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1 Theoretischer Hintergrund

1.1 Progressive Systemische Sklerodermie (PSS)

1.1.1 Vorkommen und Diagnose der Progressiven Syste  mischen
Sklerodermie

Die progressive systemische Sklerodermie (PSS) ist eine chronisch-entziindliche
Multiorganerkrankung, die durch eine Sklerose der Haut mit oder ohne Beteiligung der
inneren Organe gekennzeichnet ist. Zugrunde liegt eine Uberproduktion von Kollagen,
deren Mechanismus ungeklart, vermutlich aber sehr komplex ist (1, 2).

Jahrlich treten etwa 2 bis 20 Neuerkrankungen pro einer Million Einwohner auf.
Epidemiologische Untersuchungen in den USA zeigen eine Préavalenz von 4 - 290
Erkrankten pro einer Million Einwohner. Frauen sind 3 — 9 mal haufiger betroffen als
Manner, wobei besonders im jungen Lebensalter die Erkrankung beim weiblichen
Geschlecht Uberwiegt.

Die Mehrzahl der Patienten erkrankt zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr (2).

Zur Diagnose der systemischen Sklerodermie werden die vom American College of
Rheumatology (ACR) 1980 vorgeschlagenen Kriterien verwendet. Die Diagnose gilt als
gesichert, wenn entweder das Major-Kriterium (sklerodermieartige Hautveranderungen
proximal der Fingergrundgelenke) oder mindestens zwei Minorkriterien (1.
Sklerodaktylie, 2. gribchenférmige Narben oder Substanzverlust der distalen Finger-

und/oder Zehenweichteile, 3. bilateral basale Lungenfibrose) erfillt sind (3).

Die progressive systemische Sklerodermie stellt kein einheitliches Krankheitsbild dar,
sondern beinhaltet unterschiedliche Manifestationsformen und klinische Verlaufe,
woraus unterschiedliche Prognosen resultieren. International hat sich die Einteilung
gemalR der kutanen Ausbreitung von LeRoy et al (4) durchgesetzt. Hiernach wird
zwischen Patienten mit limitierter systemischer Sklerodermie (ISSc) und diffuser
systemischer Sklerodermie (dSSc) unterschieden.



Die limitierte Form weist eine gunstigere Prognose auf, da der Befall innerer Organe
nicht oder nur gering ausgepragt ist. ISSc ist durch eine Sklerose der Haut an Handen
und Unterarmen (begrenzt durch die Metacarpo- und Metatarsophalangealgelenke)
und manchmal auch an den Fufen und im Gesicht gekennzeichnet. Auch kutane
Kalzifikationen und Teleangiektasien sind haufig. Die Patienten leiden oft schon Jahre
im Voraus an dem Raynaud-Phanomen. Bei vielen Betroffenen tritt im Verlauf der
Krankheit eine milde Fibrose der Lunge auf. Typischerweise finden sich anti-
Centromere-Antikérper (ACA) im Serum (5, 6). Eine Unterform der ISSc ist das
CREST-Syndrom, das durch das Vorhandensein von Calzinosen, Raynaud-
Phanomen, O(E)sophagusdysmotalitat, Sklerodaktylie und Teleangiektasien bestimmt
wird (7).

Bei Patienten mit dSSc tritt das Raynaud-Ph&nomen meist erst kurz (weniger als ein
Jahr) vor Ausbruch der Krankheit auf. Sklerotische Hautveranderungen finden sich vor
allem am Stamm und an den Extremitaten. Eine Beteiligung der inneren Organe tritt
oftmals sehr frih auf, worauf die ungunstige Prognose zurlckzufiuihren ist. Bei der
diffusen Form der Sklerodermie sind Autoantikdrper gegen die DNS-Topoisomerase 1
(SCL70) nachweisbar (5, 6).

Die haufigste klinische Manifestation der PSS ist das Raynaud-Phanomen, welches
bei bis zu 90% der Patienten auftritt. Die Raynaud-Attacken sind durch das
sequentielle Auftreten einer schmerzhaften Akroasphyxie mit Akrozyanose und
anschlieBender arterieller Hyperamie gekennzeichnet (2). Kalte und emotionaler
Stress sind Ausloser fur diese GefaRspasmen, die anfangs funktioneller Natur sind.
Erst im spateren Verlauf treten organische Gefal3veranderungen auf. Die Messung der
akralen Wiedererwdrmung kann zur Diagnose des Raynaud-Ph&nomens eingesetzt
werden. Diese Wiedererwdrmung nach Kalteschock ist ein Mal3 fur die

Warmeleitfahigkeit der Haut und der Durchblutungséanderung (8).

Die sklerodermietypischen Hautveranderungen beginnen an Handen, FufRen und im
Gesicht und gehen spater auf die Oberschenkel und Oberarme, sowie auf den Rumpf
Uber. Durch den Elastizitatsverlust der Finger kommt es zur Sklerodaktylie. Die

Patienten klagen Uber ein Spannungsgefihl der Haut. Das Gesicht wirkt maskenhaft
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und die Mimik ist eingeschrankt. Haufig findet sich eine verkleinerte Mundoéffnung mit
vermehrter Mundfaltelung (, Tabaksbeutelmund®). Im weiteren Verlauf kommt es zu
Nekrosen der  Fingerspitzen auf Grund von  Durchblutungsstérungen
(,Rattenbissnekrosen”) und es bilden sich dermatogene  Kontrakturen
(,Madonnenfinger®). Radiologisch sind Akroosteolysen und gelenknahe Osteoporose

nachweisbar (9).

Das am haufigsten (bis zu 85% der Falle) betroffene innere Organsystem ist der
Gastrointestinaltrakt (1). Hier kommt es zur Vermehrung von Kollagen und zum Abbau
der Muskulatur. In den meisten Fallen sind Osophagus (die beiden unteren Drittel) und
das lleum befallen. Als Folge daraus ergeben sich Dysphagie, Refluxdsophagitis,
Obstipation, Diarrhoe, bakterieller Uberwuchs und in Extremfallen auch

Malabsorptionssymptome (10).

Uber 50% der Sklerodermiepatienten entwickeln im Verlauf ihrer Krankheit eine
klinisch signifikante Beteiligung des respiratorischen Systems (11). Die fibrosierende
Alveolits und die pulmonale Hypertension, die haufiger bei Patienten mit ISSc zu

finden ist, sind die in den meisten Fallen auftretenden Manifestationen.

Aktuelle Studienergebnisse weisen auf eine klinisch auffallige kardiale Beteiligung bei
bis zu 10% der PSS-Patienten hin (10), autoptischen Befunden zufolge sind jedoch bis
zu 30-80% der Patienten betroffen (1). Sowohl das Myokard, als auch das Perikard
kbnnen befallen sein. Wahrscheinlich sind wiederholte Phasen von Ischamie und
Reperfusion fur die Gewebszerstérung und den sich anschliel3enden bindegewebigen
Gewebsersatz verantwortlich. Uberleitungsstorungen, Herzdilatation und
Herzinsuffizienz, sowie Perikarditis und Perikarderglsse sind die wesentlichen
Symptome (9, 10).

Renale Komplikationen werden bei 10-40% der Patienten klinisch manifest. Bei Befall
der Niere kommt es zur Sklerose der Nierenarteriolen und zum progredienten Ausfall
der Nierenfunktion. Meist schlief3t sich eine langsam fortschreitende Niereninsuffizienz
mit Uramie an. In wenigen Fallen, vorrangig bei Patienten mit dSSc, kommt es jedoch
zum plotzlichen Nierenversagen im Zuge einer exzessiven renalen Hypertension (2,
9).
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Besonders in der Anfangsphase der PSS sind oft die Gelenke in Form einer Arthritis
betroffen. Dies gilt flr bis zu 66% der Patienten. Das Verteilungsmuster ist dem der
rheumatoiden Arthritis sehr ahnlich (2).

Zusammenfassend ist die Klinik der PSS sehr heterogen und vom Subtyp der

Erkrankung sowie vom Befall der inneren Organe abhangig.

1.1.2 Pathogenese der Progressiven Systemischen Skl  erodermie

Zur Pathogenese der systemischen Sklerodermie liegen bereits zahlreiche
Untersuchungen vor. Das Zusammenspiel von Faktoren, die zur Entstehung der
Krankheit beitragen, ist sehr komplex. Das Blutgefal3system, das Immunsystem und
das Bindegewebssystem, sind parallel oder sequentiell an der Entwicklung der PSS
beteiligt. Auf welche Art und Weise die Stoérungen dieser drei Systeme miteinander

verknUpft sind, ist noch unklar.

Ein Schwerpunkt der PSS ist die Uberproduktion von extrazellularem Bindegewebe.
Eine gestorte Interaktion zwischen Endothelzellen, Lymphozyten, Monozyten und
Fibroblasten fiihrt wahrscheinlich zu einer Uberproduktion von Zytokinen. Diese
wiederum fordern die Produktion von Kollagenen, Tenaskin, Proteoglykanen,
Fibronektin, Laminin und Fibrillin-1. Eine Schlisselrolle spielt der Transforming Growth
Factor (3 (TGFp), der von Endothelzellen, perivaskularen Entziindungszellen und von
Fibroblasten selbst produziert wird. Fibroblasten von PSS-Patienten produzieren
weiterhin grof3e Mengen von Interleukinen (IL), wie zum Beispiel IL-6 und IL-8, sowie
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF). Diese Zytokine kodnnen autokrin die
Fibroblasten stimulieren und konsekutiv die Produktion von extrazellularer Matrix
steigern. PDGF stimuliert die Fibroblasten zur Synthese von Monocyte-Chemotactant-
Protein-1 (MCP-1). Dieses fordert wiederum die Synthese von Kollagen 1 und fuhrt zur

vermehrten transendothelialen Migration der Monozyten. (12-15)

Neben verschiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen kdnnten auch Autoantikrper
fur die Aktivierung der Fibroblasten verantwortlich sein. Chizzolini et al zeigten
erstmals das Vorhandensein von anti-Fibroblasten-Antikérpern der Klassen IgM und

IgG bei der Halfte der von ihnen untersuchten PSS-Patienten, wobei das
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Vorhandensein der anti-Fibroblasten-Antikorper bei der dSSc-Gruppe gegenuber der
ISSc-Gruppe Uberwog. Weiterhin gelang es der Gruppe, erstmals zu beweisen, dass
die Inkubation von Fibroblasten mit anti-Fibroblasten-IgG von PSS-Patienten zu einer
Steigerung der Produktion von IL-1a, IL-1(3 und IL-6 fuhrt (16).

Auch andere Autoantikérper spielen eine entscheidende Rolle, wobei nicht geklart ist,
ob sie eine primére atiopathogenetische Bedeutung haben oder nur eine
Begleiterscheinung darstellen. Bei 50-90% der Patienten mit CREST-Syndrom sind
Autoantikorper, die sich gegen eines oder mehrere Centromerproteine richten,
nachweisbar (CENPs-A, -B und -C). Anti-SCL70-Antikorper kénnen bei 75% der dSSc-
Patienten gefunden werden. 5-10% der PSS-Patienten weisen Autoantikérper gegen
die RNA-Polymerase Il (RNAP III) auf (17). Je nach vorhandenem Autoantikorper tritt
bevorzugt eine bestimmte klinische Symptomatik auf. So ist RNAP Ill assoziiert mit
dSSc, einem hohen Skin Thickness Score, dem hochsten Risiko fur eine renale
Beteiligung und einer kiirzeren Uberlebensdauer. Patienten mit anti-SCL70 haben ein
mittleres Risiko einen Nierenbefall und das héchste Risiko eine pulmonale Fibrose zu
erleiden. Anti-SCL70 ist mit dSSc assoziiert. Andererseits haben die PSS-Patienten
mit ACA die beste Prognose und das niedrigste Risiko einer renalen und/oder
pulmonalen Beteiligung. Vornehmlich findet man hier die limitierte Form der
Sklerodermie. Auch andere Autoantikdrper treten entweder isoliert oder zusammen mit
einer der drei Hauptgruppen auf (16, 17). Obwohl der genaue Mechanismus der
Entstehung von Autoantikérpern nicht bekannt ist, ist die Aktivierung von T-Zellen
durch die ihnen prasentierten kryptischen Epitope bedeutsam. So genannte ,Minor*-
Epitope werden seltener von antigenprasentierenden Zellen (APCs) prasentiert, als
andere ,Major“-Epitope. Werden die ,Minor“-Epitope wahrend der Ausbildung der
Selbsttoleranz der T-Zellen vom Immunsystem ,lUbersehen®, kénnten die T-Zellen

durch Prasentation eines solchen kryptischen Epitopes aktiviert werden (18).

Weitere Anhaltspunke fiir die Beteiligung des Immunsystems bei der Entstehung der
PSS bietet das histologische Bild betroffener Organe. Hier fallen, besonders in Haut
und Lunge, gefalBnahe lymphozytére Infiltrate auf. Diese bestehen zu einem grof3en
Teil aus CD8-positiven T-Lymphozyten, die IL-4 produzieren. IL-4 kann wie TGB[( zu

einer vermehrten Kollagensynthese beitragen (19).
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Das Blutgefal3system stellt die dritte Saule der Pathogenese der PSS dar. Hinweise
sind das fast immer bei der PSS auftretende Raynaud-Phanomen und die gleichzeitig
vorhandene Mikroangiopathie, die sich u.a. durch Endothelzelldegeneration und
Reduplikation der Basalmembran auf3ert (9). Unterschiedliche Faktoren kdnnen an der
Umgestaltung des Endothels beteiligt sein. Ein wesentlicher Faktor sind freie
Sauerstoffradikale, die im Zuge der lokalen Entziindungsreaktion und durch haufige
Reperfusionsschaden (hervorgerufen durch wiederkehrende Raynaud-Attacken)
freigesetzt werden. Als freie Radikale bezeichnet man Substanzen, die ungebunden
mit einem oder mehreren freien Elektronen existieren konnen. Diese freien Elektronen
sind hochreaktiv und in hohen Konzentrationen toxisch. Auch H,O, wird oft in diesem
Zusammenhang mit genannt, da es sehr schnell mit O, reagiert und OH" bildet.
Verschiedenste Zellen sind an der Generation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
beteiligt: kapillare Endothelzellen produzieren bei akuter Ischamie, katalysiert durch
die Xanthinoxidase, freie Sauerstoffradikale. Auch Fibroblasten sowie B-Lymphozyten
sind zur ROS-Produktion in der Lage. Ein grof3er Teil der freien Sauerstoffradikalen
wird auch von Makrophagen, eosinophilen Granulozyten und besonders von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten erzeugt. Sie produzieren ROS in einer
NADPH-Oxidase-abh&ngigen Reaktion, die auch als respiratorischer Burst (RB)
bezeichnet wird. Weiterhin fihren UV-Strahlung und Nikotin zur Bildung von ROS.

Bei Patienten mit PSS wurde ein Defizit an Antioxidantien wie Ascorbinséure, alpha-
Tocopherol, Beta-Carotin und Selen festgestellt. Alle diese Substanzen werden mit der
Nahrung aufgenommen. Die Nahrungszusammensetzung von PSS-Patienten
unterscheidet sich jedoch nicht wesentlich von der bei Normalpersonen (20). Deshalb
wird angenommen, dass die bei PSS-Patienten durch gastroenterale Mitbeteiligung
haufig vorkommende Malabsorption eine Ursache daflr sein konnte. Auch eine
veranderte renale Clearance der Antioxidantien wird diskutiert. Zusatzlich gibt es
Studien, die zeigen, dass Endothelzellen von Patienten mit Sklerodermie weniger
Katalase bilden als Endothelzellen von gesunden Personen. Katalase schitzt die
Zellen vor Schadigung durch ROS, indem sie die Reaktion von Wasserstoffperoxid zu
Wasser und Sauerstoff katalysiert. Im Rahmen der PSS konnte es wegen dieses
Defizits an Antioxidantien zu einer erhohten Anfalligkeit fur die von ROS verursachten
Schaden kommen (20, 21):
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Freie Radikale bewirken eine Zerstorung des Kapillarepithels durch Peroxidation der in
der Zellmembran enthaltenen Lipide und Schadigung von Kollagenen und
Hyaluronsauren der Basalmembran. Eine gesteigerte Permeabilitat des Endothels ist
die Folge. Weiterhin kommt es zur kompensatorischen Neubildung von Basallamina-,
Intima- und Fibroblastenzellen. Dies fuhrt zur Einengung des GefalRlumens und so zur
Verstarkung der Ischamie. Durch eine gesteigerte Ischdmie werden wiederum mehr
freie Radikale produziert (22, 23). So ist ein circulus virtiosus entstanden. Es wird
zudem angenommen, dass durch eine verdickte Basallamina und Intima die Diffusion
von Nahrstoffen aus dem Blut ins umliegende Gewebe behindert wird und es so

langfristig zu Atrophien kommt (23).

Weiterhin kdénnen schon geringe Mengen von freien Sauerstoffradikalen zur
Stimulation von Fibroblasten und so zur gesteigerten Produktion von Kollagen fuhren.

Dies konnte einen wesentlichen Beitrag zur Fibrose bei PSS leisten (24).

Zahlreiche weitere Studien zeigen, dass ROS einen bedeutsamen Faktor bei der

Pathogenese der PSS darstellen:

Lau et al untersuchten die Plasmakonzentration von Malondialdehyd (MDA). MDA ist
ein Marker fur die Aktivitat von freien Radikalen. Die MDA-Plasmalevel waren bei PSS-

Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéht.

Stein et al konnten zeigen, dass die Konzentration von F2-Isoprostanen im Urin von
Patienten mit PSS gegeniber von Kontrollpersonen erhoht ist. F2- Isoprostan entsteht
bei der durch ROS katalysierten Peroxidation von Arachidonsaure und ist somit ein

Marker fur durch ROS ausgelosten oxidativen Stress.

Freie Sauerstoffradikale kénnten nicht nur far die Verdnderungen des
Blutgefal3systems, sondern, speziell bei der PSS, auch zur Produktion von
Autoantikorpern (anti-SCL70) beitragen. Casciola-Rosen et al haben gezeigt, dass
sklerodermietypische Autoantigene in einer metall- und ROS-abhéngigen Reaktion
entstehen. ROS fiihren anscheinend zur Abspaltung von kryptischen Epitopen von

Topoisomerase | unter der Bedingung, dass Metall (Eisen oder Kupfer) zuvor an die
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Topoisomerase | gebunden hat. Solche Kernantigene kdnnten aus den durch ROS

beschadigten Endothelzellen freigesetzt werden.

Zusammenfassend kann die Produktion reaktiver Sauerstoffradikale maf3geblich zur
Entwicklung der systemischen Sklerodermie beitragen. Daher war es ein Ziel der
vorliegenden Arbeit zu untersuchen, ob der respiratorische Burst der 0.g. Zellen bei
Patienten mit PSS verandert ist.

1.2 IRA-Therapie

Eine physikalische Therapiemalinahme der systemischen Sklerodermie stellt die
Ganzkorperhyperthermie dar. Zur Erhéhung der Korpertemperatur wurden friher vor
allem Saunaaufenthalte und warme Bader, zum Beispiel auch mit Moor, eingesetzt.
Dabei erfolgt die Energiezufuhr ausschlieBlich konduktiv Uber die Haut, die daher
thermisch belastet wird. Dies kann bei den Patienten zu Hautschadigungen oder
Unvertraglichkeiten fihren (28).

Ein neueres Verfahren zur Erh6éhung der Korpertemperatur ist die Infrarot-A-(IRA)
induzierte Hyperthermie. Hierbei kann ein relativ schneller Anstieg der
Korpertemperatur pro Zeiteinheit erreicht werden, ohne dass beim Nutzer
Hautirritationen auftreten. Auch unerwinschte systemische Wirkungen sind bei der
IRA-Behandlung unwahrscheinlich (29).

Das Prinzip der IRA-Strahlung beruht darauf, dass die Infrarotstrahlen in den tieferen
Hautschichten des Koriums und der Subkutis in Warme umgewandelt werden und es
so zur Warmeeinleitung in die im Korium befindlichen Gefal3e kommt. Durch diese
Erwdrmung des Blutstromes erfolgt ein Anstieg der Korperkerntemperatur. Das

Plateau des Kerntemperaturanstieges ist nach ca. 15 Minuten erreicht (30).
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Abb. 1: Wassergefilterte Infrarot-A-Strahlung (Wehner et al. 30)

Die Warmedurchlassigkeit der Haut beginnt im Bereich des langwelligen sichtbaren
Lichts mit einer Wellenlange von 600 nm und setzt sich in den angrenzenden Infrarot-
A-Bereich bis hin zum Licht mit einer Wellenlange von 1400 nm fort. Lichtstrahlen
aulRerhalb dieses Bereiches (600 bis 1400 nm) konnen die Haut nicht penetrieren.
Daher fuhrt langerwelliges Licht des Infrarot-B- und Infrarot-C-Bereiches zur
Erwarmung und Schadigung der obersten Hautschichten, nicht aber zu einem Anstieg
der Korperkerntemperatur. Auch die Strahlung der bei der IRA-Therapie verwendeten
Halogenlampen enthalt noch 40% des schadigenden Infrarot-B- und -C-Lichtes. Um
Hautirritationen zu vermeiden, ist es notig, diese Strahlung zu eliminieren. Dazu
verwendet man einen Wasserfilter. Die Haut besteht zu tber 70% aus Wasser und
weist somit eine &hnliche spektrale Durchlassigkeit wie das Wasser auf. Die
schadlichen Infrarot-B- und -C-Strahlen kdnnen Wasser genau so wenig wie die Haut
durchdringen und werden so durch den Wasserfilter aus dem Licht der Halogenlampe

herausgefiltert. Genau wie die Haut ist der Wasserfilter gut durchlassig fur Infrarot-A-
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Strahlung. Aus dem Infrarot-A-Bereich werden nur schmale Banden (um 940, 1130
und 1380 nm) absorbiert.

WBH with water filtered infrared radiation
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Abb. 2: Penetration der IRA-Strahlung in die Haut ~ (Wehner et al. 30)

Die in dieser Untersuchung verwendete Iratherm 1000 Infrarot-A-Bestrahlungsanlage
des Ardenne Institutes in Dresden bedient sich genau dieser Technik der
wassergefilterten IRA-Strahlung. Wegen der guten Hautvertraglichkeit der Infrarot-A-
Strahlung darf die Bestrahlungsstarke um ein vielfaches hoher sein als bei der

Verwendung von kommerziellen Infrarot- oder Halogenstrahlern. Ein weiterer Vorteil
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der Iratherm 1000 ist ihr offener Bau. Klaustrophobische Zustdnde des Patienten

wahrend der Therapie kdnnen so verhindert werden.

