieser Nachweis von Prof. SEIFERT ist von eminenter Bedeutung! Bei
all jenen Medikamenten, die =zur Aufhellung der Linse angeboten wer
den, hat man nie die Resorption nachgewiesen. Hier wurde erstmals
der Penetrationsweg eindeutig gezeigt. Zu Herrn FUCHS wollte ich
noch sagen: Prof. FUCHS hat ja nicht nur den Visus, das Sehvermo-
gen des Patienten, kontrolliert, der ja sehr subjektiv schwanken
kann, sondern er hat im biomikroskopischen Schnitt der Spaltlampe
die einzige Chance des Augenarztes - den Verlauf der Linsentriibun
gen, deren Zunahme und Abnahme, beobachtet. Neben der subjektiven
Methode, der Bestatigung durch das Sehvermégen des Patienten,
kommt noch die objektive Methode, der biomikroskopische Schnitt,
hinzu. Deshalb sind die Untersuchungen so wertvoll und auch so ein-

deutig. Schonen Dank fiir die groRe 10jdhrige Studie.

HAGEN:

Ich bin Kleintierpraktiker und verwende seit iber 10 Jahren die
Conjunctisan-Augentropfen bei den unwahrscheinlich h&ufig vorkom-
menden Linsentriibungen des alternden Hundes. Ich kenne {iberhaupt
kein Prédparat, mit dem man auch nur anndhernd solche verifizier-

baren Erfolge haben kann xvie mit Conjunctisan A.
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AUDITORIUM:

Ich habe des h&dufigeren versucht, gleichzeitig Linsenextrakt (Re-
vitorgan-Trockensubstanz Nr. 40) zu spritzen. Wie steht es damit

in der Humanmedizin? Waren da die Erfolge groéber, auch in jenen
Fallen, wo die Triibung schon weiter forgeschritten war, oder bringt

das nichts?

FUCHS:

Ich beantworte diese Frage sehr gerne, da ich sie mir selbst oft
gestellt habe. Es gibt ja Patienten, die zu ungeschickt sind, die
Augentropfen zu handhaben oder aus irgendwelchen Grinden nicht
konsequent genug sind. Diese Patienten habe ich allgemein behan-
delt. Subkonjunktival zu spritzen,wurde von den meisten abgelehnt.
Die Angst vor einer Einspritzung ins Auge ist so grol, dal wir da-
mit nicht weiterkommen. Deshalb kann ich nicht {ber Erfahrungen
reden. In den Fallen, wo ich die Patienten allgemein behandeln
konnte, wurde zumindest in vielen Fallen ein Stillstand erreicht.
Mit den Conjunctisan-Tropfen erreicht man jedoch einen groberen

Wirkungsgrad.

SCHELLER:

Ich bin jetzt 88 Jahre, hatte anfangs eine Cataracta senilis, die
durch Conjunctisan v6llig verschwunden ist. Zusatzlich habe ich
jetzt jedoch eine Makuladegeneration in der trockenen Form. Nach
Riicksprache mit Prof. FUCHS wurde auch mal mit Trockensubstanz be-
handelt. Es stellte sich allerdings keine entscheidende Besserung
ein. Der Visus wurde durch die Behandlung mit Revitorgan-Trocken-
substanz Nr. 52 (Retina-Chorioidea - N. opticus) um 1-2,5 Zehntel
dpt angehoben. Erst heute kam mir die Idee, ob die Wirkung von
Trockensubstanz Nr. 52 nicht noch durch Nr. 70 (materne Plazenta),

im Sinne einer besseren Durchblutung, unterstiitzt werden kdnnte.

FUCHS:

Es freut mich natiirlich, daB Sie in Ihren "jungen Jahren" einen
derartigen Erfolg mit Conjunctisan A-Augentropfen hatten. Auf Ihre
Frage muB ich allerdings antworten: Hierzu habe ich keine Erfah-

rungen.
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Aktuelle therapeutische Méglichkeiten
bei myogenen und neuromuskuldren Erkrankungen -

Wege der Erforschung

R. BECKMANN

Arztlicher Direktor der Abteilung
Pddiatrische Muskelerkrankungen

an der Universitdts-Kinderklinik Freiburg i.Br.

Auch jingste Erkenntnisse {ber Permeabilitdtsstdérungen der Muskel-
zellmembran, eine genetisch fehlgesteuerte Muskelprotein-Synthese
und gestdrte Muskelontogenese kommen, trotz moderner Behandlungs-
konzepte, nicht an dem Dilemma vorbei, daBl zahlreiche primé&r myoge-
ne Erkrankungen auch heute noch unheilbar sind. Diese Bestandsauf-
nahme trifft nicht nur fir die primdren Myopathien zu, sondern auch
fir neuromuskuldre Erkrankungen wie die spinalen und neuralen Mus-
kelatrophien. Eine kausale Behandlung ist derzeit nicht moglich.
Symptomatisch wirksame Behandlungsversuche in Form der Physiothera-
pie, fachorthopéddische Hilfen, biochemisch und empirisch begriinde-
te medikamentdse MaRnahmen bieten begrenzte und unsichere Chancen

einer therapeutischen Beeinflussung.

Man kennt heute {ber 500 verschiedene myogene und neuromuskuldre
Erkrankungen. Viele davon stimmen in ihrem klinischen Erscheinungs-
bild weitgehend tberein; die Diagnosestellung kann deshalb grobe
Probleme bereiten. Erst mit modernen ergdnzenden Untersuchungen,
etwa dem EMG, der Messung der Nervenleitgeschwindigkeit, der Akti-
vitdtsbestimmung von Muskelenzymen im Serum, =z.B. der Kreatinkina-
se, der Kreatininausscheidung im Harn, dem qualitativen und quanti-
tativen Nachweis von Myoglobin, kann eine eindeutige diagnostische
Zuordnung erfolgen. Noch grdBere und entscheidendere Bedeutung hat
in vielen F&llen die Muskel- und/oder Nervenbiopsie mit enzymhisto-

chemischen, 1licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen.
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Wichtige klinische, allerdings nicht spezifische Leitsymptome sind
Muskelschwache, Muskelhypotonie, Bewegungsarmut, verzdgerte stato-
motorische Entwicklung. Bei Kleinkindern, die sich zun&dchst normal
entwickelt hatten, wird eine zunehmende Gangunsicherheit mit leich-
tem Stolpern, selbst auf ebenem Boden, und hdufigem Fallen beobach-
tet. Solche Kinder ermiden auch schneller und wollen bei Spazier-

gangen immer wieder getragen werden; es missen langere Ruhepausen

eingelegt werden.

Allmdahlich, ohne eigentliche Schmerzen, kommt es zu weiteren Behin-
derungen, zunehmender Kraftlosigkeit und schmdchtiger werdenden
Beinen sowie - da der ProzeR auch auf Rumpf- und Schultergirtelmus-
kulatur iUbergreift- in den Armen. Das Aufrichten vom Stuhl, Bett
oder FuBboden wird immer schwerer, schlieBlich stiitzen sich die Pa-
tienten beim Hochkommen an sich selbst oder auf benachbarten M&-
beln ab. Beim Treppensteigen ziehen sich die Kinder am Gel&dnder
hoch, bis auch dies ganz unméglich wird. Es folgt das Stadium im
Rollstuhl, danach eine derart vollige Hilflosigkeit, daB sténdige
Hinwendung und Pflege notwendig ist. Besonders tragisch ist, daB

es sich um v6llig normal intelligente Kinder und Erwachsene han-
delt, die, bei klarem BewubBtsein und selbstkritischer Beobachtung,

eine motorische Funktion nach der anderen verlieren.

Versucht man eine grobe Einteilung der Muskelkrankheiten vorzuneh-
men, so lassen sich degenerative, entzindliche, spinale, neurale,
funktionelle, metabolisch- und endokrin-bedingte sowie congenitale
stationdre Muskelerkrankungen, darunter Myopathien,infolge anato-
mischer Fehlbildungen »unterscheiden (Abb. 1). Neue Erkenntnisse
der Myologie, der Lehre von den Muskelkrankheiten, konnten diese

Gruppen weiter klassifizieren (Abb. 2).

Von den im Rahmen der Thematik dieser Tagung interessierenden myo-
genen und neuromuskuldren Erkrankungen stelle ich eine besonders
hdufige Myopathie in den Mittelpunkt, die DUCHENNE-Muskeldystrophie
der Knaben mit ihrer gutartigen linterform, der Beckengiirtel-Muskel-
dystrophie nach BECKER-KIENER. Der Vererbungsmodus beider ist ge-
schlechtsgebunden-rezessiv, ein Drittel der DUCHENNE-Knaben sind
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Abb.

infolge einer Spontanmutation,

betroffen.

MYOGENE UND NEUROMUSKULARE ERKRANKUNGEN

nach

ihren Ursachen bzw. ihrer Pathogenese:

1. Degenerative Myopathien (Muskeldystrophien)
2. Entzindliche Muskelerkrankungen (Myositiden)
3. Spinale und neurale Muskelatrophien

4. Funktionelle Myopathien

5. Metabolisch- und endokrin-bedingte Myopathien
6.

Abb.

