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Forschungsprofil der Arbeitsgruppe Dr. Nebe, K. Hartmann, |. Brechtel

Die Forschungsgruppe Dr. Nebe beschéftigt sich intensiv mit der Funktion von Leukozyten und der Entwicklung
von Immundiagnostika. Es wurden hierfiir von uns eine Reihe von neuen Tests zur prazisen und reproduzierba-
ren Bestimmung der Leukozytenfunktion entwickelt.

* CHEMOTAXIS

Die Chemotaxis stellt die erste Stufe der systemischen Immunreaktion dar mit Einwan-
derung der Granulozyten in das Entziindungsgebiet. Die Zellen treten in der postkapil-
laren Strombahn aus dem Gefal aus. Die langsame Strémung erlaubt ein Rollen ent-
lang der GefaRwand, eine Bindung an Adhasionsmolekiile, einen Formwandel und
schlieB3lich die Transmigration durch den Endothelzellspalt in Richtung eines minimalen
Konzentrationsgradienten eines Chemokins wie wie dem Bakterienbestandteil fMLP.
Die Beeintrachtigung bei Frihgeburten und perinataler Sepsis ist Gegenstand laufen-
der Studien.

* PHAGOZYTOSE

Die Phagozytose von Mikroorganismen stellt den nachsten Schritt in der Infektionssitu-
ation dar. Die Bakterien missen durch Komplement und Immunglobuline opsonisiert
werden, bevor sie an Fc- und Komplementrezeptoren gebunden werden kdnnen, die
die Aufnahme in die Zelle vermitteln. Das primare Phagosom fusioniert mit Lysosomen
zum sekundaren Phagosom. Hier findet die Abtétung und der Verdauungsprozef?
statt. Die meisten der untersuchten Defekte weisen eine Opsonisierungsstérung auf.
Durch den Test lassen sich EinflulRfaktoren der Phagozytose studieren (G. Zenner).

* OXIDATIVER BURST

Die Abtttung geschieht durch eine Bildung reaktiver Sauerstoffradikale, was eine effi-
ziente und universelle Methode darstellt. Verschiedene Medikamente und Therapie-
modalitaten wie sie in der Intensivmedizin eingesetzt werden, kénnen den oxidativen
Burst beeintrachtigen. Bei den angeborenen Immundefekten stellt die chronische Gra-
nulomatose (CGD) den wichtigsten mit dieser Methode messbaren Immundefekt dar.
Bei Kindern sind spontane und f-MLP induzierte Burstaktivitat als frihes Zeichen einer
Sepsis erhoht (Dissertation A. Birle). AnschlieRend erfolgt bei den Monozyten eine
Antigenprasentation via HLA-DR, die bei Immunparalyse durch Sepsis oder Cortison
vermindert (Diss. S. Ockert, W. Staiger) und bei Virusinfektion variabel erhéht ist.

* BASOPHILENDEGRANULATION

Der Test wurde entwickelt zur Diagnostik von Mitarbeitern mit Latexallergie, die durch
gepuderte Handschuhe sensibilisiert wurden. Da die Hauterscheinungen manchmal
nicht eindeutig waren und die kommerziell verfligbaren Tests (RAST / CAP) eine hohe
Rate an falsch negativen Ergebnissen aufwiesen, wurde die Entwicklung dieses neuen
Testsystems notwendig. Gemessen wird die extrazellulare Neoexpression eines Mole-
kils der Granulamembran (gp55, CD63) nach Fusion mit der Zelloberflache. In der
Routinediagnostik hat der Test einen wichtigen Stellenwert bei der Untersuchung von
Allergien gegen Medikamente.

e NK-ZELL-AKTIVITAT

Die wichtigste Effektorfunktion der zytotoxischen Lymphozyten stellt die zytolytische
Aktivitat dar. Die NK-Zellen besitzen eine angeborene Fahigkeit zur Zytolyse und wei-
sen keine Einschrankung durch MHC-Restriktion auf. Sie stellen daher einen wichtigen
Faktor der unspezifischen Tumorabwehr dar. Der Test hat seine Aussagekraft nicht
nur in Medikamentenstudien unter Beweis gestellt, sondern auch bei Studien an Pati-
entinnen zur Untersuchung des Copings nach Mammakarzinom (Diss. T. Scheck).