Abb. 3: Iratherm 1000

Bisher gibt es nur wenige Daten Uber die therapeutische Anwendung der Infrarot-A-
induzierten Hyperthermie.

In der Radioonkologie ist die Verwendung von Infrarot-A-Strahlung bereits verbreitet.
Hier wird starke Infrarot-A-induzierte lokale- oder Ganzkorperhyperthermie (> 41C) in
Kombination mit Hyperglykdmie und Hyperoxamie zur Tumortherapie eingesetzt und

es konnte eine Tumorremission unter diesen Bedingungen gezeigt werden (31-34).

Milde Hyperthermie ist definiert als ein Anstieg der Korperkerntemperatur bis auf
maximal 38,5T (35).

Meffert et al zeigten bei Patienten mit arterieller Hypertonie eine signifikante
Absenkung des peripheren GefalRwiderstandes sowie des systolischen und
diastolischen Blutdruckes nach einmaliger Behandlung mit [IRA-induzierter
Ganzkorperhyperthermie. Es kam zu einer Weitstellung der peripheren GeféalRe und
damit zu einer Verbesserung der peripheren Hamodynamik. Weiterhin wurde ein durch
die IRA-Therapie induzierter Abfall der Plasmaviskositéat festgestellt. Die Effekte waren
24 Stunden nach Ende der Bestrahlung immer noch nachweisbar (28). Die gleiche
Arbeitsgruppe behandelte 13 mannliche Patienten mit arterieller Hypertonie mit einer
seriellen IRA-Therapie, bestehend aus insgesamt 12 Bestrahlungsterminen tber sechs

Wochen. Auch hier konnte eine Verbesserung der peripheren Hamodynamik und eine
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Absenkung des Blutdruckes noch tber die Behandlungsphase hinaus gezeigt werden
(35-37).

Solche Effekte waren auch fur die Behandlung der systemischen Sklerodermie
sinnvoll, da bei PSS-Patienten der periphere GefalRwiderstand erhéht ist. In einer 1990
in der Dermatologie der Charité durchgefiihrten Studie wurden 7 Patientinnen mit
systemischer Sklerodermie 15 Behandlungen mit milder IRA-Hyperthermie
unterzogen. Durch die IRA-Behandlung nahmen die Haufigkeit und die Dauer der
Raynaud-Attacken der Patientinnen ab. Durch eine signifikante Verbesserung der
akralen Wiedererwarmung (siehe 1.1.1.) wurden diese subjektiven Parameter bestatigt
(35).

Wie bereits unter 1.1.2. beschrieben, ist der respiratorische Burst wahrscheinlich ein
wichtiger Faktor in der Pathogenese der PSS. Auch kénnten freie Sauerstoffradikale
mitverantwortlich fur die Einengung der kleinsten Gefal3e im Zuge der PSS sein. Es
gibt nur wenige Daten zur Auswirkung der IRA-Therapie auf die ROS-Produktion von
peripheren Phagozyten. Meffert et al untersuchten den Einfluss serieller milder IRA-
Hyperthermie auf die Burst-Aktivitat von polymorphkernigen Leukozyten. 11 gesunde
Frauen wurden im Rahmen dieser Studie zweimal wdchentlich tber sechs Wochen mit
wassergefilterter Infrarot-A Strahlung behandelt. Die Blutabnahmen fanden vor der
ersten und zweiten, sowie 21 Tage nach der letzten Bestrahlung statt. Nach Isolation
der PMN wurden diese mit opsoniertem Zymosan und humanem Gammaglobulin
stimuliert. Die intrazellulare ROS-Konzentration wurde mittels INT-Test und der
extrazellulare ROS-Gehalt mittels Luminol-verstarkter Chemilumineszenz gemessen.
Die extrazellulare und intrazellulare ROS-Konzentration der mit beiden Stimulantien
stimulierten PMN war zwei Tage nach Therapieende signifikant niedriger im Vergleich
zu den vor Therapiebeginn gemessenen Werten. Dieser Trend war auch 21 Tage nach
Therapieende noch zu sehen. Die unstimulierten Zellen verhielten sich &hnlich. Hier
war der Abfall der ROS-Produktion jedoch nicht signifikant (38).

Dieser den respiratorischen Burst der PMN hemmende Effekt der IRA-Therapie kénnte
auch bei PSS-Patienten vorhanden sein. Hiertiber gibt es jedoch bisher noch keine
bekannten Daten. Eine Reduktion des RB der PMN konnte eine Erklarung fur die
bereits beschriebenen Verbesserungen des klinischen Bildes bei mit milder IRA-

Hyperthermie behandelten PSS-Patienten liefern.
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1.3 Der respiratorische Burst (RB)

1.3.1 Ablauf und Reaktionen des respiratorischen Bu  rsts

Der repiratorische Burst wurde erstmals 1933 als plétzlicher Anstieg des
Sauerstoffverbrauches der Phagozyten beschrieben. Damals wurde vermutet, dass so
Energie fuir den Phagozytosevorgang gewonnen wird. Seine wichtige Rolle fir die
Verteidigung des Korpers gegen eindringende Mikroorganismen wurde erst mit der
Entdeckung der chronischen Granulomatose (CGD) deutlich. Patienten mit CGD
leiden unter schweren Bakterien- und Pilzinfektionen, da ihre Phagozyten nicht zum
RB befahigt sind (39).

Die Abtdtung und Phagozytose von Mikroorganismen beruht auf zwei wesentlichen
Prozessen. Der respiratorische Burst resultiert aus der Zusammensetzung der
NADPH-Oxidase aus einem membranstdndigen Flavocytochrom und mehreren
Plasmaproteinen. Bei der CGD liegt entweder ein genetischer Defekt der
zytoplasmatischen Komponenten oder des Flavocytochroms vor. Somit kann die durch
die NADPH-Oxidase katalysierte Reduktion von molekularem Sauerstoff zu O, nicht
stattfinden. Der zweite fur die Phagozytose essentielle Vorgang ist die Degranulation.
Hierbei wird der Inhalt der zytoplasmatischen Granula in die Phagolysosomen
abgegeben. Zusammen fuhren diese beiden Ereignisse zur Abtotung und Verdauung

der phagozytierten Mikroorganismen (40, 41).

Der RB wird durch die Bindung eines Agonisten an einen spezifischen
Membranrezeptor ausgelost. Beispiele fur physiologische Agonisten  sind
Komplementfaktor C5a, N-Formyl-Methionyl-Peptid (fMLP), Platelet-Activating Factor
(PAF) und Leukotrien B4. Andere Stimulantien wie 4b-Phorbol 12-myristat 13-acetat
(PMA) und Zymosan sind nicht physiologisch, kénnen aber ebenfalls den RB
auslosen. Die Starke der durch einen bestimmten Agonisten ausgeldsten Burstreaktion
ist abhéngig von der Zahl der besetzten Membranrezeptoren (40, 42). Der Rezeptor ist
an ein GTP-bindendes Protein (G-Protein) gekoppelt. Dieses aktiviert seinerseits die
Phospholipase C, D und A. Die wichtige Rolle des G-Proteins zeigt sich, wenn es
durch Bordetella pertussis Toxin auf3er Funktion gesetzt wird: der RB kann nicht
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ablaufen. Die Phospholipase C spaltet das Phospholipid P,-Phosphatidylinositol und
es entstehen Diacylglycerin (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3). IP3 bindet an die
Membranrezeptoren intrazellularer Kalziumspeicher und es folgt ein schneller Anstieg
der Ca?**-Konzentration im Zytosol. Auch der Einstrom von extrazelluldarem Kalzium
wird durch die Offnung spezieller Kalziumkanale gesteigert. Dies ist aber nicht
unbedingt fir den Ablauf des RB notwendig. DAG, der zweite entstandene Second
Messenger, fuhrt zur Translokation der Proteinkinase C (PKC) aus dem Zytosol zur
Zellmembran und induziert die von der PKC Kkatalysierten kalziumabhanigen
Phosphorylisationsreaktionen (siehe Abb. 4). Es ist allerdings nicht bekannt, welcher
PKC-Isotyp hier entscheidend ist (39-43). Eine zweite Quelle fur DAG ist die
Phospholipase D (PLD). Sie katalysiert die Generation von Phosphorsauren aus
Membranphospholipiden, die im nachsten Schritt durch eine Phosphohydrolase zu
Diacylglycerin umgewandelt werden. Weiterhin wurde eine direkte Stimulation der
NADPH-Oxidase durch Phosphorsaure beschrieben (44). Die Rolle der Phospholipase
A (PLA) bei der Aktivierung des RB ist noch nicht vollstandig geklart. Durch ihre
Aktivierung kommt es zur Bildung von Arachidonsaure. Diese ist hochstwahrscheinlich,
neben dem bereits erwéhnten IP3, DAG und Ca?*, ein weiterer fir den Burst wichtiger
Second Messenger (42). Auch wird Uber eine unmittelbare Aktivierung der Oxidase
durch Arachidonsaure spekuliert (45).

extracellular space

InsP;  Ca?* R

\ Cerr—

Abb. 4: Der zur Aktivierung der NADPH-Oxidase fiihre nde Signalweg in neutrophilen
Granulozyten; A: Antigen; R: Rezeptor; PLC: Phospholipase C; G: G-Protein; DAG:
Diacylglycerol; PKC: Proteinkinase C; InsP3: Inositoltrisphosphat; PA: Phosphorsaure; C.F.:
zytosolische Faktoren (angelehnt an Morel et al. 42)

Die beschriebenen Reaktionen sind zur Zusammensetzung der fur den Burst

verantwortlichen NADPH-Oxidase wichtig. Die funktionsfahige Oxidase besteht aus
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mehreren Komponenten. Das Flavocytochrom bssg ist der membranstandige Anteil. Es
befindet sich in der Plasmamembran und in den Membranen der sekundaren Granula
der Phagozyten. Cytochrom bssg besteht aus einer a- und einer B-Untereinheit (21 kDa
bzw. 75-91 kDa), die wegen ihres Molekulargewichtes p21phox und gp91phox heil3en.
Gp91lphox stellt den eigentlichen Elektronentransporter der aktiven Oxidase dar (46).
Weitere Teile der NADPH-Oxidase befinden sich im Zytoplasma. Es handelt sich um
die Proteine p47phox und p67phox. Um an das membranstandige Flavocytochrom
binden zu koénnen, missen p47phox und p67phox durch die aktivierte PKC
phosphoryliert werden. Diese Reaktion ist kalziumabhangig (42, 47-49). Ein weiteres
Protein, das zur Aktivierung der NADPH-Oxidase beitragen konnte, ist p40phox. Es
bildet einen Komplex mit p67phox und transloziert ebenfalls zur Membran. Im
zellfreien System ist es aber nicht zur Aktivierung der Oxidase notig, weshalb seine
genaue Rolle unklar ist (46-49). Es wird spekuliert, ob die drei zytosolischen
Komponenten zu korrekten Konformation des Flavocytochroms beitragen sowie
dariiber, ob sie fiur die Bindung des Substrates NADPH und fur den Elektronenfluss
durch den Cytochromkomplex nétig sind (50).

Auch ist es wahrscheinlich, dass zusatzlich zwei kleine G-Proteine an der Bildung der
NADPH-Oxidase beteiligt sind. Zum einen wird von einer Bindung von raplA an das
Flavochytochrom berichtet. raplA konnte fur die Positionierung des Cytochroms bssg
an bestimmten Stellen der Membran verantwortlich sein. Zum anderen wurde gezeigt,
dass nach der Stimulation von Neutrophilen das zytoplasmatische G-Protein p21rac
gleichzeitig mit p47phox und p67phox zu Membran transloziert und wahrscheinlich an
p67phox bindet. p21rac kommt in zwei Unterformen, racl und rac2, vor. Ob es fur den
Burst essentiell ist, ist noch unklar (39, 41, 43). Durch Bindung der phosphorylierten
Plasmaproteine an das Flavocytochrom kommt es letztendlich zur Aktivierung der
NADPH-Oxidase.



-16 -

Plasma
membrane

oxidase ‘

phagosome

granule

oxidase ‘
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Abb. 5: Zusammensetzung und Aktivierung der NADPH-O  xidase
in humanen neutrophilen Granulozyten (angelehnt an Dahlgren et al.
41)

Im aktiven Zustand tUbernimmt das Cytochrom bssg die Rolle eines Flavoproteins.
Flavoproteine enthalten Flavinabkdmmlinge, mit deren Hilfe sie Elektronen von einem
Substrat auf einen Akzeptor Ubertragen koénnen. In diesem Fall transferiert das
Flavocytochrom bssg ein Elektron von NADPH im Zytosol zu einem extrazellularen oder
intraphagolysosomalen Sauerstoffmolekil und es entsteht O,". Der Vorgang lasst sich

durch folgendes Reaktionsschema beschreiben (39, 42, 51):

NADPH + 2 O, > NADP" + H" + 2 O,

Durch weitere Reaktionen werden auch andere reaktive Sauerstoffspezies wie 'O,
OH’, OH’, H,0, und HOCI gebildet (52):

2 07 + 2H" > H,0, + 'O,
O, + Oy + 2H" & H,0, + O, (1g) (spontane Dismutation)
O, + H,O, 2 OH + OH + O, (Haber-Weiss-Reaktion)
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Die hypochlorige Saure entsteht unter Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und
Chloridionen. Diese Reaktion wird von der Myeloperoxidase, die speziell in den
Phagolysosomen aktiv ist, katalysiert (51):

H202 + 2CI" > 2HOCI

Die so entstandenen ROS sind zwar in hohen Konzentrationen zytotoxisch, jedoch
sind sie nicht allein fir die Abtotung der phagozytierten Mikroorganismen
verantwortlich. O, und OH nehmen im Phagolysosomen Protonen auf. Dies fuhrt zur
Anhebung des pH-Wertes auf Werte bis 8,0. In den Granula der PMN herrscht ein
saurer pH-Wert. Unter diesen Bedingungen sind die granularen Proteinasen inaktiv.
Bei der Fusion von Granula mit dem Phagolysosomen kommt es dann zur Ausbildung
eines normalen pH-Wertes, was die Voraussetzung fir die Aktivierung der Enzyme
darstellt (39). Also sind die im Rahmen des RBs gebildeten ROS auch fur die
Aktivierung der zur Spaltung von phagozytiertem Material wichtigen Enzyme notig.

Plasma
~"membrans

granules
. NADPH+H

Phagocytic
vacuole

NADPH
oxidase

Degranulation

Abb. 6: Schematische Darstellung des Respiratorisch en Bursts im
Zuge der Phagozytose eines Mikroorganismus (angelehnt an Wientjes
et al. 39)

Der durch die aktivierte NADPH-Oxidase bewirkte Auswartsstrom von Elektronen fuhrt
zu einer Depolarisation des Membranpotentials. Die gleichzeitig entstehenden
Protonen bleiben zunachst in der Zelle. Nach einer kurzen Zeit bleibt das

Membranpotential jedoch stabil, obwohl weiterhin Superoxide gebildet werden. Die
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Offnung von mit der NADPH-Oxidase assoziierten Protonenkanalen und ein daraus
resultierender Protonenausstrom ist dafur verantwortlich (50).

Das Ende der NADPH-Oxidaseaktivitdt konnte durch Dephosphorylierung von
p47phox und p67phox oder durch Inaktivierung der G-Proteine bzw. Unterbrechung

der Bindung des Stimulus an den Membranrezeptor ausgelost werden (43).

Der RB dient nicht nur der Abtétung von Mikroorganismen, sondern kann auch
korpereigenes Gewebe schéadigen. Dieser Umstand konnte ein Grund fir die oben
beschriebene komplexe Reaktionskette, die zur Aktivierung des RB nétig ist, sein. Der
Burst sollte nicht unnétig ausgelést werden. Trotz der zahlreichen notwendigen
Reaktionen dauert es nur ca. zwei Sekunden den RB bei unstimulierten Neutrophilen
zu induzieren. Der Burst endet jedoch sofort, sobald der stimulierende

Rezeptoragonist von seinem Rezeptor geldst wird (40).

1.3.2 Stimulation des respiratorischen Bursts mit Z  ymosan und PMA

Es gibt zahlreiche Substanzen zur Stimulation des RB bei Leukozyten (siehe 1.3.1).

Bei dem haufig verwendeten Zymosan handelt es sich um Zellwandpartikel von
Hefezellbakterien, die hauptséachlich aus Polysaccariden bestehen. B-Glucan und
Mannan stellen die Hauptbestandteile dar. Zymosan ist ein eher schwacher Stiumulus
des respiratorischen Bursts und fuhrt daher nur zu einer suboptimalen Anregung der
leukozytaren ROS-Produktion. In vivo findet eine Opsonierung des Zymosans durch
IgG und Komplementfaktoren statt. Dadurch wird die Bindung und Phagozytose der
Zymosanpartikel erleichtert. Es ist wahrscheinlich, dass im Vollblutassay gleiche
Opsonierungsprozesse ablaufen, da die hier herrschenden Bedingungen dem
physiologischen Milieu sehr ahnlich sind. Nicht opsoniertes Zymosan, wie es in
serumfreien in vitro Systemen vorkommt, bindet deutlich schlechter an Phagozyten
und fuhrt deshalb zu einem schwacheren Burst als opsoniertes Zymosan. Dies wird
dadurch bewiesen, dass bei der Stimulation von isolierten Leukozyten mit nicht
opsoniertem Zymosan eindeutig schwachere Chemilumineszenzsignale detektiert
werden als mit opsoniertem Zymosan (53, 54). Lieberman et al (55) verglichen den RB
von Neutrophilen stimuliert mit opsoniertem und nicht opsoniertem Zymosan im

Vollblut. Der von der amerikanischen Arbeitsgruppe verwendete Assay entspricht in
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weiten Teilen der in dieser Untersuchung eingesetzten Methode. Dihydrorhodamin
wurde als Indikator fur die Produktion von Wasserstoffperoxid eingesetzt. Die Messung
des RB erfolgte mittels durchflusszytometrischer Analyse. Die Gruppe konnte keinen
signifikanten Unterschied zwischen einem durch opsoniertes und einem durch nicht
opsoniertes Zymosan stimulierten Burst feststellen. Durch Opsonierung von Zymosan
wurde im Vollblutassay also keine hohere Effektivitat in Bezug auf die Auslésung des
RBs erreicht. Basierend auf diesen Ergebnissen und unter der Vorgabe, einen
mdoglichst schwachen Stimulus im Vergleich zu einer sehr potenten Substanz
einzusetzen, wurde in der vorliegenden Untersuchung nicht opsoniertes Zymosan zur

Anregung des RBs verwendet.

Eine weitere wichtige Frage ist, welcher Rezeptor fiir die Bindung von Zymosan und so
fur die Auslésung des RB verantwortlich ist. Hier wird vor allem die Bedeutung des
Komplementrezeptors 3 (CR3) diskutiert. Ezekowitz et al (56) bewiesen schon sehr
frh eine Bindung von Zymosan an den monozytaren CR3. Es wurde gezeigt, dass die
Aufnahme von Zymosan durch Monozyten unterdriickt wird, wenn die Zellen zuvor mit
anti-CR3-Antikorpern inkubiert werden. Des Weiteren wurde belegt, dass Monozyten,
um Zymosan im serumfreien System binden zu kénnen, aktiv iC3b sezenieren. Dieser
CR3-Ligand bindet an die Zymosanpartikel und macht eine CR3-vermittelte
Phagozytose und einen Zymosan-stimulierten respiratorischen Burst maoglich.
Monozyten kénnen also ohne Probleme auch nicht opsoniertes Zymosan binden.
Anders verhédlt es sich bei Neutrophilen. Sie sind nicht in der Lage,
Komplementproteine zu  sezenieren.  Neutrophile exprimieren zwar den
Komplementrezeptor 3, kénnen aber nicht opsoniertes Zymosan nur zu einem
geringeren Prozentsatz binden. Trotzdem ist auch eine deutliche Zunahme der
neutrophilen ROS-Produktion nach Inkubation mit nicht opsoniertem Zymosan sichtbar
(57). Es ist anzunehmen, dass auch bei Neutrophilen der Komplementrezeptor 3 flr
die Bindung des Zymosans und so fir die Auslosung des RB verantwortlich ist. Leino
et al konnten nach Inkubation von isolierten Neutrophilen mit nicht opsoniertem
Zymosan einen starken Anstieg der mittels Chemilumineszenz gemessenen ROS-
Produktion dokumentieren. Dieser Effekt blieb unter der Verwendung von Neutrophilen
von CR3-defizienten Kihen aus. Dies bestatigt die Bindung von Zymosan an CRS3.
Weiterhin war der Ablauf des RB vom Vorhandensein von Kalzium- und

Magnesiumionen im Extrazellularraum abhéngig. Dies wurde dadurch begrindet, dass
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CR3 vier extrazellulare Bindungsstellen fur Kationen aufweist, ohne deren Besetzung
der Burst wahrscheinlich nicht moglich ist. Weiterhin wurde gezeigt, das Monozyten
Neutrophile zur Reaktion mit nicht opsoniertem Zymosan befahigen kénnen: Ekowitz
et al inkubierten Monozyten mit nicht opsoniertem Zymosan. Danach erfolgte die
Zugabe von Neutrophilen. Die Neutrophilen bildeten Cluster um die Monozyten und
setzten grol3e Mengen an O, frei. Dies wurde im NBT-Test gemessen. Es ist also
anzunehmen, dass Monozyten opsonierende Faktoren sezenieren, die dazu fuhren,
dass auch Neutrophile mit einem RB auf nicht opsoniertes Zymosan reagieren.

Es ist wahrscheinlich, dass diese Prozesse neben der oben beschriebenen
Opsonierung durch IgG und Komplement auch unter den Bedingungen eines in vitro
Vollblutassays ablaufen.