2

Kongenitale stationdre Myopathien und anatomische Fehlbildungen

Eine mogliche Klassifizierung der verschiedenen ,,Myopathien"

K ital ionire  Myopath

Folgen einer vorgeburtlichen Stérung der Muskelfaser-

entwicklung (gestorte Myofibrillensynthese)

a) fehlerhafte Muskelfaserstmktur

b) Diskrepanz im Verhiltnis von roten und weiflen Muskel-
fasern (,.fiber type disproportion")

c) abnormer Muskelfaserstoffwechsel

Muskeldystrophien
Ursache im Muskel selbst: Degeneration
Entziindliche Muskelerkrank
a) pseudomuskeldystrophische
(- pseudomyopathische) Polymyositis
b) Myositis infolge einer bakteriellen, parasitiren oder vira-
len Infektion

Mouskelatrophien

Lision von Vorderhornganglienzellen (peripher motorisches

Neuron) im Riickenmark

a) frithinfantile maligne Form (Werdnig-Hoffmann)

h)  chronisch-progressive Form (Werdnig-Hoffimann)

c) proximale,  pseudomuskeldysrrophische ~ Form  (Kugelberg-
Welander) und andere

Neurale  Muskelatrophien

Lision von peripheren (GliedmaBen-) Nerven

z. B. Form nach Schultze-Charcot-Marie-Toolh

Funktionelle  Myopathien

Myasthenien, Myotonien, periodische Lihmungen

8 S

7. Endokrin  bedingte Myopathien
Folge von Stérungen der Driisen mit innerer Sekretion
(Hormone)
a) hypo- und hyperthyreote Myopathien
b) Steroidmyopathie
¢) Myopathie bei Hyperparathyreoidismus
d) diabetische Amyotrophie

Beolei
Begleirmyop
Bei systemischen Bindegewebserkrankungen (Kollagenosen)
und Osteopathien

9. Toxisch bedingte Myopathien
Medikamente
Alkoholabusus
Stoffwechselabbauprodukte
10. Ubrige  Muskelerkrankungen
a) infolge eines spezifischen Enzymmangels
(Pompe. McArdle. Tarui u. a.)
b) Myoglobinurien (idiopathische paroxysmale paralytische
Myoglobinurie, Myositis myoglobinurica)
c) vaskuldr bedingte Myopathien (ischimische Muskelkon-
traktur Volkmann. Tibialis-anterior-Syndrom. Tortikollis)
d) Menopausemyopathien (?) (,late onset"-Myopathie, Qua-
drizepsmyopathie)
e) Myopathien bei metabolisch-genetischen Leiden
(Leuzinose, Homozystinurie, M. Wilson)
11. Muskeltumoren
a) Rhabdomyom und Rhabdomyosarkom
b) paraneoplastische Myopathien
12. Myositis ossificans progressiva  Miinchmeyer.

Calcinosis universalis interstitialis
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In der BRD kann das Vorkommen der verschiedenen Muskelerkrankungen
etwa mit 150.000 bis 200.000 Betroffenen, Kindern wie Erwachsenen,
veranschlagt werden. An der Muskeldystrophie leiden etwa 10-12.000,
sofern klinisch-genetische Untersuchungen von P.E. BECKER eine der-
artige Schatzung erlauben. Etwa die Hadlfte davon, néamlich 5.000 -
6.000 Knaben, sind von der malignen DUCHENNE-Muskeldystrophie be-
troffen. Unser eigenes Krankengut umfaBt z.Zt. etwa 4.000 Patienten

(Abb. 3). Das groBRte Kollektiv bilden Knaben mit DUCHENNE-Muskel-

dystrophie.
HAUF IGKEITSVERTEILUNG My! GENER
MUSKELERKRANKUNGEN BE! KINDERN (Schatzwer te)
-EIGENES KRANKENGUT:ca. 4000 PATIENTEN-
Abb. 3

] ANGEBOREN (~ 88 %)
B8 ERWORBEN (~ 12 %)
B TUMOREN (< 1 %)

Uns ere Patienten mit Muskeldystrophien stammen zu einem nicht un-
beachtlichen Teil aus Baden (Abb. 4), wobei freilich nur Kinder mit
den verschiedenen Muskeldystrophien registriert wurden. Weitere,
auch erwachsene Patienten, werden ebenso an den benachbarten Uni-
versitdtskliniken in Heidelberg, Mannheim, Ulm, Tibingen, aber auch

Basel und StraBburg erfalt oder leben z.T. in Rehabilitationszent-
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ren, die hier nicht beriicksichtigt wurden,

MUSKELOYSTROPHIEN ENIZOMDLICHE MYOPATHIEN

 Froturg und Sudboden,er o ven 1868 - 1978 @ Fradurg und Sodbodan ertaBt von 1988 - W
(Stand 1879) (Stand 1070}
:.._....-mh--_l s @ + Gasomtzonl dur MYOSITIOEN (ms X}

NEUROGENE MUSKELATROPHIEN
= Froturg und Sidboden o ot von 1968 - W70 (Stend 1979)
5« Gasemtasht dor Junatan MUSKELATROPWEN (n=53)
W L Anterd dar WERDNIS - HOF FMANN on Gesand pahl. 05 Gesomtzait der FLOPPY INFANT STMOROME * (as TN
0 Gesomtzohl dee nerelen MUSKEL ATROPHEN (ns 20) @« Gasomtaehl der FUMKTIONELLEN MYDPATHEN®® (ns )

Unne - Kindereions Fraurg | B¢, ABtoung.
“Podotrache Muskel e krankurgen®
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Abb. 5:

Typische klinische Symptome zweier Briider mit Muskeldystro-
phie (n. W.ERB): Lordose, Gnomenwaden, Verschmdchtigung der
proximalen GliedmaBen, Scapulae alatae.

Allen Muskeldystrophien gemeinsam ist der progressiv-degenerative
Schwund der Muskulatur an Rumpf und proximalen GliedmaRen. Kau-,
Zungen- und Gaumensegelmuskeln bleiben verschont. Die =zunehmende
Muskelschwdche, Muskelhypotonie und Muskeldystrophie, schlieBlich
schlaffe Lahmungen, sind symmetrisch, mit Ausnahmen der Glieder-
glirtel- und okuldren Form. Zahlreiche Patienten zeigen Pseudohyper-
trophien wie die sog. Gnomenwaden. Eine Beteiligung des zentralen

und peripheren Nervensystems besteht nicht (Tab. I + II).

Bei der Beckengiirtel-Muskeldystrophie vom Typ DUCHENNE k&énnen auch
Wirbelsdulen- und andere Skelettdeformitdten, insbesondere Gelenk-
kontrakturen, gelegentlich Trichterbrust sowie die fast ausnahms-
los anzutreffende dystrophische Herzmuskelerkrankung entstehen
(Abb. 6).
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Tab. I: Hiufige Formen der Muskeldystrophien

Geschlecht Erbmodus Beginn Verlauf und Prognose
(Lebensjahre)
Beckengiirsel -
bzw. infantile Formen: rezessiv-x- krste 3 Zwischen 12. und 15. Lebensjah
maligner Typ Duchenne chromosomal gehunfihig. Tod gewdhnlich vor Er-
reichen des 30. Lebensjahres
Guutartiger Typ nach o 6.—19. Langsamer, mehr gutartiger Verlauf.
Beckerund Kiener Gehunfihigkeit im 5. Lebensjahr-
zehnt. Lebenserwartung verkiirzt
Gliedergiirtelform oder ..limb- dund ¢ rezessiv- 2.—-40. Verlauf bei friilhem Beginn rasch
girdle™-Typ (Levden) autosomal progredient, sonst gutartig. Lebens-
erwartung verkirzt
Schultergiiriel-
bzw. juvenile Formen: fazioska dund @ dominant 7.-25. Protrahierter, gutartiger Verlauf,
pulo-h le Muskeldystrophi Gehunfihigkeit nur selten. Funktio-
(Landouzy- Déjerine bzw. juvenile nen kaum vor dem 30. Lebensjahr
skasulo-h Muck old . b 5 hed b
(Erb) " normal ¥
Distale
Muskeld phien: Myop dund @ dominant 5.~15. Gutartiger Verlauf, normale
distalis, juvenilis hereditaria Lebenserwartung
( Biemond)
Myopathia distalis, hereditana dund @ dominant 20.—-77.
1arda ( Welander)
Muskeld pie vom hisch dund @ dominant 26.—43.
distalen Typ (Milhorar und
Wolff) bzw. dominant erblich
dierende Muskeldystrophi 35.—50.
mit Beteiligung der kleinen Hand-
muskeln (Barnes)
Okulire
Muskeldystrophie Jdund @ unregelmaBig bis 60. Verlauf schleichend protrahiert,
(Fuchs, Kiloh und Nervin) dominant (?) meist iiber Jahrzehnte: auf die duBe-

ren Augenmuskelin begrenzt

Tab. II: Gemeinsame klinische Merkmale der Muskeldystrophien

. Progressiver  symmetrischer ~ Schwund  der  Muskulatur an Rumpf und

proximalen GliedmaBen, der auch in abortiven Fillen niemals eine
spontane Besserung aufweist.

Kau-, Zungen- und Gaumensegelmuskeln bleiben verschont.

Bei einigen, in der BRD bisher kaum beobachteten Unterformen wer-
den die distalen GliedmaBenmuskeln, bei der okuliren Muskeldystro-
phie die Augenmuskeln primir betroffen.

. Muskelsdiwidie und Muskelhypotonie mit symmetrischen ~ Funktions-

storungen; schlieBlich schlaffe Lihmungen.

. Abnahme der elektrischen — Muskelerregbarkeit, jedoch keine Entartungs-

< s

reaktion, keine fibrilliren und faszikuliren Zuckung keine
litiits-, Blasen- und Mastdarmstorungen.

. Pseudohypertrophien, d.h. eine scheinbare Vermehrung der Muskel-

masse durch einwucherndes Fett- und Bindegewebe.

. Erbliche itiologi und M

Keine Beteiligung des zentralen und peripheren Nervensystems.