Auch die Toll-like-Rezeptoren (TLR) werden als Vermittler des neutrophilaren, durch
Zymosan ausgelosten RB diskutiert. Urspringlich wurden Toll-like-Rezeptoren als
wichtige Kompontenten der Embryogenese und des Immunsystems der Drosophila
beschrieben. Jedoch auch bei der menschlichen Immunabwehr spielen sie eine grolRe
Rolle (58). Im Jahre 1997 wurden humane TLR entdeckt. Bis jetzt sind 11
verschiedene humane TLR beschrieben. Sie alle ibernehmen wichtige Funktionen des
menschlichen Immunsystems. TLR erkennen spezielle ,Pathogen-associated-
molecular-Patterns” (PAMPs) und weisen daher eine hohe Spezifitat bei der
Erkennung von Vieren, Bakterien, Pilzen und Parasiten auf. Der genaue
Mechanismus, mit dem ein Ligand an den TLR bindet, ist jedoch noch unbekannt.
Durch die Bindung eines Liganden an die TLR wird eine allen TLR gemeinsame
Signalkette ausgeltst, an deren Ende die Aktivierung und Translokation des nuklearen
Faktors-kB (NF-kB) steht. Diese fuhrt dann wiederum (ber mehrere Schritte zur
Sekretion von TNFaq und anderen proinflammatorischen Zytokinen (58, 59). Seit
langerem ist bekannt, dass TLR-2 Zymosan bindet und Uber eine NF-kB-Akitvierung
zur Produktion von TNFa fuhrt (60). Weitere Liganden fur TLR-2 sind Peptidoglycane,
Bestandteile der Zellwand gram-positiver Bakterien, sowie ara-Lipoarabinomannan
(araLAM), ein Bestandteil des Mycobakterium tuberculosis (61). TLR-2 wird besonders
von Monozyten, aber auch von Neutrophilen, gebildet. Dies geht aus Experimenten
von Kurt-Jones et al (61) hervor. Die Arbeitsgruppe konnte weiterhin zeigen, dass
TLR-2 eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung des RB spielt: nach Prainkubation

mit GM-CSF reagierten Neutrophile auf eine Stimulation mit den TLR-2-Liganden
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Zymosan, Peptidoglycan und araLAM mit einem deutlichen Anstieg der ROS-
Produktion. Die Tatsache, dass eine vermehrte ROS-Produktion auch nach
Stimulation mit einem monoklonalen anti-TLR-2-Antikorper erfolgte, bestétigt, dass
eine Bindung an TLR-2 zur Ausldsung des RB fuhrt. Auch diese Reaktion war jedoch
GM-CSF-abhanig. Eine TLR-2-abhangige Aktivierung des RB wird auch von anderen
Gruppen bestatigt (58, 62). Neuste Studien postulieren, dass Zymosan nicht nur von
TLR-2 allein, sondern von einem Dimer aus TLR-2 und TLR-6 gebunden wird (59).
Auch weitere Toll-like-Rezeptoren sind an der Auslésung des phagozytdaren RB
beteiligt. TLR-4 wird ebenfalls von Neutrophilen exprimiert. Dieser Rezeptor ist vor
allem fur die Erkennung von gram-negativen Bakterien zustandig. Es ist bekannt, dass
eine LPS-Bindung an TLR-4 eine Steigerung der ROS-Produktion bei neutrophilen
Granulozyten zur Folge hat (60, 63).

Zusammenfassend ist nicht opsoniertes Zymosan ein schwacher Stimulus des RB von
Neutrophilen und Monozyten. Weiterhin ist es sehr wahrscheinlich, dass Zymosan an
den von Neutrophilen und Monozyten exprimierten Komplementrezeptor 3 und/oder an
ein Dimer aus TLR-2 und TLR-6 bindet und dadurch den respiratorischen Burst

auslost.

Im Gegensatz zu Zymosan ist Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) ein starker Stimulus der
NADPH-Oxidase vermittelten ROS-Produktion. PMA ist ein Substituent far
Diacylglycerin (DAG) und fuhrt so zu einer direkten Aktivierung der intrazellularen
Proteinkinase C. Die Stimulation durch PMA ist also unabhangig von
Membranrezeptoren und extrazellularen Faktoren. Dies wird dadurch bestétigt, dass
PMA-induzierte Reaktionen nicht durch chemische Verdnderungen der &uf3eren
Zellmembran beeinflusst werden. Aul3erdem ist die Stimulation durch PMA nicht mit
einem Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration assoziiert, denn PMA flhrt zu
einem starken Anstieg der Kalziumaffinitdt der PKC, so dass die naturlicherweise in
der Zelle vorherrschende Ca®*-Konzentration zur Aktivierung der PKC ausreicht (42,
55, 64).

Lieberman et al (55) konnten zeigen, dass die PMA-Stimulation von Neutrophilen im
Vollblut einem ,Alles-oder-Nichts-Gesetz* zu folgen scheint: bis zu einer bestimmten

PMA-Konzentration (zwischen 20 und 50 ng/ml) zeigten sich, bezogen auf den RB, nur
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wenige positive Zellen. Wurde PMA in hdherer Konzentration zur Stimulation
eingesetzt, dann erfolgte die Aktivierung des RB bei fast allen Zellen. Der MFI der
positiven Zellen stieg abhangig von der PMA-Konzentration an bis ein Plateauwert

erreicht wurde. Dies war bei einer PMA-Konzentration von 2 pg/ml der Fall.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass durch die rezeptorunabhangige Stimulation
mit PMA eine sehr starke Burst-Reaktion ausgel6st wird, die unter physiologischen
Bedingungen nicht auftritt.
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1.4 Zytokine

1.4.1 Die Bedeutung von Zytokinen  fur die Pathogenese der PSS und
fur den respiratorischen Burst

Unter 1.1.2 wurden bereits die wichtigsten Faktoren der Pathogenese der PSS
beschrieben. Es ist wahrscheinlich, dass, neben den bereits genannten Einflissen,
auch Zytokine einen wesentlichen Beitrag zur Entstehung und Progression der
Sklerodermie leisten. Nach einer initialen Phase, in der sich inflammatorische Zellen in
den perivaskularen Gebieten der Haut und der inneren Organe sammeln, folgt die
Fibrose. Diese wird, wie schon erwahnt, durch eine gesteigerte Produktion von
Kollagenen, Proteoglykanen und Fibronektin durch aktivierte Fibroblasten ausgeltst.
Der genaue Mechanismus der Fibroblastenaktivierung ist noch nicht vollstandig

geklart. Proinflammatorische Zytokine konnten hier eine wichtige Rolle spielen.

Weiterhin ist es wabhrscheinlich, dass Zytokine den Burst durch ,Priming“ der
Phagozyten steigern. Der genaue Mechanismus dieses ,Primings® ist unbekannt.
Durch Inkubation der Phagozyten mit einem primenden Stoff wird jedoch die ROS-
Produktion dieser geprimten Zellen, nach Auslosung des RB, durch einen
entsprechenden Stimulus gesteigert. Der respiratorische Burst prainkubierter Zellen ist

dann starker als der Burst unbehandelter Phagozyten (39).

1.4.1.1 TNFa

Tumornekrosefaktor a (TNFa) ist ein sehr potenter proinflammatorischer Mediator mit
einem weiten Funktionsspektrum. TNFa wird von Makrophagen, Monozyten,
Lymphozyten und Mastzellen produziert und bewirkt unter anderem eine verstarkte
Adhasion von Phagozyten und proinflammatorischen Zellen an die Endothelzellen
durch gesteigerte Expression von Adhéasionsmolekilen. Dies fiihrt zu einer vermehrten

Einwanderung dieser Zellen in die perivaskulédre Matrix (65).
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Zusatzlich ist bekannt, dass TNFa die ROS-Produktion steigern kann: durch
Prainkubation mit TNFa wird nach Gallova et al (66) die spontane ROS-Produktion
und die durch PMA und opsoniertes Zymosan stimulierte ROS-Produktion von
Neutrophilen und Monozyten gesteigert. Die Arbeitsgruppe von Niwa et al (67) kommt
zu dem gleichen Ergebnis. Auch eine Zunahme des fMLP-stimulierten Burst von

humanen Neutrophilen durch TNFa wurde beschrieben (68, 69).

Weiterhin scheint eine gemeinsame Inkubation der Phagozyten mit TNFa und GM-
CSF zu einem gesteigerten Priming-Effekt, im Vergleich zur Inkubation mit nur einem
der beiden Zytokine, zu fuhren (siehe 1.4.1.4). Es wird vermutet, dass ein durch TNFa
hervorgerufenes Priming die Phosphorylierung eines Majorpeptides von p47phox
auslost (70). Dadurch koénnten weitere Phosphorylierungen von p47phox, die zur
Aktivierung der NADPH-Oxidase notig sind, begunstigt werden (siehe 1.4.1.4).
Zusatzlich zu seiner Rolle fir den RB ist es wahrscheinlich, dass TNFa auch zur
Auspragung der klinischen Symptomatik der PSS beitragt. Hasegawa et al (71) und
Scala et al (72) verglichen TNFo-Serumwerte zwischen PSS-Patienten und
Normalpersonen und stellten héhere TNFa-Serumkonzentrationen bei Patienten mit
systemischer Sklerodermie fest. Es wurde eine signifikante Korrelation zwischen der
TNFa-Konzentration im Serum der Patienten und einer vorhandenen pulmonalen

Fibrose sowie einer verminderten Vitalkapazitat beschrieben.

1.4.1.2 IL-6

Auch das von Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten
produzierte IL-6 ist ein wichtiger Faktor bei der Entstehung und Progression der PSS.
Die Hauptaufgabe von IL-6 ist die Forderung der B-Zell-Differenzierung zur
antikdrperproduzierenden Zelle. Die H6he der IL-6-Konzentration im Serum scheint mit
dem Schweregrad der PSS zu korrelieren. So fanden Sato et al (73) signifikant héhere
IL-6-Serumwerte bei Patienten mit dSSc als bei Patienten mit ISSc. Des Weiteren
stellte die Arbeitsgruppe eine Korrelation zwischen erhdhten IL-6-Serumwerten und
der H6he des Modified Rodnan Skin Scores (MRSS) sowie dem Vorhandensein einer
entzundlichen Myositis fest. Auch wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen

den IL-6-Serumwerten und dem Vorkommen der pulmonalen Fibrose beschrieben
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(73). Sato et al konnten jedoch keinen Unterschied zwischen den IL-6-Serumwerten
bei PSS-Patienten insgesamt und Normalpersonen feststellen. Scala et al gelang es,
hier eine signifikante Abweichung zu zeigen.

Auch fur IL-6 wird eine steigernde Wirkung auf die ROS-Produktion beschrieben.
Gallova et al konnten nachweisen, dass Neutrophile, die mit IL-6 inkubiert wurden,
unstimuliert und stimuliert mit opsoniertem Zymosan mehr ROS produzierten als
Neutrophile, die nicht mit IL-6 behandelt wurden. Auch die PMA-stimulierte
monozytare ROS-Produktion wurde durch IL6 gesteigert. Es gibt jedoch auch
gegensatzliche Resultate: Elbim et al (74) konstatieren einen nicht vorhandenen
Einfluss des Zytokins auf den respiratorischen Burst der Neutrophilen. Die Inkubation
von Vollblut mit IL-6 I6ste bei den neutrophilen Granulozyten keinen RB aus und eine
anschlieRende Stimulation mit fMLP fuhrte zu keinem starkeren Burst als bei nicht mit
IL-6 behandelten Zellen. Somit ist der Einfluss von IL-6 auf die phagozytdre ROS-
Produktion umstritten.

Des Weiteren konnten Duncan et al (75) einen direkten Einfluss von IL-6 auf die
Produktion von extrazellularer Matrix durch Fibroblasten nachweisen: dermale
Fibroblasten, die mit IL-6 inkubiert wurden, wiesen eine gesteigerte Kollagen- und
Glykosaminoglykanproduktion auf. Die Synthese von Fibronektin blieb durch IL-6
unbeeinflusst. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, das IL-6 fur die verstarkte

Aktivierung der Fibroblasten im Rahmen der PSS mitverantwortlich sein kénnte.

1.4.1.3 IL-10

Im Gegensatz zu TNFa und IL-6 ist Interleukin 10 (IL-10) ein eher antiinflammatorisch
wirksames Zytokin. Es wird von T- und B-Zellen, Makrophagen und Monozyten
gebildet. IL-10 verhindert die Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten und
vermindert die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, besonders die der
Thl-Zellen (65). Auch die IL-10-Serumwerte scheinen mit dem Schweregrad der PSS
assoziiert zu sein. IL-10-Serumwerte von dSSc-Patienten wurden gegenuber denen
von ISSc-Patienten als erh6ht beschrieben (73). Auch konnte fir die IL-10-Serumwerte

ein signifikanter Zusammenhang mit dem Auftreten einer pulmonalen Fibrose, einer
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entzindlichen Myositis und der Hohe des MRSS gezeigt werden. Jedoch gelang es
weder Scala et al noch Sato et al, Unterschiede zwischen den IL-10-Werten im Serum
von PSS-Patienten (ISSc und dSSc zusammen) und von Normalpersonen zu finden.
Lediglich die IL-10-Produktion von stimulierten T-Zelllinien war bei Patienten mit
Sklerodermie im Vergleich zu Normalpersonen verstarkt (72, 73). Auch die
Mitbeteiligung von Osophagus und Nieren im Rahmen der PSS scheint im
Zusammenhang mit der Ho6he der IL-10-Produktion von T-Zellen zu stehen (72).
Weiterhin wurde fir IL-10 eine Herunterregulation der phagozytdren ROS-Produktion
beschrieben: Makrophagen, die mit IL-10 prainkubiert wurden, produzierten signifikant
weniger H,O, und TNFa als unbehandelte Makrophagen (66, 76). Im Gegensatz dazu
konnten Gallova et al keinen Einfluss von IL-10 auf den respriratorischen Burst von
Neutrophilen und Monozyten nachweisen: Prainkubation mit IL-10 fihrte zu keiner
Veranderung der unstimulierten und mit PMA und opsoniertem Zymosan stimulierten
ROS-Produktion. Diese Ergebnisse wurden von weiteren Arbeitsgruppen bestatigt

(77). Ein Einfluss von IL-10 auf die Produktion von ROS ist also nicht sicher.

1.4.1.4 GM-CSF

Der Granulozyten-Monozyten-Colony-stimulating-Factor (GM-CSF) wird ebenfalls als
bedeutend fir den phagozytdren respiratorischen Burst angesehen. GM-CSF wird
vorrangig von T-Zellen und Makrophagen, aber auch von Endothelzellen und
Fibroblasten gebildet. Die wichtigste Aufgabe dieses Zytokins ist die
Proliferationsanregung der Granulozyten- und Makrophagenvorgangerzellen sowie die
Aktivierung von Granulozyten und Makrophagen (65).

GM-CSF konnte fur die Pathogenese der Sklerodermie insofern bedeutsam sein, dass
durch Priming der Phagozyten eine Steigerung des respiratorischen Bursts erreicht
wird. GM-CSF bewirkt keine direkte Aktivierung der ROS-Produktion, jedoch die
anfangliche Inkubation von Neutrophilen oder Vollblut mit GM-CSF fuhrt zu einer
Steigerung der fMLP-induzierten H,O»-Produktion (68, 69, 74). Die gleichzeitige
Inkubation der Neutrophilen mit GM-CSF und TNFa fuhrt sogar zu einem starkeren
Priming-Effekt des Bursts als die Inkubation mit nur einem der beiden Zytokine allein
(69). Dewas et al (70) konnten zeigen, dass die Inkubation von humanen Neutrophilen
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mit GM-CSF zu einer partiellen Phosphorylierung von p47phox fuhrt. GM-CSF
bewirkte die Phosphorylierung eines Majorpeptides des p47phox. Dieses Majorpeptid
war das Gleiche, welches auch durch Inkubation der Neutrophilen mit TNFa verstarkt
phosphoryliert wurde (siehe 1.4.1.1). GM-CSF allein war starker wirksam als TNFa.
Wurde jedoch mit beiden Zytokinen gleichzeitig inkubiert, zeigte sich ein additiver
Effekt. Nach Inkubation der Zellen mit den Zytokinen wurden sie mit fMLP stimuliert.
fMLP fuhrt zur Phosphorylierung von mehreren Minorpeptiden des p47phox. GM-CSF
und TNFa vereinfachten wahrscheinlich diese Reaktionen. Dewas et al spekulierten,
dass sich darauf der durch die Zytokine hervorgerufene Priming-Effekt des RB

begrinden lassen konnte.

Ahmad et al (78) untersuchten den Einfluss von GM-CSF auf den respiratorischen
Burst bei Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht von unter 1200g. Die
Neugeborenen wurden mit rekombinantem humanem GM-CSF behandelt. Nach
Abschluss der Therapie sah man einen signifikant angestiegenen Burst der
neutrophilen Granulozyten im Gegensatz zu den vor der Behandlung gemessenen
Werten. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass eine systemisch erhéhte GM-CSF-

Konzentration zur Steigerung des RB fihren kénnte.

Ein genauer Zusammenhang zwischen der systemischen Sklerodermie und den
Wirkungen des GM-CSF ist nicht klar. Jedoch liegt es nahe, dass GM-CSF eine

Steigerung des RBs der Phagozyten durch Priming induzieren kann.

Zusammenfassend deutet die vorliegende Literatur darauf hin, dass die Zytokine
TNFa, IL-6, IL-10 und GM-CSF eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Sklerodermie zu spielen scheinen. Weiterhin kdnnen TNFa, GM-CSF und IL-6 eine
steigernde Wirkung auf den respiratorischen Burst der Phagozyten ausuben. Ob
dieser Effekt eine Rolle im Zusammenhang mit der systemischen Sklerodermie spielt

ist unklar.
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1.4.2 Induktion von Zytokinen durch Hyperthermie

Ein Effekt von Hyperthermie auf die Zytokinproduktion ist noch nicht bewiesen. Es ist
jedoch gesichert, dass es Wirkungsunterschiede zwischen starker und milder
Hyperthermie gibt. Starke Hyperthermie (> 39C) sch eint eher zu einem Anstieg der
Zytokinproduktion zu fuhren.

Ein gutes Beispiel hierfur liefern die Untersuchungen von Robins et al (81). Die Gruppe
zeigte, dass eine Ganzkdrperhyperthermie von einer Stunde mit einer
Spitzentemperatur von 41,8 zur Steigerung der Ser umkonzentration von IL-6 und IL-
10 fuhrt. Beide Zytokine erreichten direkt nach Ende der einstiindigen Hyperthermie
einen Hochstwert und fielen dann wieder ab. Auch ein Anstieg der TNFa-
Serumkonzentration war deutlich. Hier wurde der Peak-Wert jedoch erst drei Stunden
nach Behandlungsende erreicht. Allerdings gelang es nicht, einen Einfluss der
Hyperthermie auf die GM-CSF-Serumkonzentration nachzuweisen. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass starke Ganzkorperhyperthermie Zytokine zu induzieren vermag
(81, 82). Diese Ergebnisse wurden von anderen Arbeitsgruppen bestétigt. Bouchama
et al (83) untersuchten den Einfluss von systemischer Hyperthermie auf die IL-10-
Serumkonzentration. Seren von Hitzschlagpatienten mit einer Korpertemperatur von
42,4 + 0,8TC und einer normothermen Kontrollgruppe wurden mittels ELISA analysiert.

Alle Hitzschlagpatienten wiesen erhohte IL-10-Werte auf.

Eine milde Ganzkdrperhyperthermie  scheint jedoch anders auf die
Serumzytokinkonzentrationen zu wirken.

Kappel et al (84) isolierten Blutzellen von gesunden Spendern und inkubierten sie bei
37 und 39T. Nach LPS-Stimulation wurden die Zytoki ne im Uberstand bestimmt. Ein
signifikanter Abfall der IL-6-Produktion wurde bei 39C festgestellt. Allerdings hatte die
erhohte Temperatur keinen Einfluss auf die TNFa-Produktion der Monozyten. Diese
Ergebnisse wurden durch in vivo Untersuchungen von Basili et al (85) bestatigt. Hier
wurden 12 gesunde Probanden einer zwanzigminidtigen Anwendung mit
Thermalschlamm (47<C), woran sich ein zehn- bis fiin fzehnminitiges Thermalbad (37-
38C) anschloss, unterzogen. Die Korpertemperatur stieg dabei um durchschnittlich
0,7C an. Im Einklang mit den o.g. Ergebnissen von Kappel et al wurde keine
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Verdnderung der TNFa-Serumwerte durch die Therapie erreicht. Die IL-6-
Konzentration fiel jedoch nach der ersten Anwendung signifikant ab und blieb bis zum
Ende der insgesamt 12 Behandlungen gesenkt. Jedoch sind auch Untersuchungen
bekannt, bei denen durch mit Paraffinfangopackungen induzierter milder Hyperthermie

ein signifikanter IL-6-Anstieg im Serum erreicht wurde (86).

In einer Studie von Cozzi et al (87) wurde mittels Heilschlammanwendungen bei
Ratten eine milde Hyperthermie induziert. Nach der Behandlung wurde ein Abfall von
TNFa im Serum beschrieben. Im Gegensatz dazu konnten andere Arbeitsgruppen
eine Steigerung der monozytaren TNFa-Produktion zeigen: zum Beispiel wurde die
Kdrpertemperatur von gesunden Probanden im Wasserbad im Rahmen einer Studie
von Zellner et al (88) auf 39C erhdht. Blut wurde vor und nach der hyperthermischen
Behandlung entnommen und mit LPS stimuliert. Die TNFa-Plasmakonzentration des
LPS-stimulierten Blutes lag nach der Behandlung deutlich héher als die Werte, die bei
einer normothermen Kontrollgruppe gemessen wurden. Weiterhin konnte ein Anstieg
der Monozyten- und Neutrophilenzahl mit Spitzenwerten 6 bzw. 3 Stunden nach Ende
der Hyperthermie festgestellt werden. Diese Erkenntnisse weisen auf eine eventuelle

Aktivierung der Phagozyten durch Hyperthermie hin.

Insgesamt betrachtet ist der Einfluss einer milden Ganzkorperhyperthermie auf die
Konzentration von Zytokinen im Serum noch nicht abschlie3end geklart. Es gibt zwar
Hinweise auf eine eventuelle Steigerung der Zytokinwerte durch Aktivierung der

zytokinproduzierenden Zellen, jedoch wurden auch gegenteilige Effekte beschrieben.
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2 Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, den respiratorischen Burst der neutrophilen
Granulozyten und Monozyten bei Patienten mit progressiver systemischer
Sklerodermie zu bestimmen. Dazu wurde zunachst untersucht, ob es einen
Unterschied in  der  Burstaktivitat der genannten  Zellen  zwischen
Sklerodermiepatienten und gesunden Normalpersonen gibt. Zum weiteren Vergleich
wurde der respiratorische Burst von Patienten mit Psoriasis vulgaris und atopischer
Dermatitis untersucht.

Schlie3lich wurde der Einfluss der IRA-Therapie auf den respiratorischen Burst der
teiinehmenden Patienten Uberprift. Dazu wurde die Burstaktivitat der Neutrophilen und
Monozyten vor Behandlungsbeginn, im Verlauf der Behandlung und nach
Behandlungsende untersucht.