8. Maligne Beckengiirtelmuskeldystrophie (Duchenne)

Klinisches Bild
. Meist verzdgerte statomotorische Entwicklung oder Verlust der motorischen Funktionen
nach zunachst unauffalliger Sauglings- und Kleinkindzeit.
Manifestation zwischen dem 3. und 5. Lebensjahr.
2. Beginn der Muskelschwache am Beckenglrtel und an den Oberschenkeln.-Zunehmende
Atrophien.
Watscheln, Zehengang, erschwertes Aufrichten aus dem Sitzen und Liegen. Hochklettern
an sich selbst Giber die sog. VierfliRler-Stellung (Gowers'sches Mandver) oder Abstutzen an
Mébeln (Wéanden).
Pseudohypertrophien, besonders der Waden -
nicht gesetzméagig, wenngleich haufig. Oft Zungenmuskel!
4. Mit zunehmendem Bewegungsverlust - unbehandelt: Ausbildung von Kontrakturen:
SpitzfliiRe- Kontrakturen der Kniegelenke, in den Hiften -Ellenbeugen - Schultergelenken.
5. Spaterer Befall des Schulterglrtels: Sog. ,Lose Schultern" (abstehende Scapulae)
Selten auch Gesichtsmuskeln betroffen.
6. Wirbelsaulen - und andere Skelett-Deformierungen im weiteren Krankheitsverlauf.
- Trichterbrust -
7. Herzbeteiligung (Myokardschaden)
Progression
Stetig, doch mit unterschiedlicher Schnelligkeit, langere Stillstdnde moglich.
Zwischen dem 12. und 15. Lebensjahr meist gehunfahig,
Tod gewdhnlich vor Erreichen des 20. bis 25. Lebensjahres (pulmonal, kardial)

Frithdiagnose der Duchenne-Muskeldystrophie bereits im Nabelschnurblut méglich!

-

i

Die Progression ist stetig, Jjedoch mit unterschiedlicher Schnellig
keit; 1langere Stillstdnde sind méglich, Remissionen unbekannt. Bei
der gutartigen Unterform nach BECKER-KIENER kommt es erst in der
spdten Adoleszenz oder 1im Erwachsenenalter =zur klinischen Manife-
station; die Gehfahigkeit und Berufsfdhigkeit kann bis ins Alter
erhalten bleiben. Verantwortlich hierfiir ist ein zweites Gen auf

einem X-Chromosom; die Carrier sind stets weiblich.



Abb. 7 a:

Progressive Muskeldegeneration, beginnende Kalibervariation
im praklinischen, noch symptomfreien Stadium.

Abb. 7 b:

Fortgeschrittenes Stadium: Im Langs- und Querschnitt sind
nur noch Muskelfaserreste mit eingewucherten, funktions-
losen Bindegewebs- und Fettgewebszellen zu erkennen.
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Abb. 7 c:

Muskelfaserquerschnitt: Kalibervariation mit hypertrophischen,
atrophischen und noch normalen Muskelfasern.

Betriblich ist die oft erst spa&t gestellte Diagnose, obwohl typi-
sche Symptome frithzeitig auftreten und an eine solche Erkrankung

denken lassen sollten (Abb. 8).

Ergebnisse einer Umfrage bei 240 Eltern von Knaben mit
DUCHENNE - Muskeldystrophie

—= == Auftreten erster Symptome
P der Di

La.-_--__-_--.‘:
o S SR

3

i anngI
R RN R EE R R B R
Alter (Lebensjahre)
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Mit dem vielleicht schon bekannten CK-Screening-Test (Abb. 9) steht
heute eine Methode zur Verfiigung, die bereits bei Sduglingen eine
Diagnose der prdklinischen DUCHENNE-Muskeldystrophie erlaubt; ein
positives Ergebnis mul noch mit den herkémmlichen klinischen Metho-

den abgesichert werden.

Prinzlp des CK-Screening-Tests :
»-&Y peastapm
cK solange inkubiert, bis das ATP der Erythrazyten
verbraucht ist. Zusatz von Creatinphosphat und
Creatin ADP fOhrt bei Anwesenheit von Creatinkinase (CK)
Abb. 9 ol T
Luziferase Emissionsphotometer gemessen wird.
co, +P o
Licht
Je mehr CK die Blutprobe enthilt, desto Starter Ist das blauliche GliihwQrmchenlicht
THERAPIE UND/ODER THERAPIEVERSUCHE BElI MYOPATHIEN
INDIVIDUELL ABGESTIMMTE KRANKENGYMNASTIK
BIOCHEMISCH BEGRUNDETE, MEDIKAMENTUSE MASSNAHMEN
Abb. 10 SINNVOLLE ZUSAMMENSETZUNG DER NAHRUNG

FACHORTHOPADISCHE HILFEN
REHABILITATION
PSYCHISCHE FUHRUNG

S N1 B W N e
b . 3 B H .
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Mehr als 25 Jahre habe ich Therapieversuche bei diesen leidvoll
gepriiften Kindern und Erwachsenen durchgefithrt (Abb. 10). Zahlrei-
che Agenzien sind bis heute in den verschiedenen klinischen Zent-
ren der Welt zur Anwendung gekommen. Eine Heilung ist leider noch

immer nicht méglich.

1971 wurde ich durch einen in der freien Praxis tatigen Kollegen
aus der Pfalz auf die =zytoplasmatischen Organotherapeutika
(Revitorgan aufmerksam gemacht und bekam die Mdéglichkeit, diese
therapeutisch bei den verschiedenen Formen der Muskeldystrophie
einzusetzen. 1975 wurden die Erfahrungen und Beobachtungen erst-
mals ausgewertet. Seitdem habe ich mehrfach Uber die Ergebnisse,
ihre Moglichkeiten und Grenzen hier und andernorts ("Tagungsberich-
te der Jahrestagungen fiiber die Zytoplasmatische Therapie" 1975-79;
"Organo- und Immunotherapie: Neue Perspektiven in der Medizin"

Enke-Verlag, 1979) Dberichtet.

Bei konsequenter Anwendung der Dilutionen 22 und 96 (NeyTroph),
-9

Starke II (10 g Organlysat / ml) aus Hypophyse, Skelettmuskula-
tur, Rickenmark, Thymus und foetalem Myocard, kam es bei einem Teil
der Patienten zu einem Stillstand der sonst bekannten Progression,
bisweilen sogar zu einer funktionellen Besserung, wenngleich be-
scheiden, voribergehend und limitiert durch schon aufgetretene

irreversible Muskelsché&den.

Anhand eines Befundberichtes (Abb. 11) soll dargestellt werden, wie
eine Kinderdrztin in ihrer Praxis die Verlaufsbeurteilung vornimmt.
Der kleine Andreas erh&dlt die Dilutionen 22 und 96, Starke II. Sei-
ne Motorik hat sich leicht gebessert bzw. ist im Verlaufe von

2 Jahren gleichgeblieben; die Kreatinkinase im Serum fiel ab.

Die therapeutischen Ergebnisse waren nicht immer mit biochemischen
Befunden korrelierbar. Als Parameter diente das im 24-Stunden-Urin
ausgeschiedene Kreatinin, ein anerkanntes MaB fir die Muskelmasse.
Die Bestimmung der Aktivitdten muskeleigener Enzyme, wie beispiels-
weise CK im Serum, zeigte starke Schwankungen und brachte keine si-

cher verwertbare Aussage. Die Kreatininbestimmung im Harn hingegen
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lieR mehrfach eine Stabilisierung erkennen, gelegentlich sogar eine
signifikante Anhebung, die dem Jjeweils faBbaren klinischen Zustand
entsprechen koénnte. Bis heute wurden mehr als 50 Muskeldystrophie-
patienten, darunter iiber 30 Knaben allein in unserer Klinik in Zu-
sammenarbeit mit Kollegen in der Praxis versuchsweise behandelt.
Die gilinstigen Beeinflussungen mit Revitorgan wurden weiter besta-
tigt. Allerdings traten auch erneut Progressionen auf, hin und wie-

der kam es auch zu einem volligen Versagen.

Abb. 11
dr med. QERTRUD" C/UCKEL B frantam/cke. 4.10.78
FxMfOU (i» Kiizdcik,«nkfcrten ««x , L1»»««
An die
Uni». - Kinderklinik

Abt. Fiadiatr. iuskelerkrank.
Prof. Cr. B. Beckaann
tfathildenstr. 1

7800 Freibiirg i. Br.

Befundbericht
von Kind Andreas geb. 4.7.72, wonah, Willersdorf 26
Disgnoge: Muskeldystrophie
27.9.78: a. Binbeinstend: rechts 40 Sek.
links 9U Sek.

b. Hipfen: im SehluBeprung: 61 x

c. BHipfen: im Wechsel dor Beine: 158 x

d. Hiipfen: auf dem re. Bein 5 x

auf dem li. Bein 14 x

o. Rotation: Rumpf/Becken: durch Kniestand - Seitsits-
Eniestand unverandert gut ausfilbrbar.

f. Finger-Daumenopposition: schaeiler uand koordinierter

woglich.
8. Zimik: etwas bewegter
b. Pfeiffen: sart, aber ausdauernder

i. Hinsetzen aus Rickenlage - Sitsz: Unverdanderter Befund
d. h. leichter Halt ndtig.

J. Gestreckte Kirperhaltung: Frei schwebend sm Kopf und
ifen gebalten mit 75 Sek. Ausdauer.

k. Treppensteigen: fallt nach wie vor schwer.
1. Wadenumfang: 1i. 31 cm; re. 30,3 cm

Beurteilung: Seit Juni 1978 ist Andreas 2 cm gewachsen. Kérper~
gewicht 1 kg. sugenommen.

Bei der noch unklaren Atiologie und Pathogenese der Erkrankungen
und ihrer derzeitigen Unheilbarkeit scheint es nach den mehrjdhri-

gen Erfahrungen gerechtfertigt, Therapieversuche mit den zytoplas-
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matischen Substanzen auch dann durchzufihren, wenn der Wirkungsme-
chanismus noch nicht vollstandig geklart ist. Mitentscheidend fir
einen Erfolg ist Jjeweils die frihzeitige Diagnose der Muskeldystro-
phie und rechtzeitige Anwendung dieser organotherapeutischen MabB-

nahmen.