Um einen Einfluss der IRA-Hyperthermie auf die Produktion von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen zu Uberprufen, wurden die Zytokine TNFa, IL-6, IL-10
und GM-CSF im Serum der behandelten Patienten vor und nach der Therapie

bestimmt.

Folgende Versuche wurden durchgefuhrt, um die 0.g. Aufgabenstellungen zu erfullen:
Messung des respiratorischen Bursts: Neutrophile und Monozyten wurden im
Vollblut mit Zymosan und PMA stimuliert und ihr respiratorischer Burst wurde

anschlielend mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Zytokine: Die Bestimmung von TNFa, IL-6, IL-10 und GM-CSF im Patientenserum vor
und nach der IRA-Therapie erfolgte mittels ELISA.
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3 Material und Methodik

3.1 Probanden

3.1.1 Patienten mit progessiver systemischer Sklero  dermie

Im Rahmen dieser im Zeitraum von Juni 2004 bis Juni 2005 durchgefiihrten
Untersuchung wurden insgesamt 57 Patienten mit PSS einer milden Infrarot-A-
Hyperthermie unterzogen. Der PMA-stimulierte RB wurde bei allen 57 in Tabelle 1
charakterisierten Patienten untersucht. Der Zymosan-stimulierte RB wurde bei 21 der
insgesamt 57 eingeschlossenen Patienten gemessen. In Tabelle 2 sind diese 21
Patienten nochmals gesondert beschrieben. Alle eingeschlossenen Patienten wurden
durch die Klinik fir Dermatologie und Rheumatologie der Charité Berlin Mitte rekrutiert
und gaben Ihr schriftliches Einverstandnis zur Aufnahme in die Untersuchung. Alle
eingeschlossenen Patienten erfillen die Kriterien des American College of

Rheumatology zur Klassifikation der systemischen Sklerodermie.

Einschlusskriterien waren eine diagnostisch gesicherte systemische Sklerodermie
sowie ein Alter der Patienten Uber 18 Jahre. Ein weiteres Kriterium war das
Vorhandensein des Raynaud-Phanomens. Die letzte Raynaud-Attacke der Patienten

durfte nicht langer als einen Monat zurtckliegen.

Als Ausschlusskriterien galten eine Veranderung der systemischen Therapie innerhalb
von 12 Wochen vor Beginn der Untersuchung, weiterhin eine instabile Angina pectoris
oder ein Myokardinfarkt innerhalb von 6 Monaten vor Untersuchungsbeginn. Auch
Patienten mit arterieller Hypotension wurden wegen des unter 1.2 beschriebenen

blutdrucksenkenden Effektes der IRA-Therapie nicht eingeschlossen.
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Genaue Angaben Uber Anzahl, Geschlecht, Alter und Therapie der Patienten sind der
Tabelle 1 zu entnehmen. Zusatzlich werden auch Medikamente aufgefuhrt, die

moglicherweise den respiratorischen Burst beeinflussen kdnnten.

Klinische Merkmale Anzahl (%)
weiblich: 51 (90);
mannlich: 6 (10);
Geschlecht gesamt: 57 (100)
Alter bei Studienbeginn in
Jahren (Mittel + SD) 52 + 13,0
Krankheitsdauer in Jahren
(Mittel + SD) 8,0+6,7
ISSc 31 (54)
dSSc 26 (46)
Anti-Centromer positiv 25 (44)
Anti-SCL70 positiv 7 (12)
Anti-Centromer und -SCL70
negativ 25 (44)
Prednisolon 25 (44)
Methotrexat 4 (7)
Mycophenolatmofetil 3 (5)
Cyclophosphamid 2 (4)
Azathioprin 7 (12)
NSAID 16 (28)

Tabelle 1: Charakterisierung des Untersuchungskollektivs
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Klinische Merkmale

Anzahl (%)

Geschlecht

weiblich: 18 (89);
mannlich: 3 (11);
gesamt: 21 (100)

Alter bei Studienbeginn in

Jahren (Mittel + SD) 61,7+9,1
Krankheitsdauer in Jahren

(Mittel + SD) 10 + 4,0
ISSc 11 (52)
dSSc 10 (48)
Anti-Centromer positiv 14 (64)
Anti-SCL70 positiv 1(5)
Anit-Centromer-und SCL70

negativ 7 (32)
Prednisolon 10 (46)
Methotrexat 2 (9)
Cyclophosphamid 1(5)
Azathioprin 1(5)
NSAID 7 (32)

Tabelle 2: Charakterisierung der Untergruppe fir de  n Zymosan-

Assay
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3.1.2 Patienten mit Psoriasis vulgaris

Als Einschlusskriterium flr diese zweite Patientengruppe (n=20) galt ein ,Psoriasis and
Severity Index” (PASI) von Uber 12 Punkten. Ein PASI in dieser Hohe steht flir einen
moderaten bis schweren Krankheitsverlauf. Weitere Angaben zu dieser
Patientengruppe sind der Tabelle 3 zu entnehmen.

Klinische Merkmale Anzahl (%)

weiblich: 11 (55);
mannlich: 9 (45);

Geschlecht gesamt: 20 (100)

Alter bei Studienbeginn in

Jahren (Mittel + SD) 50,1+ 15,5

Krankheitsdauer in Jahren

(Mittel + SD) 20,0 + 13,9

Psoriasis Area and Severity

Index (PASI) (Mittel + SD) 22,4+8,1
0,

NSAID (%) 3 (15)

Tabelle 3: Charakterisierung der Psoriasispatienten



-35 -

3.1.3 Patienten mit atopischer Dermatitis

Sieben Patienten mit einer klinisch gesicherten atopischen Dermatitis wurden in die
vorliegende Untersuchung eingeschlossen. Diese Gruppe der AD-Patienten wird in

Tabelle 4 genauer charakterisiert.

Klinische Merkmale Anzahl (%)

weiblich: 5 (71);
mannlich: 2 (29);

Geschlecht gesamt: 7 (100)

Alter bei Studienbeginn in
Jahren (Mittel + SD) 8,8+11,5

Krankheitsdauer in Jahren
(Mittel + SD) 25,3+ 12,7

Score of Atopic Dermatitis
(SCORAD) (Mittel + SD) 48,0 + 6,1

Fexofenadin 2 (29)

Tabelle 4: Charakterisierung der Patienten mit atopischer Derm  atitis
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3.1.4 Gesunde Kontrollgruppe

Die vierte Gruppe besteht aus 20 gesunden alters- und geschlechtsspezifischen
Probanden aus dem Laborpersonal der Charité. Keiner der Kontrollpersonen nahm
zum Zeitpunkt der Untersuchung immunmodulatorische Medikamente oder NASID ein.

Tabelle 4 enthalt genaue Angaben Uber Alter und Geschlecht der Kontrollpersonen.

Klinische Merkmale Anzahl (%)

Geschlecht weiblich: 15 (75);
mannlich: 5 (25);
gesamt: 20 (100)

Alter bei Studienbeginn in
Jahren (Mittel + SD) 53,6 +11,9

Tabelle 5: Charakterisierung der gesunden Kontrollpersonen
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3.2 Infrarot-A-induzierte Hyperthermie

3.2.1 Studiendesign und verwendete Geréate

57 Patienten mit systemischer Sklerodermie wurden zehnmal mit milder Infrarot-A-
induzierter Ganzkoérperhyperthermie behandelt.

Die Behandlungen erfolgten in einem Rhythmus von zwei Terminen pro Woche,
woraus sich eine Gesamtbehandlungsdauer von ca. funf Wochen ergab. Zusatzlich
gab es einen Untersuchungstermin 2 Wochen vor der ersten Bestrahlung und drei
Nachbeobachtungstermine, sieben, 21 und 42 Tage nach der zehnten Bestrahlung.
Milde Hyperthermie ist als Anstieg der Kérpertemperatur auf maximal 38,5T definiert
(35). Zur Erzeugung dieses Temperaturanstieges wurde die Iratherm 1000 Infrarot-A-

Bank von Ardenne, Dresden (Deutschland) verwendet.

Die Patienten wurden entsprechend der Herstelleranweisungen auf einem tber den
Halogenrdhren der Bank ausgespannten Nylonnetz platziert und, um eine Auskihlung
durch einen eventuellen Luftzug zu vermeiden, mit einem Laken zugedeckt. Die
Bestrahlung erfolgte Uber 30 Minuten bei 80% der maximalen Strahlungsleistung
(entspricht 1000 W / m?2). Blutdruck und axillare Temperatur wurden vor Beginn, nach
15 Minuten und direkt nach Ende der Bestrahlung ermittelt. Die Sauerstoffsattigung
des Blutes wurde wahrend der gesamten Bestrahlung mittels

Fingerspitzenpulsoxymetrie gemessen.

Die axillare Temperatur der Patienten stieg wahrend der 30 Minuten um 1,3 + 0,4C
an. Wie vorgesehen, wurde eine maximale Temperatur von 38,5C erreicht.
Nach der dreiBigminutigen Behandlungsphase folgte eine ebensolange Ruhephase,

die die Patienten im Bett liegend verbrachten.

An diese Ruhephase schloss sich die Blutentnahme an. Den Patienten wurden 2 ml
mit EDTA antikoaguliertes Blut und 2 ml Lithiumheparin-Blut fir die Messung des
respiratorischen Bursts, sowie 8 ml Blut fur die Zytokinmessungen entnommen. Dazu

wurden Lithiumheparin- und EDTA-Monuvetten (Sarstedt) verwendet. Das Serum
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wurde innerhalb von einer Stunde separiert und bei —20C eingelagert. Bis zur

Messung des respiratorischen Bursts wurden die Heparin- und EDTA-Monuvetten
maximal zwei Stunden bei Raumtemperatur gelagert.

Insgesamt wurden bei jedem Patienten funf Blutentnahmen durchgefihrt: zwei
Wochen vor Behandlungsbeginn, nach der funften und zehnten Bestrahlung sowie
sieben und 42 Tage nach Behandlungsende.

Die Ethik-Kommission der Charité hat der Durchfihrung der Untersuchung
zugestimmit.
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3.3 Messung des Zymosan-stimulierten respiratorisch en Bursts

3.3.1 Prinzip der Flowzytometrie

Das hier verwendete flie3zytometrische Messverfahren des respiratorischen Bursts
entspricht zum grofRten Teil dem von Richardson et al (89) empfohlenen Protokoll. Es

wurden jedoch leichte Modifikationen vorgenommen.

Die durchflusszytometrische Analyse ist eine neue Methode zur Messung des
respiratorischen  Bursts. Bei diesem Verfahren wird der Median der
Fluoreszenzintensitat (MFI), der ein Mal3 fur die Menge an oxidativen Substanzen pro

einzelnem Leukozyt ist, ermittelt.

Frihere Verfahren wie der Nitroblautetrazolium-Test (NBT-Test) oder die Luminol-
verstarkte Chemilumineszenz erwiesen sich als weit weniger sensitiv und verlasslich
(90). Die Durchflusszytometrie basiert auf der Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes
mit Laserlicht des entsprechenden Absorptionsspektrums. Daraufhin emittiert der
Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszenzlicht, dessen Spektrum sich vom
Absorptionsspektrum unterscheidet. Das emittierte Fluoreszenzsignal ist proportional
zur gebundenen oder intrazellularen Fluorochrommenge und wird von
Photonenverstarkern empfangen und als ein ,Event* auf dem Monitor dargestellt.

Auch ungefarbte Zellen lassen sich darstellen. Beim Durchtritt durch den Laserstrahl
bestimmt das Volumen der Zelle das Mal3 der Vorwartsstreuung (,forward scatter”,
FSC) und die Granularitdt der Zelle das Mald der Seitwartsstreuung (,side scatter”,
SSC) (91). So hat bei der Auswertung im Dot-Plot, dessen zwei Achsen das FSC und
das SSC repréasentieren, jede Zelle eine flr sie charakteristische Position, Gber die sie

identifiziert werden kann.
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3.3.2 Herstellung der Zymosan-Standardldsung

20 mg Zymosan (Molecular Probes BioParticles) wurden in 1 ml PBS gel6st. Die
Mischung wurde 3-15 Sekunden auf hoéchster Stufe geschittelt. Die so entstandene
homogene Suspension wurde aliquotiert und bei -20C weggefroren. Diese
Vorgehensweise entspricht den Herstellerangaben zur Rekonstitution des Zymosans.

3.3.3 Herstellung des Dihydrorhodamin-Stocks

Dihydrorhodamin 123 (Molecular Probes) wurde zu 10 mg in 289 ul DMSO gel6st.
Dies entspricht einer DHR-Stockkonzentration von 34600 pg/ml. Die entstandene
homogene Lo6sung wurde aliquotiert und bis zum weiteren Gebrauch bei -20T

gelagert.

3.3.4 Stimulation mit Zymosan

Je 100 ul EDTA-Vollblut wurden in ein FACS-R6hrchen pipettiert und im Brutschrank
auf 37C erwarmt. Nach der zehnminttigen Erwarmungs phase wurden pro Réhrchen
20 pl der Zymosan-Standardlosung und 80 upl PBS bzw. 10 pl Zymosan-
Standardlésung und 90 pl PBS oder 5 pl der Standardlésung und 95 pl PBS
hinzugegeben. So erhielt man in den Réhrchen eine Zymosankonzentration von 2 mg
Zymosan, 1 mg Zymosan bzw. 0,5 mg Zymosan/ml. Diese eingesetzten
Zymosankonzentrationen wurden durch vorher durchgeflhrte Stimulationsversuche
mit Zymosankonzentrationen von 10 bis 0,1 mg/ml bestimmt. Die Werte orientieren
sich an den von O’'Gorman et al (53) angegebenen Werten flr eine Stimulation mit
Zymosan, liegen jedoch leicht dartber. Die Stimulation mit 20 pl des Zymosan-
Standards wurde in Vierfachbestimmung vorgenommen, die Stimulation mit 5 pl der
Standardlésung in  Doppelbestimmung. Zusatzlich wurde ein Ro6hrchen als
unstimulierter Basiswert mitgefihrt. Diesem Rohrchen wurden lediglich 100 ul PBS
hinzugesetzt. Ein weiteres Réhrchen diente als unstimulierter ungefarbter Blank. In
diesem Blank-Rohrchen befanden sich 100 pl Vollblut sowie 122 ul PBS.

Pro Patient und Messung wurden also insgesamt neun Proben benotigt.
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Die stimulierten Proben, der Basiswert und der Blank wurden fur 30 Minuten bei 37C

im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Farbung mit DHR 123.

3.3.5 Farbung mit Dihydrorhodamin 123

Dihydrorhodamin 123 (DHR) gilt als der sensitivste und effektivste Farbstoff zur
Messung des respiratorischen Bursts, insbesondere bei der Verwendung von
schwachen Stimulantien (90, 92, 93).

Nach der in vitro Stimulation der Granulozyten und Monozyten mittels PMA bzw.
Zymosan folgte nun die Fluoreszenzfarbung.

Zur Herstellung einer DHR-Arbeitslésung wurde die DHR-Stockldsung nochmals 10:69
in DMSO verdunnt. Eine weitere 1:100-Verdinnung in PBS schloss sich an. Die

endgultige DHR-Konzentration der Arbeitslésung betrug 50 pg/ml.

Nach Abschluss der 30minitigen Inkubationszeit des Zymosans wurden je Probe 22 pl
der DHR-Arbeitslosung hinzugefiigt. Die Proben wurden anschlie3end tber 5 Minuten
bei 37C im Dunkeln inkubiert. Dihydrorhodamin ist frei zellwandpermeabel und wird
von dem intrazellularen H,O, und O, zu Rhodamin 123 oxidiert. Rhodamin 123

reichert sich vor allem in den Mitochondrien der Zellen an (92).

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 ml Lysing-Solution (Becton Dickinson) je
Probe abgestoppt. Die Lysing-Solution wurde lichtgeschitzt bei Raumtemperatur tber
20 Minuten inkubiert und danach abzentrifugiert (2500 U/min, 4C, 5 min).

Die Uberstande wurden dekantiert und das Pellet aufgeklopft. AnschlieRend wurden
die FACS-Rohrchen mit PBS aufgefullt und nochmals bei 2500 U/min und 4<C fir funf
Minuten zentrifugiert. Die Uberstande wurden erneut dekantiert und das aufgeklopfte
Pellet in 400 pl PBS mit 1% PFA resuspendiert.

Bis zur durchflusszytometrischen Analyse, die stets binnen 30 Minuten erfolgte,

wurden die Proben lichtgeschutzt und auf Eis aufbewahrt.
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3.3.6 Durchflusszytometrische Analyse

Rhodamin 123 emmitiert nach Anregung mit blauem Licht der Wellenlange 488 nm ein
grines Fluoreszenzlicht mit einem Spektrum von 500-540 nm (90) und kann so im
Kanal eins des verwendeten FACSCalibur® (Becton Dickinson) detektiert werden.

Vor der eigentlichen Messung wurde im ,Set up“-Modus unter Zuhilfenahme des
Blanks das Gate in der FSC/SSC Darstellung an die Neutrophilenpopulation
angepasst. Danach wurden je Probe 50.000 Events in diesem Gate gemessen. Alle

gemessenen Events wurden gespeichert.

Die Analyse erfolgte mittels CellQuest® Software (Becton Dickinson). Zunachst
erfolgte eine genaue Anpassung des Gates um die Neutrophilen- und
Monozytenpopulation in der FSC/SSC Darstellung. Die Fluoreszenz der gegateten

Populationen wurde anschlieRend im Histogramm analysiert.

Zur Untersuchung der Monozyten wurde zunachst im Histogramm der nicht
stimulierten Probe ein Marker so gesetzt, dass weniger als 1% der Zellen positiv waren
und innerhalb dieses Markers lagen. Fur die stimulierten Proben wurde diese
Markerposition beibehalten und es wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat der
positiven, innerhalb des Markers liegenden Zellpopulation bestimmt. Zusatzlich wurde
die Anzahl dieser fur den Burst positiven und somit innerhalb des Markers liegenden
Zellen in % angegeben. Fur die Untersuchung der Neutrophilen erwies sich dieses
Verfahren als unpraktikabel, da die positive Zellfraktion im stimulierten Zustand nicht
von der negativen abgrenzbar war. Ein Marker zur Abgrenzung einer fir den RB
positiven und negativen Zellpopulation konnte deshalb nicht klar gesetzt werden.
Deshalb wurde hier die mittlere Fluoreszenzintensitéat aller in der FSC/SSC Darstellung
gegateten Zellen ermittelt und auf die Setzung des Markers verzichtet. Aufgrund dieser
Zellverteilung liel3 sich der prozentuale Anteil der fir den Burst positiven Neutrophilen
nicht bestimmen. Fir die Population der Neutrophilen wurden jedoch zuséatzlich die
basalen Werte angegeben. FiUr die Population der Monozyzten wurde bei den
Zymosanmessungen auf die Basalwerte verzichtet, da sich ohne Stimulation nur
weniger als 1% der Zellen im Bereich des Markers M1 befanden und die

Messergebnisse daher extrem schwankten.
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Vor Beginn der Untersuchung wurden Reihenmessungen des RB zur Ermittlung der
zweckmalfigsten Messmethodik durchgefuhrt. Dabei erwies sich die Einbeziehung der
gesamten Neutrophilenpopulation bzw. nur der fur den Burst positiven
Monozytensubpopulation in die Auswertung als besonders reproduzierbar (siehe auch
4.2.1).

Der Median der Fluoreszenzintensitdt (MFI) entspricht der Menge an oxidativen
Substanzen pro einzelnem Leukozyt. In den Abbildungen 9 und 14 des Ergebnisteils
sind typische bei der Durchfiihrung dieses Assays entstandene FACS-Diagramme
dargestellt. Mit dem hier beschriebenen Verfahren kann ausschlie3lich die

intrazellulare Fluoreszenz detektiert werden.

3.4 Phagobursttest (nicht selbst durchgefuhrt)

Der Phagobursttest, der ebenfalls die Aktivitat des respiratorischen Bursts der
phagozytierenden Zellen misst, wurde im Durchflusszytometrie-Labor des Institutes fr
medizinische Immunologie der Charité durchgefiuhrt. Verwendet wurde hierzu der
Bursttest (Phagoburst®) der Firma Orpegen Pharma. Bei der Ausfihrung des
Bursttests wurde sich an die Angaben im Herstellerprotokoll gehalten.

Bei der Auswertung erfolgte zunéchst der Ausschluss der vorhandenen Zellaggregate.
Daflr wurde in der Fluoreszenz/SSC-Darstellung ein Gate um die Zellen gesetzt, die
den DNA-Gehalt einer humanen diploiden Zelle besalRen. Die gegateten Zellen
wurden im FSC/SSC dargestellt und ein Gate um die Neutrophilen- und
Monozytenpopulation gesetzt. Die Fluoreszenz aller so gegateten Zellen wurde

anschlieRend im Histogramm analysiert.
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3.5 Prinzip des Enzyme linked Immuno Sorbent Assays (ELISA)

Bei diesem Verfahren wird zunéchst ein Primarantikérper (Capture Antibody) an eine
proteinbindende 96-Well Mikrotiterplatte gekoppelt. In den zwei darauf folgenden
Arbeitsschritten werden die zytokinhaltigen Proben und Standards sowie ein spezieller
biotylinisierter Antigenantikérper (Detection Antibody) einer anderen Spezies
aufgetragen. Der zweite Antikdrper bindet an das bereits an den Capture Antibody
gebundene Zytokin, so dass ein sogenannter Sandwich-Komplex ist entsteht. Der
biotylinisierte Detection Antibody ist an eine Peroxidase gebunden. Sein Gehalt wird
Uber den enzymalen Umsatz eines peroxidase-spezifischen Substrates bestimmt. Das
Substrat ist meist an eine Substanz gekoppelt, dessen Farbe sich proportional zu der
Reaktion zwischen Enzym und Substrat verandert. Die Farbentwicklung entspricht also
der Zytokinkonzentration in den Proben und Standards. Die Standardreihe ist eine
Verdiunnungsreihe von bekannten Mengen des zu messenden Zytokins, mit deren
Hilfe eine Kalibrierungskurve zur Zytokinbestimmung in den Serumproben erstellt wird.
Zwischen den einzelnen Kopplungsschritten wird die Mikrotiterplatte mehrfach

gewaschen, um nicht gebundene Substanzen zu entfernen.

3.6 IL-6-ELISA

Dieser ELISA wurde nach Anleitung des Herstellers (Biosource) durchgefihrt. Zuerst
wurden 100ul Probe und Standard pro Well zur dreistindigen Inkubation bei 37C im
Brutschrank aufgetragen. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur.
Nach sechsmaligem Waschen mit dem im ELISA-Kit enthaltenen Waschpuffer folgte
das Auftragen von 100 pl Biotin-Conjugat pro Well und eine Inkubation Uber 45 min.
Ein weiterer Waschvorgang und das Auftragen der mitgelieferten Streptavidin-HRP-
Arbeitslosung, welche Uber 45 Minuten inkubiert wurde, schlossen sich an. Nach

nochmaligem Waschen wurde eine Chromogenlosung aufgetragen und die Reaktion
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nach 30mindtiger Inkubation im Dunkeln abgestoppt. Die photometrische Messung
erfolgte bei einer Wellenlange von 450 nm.

Eine Eichkurve aus acht Werten wurde anhand des Standards (10/ 5/ 2,5/ 1,25/ 0,62/
0,31/ 0,16/ 0 pg rekombiniertes IL-6/ml) gemessen in Doppelbestimmung erstellt. Die

Senistivitatsgrenze dieses hochsensitiven ELISAs betragt < 104 fg/ml.

3.7 TNFa-ELISA

Zur Bestimmung von TNFa wurden ELISA-Kits der Firma R&D Systems (DuoSet®
ELISA Development System fur human TNF-a) verwendet und die Angaben des
Herstellers gering modifiziert.

Zunachst wurde eine Nunc-Immuno™ Platte mit MaxiSorp™Surface (NUNC Products)
Uber Nacht mit 100 ul Maus-anti-human TNFa beschichtet (Konzentration 2 pug/ml in
PBS). Dieser und alle anderen Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur
durchgeftihrt. Am darauf folgenden Tag wurden alle Wells mehrmals mit 0,05%
Tween20 in PBS gewaschen und anschlieRend mit 300 pl 1% BSA in PBS Uber eine
Stunde geblockt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden 100 ul Standard (1000/
500/ 250/ 125/ 62,5/ 31,25/ 15,63/ 7,81 pg rekombiniertes TNFa/ml) und 200 pl
Serumprobe pro Well aufgetragen und dber zwei Stunden inkubiert. Es folgte ein
erneuter Waschvorgang und danach das Auftragen von 100 pl biotylinisiertem Ziegen-
anti-human TNFa-Antikdrper pro Well (verdinnt auf 300 ng/ml in TBS mit 0,1% BSA
und 0,05% Tween20). Nach zweistlindiger Inkubation und erneutem Waschen wurden
100 ul des an Meerrettichperoxidase gekoppelten Streptavidins pro Well aufgetragen
(vorverdinnt in TBS mit 0,1% BSA und 0,05% Tween20, wie vom Hersteller
beschrieben). Ein nochmaliger Waschschritt schloss sich nach 20 Minuten Inkubation
an. Zuletzt wurden 100 pl der im Kit enthaltenen TMB-Substratlosung dazugegeben
und die Reaktion nach 20minutiger Inkubationszeit mit 50 ul 2NH,SO, abgestoppt. Die
Extinktionen wurden im ELISA-Reader bei 450 nm und 560 nm gemessen. Die

Sensitivitatsgrenze liegt gemanR den Herstellerangaben bei < 7,81 pg/ml.
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3.8 GM-CSF-ELISA

Zur Messung von GM-CSF wurde der Quantikine® HS human GM-CSF ELISA der
Firma R&D Systems mit einer Sensitivitdtsgrenze von < 0,26 pg/ml verwendet. Die
Durchfiihrung richtete sich nach dem Protokoll des Herstellers. Zur photometrischen
Messung wurde eine Eichkurve aus sieben Werten (64/ 32/ 16/ 8/ 4/ 2/ 1 pg/ml)
gemessen in Doppelbestimmung erstellt. Als Standard wurde in diesem Assay

rekombinierter GM-CSF eingesetzt.

3.9 IL-10-ELISA

Zur Bestimmung von IL-10 im Serum wurde der human IL-10 ELISA der Firma Bender
MedSystems™  verwendet. Die Durchfihrung richtete sich nach dem
Herstellerprotokoll.

Die Standardkurve bestand aus acht Konzentrationen (200/ 100/ 50/ 25/ 12,5/ 6,3/ 3,1/
1,55 pg/ml), die in Doppelbestimmung gemessen wurden. Die Sensitivitatsgrenze
dieses IL-10-ELISAs liegt bei < 0,99 pg/ml.
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3.10 Statistische Analyse

Zum Vergleich der Hohe des respiratorischen Bursts von Monozyten und Neutrophilen
in den verschienden Probandengruppen kam der Mann-Whitney-U-Test zum Einsatz.
Die Entwicklung des respiratorischen Bursts bei PSS-Patienten im Verlauf der IRA-
Therapie wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Tests auf Signifikanz gepriuft. Eine
Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Die
statistische Datenauswertung erfolgte gemaf} den Hinweisen des Biomathematischen

Instituts der Chatrité.
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4 Ergebnisse

4.1 Der respiratorische Burst bei PSS-Patienten und Kontrollgruppen

4.1.1 Untersuchungsmodell

Derzeitig publizierte Daten weisen auf einen verstarkten respiratorischen Burst (RB)
bei Patienten mit PSS gegentber Normalpersonen hin. Um die Verdnderungen des
phagozytdren RB bei Patienten mit progressiver systemischer Sklerodermie (PSS)
genau zu untersuchen, wurden neutrophile Granulozyten und Monozyten von PSS-
Patienten, gesunden Normalpersonen und Patienten mit Psoriasis vulgaris sowie von
Patienten mit atopischer Dermatitis mit PMA und Zymosan stimuliert. Anschliel3end
wurde der respiratorische Burst dieser Zellen im  Vollblut  mittels
Dihydrorhodaminfarbung und durchflusszytometrischer Analyse gemessen. Die
Kontrollgruppen waren in Bezug auf Geschlechterverteilung und Alter mit den PSS-
Patienten vergleichbar. Die Gruppen der Psoriasispatienten und der Patienten mit
atopischer Dermatitis wurden zusatzlich zu den gesunden Probanden als
Kontrollgruppen ausgewahlt, um einen eventuellen Zusammenhang zwischen der
Burstaktivitdit der Phagozyten und einem systemischen Entzindungsprozess
aufzuzeigen sowie um PSS-charakteristische Unterschiede der Burstaktivitat der o.g.
Zellen zu identifizieren. Der respiratorische Burst wurde bei Patienten mit atopischer
Dermatitis nur mit Zymosan als Stimulanz untersucht. Als Mal} fir den respiratorischen
Burst wurde der Median der Fluoreszenzintensitat (MFI) und die Standardabweichung
(Median + SD) bzw. bei den Monozyten zusatzlich der prozentuale Anteil der flr den
Burst positiven Zellen angegeben. Néhere Informationen hierzu befinden sich im
Abschnitt 3.3.6 des Methodikteils.
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4.1.2 Vergleich des Respiratorischen Bursts bei Neu  trophilen und
Monozyten

Als Parameter fir den RB wurde der MFI, ein Mal3 fur die pro Zelle produzierte Menge
an reaktiven Sauerstoffspezies, eingesetzt (Median + SD). Basal war kein wesentlicher
Unterschied zwischen beiden Zellpopulationen feststellbar. Dies gilt fir Zellen von
Normalpersonen (Neutrophile 11,4 + 12,9; Monozyten 11,4 + 6,2) und PSS-Patienten
(Neutrophile 12,3 + 5,8; Monozyten 13,6 + 5,5). Nach Stimulation mit PMA war jedoch
ein deutlich starkerer RB der neutrophilen Granulozyten bei Normalpersonen
(Neutrophile 524,1 + 203,9; Monozyten 50,5 + 20,7) und PSS-Patienten (Neutrophile
371,8 + 171,2; Monozyten 50,9 + 16,4) messbar. Auf einen Vergleich der Werte nach
Zymosanstimulation wurde auf Grund der verschiedenen Auswerteverfahren fur

Neutrophile und Monozyten bei den Zymosanversuchen verzichtet.

Vergleich des Respiratorischen Bursts bei Monozyten und
Neutrophilen

1000 -
__ 1007 S Monozyten Normal
S 10 . T // [ Monozyten PSS
g % / W Neutrophile Normal
1 A / % @ Neutrophile PSS
o1 P4 %,

unstim PMA

Abb. 7: Vergleich des Respiratorischen Bursts bei M onozyten und Neutrophilen
unstimuliert und nach Stimulation mit PMA (1,4 uM). Dargestellt sind der Median der MFI-
Werte sowie die Standardabweichung (logarithmische Skalierung). PSS: PSS-Patienten
(n=53); Normal: Normalpersonen (n=20)
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4.1.3 PMA-stimulierter respiratorischer Burst der n eutrophilen
Granulozyten

Gemessen wurde der MFI der neutrophilen Granulozyten basal und nach Stimulation
mit PMA (1,4 uM), wie unter Material und Methodik beschrieben. Angegeben ist der
Median des MFI-Wertes und die Standardabweichung (Median + SD). Im
unstimulierten Zustand war kein wesentlicher Unterschied zwischen der Burstaktivitat
der neutrophilen Granulozyten von PSS-Patienten (12,3 + 5,8) und Normalpersonen
(11,4 +12,9) sowie Patienten mit Psoriasis vulgaris (11,4 + 3,8) erkennbar. PMA, ein
sehr potenter Stimulus des RB, fuhrte zu einem deutlichen Shift des MFI gegeniiber
dem unstimulierten Wert. Nach Stimulation war trotz der grof3en individuellen
Schwankungen ein signifikant erniedrigter respiratorischer Burst bei PSS-Patienten
(371,8 + 171,2) im Vergleich zu Normalpersonen (524,1 + 203,9) messbar (p=0,021).
Auch im stimulierten Zustand gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen dem
RB der Patienten mit Psoriasis vulgaris (514,0 + 203,3) und dem der gesunden

Kontrollprobanden.

Fluoreszenzintensitat der Neutrophilen bei verschie denen

Probandengruppen
1000 -
-
§ 100 + m Normal
= o PSS
LEL 10 - T O Pso
1 _

unstim PMA

Abb. 8: Fluoreszenzintensitdat der Neutrophilen bei verschie denen
Probandengruppen unstimuliert und nach Stimulation mit PMA (1,4 uM).
Dargestellt sind der Median der MFI-Werte sowie die Standardabweichung
(logarithmische Skalierung). PSS: PSS-Patienten (n=53); Normal: Normalpersonen
(n=20); Pso: Psoriasispatienten (n=17); *: p<0,05
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4.1.4 Zymosan-stimulierter respiratorischer Burst d er neutrophilen
Granulozyten

Wegen der grof3en individuellen Schwankungsbreite, die bei der Stimulation des RB
mit PMA auftrat, wurde zusétzlich nicht opsoniertes Zymosan als Stimulanz fur den RB
eingesetzt. Zymosan ist ein sehr schwacher Stimulus fir den RB. Der MFI wurde auch
hier  unstimuliert und nach  Stimulaton mit drei  unterschiedlichen
Zymosankonzentrationen (0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml) gemessen. Typische FACS-
Histogramme der durchgefiihrten Messungen sind in Abbildung 9 dargestellt. Da sich
keine burstpositive Zellpopulation abgrenzen liel3, konnte, im Gegensatz zu den
Monozyten, der prozentuale Anteil der fir den Burst positiven Zellen nicht ermittelt
werden. Stattdessen wurden die MFI-Werte aller im Gate befindlichen Neutrophilen

basal und nach Stimulation gemessen (siehe auch Abschnitt 3.3.6).

——== Neutrophil gate

[ i a0 GO0 =00 1000

(b) P50 Haigh:
- Omg/ ml 0.5 mg/ml 1T mg/ml 2 mg /! ml
Median F.l. 437 Median F.|. 5.38 Median F.|. 6.26 Median F.I. 7.91

wi e e e ! w" w? 1’ n? w' e ' iy

Rhodamine-123

Abb. 9: FACS-Messung des respiratorischen Bursts na  ch Stimulation mit nicht opsoniertem
Zymosan . (a) FSC/SSC Darstellung mit einem Gate um die Neutrophilenpopulation; (b)
Darstellung der in (a) gegateten Neutrpophilenpopulation im Histogramm zur Analyse des MFI aller
im  Gate Dbefindlichen Zellen basal und nach Stimulation mit verschiedenen
Zymosankonzentrationen (0,5; 1 und 2 mg/ml). Angegeben sind die MFI-Werte der dargestellten
Einzelmessungen.

Wie erwartet, fihrte Zymosan in allen drei eingesetzten Konzentrationsstarken zu
einer schwachen, aber dosisabhéngigen Steigerung des MFI der Neutrophilen, was in

allen der vier untersuchten Probandengruppen nachgewiesen wurde (siehe Abb.10).
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Dies liefert Hinweise fiur eine hohe Empfindlichkeit und Beeinflussbarkeit der
neutrophilaren Burstreaktion.

Bemerkenswert ist jedoch, dass die Steigerung des RB durch den Einsatz von
hoheren Zymosandosen bei PSS-Patienten weitaus schwacher ausfiel als bei

Normalpersonen.

Dosisabhéngige Fluoreszenzintensitat der Neutrophil en nach
Zymosanstimulation

7 4

6 —e&— Normal
o 51 —m— PSS
= 4 ./'/I—/. ——Pso

——AD
3 4
2 T T T 1
unstim 0,5 mg Zymosan 1 mg Zymosan /ml 2 mg Zymaosan /mi
/ml

Abb. 10: Dosisabhangige Fluoreszenzintensitat der N eutrophilen bei verschiedenen
Probandengruppen unstimuliert und stimuliert mit Zymosan (0,5; 1 und 2 mg/ml).
Dargestellt ist der Median der MFI-Werte. Normal: Normalpersonen (n=20); PSS: PSS-
Patienten (n=21); Pso: Psoriasispatienten (n=20); AD: Patienten mit atopischer
Dermatitis (n=7)

Die Ergebnisse des Zymosan-Assays bestitigen die Daten der PMA-Messungen.
Bereits im unstimulierten Zustand war eine signifikant erniedrigte Burstaktivitat der
neutrophilen Granulozyten von PSS-Patienten (Median 3,8 + 0,9) im Vergleich zu
Normalpersonen (Median 4,5 + 0,3) messbar (p = 0,003). Nach Stimulation mit
Zymosan wurde dieser Unterschied noch deutlicher: beim Einsatz der niedrigsten
Zymosankonzentration ergaben sich Werte von 3,9 + 1,1 fir PSS-Patienten im
Gegensatz zu 5,4 + 0,7 fur Normalpersonen (p < 0,001). Beim Einsatz von 1 mg
Zymosan/ml wurden 4,2 + 1,1 vs. 6,3 + 0,5 gemessen (p < 0,001) und bei der
hochsten Zymosankonzentration betrug der MFI der Granulozyten 4,6 + 1,4 bei
Sklerodermiepatienten und 7,4 + 0,5 bei Normalpersonen (p < 0,001).

Die Burstaktivitat der neutrophilen Granulozyten von Patienten mit Psoriasis vulgaris
war zwar im Vergleich zu den Werten der PSS-Patienten weniger stark erniedrigt,

jedoch im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe immer noch signifikant reduziert.
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Dies trifft auf alle drei eingesetzten Zymosankonzentrationen zu. Der MFI der
Neutrophilen von Psoriasispatienten betrug 4,2 + 0,4 unstimuliert (p = 0,03) und 4,8 +
0,4 (p = 0,003) bzw. 5,6 + 0,6 (p = 0,001) und 6,6 + 0,7 (p < 0,001) nach Stimulation
mit 0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml. Keine signifikante jedoch eine tendenzielle Reduktion
des RB ergab sich beim Vergleich des MFI der AD-Patienten (unstimuliert 4,4 + 0,3;
stimuliert 5,3 + 0,7 bzw. 6,1 + 1,0 bzw. 6,9 + 1,0 mit 0,5, 1 und 2 mg Zymosan/ml) mit

dem der gesunden Kontrollgruppe.

Fluoreszenzintensitat der Neutrophilen bei verschie denen

Probandengruppen
*%*
9 ] —kk
8 - k|
7 — k% —kk
6 - * sk m Normal
k%
o o @ PSS
= ;1 4 O Pso
2 : & AD
1 4
0 Bl T T k 1
unstim 0,5mg Zymosan 1 mg Zymosan/ml 2 mg Zymosan /ml
/ml
Abb.  11: Fluoreszenzintensitait der  Neutrophilen  bei verschiedenen
Probandengruppen unstimuliert und nach Stimulation mit Zymosan (0,5; 1 und 2

mg/ml). Dargestellt sind der Median der MFI-Werte sowie die Standardabweichung.
Normal: Normalpersonen (n=20); PSS: PSS-Patienten (n=21); Pso: Psoriasispatienten
(n=20); AD: Patienten mit atopischer Dermatitis (n=7); *: p<0,05; **; p<0,005
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4.1.5 PMA-stimulierter respiratorischer Burst der M onozyten

Gemessen wurde hier der MFI sowie der prozentuale Anteil der flr den Burst positiven

Zellen (Median + SD) basal und nach Stimulation mit 1,4 uM PMA. Im Bezug auf den

MFI

ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen der

Normalpersonen (unstimuliert 11,4 + 6,2; stimuliert 50,5 + 20,7), der PSS-Patienten

(unstimuliert 13,6 + 5,5; stimuliert 50,9 + 16,4) und der Patienten mit Psoriasis vulgaris
(unstimuliert 12,4 + 5,3; stimuliert 52,8 + 18,6).

MFI

Fluoreszenzintensitat der Monozyten bei verschieden  en

Probandengruppen

80 -
70
60 (
50 - m Normal
40 - mPSS
30 + O Pso
20 - T
10 ﬂ

0 _

unstim PMA

Abb.  12: Fluoreszenzintensitdt der Monozyten bei  verschieden en

Probandengruppen unstimuliert und nach Stimulation mit PMA (1,4 pM).
Dargestellt sind der Median der MFI-Werte sowie die Standardabweichung. Normal:

Normalpersonen (n=20); PSS: PSS-Patienten (n=53); Pso: Psoriasispatienten (n=17)
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Im Gegensatz dazu unterschieden sich die Gruppen in Hinsicht auf den prozentualen
Anteil der fir den Burst positiven Zellen. Bei den Psoriasis-Patienten (unstimuliert
1,0% + 1,0%) zeigten signifikant (p = 0,005) weniger Monozyten eine basale Burst-
Aktivitat als bei den Normalpersonen (unstimuliert 2,5% + 10,9%).

Auch die Menge der basal aktiven Monozyten der PSS-Patienten (unstimuliert 2,0% +
5,1%) war im Vergleich zur Gruppe der Normalpersonen tendenziell erniedrigt, die
Unterschiede waren hier jedoch nicht signifikant. Im stimulierten Zustand gab es beim
Vergleich der drei Gruppen keinen wesentlichen Unterschied im Bezug auf den
prozentualen Anteil der burstaktiven Zellen. Fir die Normalpersonen wurden Werte
von 98,6% + 5,1%; fur die PSS-Patienten 97,3% + 17,1% und fir die Psoriasis-
Patienten 99,3% + 16,1% gemessen.

Es bleibt daher festzuhalten, dass Normalpersonen, im Vergleich zu Patienten mit PSS

oder Psoriasis, mehr Zellen mit einer basalen Burstaktivitat besitzen.

Burstaktive Monozyten (%) bei verschiedenen Proband  engruppen

1000 -

100 -+ T =
— ** B Normal
(@]
2 10 - O PSS
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1 - T
0,1 -
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Abb. 13: Burstaktive Monozyten in % bei verschiedenen Proban  dengruppen
unstimuliert und nach Stimulation mit PMA (1,4 uM). Dargestellt sind der Median
der prozentualen Anteile sowie die Standardabweichung (logarithmische Skalierung).
Normal: Normalpersonen (n=20); PSS: PSS-Patienten (n=53); Pso: Psoriasispatienten
(n=17); *: p<0,05; **: p<0,005
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4.1.6 Zymosan-stimulierter respiratorischer Burst d er Monozyten

Nur eine Untergruppe der Monozyten reagierte auf die Zymosanstimulation mit einem
starken Anstieg des RB. Da lediglich diese auf Zymosanstimulation mit einem
respiratorischen Burst reagierende Untergruppe untersucht werden sollte, wurde ein
Gate (M1) so gesetzt, dass nur diese im stimulierten Zustand abzugrenzende
Subpopulation erfasst wurde (wie in Abbildung 14 b dargestellt). Nur die Werte dieser
burstpositiven Zellen innerhalb von M1 wurden im Rahmen der Zymosanmessungen
ausgewertet. Im unstimulierten Zustand befanden sich weniger als 1% der Monozyten
im Gate M1. Auf die Erfassung der Basalwerte wurde deshalb verzichtet, da diese auf

Grund der geringen Zellzahlen sehr schwankten.

——=— Nonocyte gate

0.5 mg /ml 1 mg/ ml 2 mg fml

MFIL 437 MFL 422 | M.F.143.3

w? ol ! 0? e it 0? 10 e I

Rhodamine-123

Abb. 14: FACS-Messung des respiratorischen Bursts n  ach Stimulation mit nicht
opsoniertem Zymosan . (a) FSC/SSC Darstellung mit einem Gate um die Monozytenpopulation;
(b) Darstellung der in (a) gegateten Monozytenpopulation im Histogramm. Es wurde der MFI der
fur den Burst positiven Monozytenpopulation im Gate M1 bzw. die % der sich im Gate M1
befindlichen Monozyten nach Stimulation mit verschiedenen Zymosankonzentrationen (0,5; 1 und
2 mg/ml) gemessen. Angegeben sind die MFI-Werte der dargestellten Einzelmessung.

Der respiratorische Burst der Monozyten war nicht dosisabhangig, sondern blieb auch
bei steigender Zymosankonzentration in allen vier untersuchten Probandengruppen
konstant (siehe Abb. 15). Dies deutet auf eine gegentber den Neutrophilen weniger
stark beeinflussbare Burstreaktion der Monozyten hin. Gemessen wurde wiederum der

MFI, der ein MalR fur die im Zuge der Burstreaktion produzierten reaktiven
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Sauerstoffspezies pro Zelle darstellt. Jedoch war in allen vier Probandengruppen bei
Stimulation mit ansteigender Zymosankonzentration eine dosisabhénige Steigerung
der Anzahl der burstaktiven Zellen zu verzeichnen (siehe Abb. 16).