Die Verlaufsbeurteilung von 415 Knaben mit DUCHENNE-Muskeldystro-
phie an der Universitdtskinderklinik Freiburg in einem Zeitraum
von z.T. mehr als 20 Jahren 1l&Bt Aussagen von 235, d.h. 56 % des
Gesamtkollektivs zu. Von diesen 235 erfuhren 138, d.h. 78 %, eine
Stabilisierung nach zuvor progressiv-muskeldystrophischen Prozes-
sen. Die zeitliche Dauer dieser Stabilisierung betrug minimal 21
Monate und maximal bis zu 70 Monaten. 50 DUCHENNE-Knaben erfuhren
im Verlaufe von gut 5 Jahren keine faRbare Verschlechterung. 38
zeigten bei Beginn der Therapieversuche die Frihstadien I und II,
9 das Stadium III und weitere 3 Knaben das Stadium IV mit schon be-
eintrachtigter Gehfahigkeit. Zwangslaufig sind auch andere Thera-
pieversuche angestellt worden, unter den Patienten sind aber Kna-
ben, die schon seit mehr als 2 Jahren zytoplasmatisehe Organothe-

rapeutika erhielten. Einzelne sind bis heute stabil.

Zur Aufklarung des Wirkungsmechanismus bieten sich radioaktive Mar-
kierungsméglichkeiten, zundchst im Tierexperiment, an. Eine andere
Moéglichkeit sehe ich in der Fortfihrung der von THEURER und PAFFEN-
HOLZ durchgefiithrten Gewebekulturversuche mit zytoplasmatischen Sub-
stanzen an normaler und dystrophischer Skelettmuskulatur menschli-

cher Provenienz.

Ein Wirkungsprinzip der zytoplasmatischen Organotherapie durfte,
nach ersten Befunden von THEURER und PAFFENHOLZ, auf organspezifi-
schen, =zelluldren Proteinfaktoren beruhen, die in der Lage sind,

Stoffwechsel- und Synthesevorgdnge anzuregen.

Fir die zahlreichen mit =zytoplasmatischen Prdparaten behandelten
muskeldystrophen Patienten bin ich Herrn Dr. Theurer sehr =zu Dank
verpflichtet, weil er neue hoffnungsvolle Impulse bei den thera-

peutisch so problematischen Muskeldystrophien gesetzt hat. Diese
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Ergebnisse sollten genutzt und durch Erweiterung der Grundlagen-
forschung verbessert werden: Durch biochemische Untersuchungen in
Korperfliissigkeiten, Muskel- und Nervengeweben, elektrophysiologi-
sche Messungen (Elektromyogramm, Nervenleitgeschwindigkeit), histo-
logische, enzymhistochemische und elektronenmikroskopische Befund-
erhebungen. Die Studien sollten sich dabei auf normale und dystro-
phische Skelettmuskulatur auBerhalb des Koérpers, einschlieBlich
tierexperimenteller Medikamentenprifungen, erstrecken, z.B. bei
Mausen mit erblicher Muskeldystrophie (C 57 BL/6Y).

Neben den Muskeldystrophien habe ich erstmals seit gut einem Jahr
bei Patienten mit spinaler Muskelatrophie versuchsweise zytoplas-
matische Substanzen eingesetzt. Die Ergebnisse sind noch nicht zu
beurteilen, der Zustand scheint wenigstens stationdr geblieben zu

sein.

Es bleibt die Hoffnung und Erwartung, daf die in jingster Zeit ak-
tuell gewordene myologische Forschung zu sicheren Behandlungserfol-
gen, zumindest zu bleibenden Stillstdnden, fihrt. Die Muskeldystro-
phien stellen ein klinisch wichtiges Modell fiir Therapieversuche

dar , deren Ergebnisse auch fir zahlreiche andere myogene und neuro-

muskuldre Erkrankungen von Nutzen sein werden.

Literatur:

THEURER, K. und PAFFENHOLZ, V.:

"Die Beeinflussung zytoplasmatischer Enzyme 1in Zellkulturen von
Patienten mit Muskeldystrophie". Der Kassenarzt 20 , 1295-1298
(1980)
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Diskussion:

THEURER:

Wir danken Herrn Prof. BECKMANN fir seinen Uberblick und vor allem
fiilr seine Bereitschaft, diese Therapieform auch bei neuromuskuldren
Erkrankungen zu Uberpriifen und in groBerem MaBe in der Klinik anzu-
wenden. Am Anfang ist es ja immer sehr schwer, solche Methoden kli-
nisch experimentell zu bearbeiten. Gerade bei derartigen Erkrankun-
gen, wie der Muskeldystrophie, ist es auch nicht ganz einfach, die

richtige Dosierung zu finden.

BECKMANN :

Zundchst haben wir Pilotstudien mit den Verdinnungen I bis III
durchgefihrt. Mit der Stufe II konnten dabei die besten Ergebnisse
erzielt werden. Wir gehen nach einem ganz bestimmten Schema vor.
Die Hausarzte bekommen von uns einen Plan, wie sie ambulant weiter

therapieren missen.

Zusdtzlich zu den Revitorgan-Dilutionen geben wir eiweiBreiche Nah-
rung. Man muB sich vorstellen: Kinder mit Muskeldystrophie verlie-
ren viel Protein; dies ist nachweisbar anhand der pathologischen

Hyperaminoacidurie.

Ein Athlet bringt seine volle Leistungsfahigkeit nur dann, wenn er
mindestens 1 g Protein pro kg Koérpergewicht pro Tag zu sich nimmt.
Unsere Patienten, die laufend Protein verlieren, sollten deshalb
mindestens 2 g tierisches EiweilB pro kg Koérpergewicht zugefithrt be-
kommen. Hinzu kommen natiirlich noch physiotherapeutische MaBnahmen

in Form der Isometrie und des sog. Klopf-Druck-Verfahrens.

Trotz aller MaBnahmen gibt es auch Versager. Diesen Kindern geht es
1/2 Jahr oder 3/4 Jahr nach vorheriger Progression gut; man atmet
richtig auf, diesen Patienten helfen zu kénnen. Eines Tages, das
befiirchten wir auch bei unseren "Starpatienten" - wenn ich das so
sagen darf - kommt dann die Katastrophe. Von einem Tag auf den an-
dern verlieren diese Kinder ihre Funktionen, die bisher so stabil

waren. Das ist natlirlich sehr hart. Tritt dieser Fall ein, gibt es



- 220 -

praktisch keine Mdglichkeiten mehr, die Kinder auf die Beine zu

bringen.

Wir haben natiirlich auch andere Substanzen eingesetzt, so bei-
spielsweise ATP-haltige Nukleotid-Gemische; auch hier immer wieder
mit nur begrenztem Erfolg. Bei Knaben mit drohendem Verlust der
Gehfédhigkeit setzten wir menschliches Wachstumshormon ein; Dosis:
0,4 E. pro kg Koérpergewicht und Woche; danach fangen sich die Kin-
der z.T. wieder. Die Besserung ist manchmal geradezu dramatisch,

aber dann kommt doch irgendwann wieder der Zusammenbruch.

Betrachten wir unseren derzeitigen Arzneimittelschatz, so sind die
zytoplasmatischen Organotherapeutika auBerordentlich wertvoll; al-
lerdings konnen wir den therapeutischen Erfolg nicht voraussagen.
Ich bin der festen Uberzeugung, daB in den zytoplasmatischen Pra-
paraten, vor allem in jenen fdtaler Provenienz, ganz bestimmte
Agenzien enthalten sind, die bei diesen Patienten zumindest zu
einem Stillstand fihren kénnen. Es ist bisher keine kausale Be-
handlung, aber eine wirkliche Chance fir diese Kinder, ihre Geh-
fahigkeit wieder zu bessern. Als Kinderarzt habe ich mich schon
sehr lange damit befaBt. Die Lebenserwartung oder die Lebensquali-
tat dieser Patienten kann damit bisweilen um 5-10 Jahre verbessert
werden. Ich méchte Ihnen wirklich nochmals herzlich fir die Empfeh-

lung dieses therapeutischen Prinzips danken.

THEURER:

Wirde die individuelle Dosierung hier nicht mehr bringen? Ware es
vielleicht nicht zweckmdRiger, Wiederholungskuren mit zundchst 1,
2 oder 3 Behandlungen Stédrke I =zu beginnen und daraufhin das sub-

jektive Befinden der Kinder zu verfolgen?

Weiter ware =zu ilberlegen: Spielen bei den Kindern nicht auch vege-
tative Reaktionen eine Rolle, StreBlr'eaktionen? Haben diese Kinder
irgendwelche Herdbelastungen? Haben sie psychische Belastungen?
Auch das kann zu Entgleisungen fihren. Selbst ein Klimawechsel,
wie beispielsweise eine Mittelmeerreise mit starker Sonnenbestrah-

lung, kann einen derartigen StreR bedeuten.
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Zu itberlegen ware auch, ob hier nicht =zus&dtzlich eine Substitution
von Elektrolyten und Spurenelementen durchgefihrt werden mibte.
Die Kalium-, Calcium- und Natrium-Relation ist bei diesem Krank-
heitsbild ganz wesentlich. Normalerweise kann der gesunde Organis-
mus Ungleichgewichte ausgleichen. Der kranke Organismus hingegen
braucht zundchst eine Substitution, einen "kinstlichen" Ausgleich,
damit er wieder die Fahigkeit gewinnt, rein Utber die Ernédhrung,
ins Gleichgewicht z.u gelangen. Es gilt also, die Voraussetzung fir
eine Normalisierung zu schaffen. Auch die Dosierung sollte in die-
sem Sinne individualisierend durchgefiihrt werden. Bei der routine-
malBigen klinischen Therapie ist das kaum mdglich. Wir freuen uns,
daR diese, der Klinik angepaBte Basistherapie zu Ergebnissen ge-
fihrt hat. Ich bin iberzeugt: Eine weitere Verbesserung der thera-
peutischen Méglichkeiten ist von der Auswahl bestimmter Organsub-

stanzen und deren richtigen Dosierung abhangig.

BECKMANN :

Ich stimme TIhnen voll bei. Wir wiirden diese therapeutischen Ansat-
ze gerne welter ausbauen, als wir es bisher tun konnten. Aber das
Handicap 1liegt einfach darin: Meine Abteilung ist noch nicht so
ausgestattet, wie es eigentlich erforderlich wdre. Wir sind des-
halb bemiitht, eine dringend notwendige bauliche Erweiterung der
Universitdts-Kinderklinik durchzufithren. Allerdings fehlen die
Gelder. Wir hoffen aber, dal der Staat die Notwendigkeit, sich
hier zu engagieren, erkennt. Das Krankengut dieser Kinder wird im-
mer groRBer, weil wir Schwierigkeiten hinsichtlich einer addquaten
Behandlung haben. Wir brauchen einfach eine zentrale Institution
in der Bundesrepublik, die sich gezielt um die muskeldystrophen
Patienten kimmert, so wie beispielsweise Diabetiker regelmdRig zu
einer Kontrolle einbestellt oder aber Leukoscn und andere onkolo-
gische Erkrankungen iberwacht werden. Eine derartige Institution

fehlt bisher!
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REICHELT:

Bei Messungen mit dem Voll'schen Gerdt* zeigt sich immer wieder:
Vor jeder Verschlechterung haben die sehr schmerzhaften Muskelan-
satzpunkte fast immer Werte zwischen 0 und 10; dagegen liegen die
MeBpunkte des RiUckenmarks alle sehr hoch. Es wédre vielleicht wich-
tig, etwas in Richtung auf das Bindegewebe zu unternehmen, an dem

die Muskulatur hangt.

THEURER:
Wir danken Ihnen fir diese Anregung. Das zytoplasmatische Prédparat
Dilution Nr. 96 (NeyTroph) enthdlt u.a. Muskulatur mit Sehnenan-

satzen.

BECKMANN :

Das Primdre ist der muskeldystrophe ProzeB und nicht der Bindege-
websprozell. Der BindegewebsprozeB ist nur sekunddr in dem Sinne,
dal zugrunde gegangene Muskulatur durch z.T. funktionsloses Fett-

gewebe ersetzt wird.

POHL:
Ist diese Behandlung auch bei der Multiplen Sklerose und bei amyo-

trophischer Lateralsklerose durchfiithrbar?

BECKMANN :

Uber die amyotrophische Lateralsklerose habe ich als Kinderarzt
praktisch keine Erfahrung. Diese Patienten sehen wir nicht, das
sind Ausnahmen. Bekomme ich Zuschriften dieser Art, verweise ich
auf Prof. KUNZE von der Neurologischen Universitdtsklinik in Gles-
sen, der,meiner Meinung nach,auf diesem Gebiet besonders groBle Er-
fahrung hat. Was nun die anderen Erkrankungen anbelangt, meine ich,
mifte man entsprechende Organextrakte einsetzen. Bei spinaler Mus-
kelatrophie haben wir gerade erst damit begonnen . Sobald Ergebnis-

se vorliegen, werde ich dariiber berichten.

*) dient zur Herd- und Stérfeld-Diagnostik
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Organotherapie in der geriatrischen Cardiologie

- Eine Pilot-Studie -

K.-S. LACHNIT, A. KLAUSNER, E. PROSZOWSKI

IV. Medizinische Abteilung

des Pflegeheimes der Stadt Wien-Lainz

Ahnlich den Krankenabteilungen der Allgemeinmedizin stellen die
geriatrischen Kranken- und Pflegeabteilungen eine negative Auslese

dar.

Am Beispiel der Situation in Wien finden wir, dal bei 436.285 iber
60jéhrigen (d.s. 27,4 % der Gesamtbevdlkerung), 37 $ 1in Akutspitéa-
lern und 1,6 % in geriatrischen Kranken- und Pflegeabteilungen
aufgenommen sind. Dennoch gehen gerade von diesen geriatrischen
Abteilungen Impulse und Ergebnisse geriatrischer Forschung aus,
die fiir die Gesamtheit alter Menschen, sowohl in diagnostischer,
als auch in therapeutischer Hinsicht, von grundlegender Bedeutung

s ind.

Dies mag anhand cardiologischer Probleme an einer groBen geriatri-
schen Abteilung dargestellt werden. Von 289 Patienten (98 Manner
und 191 Frauen) im Alter von 50 bis 98 Jahren, mit einem Durch-
schnittsalter von 78,57 Jahren, bestehen bei 119 Patienten, d.s.
41 %, deutliche Zeichen einer klinisch manifesten Coronarinsuffi-
zienz. Sicherlich ist der Prozentsatz der pathologischen Verdnde-
rungen wesentlich hoher. Bei den pathologischen anatomischen Sek-
tionen finden sich in 83,6 % coronarsklerotische Ver&dnderungen.
Diese bilden den Hauptanteil pathologischer Verdnderungen am alten
Herzen, gefolgt von Hypertrophie des 1linken Ventrikels und chroni-
schem Cor pulmonale, Myocardverdnderungen und Klappenveranderungen
(vor allem der Mitralklappen). Dabei ist die fiir das Alter charak-
teristische H&ufung mehrerer Verdnderungen pro Herz (Polypathie

oder Multimorbidit&dt) hervorzuheben-. Diese Polypathie erkldrt auch



die Besonderheiten morphologischer, funktioneller und haemodynami-

scher Erscheinungen im Alter.

An sogenannten "Risikofaktoren" und Begleitkrankheiten finden sich
die diabetischen Stoffwechselstdrungen im Vordergrund, dann die

Hypertonie, Hyperlipidaemie, Nikotinabusus und Ubergewicht.

Klinisch manifestiert sich die Coronarinsuffizienz bei einer gros-
sen Anzahl von Patienten iberhaupt nicht oder atypisch diagnosti-
zierbar nur durch das EKG, durch Angina pectoris-artige Symptome,
cardiale Decompensation, Rhythmus- und Uberleitungsstdrungen sowie
vereinzelt durch Thrombosen und Embolien. Zu den bekannten Sympto-
men ware noch hinzuzufigen, daB im Alter die akute Coronarinsuffi-
zienz und Decompensation oft unter dem Bild eines akuten Abdomens
oder einer diabetischen Stoffwechselentgleisung auftritt. Erschwe-
rend oder oft ausldsend sind akute Erkrankungen, besonders Pneumo-
nie, Inanition und Kachexie, Anaemie und renale Insuffizienz, so-

wie Stoffwechselstdrungen wie Diabetes und Dysthyreosen.

Die Therapie ist durch die besondere Pharmakokinetik im Alter ge-
pragt: Mangelhafte orale und enterale Resorption durch Atrophie
der Schleimhdute, verminderte parenterale Verteilung durch Vermeh-
rung des Bindegewebes und Reduzierung der Kapillaren, ungeniigende
Metabolisierung durch funktionelle oder organische Insuffizienz
des Leberparenchyms, mangelhafte Ausscheidung durch Insuffizienz
der Nieren-Glomeruli und -Tubuli. Oft besteht auch ein verringer-
tes Korpergewicht durch Mangelerndhrung, Malabsorption und Kache-

xie .

Betrachten wir die uns zur Verfligung stehende Therapie, so sind im
Alter gewisse Beschrankungen zu beachten: Im Vordergrund steht na-
tiirlich die Digitalis-Behandlung, wobei die verschiedenen Kontrain-
dikationen und VorsichtsmaBnahmen im Alter besonders auffallig
sind. Zumindest ebenbiirtig ist das Strophantin, das sich im Alter
nicht nur bei allen akuten Fallen parenteral, sondern auch in der
umstrittenen peroralen Form bei den vielen Digitalis-empfindlichen

Patienten bewdhrt hat. Die Diuretika sind meist von grundlegender
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Wirkung, aber mit groBter Vorsicht anzuwenden (Hypoaldosteronismus,
Niereninsuffizienz, Dehydratation, Diabetes). Das gleiche gilt fiir
die Sedativa. In der Gruppe der Antiarrhythmika gibt es heute

schon so viele Préaparate, daB es einer genauen Kenntnis der Wirkung
und der Erfahrung des Therapeuten bedarf, diese gezielt einzuset-
zen. Antikoagulantien- und Heparintherapie sind im Alter eher kon-
traindiziert. Bei den Antihypertensiva ist eine abrupte Blutdruck-
senkung zu meiden, andererseits konnen die Sympathicomimetica eine
bestehende Coronarinsuffizienz eher verschlechtern. Der Vollsté&n-
digkeit halber seien noch die Elektrolyte wie K und Mg erwdhnt. Und
zuletzt die groBe Gruppe der herzentlastenden Pharmaka: Die Beta-
rezeptoren-Blocker sind im Alter kontraindiziert (Herzinsuffizienz,
chronische asthmoide Bronchitis, Bradycardie und Schenkelblockbil-
dung, Diabetes u.a.), die o<-Blocker befinden sich noch im Experi-
mentalstadium, und schlieBlich die Nitroprédparate, die, trotz

nicht restlos gekldrtem Wirkungsmechanismus, die beste Wirkung zei-
gen. Wegen der unsicheren Wirkung wird die Gruppe der Calciumanta-

gonisten nicht gesondert angefihrt.