Dosisabhéangige Fluoreszenzintensitat der Monozyten nach
Zymosanstimulation

60 -
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0,5 mg Zymosan /ml 1 mg Zymosan /ml 2 mg Zymosan /ml
Abb. 15: Dosisabhéngige Fluoreszenzintensitat der Monozyten im Gate M1 bei
verschiedenen Probandengruppen stimuliert mit Zymosan (0,5; 1 und 2 mg/ml).
Dargestellt ist der Median der MFI-Werte. Normal: Normalpersonen (n=20); PSS:
PSS-Patienten (n=21); Pso: Psoriasispatienten (n=20); AD: Patienten mit atopischer
Dermatitis (n=7)
Dosisabhéngigkeit der Anzahl der burstaktiven Monoz yten (%)
nach Zymosanstimulation
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Abb. 16: Dosisabhangigkeit der Anzahl der burstakti ven Monozyten im Gate M1
in % bei verschiedenen Probandengruppen stimuliert mit Zymosan (0,5; 1 und 2
mg/ml). Dargestellt ist der Median der MFI-Werte. Normal: Normalpersonen (n=20);
PSS: PSS-Patienten (n=21); Pso: Psoriasispatienten (n=20); AD: Patienten mit
atopischer Dermatitis (n=7)
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Der MFI der ausgewahlten Monozytensubpopulation war vergleichbar mit den bei
PMA-Stimulation erreichten Werten (fir PSS-Patienten 40,5 + 8,1 bei Stimulation mit 2
mg Zymosan im Vergleich zu 50,9 + 16,4 bei Stimulation mit PMA). Fur die Gruppe der
PSS-Patienten ergaben sich tendenziell niedrigere MFI-Werte (37,7 + 9,8; 39,2 + 7,6
und 36,9 + 8,1 beim Einsatz von 0,5, 1 und 2 mg Zymosan/ml) als fur die Gruppe der
gesunden Kontrollprobanden (44,8 + 6,1; 44,8 + 7,5 und 44,2 + 7,6 beim Einsatz von
0,5, 1 und 2 mg Zymosan/ml). Die prozentualen Ergebnisse der fir den RB positiven
Zellen verliefen parallel zu den MFI-Werten. Auch hier waren die Werte der PSS-
Patienten tendenziell gegenuber denen der Normalpersonen erniedrigt (17,0% +
19,0% vs. 19,0% + 10,1%; 19,0% + 23,0% vs. 35,2% + 16,5% und 34,8% + 23,4% vs.
37,9% + 18,1% bei Einsatz von 0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml). Wegen der hohen
individuellen Schwankung waren die Unterschiede jedoch nicht signifikant. Bei den
zusatzlich untersuchten Patientengruppen werden starkere Unterschiede im Vergleich
zu den Normalpersonen deutlich. Bei allen drei eingesetzten Zymosankonzentrationen
ergaben sich fur die Patienten mit Psoriasis vulgaris signifikant erniedrigte MFI-Werte
(36,4 + 5,3 bei 5 mg/ml, p = 0,012; 37,2 + 6,2 bei 1 mg/ml, p = 0,038 und 34,4 + 5,8
bei 2 mg/ml, p = 0,005). Auch war die Anzahl der burstaktiven Zellen tendenziell
erniedrigt (15,6% + 13,6%; 20,1% + 17,2% und 24,8% + 21,1% bei 0,5; 1 und 2 mg
Zymosan/ml), obwohl sich hier kein signifikanter Unterschied zu den Normalpersonen
nachweisen lief3.

Noch deutlicher war die Erniedrigung der Werte der AD-Patienten im Vergleich zu der
gesunden Kontrollgruppe. Wie man aus Abbildung 17 entnehmen kann, ergab der
Einsatz von 1 und 2 mg Zymosan eine signifikante Herabsetzung (p = 0,013 bzw. p =
0,002) des MFI (40,2 + 6,1; 349 + 6,4 und 32,1 + 4,9 bei 0,5, 1 und 2 mg

Zymosan/ml).
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Auch der prozentuale Anteil der burstaktiven Zellen war bei AD-Patienten nach

Stimulation mit 1 und 2 mg Zymosan signifikant (p = 0,026 bzw. p = 0,009) gegenuber

dem

bei gesunden Kontrollprobanden reduziert (8,0% + 23,7%; 9,7% + 9,3% und

12,8% + 17,4% bei 0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml).

MFI in M1

%

Fluoreszenzintensitat der Monozyten bei verschieden  en

Probandengruppen
40: T$ T % T o ;E;r:al
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0,5 mg Zymosan /ml 1 mg Zymosan /ml 2 mg Zymosan /ml

Abb. 17: Fluoreszenzintensitat der Monozyten im Gat e M1 bei verschiedenen

Probandengruppen nach Stimulation mit Zymosan (0,5; 1 und 2 mg/ml). Dargestellt
sind der Median der MFI-Werte sowie die Standardabweichung. Normal:
Normalpersonen (n=20); PSS: PSS-Patienten (n=21); Pso: Psoriasispatienten (n=20);
AD: Patienten mit atopischer Dermatitis (n=7); *: p<0,05; **: p<0,005

Burstaktive Monozyten (%) bei verschiedenen Proband  engruppen
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Abb. 18: Burstaktive Monozyten im Gate M1 in % bei verschiedenen
Probandengruppen nach Stimulation mit Zymosan (0,5; 1 und 2 mg/ml). Dargestellt

sind der Median der MFI-Werte sowie die Standardabweichung. Normalpers:
Normalpersonen (n=20); PSS: PSS-Patienten (n=21); Pso: Psoriasispatienten (n=20);
AD: Patienten mit atopischer Dermatitis (n=7); *: p<0,05; **: p<0,005
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4.2 Veranderung des respiratorischen Bursts durch m ilde Infrarot-A-induzierte
Hyperthermie

4.2.1 Unmittelbarer Einfluss der IRA-Ganzkérperhype  rthermie auf den
respiratorischen Burst

Um zu untersuchen, ob die wahrend der IRA-Bestrahlung erreichte Erhéhung der
Korpertemperatur um 1,3 + 0,4 <€ einen direkten ,Primingeffekt® auf den
respiratorischen Burst hat, wurden Blutproben von PSS-Patienten (n = 6) direkt vor
Beginn der Behandlung, sofort nach Ende der Bestrahlung und eine Stunde nach
Bestrahlungsende entnommen. Der RB wurde in diesen Proben, wie im Methodikteil
beschrieben, gemessen. Ein unmittelbarer Effekt der IRA-Hyperthermie konnte jedoch

nicht nachgewiesen werden.
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Die gewonnenen Daten deuten vielmehr auf die hohe Reproduzierbarkeit des
Zymosan-Assays sowie auf eine niedrige interindividuelle Variabilitat des
respiratorischen Burstes hin (siehe Tabelle 6). Dies gilt besonders fur die MFI-Werte
der Monozyten und Neutrophilen. Der prozentuale Anteil der burstpositiven Monozyten
scheint groBeren individuellen Schwankungen zu unterliegen und deshalb nicht so

stark reproduzierbar zu sein.

Respiratorischer Burst der Neutrophilen (MFI)

Zymosankonzentration unstimuliert 0,5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml
vor IRA 35+1,0 40+1,1 45+1.3 53+1,3
direkt nach IRA 3,4+0,6 3,7+0,7 42+0,8 51+0,9
1 h nach IRA 3,5+0,6 3,9+0,6 45+0,9 50+0,9

Respiratorischer Burst der Monozyten im Gate M1 (MFI)

vor IRA -- 26,8 +10,0 26,3+10,4 26,8 +10,4
direkt nach IRA -- 289+11,.2 30,7 + 10,0 31,4+8,0
1 h nach IRA -- 28,7 +10,0 29,2+131 299+111

Anzahl der burstpositiven Monozyten im Gate M1 (%)

vor IRA - 8,8+8,6 13,6 + 10,2 224 +8,9
direkt nach IRA - 4,6 +4,3 11,9 + 5,4 19,8 + 10,3
1 h nach IRA - 5,5 + 4,0 18,0 + 15,7 16,2 + 5,3

Tabelle 6: Respiratorischer Burst (Mittelwert + _ SD) der Neutrophilen und Monozyten von PSS-
Patienten (n=6) unstimuliert und stimuliert mit Zymosan (0,5; 1 und 2 mg/ml), gemessen vor Beginn
der IRA-Bestrahlung, direkt nach Ende der Bestrahlung und eine Stunde nach Bestrahlungsende.
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4.2.2 Einfluss der IRA-Therapie auf den Zymosan-sti  mulierten
respiratorischen Burst der neutrophilen Granulozyte n

Vor Beginn der Therapie war der Zymosan-stimulierte neutrophiliare RB bei PSS-
Patienten signifikant niedriger als bei Normalpersonen (siehe 4.1.4). Schon nach der
funften IRA-Behandlung war ein signifikanter Anstieg der Burstaktivitat der
neutrophilen Granulozyten zu erkennen. Dies gilt fir den unstimulierten Wert (Median
4,4 + 0,6; p = 0,01) sowie auch fur die MFI-Werte nach Zymosan-Stimulation mit
0,5mg/ml (Median 4,9 + 0,8; p = 0,014), 1 mg/ml (Median 5,3 + 0,9; p = 0,002) und 2
mg/ml (Median 6,3 + 1,1; p = 0,004). Dieser Anstieg setzte sich am zehnten
Bestrahlungstermin fort (Median unstimuliert 4,3 + 0,7; p = 0,05; stimuliert 4,9 + 0,9; p
= 0,014 bzw. 5,5 + 0,9; p = 0,011 bzw. 6,2 + 1,2; p = 0,006 mit 0,5; 1 und 2 mg
Zymosan/ml). Der hochste Wert wurde am Tag sieben nach Therapieende erreicht
(Median unstimuliert 4,2 + 0,5; p = 0,03; stimuliert 5,2 + 0,6; p = 0,001 bzw. 5,7 + 0,7;
p = 0,001 bzw. 6,8 + 0,9; p < 0,001 mit 0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml). Bis zum letzten
Nachbeobachtungstermin (42 Tage nach Therapieende) blieben die Burstwerte
weitestgehend stabil und waren damit immer noch signifikant erhéht gegeniber den
vor der Therapie ermittelten Werten (Median unstimuliert 4,5 + 0,7; p = 0,002;
stimuliert 5,0 + 0,7; p < 0,001 bzw. 5,9 + 0,8; p < 0,001 bzw. 7,1 + 0,9; p < 0,001 mit
0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml).
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Am Ende der Untersuchung lagen die MFI-Werte der mit milder IRA- Hyperthermie
behandelten Patienten im Wertebereich der Normalpersonen.

Dieser burststeigernde Effekt der IRA-Hyperthermie ist zellspezifisch, denn er konnte
nur bei den Neutrophilen, nicht aber bei den Monozyten beobachtet werden (siehe
4.2.4).

Weiterhin blieb auch im Verlauf der IRA-Therapie die Dosisabhangigkeit der

neutrophilen Burstreaktion auf unterschiedliche Zymosankonzentrationen erhalten.

Fluoreszenzintensitat der Neutrophilen im Verlauf der IRA-Therapie

**
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5 —m— 2 mg/ml
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vor IRA 5. IRA 10. IRA 7dnach IRA 42 d nach IRA
Abb. 19: Fluoreszenzintensitdt der Neutrophilen im Verlauf der IRA-Therapie
unstimuliert und nach Stimulation mit Zymosan (0,5; 1 und 2 mg/ml). Dargestellt

sind der Median der MFI-Werte sowie die Standardabweichung. vor IRA: vor Beginn der
Behandlung; 5. IRA: nach der 5. IRA-Behandlung; 10. IRA: nach der 10. IRA-
Behandlung; 7 d nach IRA: 7 Tage nach der letzten IRA; 42 d nach IRA: 42 Tage nach
der letzten IRA; *: p<0,05; **: p<0,005
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4.2.3 Einfluss der IRA-Therapie auf den PMA-stimuli  erten
respiratorischen Burst der neutrophilen Granulozyte n

Die Ergebnisse der PMA-Stimulationen unterstiitzen die Daten des Zymosan-Assays.
Zwar war hier kein Einfluss der Therapie auf die basale Burstaktivitdt zu erkennen,
jedoch gab es einen signifikanten Anstieg der MFI-Werte, die bei Stimulation mit PMA
(1,4 uM) gemessen wurden: der unstimulierte MFI-Wert vor der Therapie (Median 12,3
+ 5,8) anderte sich kaum nach der funften (Median 11,9 + 9,5) oder nach der zehnten
Behandlung (Median 13,0 + 13,4) und blieb auch sieben (Median 11,9 + 15,9) und 42
Tage nach Therapieende (Median 11,4 + 3,4) unbeeinflusst. Der stimulierte Wert vor
Beginn der Behandlung (Median 371,8 + 171,2) veranderte sich bis nach der flinften
Bestrahlung nur unwesentlich (Median 352,3 + 203,2), stieg aber bis zum Ende der
zehnten IRA-Sitzung signifikant (p = 0,014) im Vergleich zum Ausgangswert an
(Median 421,7 + 212,0). Am siebenten Tag nach Behandlungsende war ein erneuter
Abfall der Burstaktivitat auf das Ausgangsniveau zu verzeichnen (Median 338,3 +
177,4). Am 42. Nachbeobachtungstag gab es keinen wesentlichen Unterschied

gegenuber dem Ausgangswert mehr (Median 396,0 + 198,3).
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Auch die durch PMA-Stimulation dargestellte Steigerung der Burstaktivitat ist

zellspezifisch, da die Werte der Monozyten von der IRA-Therapie unbeeinflusst
blieben (siehe 4.2.5).

MFI

Fluoreszenzintensitat der Neutrophilen im Verlauf d er IRA-

Therapie
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Abb. 20: Fluoreszenzintensitat der Neutrophilen im Verlauf d  er IRA-Therapie
unstimuliert und nach Stimulation mit PMA (1,4 uM). Dargestellt sind der Median der
MFI-Werte sowie die Standardabweichung. vor IRA: vor Beginn der Behandlung; 5. IRA:
nach der 5. IRA-Behandlung; 10. IRA: nach der 10. IRA-Behandlung; 7 d nach IRA: 7
Tage nach der letzten IRA; 42 d nach IRA: 42 Tage nach der letzten IRA, ; *: p<0,05; **:
p<0,005
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4.2.4 Einfluss der IRA-Therapie auf den Zymosan-sti  mulierten
respiratorischen Burst der Monozyten

Die IRA-Therapie hatte keinen Einfluss auf die Intensitat des respiratorischen Bursts
der Monozyten. Die MFI-Werte nach der flinften Bestrahlung (Median 42,6 + 8,6 bzw.
40,9 + 8,9 bzw. 39,1 + 8,7 stimuliert mit 0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml) unterschieden
sich nur unwesentlich von den vor Behandlungsbeginn erreichten Werten. Auch nach
der zehnten Bestrahlung war kein signifikanter Unterschied feststellbar (Median 40,7 +
8,6 bzw. 35,7 + 9,9 bzw. 35,7 + 9,9 stimuliert mit 0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml).
Ebenso waren die MFI-Werte in der Nachbeobachtungsphase sieben Tage (Median
43,1 + 7,9 bzw. 42,9 + 8,0 bzw. 38,8 + 9,6 stimuliert mit 0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml)
sowie 42 Tage nach Behandlungsende (Median 43,0 + 5,2 bzw. 40,7 + 6,3 bzw. 39,1 +
6,4 stimuliert mit 0,5; 1 und 2 mg Zymosan/ml) gegenuber den Ausgangswerten nicht
wesentlich verandert. Bemerkenswert ist, dass sich im Verlauf der IRA-Bestrahlung
beim Einsatz hoher Zymosankonzentrationen eher niedrigere MFI-Werte ergaben als
bei Stimulation mit weniger Zymosan. Eine konzentrationsabhangige Steigerung des

monozytaren MFI gab es also auch im Verlauf der Therapie nicht.

Fluoreszenzintensitat der Monozyten im Verlauf der IRA-

Therapie
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Abb. 21: Fluoreszenzintensitat der Monozyten im Gat e M1 im Verlauf der IRA-

Therapie nach Stimulation mit Zymosan  (0,5; 1 und 2 mg/ml). Dargestellt sind der
Median der MFI-Werte sowie die Standardabweichung. vor IRA: vor Beginn der
Behandlung; 5. IRA: nach der 5. IRA-Behandlung; 10. IRA: nach der 10. IRA-
Behandlung; 7 d nach IRA: 7 Tage nach der letzten IRA; 42 d nach IRA: 42 Tage nach
der letzten IRA
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Bei der Auswertung des prozentualen Anteils der fir den Burst positiven Monozyten
sollen wegen der relativ go3en Schwankung dieser Werte nur die Ergebnisse aus den
Stimulationsversuchen mit der hdchsten Zymosankonzentration herangezogen
werden, da diese in Vierfachbestimmung vorliegen. Betrachtet man den prozentualen
Anteil der positiven Zellen nach Stimulation mit 2 mg Zymosan/ml, ist kein signifikanter
Unterschied zwischen den Werten vor der Therapie (Median 34,8% + 23,4%) und den
Werten nach der funften (Median 19,8% + 22,4%) und nach der zehnten (Median
17,2% + 22,0%) Behandlung festzustellen. Auch sieben (Median 22,2% + 22,9%) bzw.
42 Tage nach Therapieende (Median 20,0% + 18,6%) gab es keine erhebliche
Veranderung. Daraus wird deutlich, dass die IRA-Behandlung keinen wesentlichen
Einfluss auf den RB der Monozyten hatte.

Burstaktive Monozyten (%) im Verlauf der IRA-Therap e
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Abb. 22: Burstaktive Monozyten im Gate M1 in % im V  erlauf der IRA-
Therapie nach Stimulation mit 2 mg Zymosan/ml . Dargestellt sind der Median
der MFI-Werte sowie die Standardabweichung. vor IRA: vor Beginn der
Behandlung; 5. IRA: nach der 5. IRA-Behandlung; 10. IRA: nach der 10. IRA-
Behandlung; 7 d nach IRA: 7 Tage nach der letzten IRA; 42 d nach IRA: 42 Tage
nach der letzten IRA, n.s: nicht signifikant
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4.2.5 Einfluss der IRA-Therapie auf den PMA-stimuli  erten
respiratorischen Burst der Monozyten

Die Ergebnisse nach PMA-Stimulation stimmen mit denen aus den Zymosan-
Versuchen (berein. Im Bezug auf die MFI-Werte gab es zwischen den
Ausgangswerten (Median unstimuliert 13,6 + 5,5; stimuliert 50,9 + 16,4) und den
Werten nach der funften Behandlung (Median unstimuliert 14,0 + 11,5; stimuliert 50,5
+ 15,1), nach der zehnten Bestrahlung (Median unstimuliert 15,3 + 4,7; stimuliert 50,9
+ 20,5) sowie auch am siebenten Tag (Median unstimuliert 14,0 + 15,2; stimuliert 47,8
+ 16,1) und am 42. Tag nach Therapieende (Median unstimuliert 14,0 + 17,8; stimuliert

52,4 + 14,5) keine wesentliche Differenz.

Fluoreszenzintensitat der Monozyten im Verlauf der IRA-
Therapie
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Abb. 23: Fluoreszenzintensitdt der Monozyten im Ver lauf der IRA-Therapie
unstimuliert und nach Stimulation mit PMA (1,4 uM). Dargestellt sind der Median der
MFI-Werte sowie die Standardabweichung. vor IRA: vor Beginn der Behandlung; 5. IRA:
nach der 5. IRA-Behandlung; 10. IRA: nach der 10. IRA-Behandlung; 7 d nach IRA: 7
Tage nach der letzten IRA; 42 d nach IRA: 42 Tage nach der letzten IRA

Das Gleiche gilt fir den prozentualen Anteil der fir den Burst positiven Zellen. Der
Ausganswert (Median unstimuliert 2,0% + 5,1%; stimuliert 97,3% + 17,1%), der Wert
nach der funften (Median unstimuliert 2,2% + 4,5%; stimuliert 98,4% + 18,2%) und
nach der zehnten Behandlung (Median unstimuliert 2,4% + 4,9%; stimuliert 99,0% +
12,0%) und auch die Ergebnisse sieben (Median unstimuliert 2,3% + 6,3%; stimuliert
96,6% + 12,3%) bzw. 42 Tage nach Therapieende (Median unstimuliert 2,1% + 3,3%;
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stimuliert 98,8% + 13,5 %) unterschieden sich nur unwesentlich. Insgesamt ist damit
kein Einfluss der IRA-Bestrahlung auf den monozytaren RB zu erkennen.
Die IRA-Behandlung bewirkte jedoch eine eindeutige Steigerung des neutrophiliaren

respiratorischen Bursts, der sechs Wochen nach Therapieende immer noch anhielt.

Burstaktive Monozyten (%) im Verlauf der IRA-Therap ie
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Abb. 24: Burstaktive Monozyten in % im Verlauf der IRA-Therapie unstimuliert

und nach Stimulation mit PMA (1,4 uM). Dargestellt sind der Median der MFI-Werte
sowie die Standardabweichung. vor IRA: vor Beginn der Behandlung; 5. IRA: nach der
5. IRA-Behandlung; 10. IRA: nach der 10. IRA-Behandlung; 7 d nach IRA: 7 Tage
nach der letzten IRA; 42 d nach IRA: 42 Tage nach der letzten IRA
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4.3 Zytokinproduktion

4.3.1 Untersuchungsmodell

Zytokine gelten als Primingfaktoren fur den phagozytaren respiratorischen Burst (siehe
1.4.1). Eine Erklarung fur die durch die IRA-Bestrahlung gesteigerte Burstaktivitat
kénnte eine ebenfalls durch die Behandlung erhéhte Zytokinkonzentration im Serum
liefern. Um diesen Zusammenhang zu tberprifen wurden TNFa, IL-6, GM-CSF und
IL-10 mittels ELISA im Serum jeweils vor Beginn der Therapie und sieben Tage nach
Therapieende bestimmt. Angegeben ist stets der Median sowie die
Standardabweichung in pg/ml.