Betrachten wir diese kurze Einfithrung in die Cardiologie des alten
Menschen kritisch, so miissen wir aus der praktischen Sicht des am
Krankenbett stehenden Arztes feststellen, dal unsere Behandlungs-
methoden sehr dirftig und, in Anbetracht der polypathologischen
Veranderungen des alten Herzens, nur bedingt erfolgversprechend
sind. Es liegt daher nahe, gerade auf diesem Gebiet nicht-proble-
matische Therapien auszutesten, in der Hoffnung, die morphologi-
schen und funktionellen Stoérungen des Herzmuskels zu verbessern

oder auch fiir die klassischen Therapien vorzubereiten.

In Form einer Pilot-Studie wurde randomisiert eine cardial betonte

Organotherapie durchgefihrt.

Me thodik

40 Patienten (je 20 Manner und 20 Frauen) mit schweren cardialen
Veranderungen, wo Jjedoch eine Erlebenschance bestand, wurden auf

2 Gruppen mit etwa &hnlichen Befunden (Status, Risikofaktoren,
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Begleitkrankheiten) aufgeteilt (Tabelle 1).

Tab. 1: Aufteilung der Patienten

o Durchschnitts-
Manner | Frauen | Alter Sine
Studie 10 10 57-90 777
Kontrollgruppe 10 10 69-90 1705

In der 1. Gruppe wurde die gesamte cardiale Therapie (Digitalis,
Nitroprdparate und Antihypertensiva) abgesetzt, die 2. Gruppe be-
hielt als Kontrollgruppe die Therapie bei. Die Gesamtbeobachtungs-
zeit flir die Studie betrug 8 Wochen. Beil beiden Gruppen wurden wo-
chentlich Blutdruck, Herzfrequenz und EKG kontrolliert, sowie die
Patienten auf subjektive Beschwerden (Herzbeschwerden) befragt und
objektive Symptome (Dyspnoe, Oedeme, Stauung) untersucht. Zu Be-
ginn und nach der Beobachtung wurden die kompletten haematologi-
schen und klinisch-chemischen Laboruntersuchungen durchgefiihrt.
Von der 1. bis zur 7. Woche erhielt die Verum-Gruppe eine Behand-

lung mit Revitorgan ""-Prdparaten nach einem Schema (Tabelle 2).

Tab. 2: Behandlungsschema

Montag [Mittwoch| Freitag A"r:’:;; :‘"%:;2:“5'

1. Woche | D61 DYl [ D6INI

2. Woche | D61 D961 |DO6INI

3. Wache | D611 = DY L 61 und

4. Woche | D6INI = Dyl Y8 (69)

5. Woche | DY611 - D6INI

6. Woche | D611 - D961

7. Woche | D6INITI - -

Als Kriterien der Beurteilung wurde die Zahl der Patienten mit Jje-
weils subjektiven Beschwerden, objektiven cardialen Symptomen, so-
wie mit dem notwendigen Bedarf an Digitalis, Nitroprédparaten und

Antihypertensiva festgehalten. Beim EKG beurteilten wir getrennt
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den QRS-Komplex, die ST-Strecke und die T-Welle, nach einem Punkte-

system von 0-3 (keine, leichte, mittelschwere und schwere Verande-

rungen) (Tabelle 3)

Tab. 3a: Beurteilung der Ergebnisse

Subjektiv [ Objektiv | Digitalis | Nitro Anti-
1 hypert
vor |nach| vor [nach| vor [nach| vor [nach| vor |nach
Studie B 3|8 36 A 3] 4] 2 7
Kontroll-
gruppe 1210016 13{20f(20(20] 209 (11

Tab. 3b: Beurteilung des EKG

QRS S I Gesamt
EKG
vor |nach| vor [nach| vor [nach| vor [nach
Studie 16 6| 18 213 22|63 | 20
Kontrollgruppe | 19 | 21 [ 24 | 23 | 26 | 31 [ 69 | 75

Er gebniss.e

Die Ergebnisse zeigen in der Verum-Gruppe einen deutlichen Rick-
gang der subjektiven und objektiven Zeichen. Im Vergleich dazu ist
bei der herkommlich behandelten Kontrollgruppe eine geringe Besse-
rung zu verzeichnen. Nur 3 von 20 Patienten muBRte wdhrend der Stu-
diendauer erneut Digitalis gegeben \\"erden und bei 4 Nitroprédpara-
te. Die Blutdruckwerte wurden nicht beeinfluRt, die antihyperten-
sive Therapie muBte wieder unverédndert weitergefithrt werden. Noch
deutlicher sind die Ergebnisse im EKG. Unter einer Revitorgan-The-
rapie gelingt es offensichtlich, pathologische EKG-Veranderungen

zu bessern bzw. z.T. Uberhaupt riickgdngig zu machen.

FaBt man die Ergebnisse zusammen, 1ist festzustellen, daR es unter
einer cardiologisch betonten Organotherapie mit =zytoplasmatischen
Substanzen zu einer Besserung der polypathologischen Verdnderungen

am Herzen alter Menschen kommt. Bei einem Teil der Patienten konn-
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te iberhaupt auf langere Zeit eine Ubliche Herztherapie entfallen,
und schwere F&dlle sprachen besser auf die Standard-Therapie an. Es
wird Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, festzustellen, wie lan-
ge dieser Effekt anhdlt. Durch weitere multizentrische Untersuchun-
gen sollten unsere Behandlungsergebnisse bestdtigt und evtl. modi-
fiziert werden, so daB dann endgiiltige therapeutische Richtlinien

gesetzt werden konnen.

Zusammenfassung:

Geriatrische Krankenabteilungen stellen sicherlich hinsichtlich
der allgemeinen Problematik alter Menschen eine negative Auslese
dar. Dennoch bilden geriatrische Abteilungen am ehesten einen sta-
tistisch erfablbaren Querschnitt durch die Geriatrie. Sie lassen
diagnostische und therapeutische Konsequenzen zu, die auch fiur die
Gesamtheit alter Menschen von grundlegender Bedeutung sind. Anhand
einer groBen geriatrischen Krankenabteilung werden die speziellen
cardiologischen Probleme alter Patienten aufgezeigt. Die Besonder-
heit der Pharmakokinetik im Alter =zwingt zu besonderer Vorsicht

in der Therapie. Dadurch,und durch die schweren, zum grdBRten Teil
irreversiblen Verdnderungen, 1ist nur bei einem kleinen Teil der
Patienten mit einer Besserung zu rechnen. Es liegt daher nahe,
biologische, nicht-toxische Behandlungsmethoden beim alten Men-
schen zu erproben. Von theoretischer Seite bietet sich die Organo-
therapie besonders an. In Form einer Pilotstudie nahmen 20 Patien-
ten an einer kontrollierten, offenen Studie mit cardial betonter
Organotherapie teil. Nach einem Uberblick iilber Auswahl der Patien-
ten und Methodik werden die Ergebnisse erldutert. GroBere multi-
zentrische Studien sollten diese Ergebnisse bestdtigen, um dann

therapeutische Richtlinien setzen zu konnen.
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Behandlung von Haarkleidverdnderungen
mit der Gegensensibilisierung

und zytoplasmatischen Praparaten

H.K. DREIER

Universitatsklinik fiir Geburtshilfe,
Gynakologie und Andrologie,

Veterindrmedizinische Universitat Wien

Haarkleid- und Hautveradnderungen koénnen durch verschiedene Ursa-
chen hervorgerufen werden. Als Veterindrgynédkologen beschédftigen
wir uns mit endokrin bedingten Haarveranderungen, die nach ARBEI-

TER (1977) in 4 Gruppen eingeteilt werden:

- Ovarielle Dysfunktion

- Gonadotrope Dysfunktion
(HVL-NNR-Ovar-Achse)

- Dysfunktion der NNR

- Dysfunktion der Thyreoidea

In meinen kurzen Ausfiithrungen werde ich auf Haarkleid- und Hautver-
anderungen, die durch ovarielle Dysfunktionen verursacht werden,
eingehen. Diese Funktionsstdrungen verursachen das Krankheitsbild
einer verlangerten Laufigkeit, Hyperplasia glandularis cystica en-
dometrii oder eines Granulosazelltumors. Bei diesen Gyndkopathien
wird iber einen unphysiologisch langen Zeitraum Ostrogen produ-
ziert, das zu Haar- und Hautverdnderungen fihrt. Solche Verande-
rungen k&énnen auch durch zu hoch dosierte Ostrogenapplikationen
(z.B. im Verlauf einer Nidationsverhiitung; "Ostrogenvergiftung")
verursacht werden. Durch diese Ostrogenbeeinflussung werden die
Haare glanzlos, Dbrichig und fallen aus. In den meisten Fallen sind
die ersten Veranderungen symmetrisch seitlich der Wirbels&dule, im

Bereich der Ovarien und Nieren (sogenannte "Riickenbrille") , er-
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kennbar. Der Haarausfall kann auch andere Lokalisationen aufwei-
sen, wie Schwanzansatz, Perineum, Schenkelinnenfl&dche, Bauchunter-
seite sowie Nacken, der Bereich der Schulterbldtter und des Nasen-
rickens. Der Haarausfall ist manches Mal so hochgradig, daB der
Patient nurmehr an Kopf und Schwanzspitze Behaarung aufweist. Die
Haut wird trocken, hyperkeratotisch und rissig. Mit zunehmender
Dauer des Prozesses wird sie durch vermehrte Pigmenteinlagerung

schwarz.

Es werden auch Patienten vorgestellt, die klinisch-gyndkologisch
unauffallig sind und trotzdem wadhrend der Laufigkeit und Schein-
trachtigkeitsperiode bzw. Lactatio sine graviditatem, Verdnderun-
gen des Haarkleides aufweisen. Mit jeder weiteren Laufigkeit wer-
den die haarlosen Stellen unterschiedlich groBer. In der Phase der
Zyklusruhe (AnOstrus) treten keine weiteren Verschlechterungen im

Krankheitsbild auf.

Die von uns behandelten Patienten wiesen diese Haarkleidverdnderun-
gen bereits Uber Jahre auf, wurden tierdrztlich mit geringem oder
keinem Erfolg vorbehandelt. Da eine ovarielle Dysfunktion fir die-
se Veranderungen als primdre Ursache angenommen wurde, erfolgte bei
allen 29 Patienten die Ovariohysterektomie. Durch die Operation

kam es, mit Ausnahme von 4 Patienten, zu keiner oder nur geringgra-
digen Besserung der Haarkleid- und Hautverdnderungen. 4 Hundinnen
waren nach etwa 4 Wochen wieder voll behaart. Nach ca. 3 Monaten
begannen die Haare an denselben Stellen wieder auszufallen. Bei 2
von diesen 4 Patienten waren vor der Operation weder Hyperkeratose

noch vermehrte Pigmenteinlagerung nachweisbar.

In 18 Fadllen wurde die Gegensensibilisierung nach THEURER (1978)
durchgefihrt. Von jeder Hindin wurde in 2 sterilen Blutrdhrchen
Blut gewonnen und zentrifugiert. 4 - 5 ml Serum wurden in einem
sterilen Fl&dschchen mit 2 ml Serumaktivator versetzt, aufgeschiit-
telt und 24 Stunden stehen gelassen. Danach wurde mit physiologi-
scher Kochsalzldsung die hergestellte Stammldésung auf 10 ml Gesamt-
menge aufgefiillt. Unter sterilen Kautelen wurde eine Verdiinnungs-

reihe von dieser Stammldsung hergestellt: von 10_g bis 10_12
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Die Injektionsserie wurde mit 10_12 begonnen und mit 10_2 beendet.
Jeden 3 Tag wurden 0,4 - 0,5 ml intracutan im Bereich der Kniefal-
te verabreicht. Fallweise kam es zu Unvertrdglichkeitserscheinun-
gen die sich mit starker Roétung und Kontraktion der Haut im Be-
reich der Injektionsstelle bzw. der haarlosen Stellen zeigten. Auf-
fallend war, daB bereits nach der 4-/5. Injektion neue Haare er-
kennbar waren. Die Hyperkeratose und -pigmentation erschienen zu
diesem Zeitpunkt noch unverdndert. Nach 4 - 6 Wochen waren die Pa-
tienten bis auf 6 Hindinnen vollstdndig behaart, die Haut hatte
wieder weitgehend normale Beschaffenheit. Bei den verbleibenden

6 Fdllen wiederholten wir die Gegensensibilisierung, die dann bei

3 Hiindinnen zur vollstdndigen Behaarung fiilhrte; in 2 Fallen konnte
eine Besserung festgestellt werden, und bei einer Pudelhiindin muBte

die Behandlung ohne Erfolg abgeschlossen werden.

Bei den verbleibenden 11 Hiundinnen wurde die Gegensensibilisierung
mit der Zytoplasmatischen Therapie kombiniert. Etwa 7 Tage nach Be-
endigung der Gegensensibilisierung wurde 5 mal Revitorgan Dilution
Nr. 5 (Stéarke II) in 3 - 4 Tagesabstédnden appliziert. 8 Patienten
zeigten 14 Tage nach Ende der Therapie ein der Rasse entsprechen-
des Haarkleid. Die Hyperpigmentation war teilweise noch erkennbar.
Bei 3 Hiindinnen trat eine Besserung ein; die Haut blieb etwas trok-
ken und die haarlosen Stellen wiesen nur eine schiittere Behaarung

auf (siehe Tabelle).

Zum AbschluB meiner Ausfiihrungen mochte ich noch iber eine 3jdhrige
Dalmatinerhiindin, die regelmdfig 2 mal jahrlich scheintrachtig wur-
de, berichten. Die Besitzerin beobachtete, dak wadhrend der Lactatio
sine graviditatem das Haarkleid struppiger und unansehnlicher wur-
de. Diese Haarveranderungen waren immer nur im Marz/April vorhan-
den, nicht jedoch im Herbst. Mit 3 Jahren traten dann neben den
Haarkleidverdnderungen ROtungen im Bereich der Extremitdten, Bauch-
unterseite und in den Flanken auf, die mit hochgradigem Juckreiz
einhergingen. Die Hundin kratzte und benagte sich in einem Ausmab,
das sowohl fiir Hindin als auch Besitzerin unertrdglich wurde. Auch
in diesem Fall fihrten wir die Gegensensibilisierung durch. Nach

der 3. Injektion kratzte sich die Hindin weniger, und die Ro&tungen
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nahmen deutlich ab. Die durch Kratzen und Benagen entstandenen Ef-
floreszenzen begannen abzuheilen. Eine Woche nach der letzten In-
jektion war die Hindin vollkommen beschwerdefrei. Ein Jahr nach
dieser Behandlung wurde bei der ersten Rotung, die zwischen den
Zehen erkennbar war, sofort die Gegenscnsibilisierung durchgefihrt.
Verwendet wurde wieder die im Vorjahr hergestellte Stammlosung. Die
Hiindin kratzte sich kaum und es wurde nur die Lactatio sine gravi-

ditatem behandelt.

Tabelle 1:

Gegenscnsibilisierung (GS) und Zytoplasmatische Therapie
bei Haut- und Haarkleidverdnderungen

n l Alter @ Rasse Art der Anzahl {ytoplasm.| Ergebnis| %
in Jahren (n) Verdnderungen | d. GS [Therapie
Boxer (3)
IPudel (3) _ g
10 T Dackel (2) T &5 & 1 geheilt '
Spaniel (2)
68,6
Pudel (2) ~ oo ]
3 7 Dt .Vorstehh. (1) ¥y 2 1 gehellts
3 8 Pudel (3) T 23 2 - geheilt | 15,7
1 10 Dt .Vorstehhund 1; 2 2 - gebessert
10,5
1 6 Pudel 1 2 - gebessert]
1 9 Pudel 1 2 = ungeheilt] 5,2
Pudel (3)
Boxer (3) Revitorgan .
8 6 panisl (1) T: 2.3 1 bil. 5 geheilt | 66,6
ackel (1)
& Pudel (2) Revitorgan, i
3 7 Dt.Vorstehh. (1) 1, 2,3 1 Dil. 5 pebessert| 25,0
1 8 Dt .Vorstehhund 1 1 B§¥itgrganungeheilt 8,4

1 = Haarverlust, 2 = Hyperpigmcntation, 3 = Hyperkeratose



DRH, 7 1/2 Je; Haar- und Hautver- DRH, 7 1/2 J.; Kreuzbein- und
anderungen iiber Kreuzbein und Xieren- Nieren-Ovargegend nach GS
Ovargegend vor GS

Abb. 5:

Pudel, 7 J.; Haar- und Hautveran- Pudel J, 7 J. ;
derungen am Schwanz und Perineum ¢
vor GS

Schwanz und Peri-
neum nach GS



Abb. 5: Abb. 6

Boxer, 6 J.; Haar- und Hautver- Boxer, 6 J.; Perineum nach GS
anderungen im Bereich des Perineums

vor GS

Abb. 7: Abb. 8:

Dalmatiner, J, 3 J.; Haar- und Haut-
verdnderungen im Bereich d. Extremi-
taten, Bauchunterseite und in den
Flanken vor GS

Dalmatiner, 2, 3 J.; Schwanz und
Perineum nach GS
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Diskussion:

HEUER:

Bei den ganzen Hauterkrankungen unserer Hunde spielt die Acanthosis
nigricans eine bedeutsame Rolle. Leider sind alle bisherigen thera-
peutischen Bemithungen umsonst. Haben Sie, Herr Kollege DREIER, ir-
gendwelche speziellen Erfahrungen in der Therapie dieser h&Blichen

Erkrankung?

DREIER:

Was die reine Acanthosis nigricans anbelangt, so haben wir keine
eigenen Erfahrungen. Die mit hormonellen Stdrungen auftretende
Acanthosis nigricans war offensichtlich mit der Gegensensibilisie-

rung am besten zu beheben.

SCHLOSSAREK:

Bei der Acanthosis nigricans empfehlen wir die Trockensubstanz

Nr. 73 (Neyimmun) und danach das Hautprdparat Nr. 5. Es miBte
eigenartig sein, wenn der Hund nicht innerhalb von 4 Wochen wieder

sein Fell Dbekame.

Koénnen Sie mir sagen, wie wir der sog. Wollfellbildung nach der
Sterilisation von roten Langhaardackeln begegnen kdnnen? Dieses
Phédnomen kann ibrigens auch ohne Sterilisation nach Gestagengaben

auftreten.

DREIER:
Bei der Wollfellbildung machten wir gute Erfahrungen mit reiner

Vitaminisierung und Gaben von Folsdure. In diesen Fdllen haben wir
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nicht zytoplasmatisch gearbeitet.

Was die Haarverdnderungen bei einer Gestagen-Therapie anbelangt,
konnten wir keine hochgradigen Verdnderungen erkennen oder fest-
stellen. Wir sahen, dal Hunde - und hier vor allem die kleineren
Rassen - eher zu Fettsucht und struppigem Haarkleid neigen. Sobald
der Einflul der Gestagene vorbei ist, bessert sich die Haarquali-
tadt wieder; hier greifen wir nicht ein. Die Anzahl der Patienten,

die mit diesen Problemen zu uns gebracht werden, ist recht klein.

BARTHOLD:

Wie haben Sie {brigens die Lactatio falsa behandelt? An und fir
sich kommt man doch hier mit Cortison sehr gut zurecht. Biologisch
ist das allerdings nicht ganz verninftig. Desweiteren fihre ich
die Gegensensibilisierung nach den Angaben von Prof. KRAFT durch,

beginne also mit lO__8bis 10_4 . Halten Sie die humanmedizinische

-12

Methode nach THEURER, beginnend mit 10 fiir besser?