Es konnte jedoch kein Einfluss der IRA-Therapie auf die Serumkonzentrationen der

gemessenen Zytokine festgestellt werden.
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4.3.2 TNFa

TNFa wurde im Serum bei 22 PSS-Patienten und sechs Normalpersonen bestimmt
(Median + SD). Ein grof3er Teil der gemessenen Werte lag unter der Nachweisgrenze
des verwendeten ELISA (< 7,81 pg/ml). Es war kein signifikanter Unterschied
zwischen der TNFa-Konzentration, gemessen vor Behandlungsbeginn (3,16 + 149,81)
und sieben Tage nach Behandlungsende (1,67 + 157,35) feststellbar. Die TNFa-
Konzentration im Serum von Normalpersonen (n=6) (2,73 + 57,77) unterschied sich
nicht wesentlich von den bei PSS-Patienten gemessenen Werten. Die hohen
Standardabweichungen kamen dadurch zu Stande, dass einzelne Probanden sehr
hohe Zytokinwerte aufwiesen: bei sechs der 22 untersuchten Patientenseren lagen die
TNFa-Konzentrationen weit Uber 70 pg/ml. Dies traf weiterhin auf zwei der sechs
Normpalpersonen zu. Bei den restlichen untersuchten Seren lagen die Werte im
Bereich von 0,2 bis 10 pg/ml. Durch die Therapie trat jedoch keine Anderung der
individuell hohen oder individuell sehr niedrigen TNFa-Werte auf. Ein Einfluss der IRA-

Therapie auf die TNFa-Serumwerte ist daher unwahrscheinlich.

Einfluss der IRA-Therapie auf TNF a
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Abb. 25: TNFa-Konzentration im Serum  von
Normalpersonen (n=6) und PSS-Patienten (n=22)
vor und nach der IRA-Therapie (logarithmische
Skalierung); Normal: Normalpersonen; PSS vor
IRA: PSS-Patienten vor Beginn der IRA-Therapie;
PSS 7 d nach IRA: PSS-Patienten 7 Tage nach
der letzten IRA
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4.3.3 IL-6

Es konnte keine Verédnderung der IL-6-Konzentration im Serum (Median + SD) durch
eine IRA-induzierte milde Hyperthermie nachgewiesen werden. Die IL-6-Konzentration
im Serum der PSS-Patienten vor (0,73 + 1,28) und nach der IRA-Therapie (0,76 +
1,53) war unverdndert. Allerdings fand sich eine tendenziell niedrigere IL-6-
Konzentration im Serum von PSS-Patienten (n=55) im Verleich zu Normalpersonen
(n=22) (1,17 + 0,70). Zur Messung von IL-6 wurde ein ultrasensitiver ELISA der Firma
Biosource verwendet. Damit war auch die Messung von sehr niedrigen

Zytokinkonzentrationen maglich (Nachweisgrenze < 0,104 pg/ml).

Einfluss der IRA-Therapie auf IL-6
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Abb. 26: IL-6-Konzentration im Serum von
Normalpersonen (n=22) und PSS-Patienten (n=55) vor
und nach der IRA-Therapie; Normal: Normalpersonen;
PSS vor IRA: PSS-Patienten vor Beginn der IRA-
Therapie; PSS 7 d nach IRA: PSS-Patienten 7 Tage
nach der letzten IRA
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4.3.4 GM-CSF

Auch die Konzentration von GM-CSF in den Seren von 54 PSS-Patienten blieb
unbeeinflusst durch die IRA-Therapie. Die Werte vor (0,32 + 0,31) und nach der
Bestrahlung (0,34 + 0,35) sind vergleichbar. Durch die hohen individuellen
Schwankungen konnte kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu der gesunden

Kontrollgruppe (n=20) nachgewiesen werden (0,27 + 0,19). Die Nachweisgrenze des
zur Messung verwendeten hochsensitiven ELISA der Firma R&D Systems lag bei <

0,26 pg/ml. Einige der gemessenen Werte lagen jedoch darunter.

Einfluss der IRA-Therapie auf GM-CSF
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Abb. 27: GM-CSF-Konzentration im Serum  von
Normalpersonen (n=20) und PSS-Patienten (n=54)
vor und nach der IRA-Therapie; Normal:
Normalpersonen; PSS vor IRA: PSS-Patienten vor
Beginn der IRA-Therapie; PSS 7 d nach IRA: PSS-
Patienten 7 Tage nach der letzten IRA
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4.3.5 IL-10

Die Uberwiegende Zahl der Messungen lag unter der Nachweisgrenze des

eingesetzten ELISA (<0,99 pg/ml). Nur bei drei von 57 Patienten konnte ein Wert vor

und nach der Therapie ermittelt werden (siehe Tabelle 7).

vor IRA 7 d nach IRA
Patient 1 10,7 10,4
Patient 2 27,1 19,3
Patient 3 25 15,8

Tabelle 7: IL-10-Werte im Serum von drei PSS-
Patienten in pg/ml; vor IRA: PSS-Patienten vor Beginn
der IRA-Therapie; 7 d nach IRA: PSS-Patienten 7 Tage
nach der letzten IRA
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5 Diskussion

Als respiratorischen Burst (RB) bezeichnet man die Bildung und Freisetzung von freien
Sauerstoffradikalen (ROS) in einer NADPH-Oxidase-abhéangigen Reaktion. Bisherige
Studien weisen auf eine Rolle des RB in der Pathogenese der PSS hin. Es wurde
gezeigt, dass freie Sauerstoffradikale zur Zerstérung und so zur
Permeabilitatssteigerung des GefalRendothels beitragen. Dies fiihrt wiederum zu einer
kompensatorischen Regeneration von Basallamina-, Intima- und Fibroblastenzellen.
Die so hervorgerufene Einengung des GefaRlumens erhoéht die Ischdmie des
umliegenden Gewebes. Die im Verlauf der PSS vorkommenden Raynaud-Attacken

verstarken diesen Prozess (22, 23).

Studien von Lau et al (25) und Stein et al (26) legen einen erhdhten durch ROS
ausgelosten oxidativen Stress bei PSS-Patienten nahe. Die genaue Bedeutung des
respiratorischen Bursts bei der Entwicklung der progressiven systemischen
Sklerodermie ist jedoch unklar. Weiterhin ist nicht abschlieRend gesichert, durch
welche Zellen die erhéhte Menge von freien Sauerstoffradikalen produziert wird und

durch welche Faktoren der respiratorische Burst beeinflusst werden kann.

1993 untersuchten Meffert et al (38) erstmals die Wirkung der Infrarot-A-Hyperthermie
auf den respiratorischen Burst von isolierten peripheren polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN). Im Ramen dieser Studie wurden 11 gesunde
Probandinnen im Alter zwischen 47 und 57 Jahren 12 mal innerhalb von zwei Wochen
einer milden Infrarot-A-Ganzkdorperhyperthermie unterzogen. Einen Tag vor der ersten
und zwei bzw. 22 Tage nach der letzten Bestrahlung wurde allen Teilnehmerinnen Blut
entnommen und der RB der daraus isolierten PMN mittels INT-Test und luminol-
verstarkter Chemilumineszenz gemessen. Als Stimulantien fir den RB wurden in
dieser Studie opsoniertes Zymosan und humanes Gammaglobulin verwendet. Mit
beiden Messverfahren konnte ein signifikanter Abfall des stimulierten RB zwei Tage
nach Therapieende im Vergleich zu vor Therapiebeginn festgestellt werden. Die
Minderung des RB war auch 22 Tage nach Therapieende noch sichtbar.

Basierend auf diesen Ergebnissen und mit der Fragestellung nach der Rolle des RB im
Verlauf der Sklerodermie priften wir in der vorliegenden Untersuchung den
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respiratorischen Burst bei Sklerodermiepatienten im Vergleich zu verschiedenen
Kontrollgruppen sowie den Einfluss der IRA-Ganzkorperhyperthermie auf den Burst
bei Patienten mit PSS.

Zur genaueren Beschreibung des Bursts wurde ein sehr schwacher Stimulus (nicht
opsoniertes Zymosan) im Vergleich zu einem starken Stimulus (PMA) verwendet. Im
Gegensatz zu dem von Meffert et al verwendeten Stimulationsverfahren wurde in der
hier vorliegenden Untersuchung nicht opsoniertes Zymosan verwendet. Jang et al (94)
konnten eine deutliche dosisabhéangige Steigerung des RB auch nach Stimulation mit
nicht opsoniertem Zymosan nachweisen. Die hochste von dieser Arbeitsgruppe
eingesetzte Zymosankonzentration lag mit 0,3 mg/ml ebenfalls im Bereich der hier
eingesetzten Stimulationskonzentrationen. Lieberman et al (55) gebrauchten in ihrer
Untersuchung zum Vergleich der Burststimulation mit opsoniertem und nicht
opsoniertem Zymosan ein Assay, das dem hier angewandten in weiten Teilen gleicht.
Diese Arbeitsgruppe konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen einer
Stimulation mit opsoniertem und nicht opsoniertem Zymosan in Bezug auf den
respiratorischen Burst nachweisen. Es liegt daher nahe, dass nicht opsoniertes

Zymosan ebenfalls einen geeigneten Stimulus fir den RB darstellt.

Zur Messung des unstimulierten und stimulierten RB kam in der vorliegenden Arbeit
die durchflusszytometrische Analyse nach Farbung mit Dihydrorhodamin 123 zum
Einsatz. Dieses Verfahren gilt derzeit als sensitiver gegentiber dem von anderen
Arbeitsgruppen verwendeten INT-Test oder der Messung mittels Chemilumineszenz
(90).

Unsere Daten zeigen einen gering aber signifikant reduzierten respiratorischen Burst
der neutrophilen Granulozyten von PSS-Patienten im Gegensatz zu Normalpersonen
basal und nach Stimulation mit Zymosan und PMA. Des Weiteren weisen die
vorliegenden Ergebnisse auf eine schwachere Reaktion der Neutrophilen von PSS-

Patienten auf Zymosanstimulation hin.

Die Ergebnisse einer Untersuchung von Czirjak et al (95) bestatigen unsere
Ergebnisse: hier wurde der neutrophile respiratorische Burst mittels
Chemilumineszenz im Vollblutassay gemessen. Als Stimulanz wurde nicht opsoniertes

Zymosan verwendet. Im Bezug auf die stimulierte Burstaktivitat der PMN ergab sich
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kein Unterschied zwischen der Gruppe aus 20 PSS-Patienten und der Gruppe aus 15
gesunden Kontrollpersonen. Zusatzlich zeigte sich jedoch eine bei der PSS-Gruppe
erniedrigte Chemotaxis der Neutrophilen gegen zymosanaktiviertes Serum.

Im Gegensatz dazu zeigten Luczynska et al (96) eine gesteigerte Burstaktivitat der
Phagozyten aus dem Blut von PSS-Patienten: Im Rahmen dieser Untersuchung wurde
die basale und die fMLP-stimulierte phagozytare ROS-Produktion mit Hilfe der
luminolverstarkten Chemilumineszenz im Vollblut gemessen. Im unstimulierten und
stimulierten Zustand ergab sich scheinbar fur die Gruppe der 30 PSS-Patienten eine
im Vergleich zu den 30 Kontrollpersonen erhéhte ROS-Produktion. Wenn man jedoch
die stark variierenden Medianwerte der Messergebnisse dieser Studie betrachtet, dann
sprechen die von Luczynska et al dargestellten Ergebnisse eher gegen eine starke
Veranderung des basalen und des fMLP-stimulierten neutrophilen RB im Zuge der
Sklerodermie.

Ein zusatzlicher Grund fur die kontroversen Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe und der
hier vorliegenden Untersuchung kénnte die Verwendung von zwei unterschiedlichen
Messmethoden sein. Die luminolverstarkte Chemilumineszenz misst andere Produkte
der Burstreaktion als mittels der hier verwendeten FACS-Analyse detektiert werden
(87) (siehe weiter unten).

Eine autonome Uberproduktion von ROS durch neutrophile Granulozyten von
Patienten mit PSS ist somit gemaf der hier erhobenen Daten und den Resultaten

anderer Studien unwahrscheinlich.

Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen weiterhin, dass der monozytare
respiratorische Burst bei PSS-Patienten basal und nach Stimulation mit PMA sich
kaum vom Burst der Monozyten von Normalprobanden unterscheidet. Nach
Stimulation mit allen drei eingesetzten Zymosandosen weisen die Monozyten von
PSS-Patienten jedoch eine tendenziell reduzierte Burstaktivitat auf. Zuséatzlich ist die
der prozentuale Anteil der burstpositiven Monozyten bei Sklerodermiepatienten
deutlich gegentber den bei Normalpersonen ermittelten Werten reduziert. Derzeit
existieren keine weiteren Daten zum respiratorischen Burst bei Monozyten von
Patienten mit PSS.
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Jedoch konnte fir Patienten mit schlecht eingestelltem nicht-insulinabhangigem
Diabetes von Chang und Shaio (97) ein erniedrigter respiratorischer Burst der
Monozyten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen gezeigt werden. Dies gilt fur

den mit PMA als auch fur den mit opsoniertem Zymosan stimulierten monozytaren RB.

Weiterhin deuten die vorliegenden Daten auf die Existenz von zwei Subpopulationen
innerhalb der Monozyten hin: bei der Analyse des Zymosan-stimulierten RB war eine
burstpositive Monozytengruppe deutlich von einer negativen Zellpopulation
abgrenzbar. Auch Bassoe et al (98) konnten die Exsistenz von zwei
Monozytensubpopulationen zeigen: Die Gruppe stimulierte Monozyten mit OMV
(meningococcal outer membrane vesicles) bedeckten fluoreszenten Beads und
analysierte die Phagozytosefahigkeit und den RB der Zellen. In der
flieRzytometrischen Analyse war eine Population mit starkem RB klar von einer nur
schwach reagierenden Zellgruppe abgrenzbar. Bei der im Rahmen der vorliegenden
Untersuchung durchgefuhrten rezeptorunabhangigen Stimulation des RB mit PMA war
dies nicht der Fall. Daher ware eine unterschiedliche Rezeptorverteilung

beispielsweise von TLR-2 innerhalb der Monozyten als Ursache zu vermuten.

In der vorliegenden Untersuchung wurde auf3erdem der neutrophile und monozytare
RB bei Patienten mit Psoriasis vulgaris und Atopischer Dermatitis untersucht.

Sowohl unstimuliert als auch nach Stimulation mit Zymosan konnte ein signifikant
reduzierter Burst der neutrophilen Granulozyten bei Patienten mit Psoriasis im
Gegensatz zu gesunden Normalpersonen festgestellt werden. Parallel dazu zeigten
auch die Monozyten der Psoriasispatienten eine reduzierte Burstaktivitat im
unstimulierten Zustand und nach Stimulation mit allen drei eingesetzten
Zymosankonzentrationen.

Ebenfalls war der neutrophile respiratorische Burst der Patienten mit AD tendenziell
gegenuber den bei Normalpersonen ermittelten Werten erniedrigt. Auch die
monozytare Burstaktivitdt der Gruppe mit atopischer Dermatitis war im Vergleich zu
Normalpersonen signifikant reduziert.

In diesem Zusammenhang sind die Daten der Arbeitsgruppe Pitrak et al. (99) zu
erwahnen: die Gruppe untersuchte die Zymosan-stimulierte Chemilumineszenz der
neutrophilen Granulozyten von HIV-Patienten. Im Vergleich zu Normalpersonen

wurden in der Patientengruppe signifikant erniedrigte Werte festgestellt.
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So wird durch die Daten dieser hier vorliegenden und der o.g. Studien deutlich, dass
eine Reduktion des respiratorischen Bursts nicht spezifisch fir die progressive
systemische Sklerodermie ist, sondern auch bei anderen systemischen Erkrankungen

auftritt.

Ebenso legen die Ergebnisse dieser Untersuchung nahe, dass die monozytare
Burstaktivitat bei Patienten mit PSS sowie bei Psoriasispatienten und bei Patienten mit
atopischer Dermatitis zwar signifikant gegeniber den Werten von Normalpersonen
erniedrigt, der Unterschied jedoch gering ist. Daher ist eine klinische Bedeutung dieser

reduzierten Burstaktivitat der Monozyten unwahrscheinlich.

Weiterhin unterstitzen unsere Daten die Ergebnisse von Sambo et al (100): sie
wiesen nach, dass unstimulierte Fibroblasten aus der Haut von Sklerodermiepatienten
in vitro in einer NADPH-Oxidase-vermittelten Reaktion signifikant mehr H,O, und Oy
freisetzen als Fibroblasten aus der Haut gesunder Kontrollpersonen. Diese und die
hier dargestellten Daten legen nahe, dass ein erhthter oxidativer Stress im Rahmen
der PSS nicht auf einen erhéhten respiratorischen Burst der Neutrophilen oder
Monozyten zurlckzufiuihren ist, sondern eher durch eine vermehrte ROS-Produktion
der Fibroblasten bedingt wird.

Ein anderer Grund fir eine erhéhte Konzentration von freien Sauerstoffradikalen bei
Patienten mit PSS kdnnte eine durch Isch&mie gesteigerte Aktivitat der Xanthinoxidase
sein. Xanthinoxidase kommt in den Endothelzellen kleiner Blutgefal3e vor und liegt dort
gewdhnlich als Xanthindehydrogenase (ein Isotop der Xanthinoxidase) vor. Unter
besonderen Bedingungen, wie z.B. im Zustand einer Ischamie, wird
Xanthindehydrogenase in Xanthinoxidase umgeformt. Weiterhin findet unter
ischdmischen Bedingungen die Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) zu
Hypoxanthin und Xanthin statt. Durch die Xanthinoxidase werden dann Hypoxanthin
und Xanthin in Harnsdure umgewandelt. Dabei werden O,, H,O, und OH' gebildet
(23). Neben der Xanthinoxydase existieren weitere Enzyme wie NO-Synthase,
Cyclooxygenase und Lipooxygenase, die in Endothelzellen vorkommen und ebenfalls
an der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt sind (101). Somit wird
deutlich, dass der phagozytare respiratorische Burst nicht die einzige Quelle fur die

Entstehung von freien Sauerstoffradikalen darstellt und das neben der Burstreaktion
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von Neutrophilen und Monozyten auch andere Mechanismen fir einen vermehrten

oxidativen Stress bei der Entwicklung der PSS verantwortlich sein kdnnten.

Im Verlauf der hier angewandten Therapie mit milder Infrarot-A-induzierter
Hyperthermie kommt es zu einem signifikanten Anstieg des respiratorischen Bursts
der neutrophilen Granulozyten der PSS-Patienten. Dies gilt fir den unstimulierten RB,
fur den Burst nach Stimulation mit nicht opsoniertem Zymosan und, wenn auch in
geringerem Ausmal, fur den PMA-stimulierten RB. Nach Therapieende hatte sich der
neutrophile RB der PSS-Patienten an die Werte der gesunden Kontrollgruppe
angeglichen.

Dieser burststeigernde Effekt der IRA-Therapie ist zellspezifisch, denn der RB der
Monozyten bleibt unstimuliert und auch nach Stimulation mit den beiden verwendeten
Stimulanzien unbeeinflusst. Der Burst der Neutrophilen ist auch sechs Wochen nach

Therapieende noch gesteigert.

Die genauen Faktoren, die zur Unwirksamkeit der mehrfach applizierten
Ganzkoérperhyperthermie auf den RB der Monozyten fuhren, sind unklar.

Aus dem in der vorliegenden Untersuchung durchgefihrten Vergleich der PMA-
stimulierten Burstreaktion der Neutrophilen und Monozyten wird jedoch deutlich, dass
die monozytare Burstreaktion generell schwéacher ausféllt als die Reaktion der
Neutrophilen. Die Arbeitsgruppe von Yagisawa et al (102) bestatigt diese Ergebnisse.
Hier wurde der fMLP- und PMA-stimulierte RB von Monozyten und Neutrophilen
mittels Cytochrom-C-Test bestimmt. Beim Einsatz von beiden Stimulanzien war der
RB der Monozyten deutlich schwéacher. Mittels Immunoblot wurde ein verminderter
Gehalt der Cytochrom bssg -Bestandteile, gp91phox, p47phox und p67phox im Cytosol
der Monozyten im Vergleich zu neutrophilen Granulozyten festgestellt. Der
Plasmafaktor p22phox war ebenfalls erniedrigt. Die schwachere Burstreaktion der
Monozyten ist wahrscheinlich darauf zurtickzufhren.

Der RB der Monozyten scheint nicht nur schwacher ausgepragt, sondern zusatzlich
auch weniger sensitiv als der neutrophile RB zu sein: Im Gegensatz zu neutrophilen
Granulozyten erwiesen sich die Monozyten bezlglich der Burstreaktion als
unempfindlich gegentber einer Erhéhung der Zymosandosis. Eine generelle Stabilitat
des RBs der Monozyten gegelber auf3eren Faktoren wie z.B. auch der IRA-

Hyperthermie ist anzunehmen.
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Interessante Ergebnisse hierzu liefert die Studie von Barry et al (103). Hier wurde der
Einfluss einer Ischamie durch Aortenabklemmung und einer anschlielenden
Reperfusion auf den fMLP-stimulierten RB von Monozyten und Neutrophilen
untersucht. Der neutrophile RB stieg signifikant nach Wiederherstellung des
Aortenflusses an und hatte 40 Minuten nach Klammerlésung einen Hochstwert
erreicht. Auch die Monozyten zeigten eine tendenziell gesteigerte Burstaktivitat, die
Werte waren aber nicht so deutlich erhdéht wie bei den Neutrophilen. Episoden von
Ischamie und Reperfusion, verursacht durch GefaRspassmen, existieren auch im
Rahmen der Sklerodermie. Eine dadurch verursachte starkere Aktivierung der
Neutrophilen im Gegensatz zu den Monozyten ist denkbar. Zusammen mit einer
maoglichen geringeren Sensibilitat der monozytaren Burstreaktion kdnnte dies eine
Begriindung fir ein isoliertes Ansprechen der Neutrophilen auf die IRA-Therapie sein.

Es ist jedoch auch méglich, dass Monozyten auf eine andere Art als Neutrophile durch
eine Ischamie und Reperfusion angeregt werden: Metinko et al (104) konnten eine
durch Sauerstoffmangel gesteigerte IL-8-Produktion von Monozyten nachweisen.
Monozytenkulturen wurden in luftdichten Inkubationskammern platziert und einem
Wechsel von Hypoxadmie und Hyperoxdmie ausgesetzt. Die IL-8-Konzentration im
Uberstand der so behandelten Kulturen war deutlich erhoht. Als Kontrolle wurden
Monozytenkulturen, die normaler Raumluft ausgesetzt waren, benutzt. Es ist somit
denkbar, dass die im Zuge der Sklerodermie herrschenden Bedingungen ebenfalls zu
einer gesteigerten IL-8-Produktion der Monzyten fihren. IL-8 wirkt aktivierend und
chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten. Zusatzlich fuhrt die Préinkubation von
Neutrophilen mit IL-8 zu einem signifikant starkeren fMLP-stimulierten RB als ohne
eine solche Vorbehandlung erreicht wird (74). Somit kdnnte eine bei Sklerodermie
erhohte IL-8-Produktion der Monozyten zu einem Priming der Neutrophilen fuhren.
Dies wuirde eine Erklarung fiur die starke Dosissensibilitdt der neutrophilen
Burstreaktion und fur das gute Ansprechen der Neutrophilen auf die IRA-Therapie

liefern.