DRETIER:
Ich habe mich nur an dig yon Dr. THEURER urspriinglich inaugurierte

Verdinnungsreihe von 10 bis 10 gehalten. Damit bin ich sehr
zufrieden. Insgesamt sind das 6 Injektionen. Gelegentlich verab-
reichen wir die Verdiinnungen 10 ~ und 10 ”~ noch einmal in doppel-
ter Dosierung. Eine Variation der Gegensensibilisierung habe ich
nicht wversucht. Ich kenne aber Kollegen, die die Gegensensibilisie-
rung verklirzt durchfithren und mit den dabei erzielten Erfolgen zu-
frieden sind. Ich bin jedoch iberzeugt, der humanmedizinische Weg
ist der bessere.

Nun zu Ihrer weiteren Frage: Die Scheintrdchtigkeitsbehandlung
wird entweder didtetisch mit entsprechender Gesdugebehandlung

durchgefihrt oder aber medikamentds mit Antiprolaktin.
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Autoregulation 58, 60, 72
Autosensibilisierung 139
Bakteriophagen T4 5
Bakterienvirus T4 3
Basalmembran 97, 99
Basalplatte 6
Baukastenprinzip 1
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Bradykinin 28
Bronchialkarzinom E14 106
Bronchiospasmus 45
Bulbus 197
Calciumantagonisten 225
Carcinomdiagnose 166
Cardiologie 225

-, geriatrische 223
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Cataracta matura 185

Caveolae 91

Caveolarmembran 93
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Dinnschichtchromatographie 120, 122
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Enzym-Adaptation 182
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Erregungsablaufe 127
Ersatzregulation 157
Erythrozyten, Schaferythrozyten 65, 67, 68, 69,
-, Pferdeerythrozyten 67
Exon 86

70



- 243-

Expansion, klonale 67
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Glykogensynthese 105
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Glykoproteine 130
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Granula, sekretorische 20
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-Extrakt 123, 125
-Molekiil 125
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-Applikation 63
-Spiegel 64
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Hyperfunktionszusténde 158
Hyperkeratose 230, 231
Hyperlipidamie 223
Hyperpigmentation 231
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Hyperregeneration 158
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Hyposensibilisierung 139
Hypertonie 223
Hypertrophie 223
Hypophyse 36
Hypophysenextrakt 33
Hypothalamus 70, 72
-Aktivitat 70
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-Flache 13
-Schale 13
Immunantwort 53, 60, 61, 64, 69, 70, 113
-, stimulierte 62
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-Gene 59
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Immunitat 61, 63
Immunisierung 68, 198
Immunmechanismus 62
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Immunreagentien 25
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Immuntoleranz 157, 159
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Induktion 18, 113
-sfaktoren 181
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Induktor 83
Infektionen 142, 143
Infektionskrankheiten, chronische 142
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Inhibitor 18, 42, 43, 105, 123, 125
-Fraktion 151
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-Stoffe 43
-Wirkung 107
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Input 60
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-Chromatographie 120
Isoantikdrper 140
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Jodierung 28
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Kanzerogenese, diaplanzentare 150

Keratin 6
Kern-Plasma-Relation 156
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leichte 2, 83
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Klappenveranderungen 223
Klone 99
Klonidin 68
Kdrperentgiftung 169
Korperfunktionen 169
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Kolonien, myeloische 119
Koloniebildung 123
Kommunikationskandle 60
Komplement 141
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Kontrollmechanismus 60, 99
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Kreatininausscheidung 201
Kreatinkinase 204, 215
Krebs 164, 165
-Behandlung 166
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-Entstehung 156, 158
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Lactatio sine graviditatem 230, 231,
Laufigkeit 229, 230
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Leberextrakte 151
Lebergewebe 113
Lernen 128
Lernprozesse 127
Lernvorgéange 128
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Linse 178, 179, 180, 187, 188, 193, 197
Linsenfasern 187, 188
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-tod 188
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Lipide 130, 135
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Liposomen 130
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Membranproteine 93
Membranstrukturen 93
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Metabolisierung 43, 224
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Metastasen 166
Metastasierung 153, 154, 157, 160, 165, 166, 167,
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Milz 62, 69, 71, 90
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Mitochondrien 14, 92
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-Inhibitoren 32, 42
Modifikation, spezifisch enzymatische 5
Modulation 119, 126
Molekularkrankheiten 136
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Motorik 215
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Muskel 95, 197
-Atrophie 204, 218
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-Degeneration 212
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-, Beckengiirtel-Muskeldystrophie 205, 209,
-Fasern 213
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-Krankheiten 205, 207
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-Schédden 209
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Myelomproteine 86
Myocardverdnderungen 223
Myofibrillen 4, 95
Myoglobin 204
Myologie 205
Myopathie 37, 95, 204, 205
Myopie 189
Myosinfilamente 3
Myositis 95
Nebenniere 37, 67
Neoplasmen 159
Neoplasmen-Behandlungsschema 153, 170
Nervenbiopsie 204
Nervenleitgeschwindigkeit 204
Nervensystem 60, 68, 72
Nervenwachstumsfaktoren 138
Netzhaut 178, 179, 193, 197
-Leiden 189
Neuronen 70, 72, 127
Neurotransmittoren 60, 61, 62, 127
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Nichthistonproteinc 105
Nikotinabusus 223
Nitroprédparate 225, 227
Noradrenalin 62, 68, 69

-Gehalt 68, 69, 70
Noxen, kanzerogene 143
Nucleinsédure 87, 135, 178, 179, 187
Nucleolus, retikularer 92
Nucleoside, Isotopen-markierte 32, 33
Nukleotide 61, 87, 104, 135
Oberfldchenrezeptoren 93
Oestradiol 61
Ostrogen 229

-Applikation 229

-Vergiftung 229
Oligopeptide 32
Oligo-Ribonukleotide 137
Ontogenese 59, 63
Operationsschock 166
Operatorgene 83, 156
Onkologie 149, 164
Operon 141

Organextrakte, makromolekulare 135, 141, 143, 149, 150,
Organfaktoren 136

Organfunktionen 157, 160, 167

Organlysate 144, 150, 179, 181, 193, 194
Organmaterial 32
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Organtransplantation 157

Organtropismus 130, 137, 179
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Ovalbumin-Synthese 86
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Ovariohysterektomie 230
Oxidation 123
Pankreas 138
Papain 106
Parenchymschaden 182
Partikelaggregate 93
Pathomechanismus 98, 99
Patienten-Compliance 189
Peptide 27, 28, 43, 120, 125, 128
Penetration 181
Permeabilitéat 136
-svorgane 188
-sstdrungen 204
Peroxydase 29
PfortadeTsystem 130
Phanotypus 104
Pharmakokinetik 224, 228
Pharmakologie 135, 142, 144
Phosphat, radioaktives 106
Phosphatase, alkalische 29
Phosphodiesterase 138
Phospholipide 6, 178, 179
Phosphofruktokinase 16
Phosphorylierung 105, 108, 152
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Physiologie 27
Pigmenteinlagerung 230
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-Membran 14, 97, 99
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Plazenta 106, 143, 178, 179
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-Préparate 143
Polymyositis 94
Polypathie 223
Polypeptide 32, 130, 135
Poly-Ribonukleotide 137
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Prostaglandine 138
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Lingualtherapie 156
Organotherapie 135, 136, 140, 143, 144, 145, 149,
159, 164, 167, 169, 170, 223, 225,
Physiotherapie 204
Radiotherapie 169
Standard-Therapie 228
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-, Kerntribung 186
Speichentriibung 184
-, Poltriibung 185

261

127,



- 202 -

Trypsin 106
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Wachstumsfaktoren 181
Wachstumshormon 61, 63
Wasserspalten 186
Wirbelsdulendeformitaten 209
Wundheilung 104
Zellbestandteile 135
Zellen, Ammenzellen 91, 92, 94
-, Bindegewebszellen 212
-, Blutzellen 119
-, DNS-Spender-Zellen 85
-, Empfédngerzellen 83, 86
-, Entzindungszellen 95, 96
-, Epithelzellen, intestinale
- Fettgewebszellen 212
-, Gewebezellen 187

-, Knochenmarkszellen 120, 122,
-, Krebszellen 32, 33, 37, 42,

-, Linsenzellen 188

-, Mastzellen 46

-, Melanomzellen 37, 39, 41,
-, Muskelzellen 95, 97, 98,

-, Nervenzellen 126

Normalzellen 103, 106, 143,

Organzellen 90, 099



- 264 -
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Interdisziplinaritdit und Synopsis in Wissenschaft und Medizin - unter
diesem Leitspruch finden alljahrlich Tagungen in Stuttgart iiber die Zyto-
plasmatischeTherapie und die Methoden derSerum-Desensibilisierung,
unter Schirmherrschaft der Gesellschaft zur Erforschung der makro-
molekularen Organo- und Immunotherapie e. V. Miinchen (GEMOI),
statt. Diese Gesellschaft hat sich die Forderung der wissenschaftlichen
und klinischen Forschung sowie der Lehre aufden speziellen Gebieten
der Human- und Veterindrmedizin zur Aufgabe gestellt.

Die Tagung 1978 brachte eine besonders ausgewogene Vortragsreihe von
in- und ausldndischen renommierten Wissenschaftlern aus verschiede-
nen naturwissenschaftlichen Disziplinen, Klinikern der Human- und Ve-
terinirmedizin und Arzten aus der Praxis. Dies veranlaBite die GEMOI,
die vollstindigen Vortriage dieses Symposions zu verdffentlichen. Die
Thematik umspannt neue Erkenntnisse der Molekularbiologie, der ex-
perimentellen Genetik, Immunologie und Allergologie bis hin zur Onko-
logie.

Moge dieser Band Impulse setzen fiir ein ganzheitsmedizinisches Kon-
zept zur Uberwindung der ,Krise" der heute iiberwiegend chemisch
orientierten Medizin.
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