Ein direkter ,Primingeffekt* der IRA-Bestrahlung auf den respiratorischen Burst war
nicht nachweisbar. Die Werte fir den MFI als Mal3 der Burstaktivitat der Neutrophilen
und Monozyten, gemessen bei sechs PSS-Patienten vor Beginn und direkt nach
Beendigung der 30-minitigen Bestrahlung sowie eine Stunde nach Bestrahlungsende,

unterscheiden sich kaum.
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Diese Resultate decken sich mit den Erkenntnissen der Arbeitsgruppe von Loer et al
(105). Hier wurden acht gesunde Probanden ebenfalls einer 60minltigen Ganzkorper-
Infrarot-A-Hyperthermie nach Ardenne unterzogen. Unmittelbar nach
Bestrahlungsende, sowie eine, vier und achteinhalb Stunden spater wurde ihnen Blut
entnommen. Der fMLP- und PMA-stimulierte respiratorische Burst der Neutrophilen
wurde mittels Lucigenin-abhangiger Chemilumineszenz gemessen. Die Burstwerte
direkt nach Bestrahlungsende und nach einer Stunde Wartezeit unterschieden sich,
wie auch bei der hier vorliegenden Untersuchung, nicht. Jedoch nach vier Stunden
Wartezeit gab es einen deutlichen Anstieg des neutrophilen RB, der sich bis zum

Abnahmezeitpunkt 8,5 Stunden nach Bestrahlungsende fortsetzte.

Auch Kappel et al (106) konnten zeigen, dass sich der RB der Neutrophilen und
Monozyten im Verlauf oder kurze Zeit nach der Ganzkorperhyperthermie nicht
verandert. Im Rahmen der Studie dieser danischen Arbeitsgruppe wurden acht
gesunde méannliche Probanden einem zweistiindigen heif3en Wasserbad unterzogen.
Die Kdrpertemperatur wurde wahrenddessen kontinuierlich gemessen. Blutentnahmen
fanden vor Beginn der Behandlung, beim Erreichen einer Kérpertemperatur von 38<C,
39C und 39,5C sowie nach einer zweistindigen Wart ezeit nach Ende des
Wasserbades statt. Die isolierten Zellen wurden danach mit opsoniertem Zymosan
stimuliert und ihre Burstaktivitat mittels Chemilumineszenz gemessen. Es ergaben sich
jedoch keine wesentlichen Unterschiede zu den Werten vor Beginn des Wasserbades.
Diese Ergebnisse lassen einen direkten Primingeffekt einer milden in vivo
Hyperthermie unwahrscheinlich erscheinen. Eher ist eine indirekte Steigerung des

Bursts durch IRA-Hyperthermie anzunehmen.

Damit stehen die hier dargestellten Ergebnisse im Gegensatz zu den vormals von
Meffert et al publizierten Daten. Die Tatsache, dass verschiedene Verfahren zur
Messung des respiratorischen Bursts benutzt wurden, kdnnte ein Grund daflr sein.
Der damals von Meffert et al verwendete INT-Test basiert auf der Reduktion von
Cytochrom c¢ durch Superoxidionen, die zuerst im Zuge der NADPH-Oxidase-
abhanigen Burstreaktion gebildet werden. Der in der vorliegenden Untersuchung
eingesetzte Farbstoff Dihydrorhodamin 123 wird durch das spater gebildete H,O, zu

Rhodamin oxidiert. Bei der ebenfalls von Meffert et al verwendeten luminolverstarkten
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Chemilumineszenz wird Luminol durch HOCI, das ganz am Ende der Burstreaktion
entsteht, und zusatzlich durch H,O, angeregt (siehe auch 1.3.1) (87).

Weiterhin unterscheiden sich diese drei Messverfahren im Bezug auf ihren
Reaktionsort: die Oxidation von Dihydrorhodamin 123 findet streng intrazellular und die
Reduktion von Cytochrom c streng extrazellular statt. Dahingegen lauft die Stimulation

von Luminol wahrscheinlich im Intra- und Extrazellularraum ab (93).

Die unterschiedlichen Zellpraperationstechniken, die in der vorliegenden und in der
Studie von Meffert et al verwendet wurden, konnten ebenfalls zum
Nichtubereinstimmen der Ergebnisse beitragen: bei den in dieser Arbeit dargestellten
Untersuchungen wurde die Stimulation des RB mit PMA bzw. Zymosan sowie die
anschlieBende Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dihydrorhodamin 123 im Vollblut
durchgefiihrt. Dadurch wurde eine mdglichst geringe Veranderung der naturlichen
Umgebung der reagierenden Zellen sichergestellt. In der Studie von Meffert et al
wurden die neutrophilen Granulozyten zunachst mittels Dichtegradientzentrifugierung
und einer anschlieBenden Erythrolyse isoliert. Erst danach wurden humanes
Gammaglobulin und opsoniertes Zymosan als Stimulanzien fur den RB hinzugefigt.
Es ist wahrscheinlich, dass Zellen, die aus ihrem natirlichen Milieu, das
burstbeeinflussende Faktoren wie Immunglobuline und Komplement enthélt, isoliert
werden, anders reagieren als Zellen, die im Vollblut belassen werden (107). Durch die
von der Arbeitsgruppe Meffert durchgefiihrte Zellpraparation konnte es also zu einer

Beeintrachtigung der Burstaktivitat der neutrophilen Granulozyten gekommen sein.

Zur naheren Erforschung des molekularen Mechanismus des burststeigernden
Effektes der IRA-Therapie wurde der Einfluss der IRA-Bestrahlung auf die
Serumkonzentrationen von TNFa, IL-6, GM-CSF und IL-10 untersucht. Vorherige
Studien haben gezeigt, dass diese Zytokine einen Einfluss auf den RB haben kdnnten.
Gallova et al (66) konnten durch vorherige Inkubation von Monozyten und
Neutrophilen mit TNFa bzw. IL-6 eine gesteigerte ROS-Produktion dieser Zellen nach
Stimulation mit PMA und opsoniertem Zymosan nachweisen. Auch eine Inkubation von
humanen Neutrophilen mit GM-CSF flhrt laut einer Untersuchung von Elbim et al (68,
74) zur Steigerung des stimulierten respiratorischen Bursts dieser Zellen. Es wird
vermutet, dass eine Inkubation der Phagozyten mit TNFa bzw. GM-CSF zur

Phosphorylierung eines Majorpeptides des p47phox, einem Bestandteil der NADPH-
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Oxidase, fuhrt. Das durch diese Zytokine verursachte Priming des respiratorischen

Bursts kdnnte laut Dewas et al (70) auf diesen Effekt zurlickzufihren sein.

Im Gegensatz zu diesen drei proinflammatorischen Zytokinen konnte das
antiinflammatorische IL-10 eher flr eine Herunterregulation des respiratorischen
Bursts verantwortlich sein. Bogdan et al (76) konnten einen solchen Effekt nach
Inkubation von Makrophagen mit IL-10 aufzeigen. Ein Einfluss des IL-10 auf den

neutrophilen und monozytaren RB konnte jedoch noch nicht nachgewiesen werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Serumkonzentrationen von TNFaQ,
GM-CSF, IL-6 und IL-10 bei PSS-Patienten vor und nach der IRA-Therapie sowie im
Vergleich zu gesunden Normalpersonen bestimmt. Fir keines der Zytokine konnte
jedoch ein Unterschied zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe aufgezeigt
werden. Auch blieben die Serumkonzentrationen der vier Zytokine durch die IRA-
Ganzkorperhyperthermie unbeeinflusst. Es ist hinzuzufiigen, dass einige der
gemessenen Werte unter der Sensitivitatsgrenze der verwendeten ELISA-Kits lagen.
Dies macht eine relevante Veranderung der gemessenen Zytokinwerte bei PSS und

durch die IRA-Therapie unwahrscheinlich.

Gegensatzliche Ergebnisse werden von Schmidt (86) dargestellt. Er beschreibt eine
Studie, in deren Rahmen ein Anstieg der IL-6-Konzentration im Serum durch milde
Ganzkoérperhyperthermie, induziert durch heilRe Parafinfangopackungen,
nachgewiesen wird. Weiterhin wird eine Erh6hung von TNFa im Serum, hervorgerufen

durch milde thermalbadinduzierte Hyperthermie, beschrieben.

Basili et al (85) bestatigen jedoch die hier dargestellten Daten. Die Arbeitsgruppe
unterzog 12 gesunde Probanden einer Folge aus 12 Thermalschlammpackungen an
12 aufeinanderfolgenden Tagen. Dabei wurde ein mittlerer Anstieg der
Korpertemperatur um 0,7° C erreicht. Vor Behandlung sbeginn sowie direkt nach der
ersten und der 12. Thermalschlammanwendung wurde den Probanden Blut
entnommen und TNFa sowie IL-6 mittels ELISA gemessen. Die Gruppe konnte keine
Anderung der TNFa-Serumkonzentration feststellen. Es wurde jedoch ein signifikanter
Anstieg der IL-6-Serumwerte nach der 1. Anwendung beobachtet. Auch nach der 12.

Behandlung war IL-6 im Serum noch erhdht. Dies steht jedoch nicht im Widerspruch
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zu den Daten dieser Untersuchung, da hier die Zytokinkonzentration im Serum nicht
direkt nach Ende der IRA-Therapie, sondern erst eine Woche nach der letzten
Behandlung bestimmt wurde.

Aus den vorliegenden Ergebnissen wird jedoch deutlich, dass keines der vier
gemessenen Zytokine fur den indirekten Primingeffekt der IRA-Hyperthermie auf den
RB der Neutrophilen verantwortlich ist. Der Mechanismus der beobachteten

Burststeigerung bleibt somit unklar.

Die Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Di et al (108) weisen im Gegensatz zu den
hier getroffenen Annahmen dennoch auf ein direktes Priming des respiratorischen
Bursts der Leukozyten durch milde Ganzkorperhyperthermie hin. In ihrer Studie wurde
die Korperkerntemperatur von Mausen im Brutschrank auf 39,5° C erhoht und Uber
sechs Stunden auf diesem Level gehalten. Direkt nach Beendigung der Hyperthermie
wurden Lymphozyten aus der Milz der Tiere enthommen. Die Aktivitat der
Proteinkinase C, die essenziell fur die Aktivierung der NADPH-Oxidase ist, wurde
mittels eines in vitro Assays basierend auf der Phosphorylierung eines kinstlichen
Substrates gemessen. Es wurde eine deutlich gesteigerte Proteinkinase C-Aktivitat im
Vergleich zu den vor der Behandlung ermittelten Werten festgestellt. Der Hohepunk
der Proteinkinase C-Aktivitat wurde funf Stunden nach Ende der Hyperthermie
ermittelt. Di et al vermuten, dass durch den von ihnen beschriebenen Effekt auch eine
gesteigerte Produktion von freien Sauerstoffradikalen mdoglich ware. Ob eine
gleichartige Aktivitatssteigerung der Proteinkinase C auch bei Neutrophilen erreicht
werden kann, musste, um die hier dargestellten Ergebnisse zu erklaren, weiter

untersucht werden.

Zuletzt bleibt zu erwahnen, dass die in dieser Untersuchung gezeigte Steigerung des
respiratorischen Bursts der Neutrophilen parallel zu einer signifikanten Verbesserung
der klinischen Symptomatik der an der IRA-Therapie teilnehmenden 57 Patienten
verlief. Foerster et al (109) untersuchten bei den 57 Studienteilnehmern die akrale
Wiedererwarmung, das Raynaud-Phenomen, den Modified Rodnan Skinscore (MRSS)
als MalRR fur die Hautdicke, die Arthralgiestdrke gemessen anhand des DAS28
Arthralgiescores, die Lungendiffusionskapazitat sowie die generelle Krankheitsaktivitat

mit Hilfe des Health Assessment Questionaire (HAQ-DI). Fiur alle sechs Parameter
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konnte eine signifikante Verbesserung der Werte nach der flinften oder zehnten
Behandlung im Vergleich zu vor Therapiebeginn gezeigt werden. Bis auf die Werte fur
den DAS28 Arthralgie-Score war diese Verbesserung der Ergebnisse, genau wie die
Steigerung des respiratorischen Bursts, auch sechs Wochen nach Therapieende noch
nachweisbar.

Demnach kann man vermuten, dass der durch die IRA-Bestrahlung gesteigerte
respiratorische Burst der Neutrophilen nicht zu einem vermehrten oxidativen Stress im
Gewebe der Patienten fuhrt.

Im Rahmen der vorliegenden  Untersuchung wurden ebenfalls die
Blutsenkungsgeschwindigkeit, der MRSS und der Sklerodermie-Activity Score der
PSS-Patienten sowie der PASI der Psoriasispatienten mit dem RB korreliert. Es

konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.

Eine Erklarung fur die zu der Burststeigerung parallel laufende Verbesserung der
klinischen Symptomatik kdnnten die Ergebnisse der Arbeitsgruppen Distler et al (110)
und Cho et al (111) liefern. In beiden Studien wurde der Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) untersucht, welcher einer der wichtigsten Parameter zur Regulation der
Angiogenese ist. VEGF induziert die Migration der Endothelzellen, regelt die
Gefallpermeabilitat und steuert die Lumenbildung zum Abschluss der Angiogenese.
Bei Gesunden wird VEGF vorrangig von Keratinozyten der Haut gebildet. Bei
Sklerodermiepatienten  sind  zusatzlich  Endothelzellen,  Fibroblasten  und
Entzindungszellen an der VEGF-Bildung beteiligt, was zu hohreren VEGF-
Konzentrationen im Serum der PSS-Patienten fihrt. Sklerodermiepatienten ohne
Fingerulcera haben allerdings nochmals deutlich erhdhte VEGF-Spiegel gegenlber
der Patientengruppe mit Fingerulcerationen. Dies zeigt, dass der VEGF-Spiegel erst
einen bestimmten Schwellenwert Ubersteigen muss, um die klinischen Manifestationen

einer Ischamie zu verhindern (110).

Cho et al (111) konnten nachweisen, dass die VEGF-Freisetzung kultivierter humaner
Makrophagen durch Inkubation mit H,O, gesteigert wird. Die VEGF-Konzentration
wurde mittels ELISA im Uberstand bestimmt. Auch die Inkubation humaner
Makrophagen mit zum respiratorischen Burst stimulierten Neutrophilen fiihrte zu einer
verstarkten VEGF-Freisetzung der Makrophagen. Mittels Northernblot konnte gezeigt

werden, dass es bei den Makrophagen zum Anstieg der VEGF-mRNA kommt. Diese
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Ergebnisse lassen vermuten, dass es durch einen im Rahmen der IRA-Therapie
gesteigerten Burst zu einer vermehrten VEGF-Freisetzung kommen kodnnte. Die
Verbesserung der klinischen Symptomatik kdnnte damit im Zusammenhang stehen.

Um dies zu belegen sind jedoch weitere Untersuchungen nétig.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass in der vorliegenden Untersuchung ein
erniedrigter respiratorischer Burst der neutrophilen Granulozyten und Monozyten bei
Sklerodermiepatienten im Vergleich zu gesunden Normalpersonen erstmals dargestellt
wird. Es wird aul3erdem gezeigt, dass die neutrophile Burstaktivitat durch eine
Behandlung mit milder Infrarot-A-Hyperthermie auf das Normalniveau angehoben

werden kann.



- 88 -

6 Zusammenfassung

Die progressive systemische Sklerodermie (PSS) ist eine Autoimmunerkrankung mit
Veranderungen sowohl des Blutgefaldsystems als auch des Immunsystems.

Der Krankheitsprozess ist durch eine chronische Entziindungsreaktion, die
vornehmlich auf das kollagene Bindegewebe konzentriert ist, charakterisiert.

Als respiratorischen Burst (RB) bezeichnet man die Fahigkeit von Phagozyten, freie
Sauerstoffradikale (ROS) in einer NADPH-Oxidase-abhanigen Reaktion zu
produzieren und auszuschitten. Es wird angenommen, dass dieser Prozess zur
Zerstorung der kapillaren Endothelzellschicht sowie zur GefaRlumeneinengung durch
kompensatorische Zellregeneration und damit zur klinischen
Symptomverschlechterung beitragt.

Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob es eine Dysregulation des RB bei Patienten
mit PSS gibt und ob die Neutrophilen- oder Monozyten-abhéngige Burstaktivitat dieser
Patienten durch milde Infrarot-A-induzierte Hyperthermie beeinflusst werden kann.
Insgesamt wurden 57 Patienten einer Infrarot-A-induzierten Hyperthermie (IRA-
Hyperthermie) unterzogen. lhre Kérpertemperatur stieg dabei durchschnittlich um 1,3 +
0,4° C an. Den Teilnehmern wurde vor Behandlungsbeginn, wahrend der
Bestrahlungsserie und nach Behandlungsende Blut entnommen und der RB der
Monozyten und Neutrophilen wurde basal und nach Stimulation mit Zymosan (0,5; 1
und 2 mg/ml, n = 21) und PMA (1,4 uM, n = 53) mittels FACS-Analyse gemessen.
Zusatzlich wurde der RB von 20 alters- und geschlechtsspezifischen Kontrollpersonen
sowie von 20 Patienten mit Psoriasis vulgaris und sieben Patienten mit atopischer
Dermatitis bestimmt. Der Median der Fluoreszenzintensitat (MFI) wurde als Mal3 fur
die Burstaktivitat der Neutrophilen und Monozyten verwendet (Median + SD). Die
ROS-Produktion der Phagozyten von PSS-Patienten war im Verleich zu den
Normalpersonen signifikant erniedrigt (MFI der Neutrophilen 4,6 + 1,4 vs. 7,4 + 0,5;
MFI der Monozyten 36,9 + 8,1 vs. 44,2 + 7,6 stimuliert mit 2 mg/ml Zymosan). Die
Ergebnisse nach PMA-Stimulation bestatigten diese Beobachtungen. Auch der
neutrophile und monozytare RB der Psoriasispatienten war nach Stimulation mit
Zymosan signifikant herabgesetzt. Gleiches gilt fir den Burst der Monozyten von
Patienten mit atopischer Dermatitis. Die Behandlung der PSS-Patienten mit milder
IRA-induzierter Hyperthermie fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des RB der
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Neutrophilen bis in den Bereich der in der Kontrollgruppe ermittelten Burstwerte (MFI
6,8 + 0,9 stimuliert mit 2 mg/ml Zymosan). Dieser burststeigernde Effekt der IRA-
Hyperthermie blieb parallel zu den im Vorfeld gezeigten klinischen Veranderungen
auch sechs Wochen nach Therapieende noch bestehen. Der RB der Monozyten wurde
durch die Therapie nicht beeinflusst. Weiterhin hatte die IRA-Behandlung keinen
Einfluss auf die Serumwerte von TNFa, IL-6, IL-10 und GM-CSF, die vor und nach
Ende der Bestrahlungsserie mittels ELISA bestimmt wurden.

Die hier dargestellten Ergebnisse widerlegen eine zellautonome ROS-Uberproduktion
der Neutrophilen und Monozyten bei Sklerodermie. Es wird im Gegenteil eine
erniedrigte Burstaktivitat dieser Zellen gezeigt. Dies ist jedoch nicht spezifisch fir die
PSS, sondern tritt auch bei anderen systemischen entzindlichen Erkrankungen auf.
Weiterhin wird ein fur die Neutrophilen spezifischer burststeigernder Effekt der IRA-
Therapie nachgewiesen. Um die molekularen Mechanismen dieser IRA-bedingten

Burststeigerung zu untersuchen, sind weiterfihrende Experimente erforderlich.
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Materialliste

Verwendete Gerate:

Infrarot-A-Bank Iratherm 1000
Brutschrank

(Mini Hybridization Oven OV3)
Vortex (REAX 2000)

Zentrifuge (Heraeus Multifuge 4KR)
Durchflusszytometer FACSCalibur®
CellQuest® Software

Photometer (MRX)

Verwendetes Material:

Sarsted EDTA-Monuvetten

Sarsted Lithiumheparin-Monuvetten
FACS-ROhrchen
96-Well-Mikrotiterplatte
(Nunc-Immuno™ Platte mit

MaxiSorp™Surface)

Verwendete Substanzen:

Zymosan
(Molecular ProbesBio Particles)

Dihydrorhodamin 123
Lysing Solution
Dulbecco’s PBS

DMSO

Firma

Von Ardenne
Institut

Biometra

Heidolph

DJB Labcare
Becton Dickenson
Becton Dickenson

Dynatech
Laboratories

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

Nunc Products

Molecular Probes

Molecular Probes
Becton Dickenson
PAA Laboratories

Sigma — Aldrich

Ort

Dresden, D

Canton, MA, USA

Kelheim, D
Buckinghamshire, UK
Franklin Lakes, NJ, USA
Franklin Lakes, NJ, USA

Chantilly, VA, USA

Nimbrecht, D
Nimbrecht, D
Nimbrecht, D

Wiesbaden, D

Eugene, OR, USA

Eugene, OR, USA
Franklin Lakes, NJ, USA
Pasching, AU

Deisenhofen, D
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PFA (Paraformaldehyd)
Tween20

BSA (Bovine serum albumine)
Fraktion V pH 7,0

TBS aus: TRIS — hydrochlorid
TRIZMA Base

Zytokin-ELISA:

IL6-ELISA (Human IL-6 US)

TNFo-ELISA (DuoSet® ELISA
Development System
fur human TNF-a)

GM-CSF-ELISA (Quantikine®
HS human GM-CSF)

IL10-ELISA ( Human IL-10 ELISA)

Bursttest:

Phagoburst®

Merck

Merck -
Schuchardt

Serva
Elektrophoresis

Roth

Sigma — Aldrich

Biosource

R&D Systems

R&D Systems

Bender
MedSystems™

Orpegen Pharma

Darmstadt, D

Hohenbrunn, D

Heidelberg, D

Karlsruhe, D

Deisenhofen, D

Caramillo, CA, USA

Wiesbaden-Nordenstadt,
D

Wiesbaden-Nordenstadt,
D

Wien, AU

Heidelberg, D
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