Apoptose und Phagozytose durch Autoantikdrper (s. Abb.) spielen eine wichtige Rolle
bei der Homdostase der T-Lymphozyten bei der HIV-Infektion (Diss. G. Maier, M. Mil-
ler, P. KayRer). Leukadmien weisen eine individuelle Spontanapoptose auf und diese
Form des Zelltodes ist auch ein wichtiges Wirkprinzip der Chemotherapie bei diesen
Erkrankungen. Die Spontanapoptose wie auch die Ansprechrate innerhalb einer be-
stimmten Leukamieform sind individuell und erfordern daher ein patienten-spezifische
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Anpassung (Diss. Zunftmeister, Wucher, Friedrich). Die Untersuchung der Multi-Drug-
Resistenz bei Leukamien (gemeinsam mit Frau Dr. Dorn-Beineke am Institut) sind
weitere konsequente Forschungsaktivitdten dieser Gruppe. Zytokinproduktion und Pro-
liferationsstudien zur Untersuchung der Uberwindung einer Hepatitis C gehdren eben-
falls dazu.

* LDL-REZEPTOR-TEST

Der LDL-Rezeptor reguliert die Cholesterinaufnahme in die Zelle. Die Familiare Hyper-
cholesterindmie basiert auf unterschiedlichen Mutationen, die diese Kette unterbre-
chen. Der Test untersucht die fehlende Hochregulation bei Patienten mit familiarer Hy-
percholesterinamie, die mit 1:500 in der heterozygoten Form eine der haufigsten ange-
borenen Defekte und Ursache von Fettstoffwechselerkrankungen darstellt. Die Pati-
enten besitzen ein hohes artherogenes Risiko fir einen Myokardinfarkt (Dissertation. P.
Reutter).

HAMATOLOGIE

In enger Beziehung dazu beschaftigt sich die Gruppe mit der Messung von Blutzellen
und neuen Messparametern. Es wurden und werden Tests entwickelt zur Bestimmung
neuer Mefl3gréRen.

* THROMBOZYTOPENIEN UND REGENERATION

Die meisten kommerziellen hamatologischen Analyseautomaten haben Probleme bei
der Bestimmung einer Thrombozytenkonzentration unter 20.000/ pl. Bei Auftreten von
Fragmentozyten oder Makrothrombozyten kann diese Grenze auch deutlich héher lie-
gen. Die jungen Thrombozyten sind (in Analogie zu den Retikulozyten bei den Ery-
throzyten) bei Immunthrombozytopenien vermehrt und werden als ,retikulierte® Throm-
bozyten bezeichnet. Der Test bestimmt gleichzeitig Konzentration (Mikropartikel als
Zahlstandard) und die griine RNA-Fluoreszenz der neugebildeten Thrombozyten. Da-
mit kdnnen Verdrangungsthrombozytopenien gut differenziert werden, wo die jungen
Plattchen nicht erhoht sind. Wir sind das erste Institut, an dem dieser neue Parameter
verfugbar ist (BMFT-Projekt mit ORPEGEN).

¢ ANTIKORPERBELADUNG VON THROMBOZYTEN

Die Beladung der Thrombozyten mit Antikdrpern fihrt je nach Antikérperklasse zu einer
Komplement-vermittelten Lyse oder zu einer Inmunphagozytose und somit zu einer
Depletion der zur Gerinnung verfiigbaren Thrombozyten (Immunthrombozytopenie). Je
nach Begleitumstanden (plasmatische Gerinnung, Thrombozytenfragmente) besteht
eine akute Blutungsgefahr unterhalb von 3-15.000 Thrombozyten pro Mikroliter. Das
Knochenmark reagiert kompensatorisch mit einer vermehrten Bildung von Megakaryo-
zyten aus Vorlauferzellen und ihrer beschleunigten Ausreifung und Ausschittung jun-
ger, sog. ,retikulierter* Thrombozyten. (BMFT-Projekt mit ORPEGEN).

Analog dazu sind Autoantokdrper gegen Lymphozyten und Neutrophile detektierbar,
die ebenfalls zur Zytopenie fuhren (z.B. IgG-vermittelte Lymphozytopenie durch Pha-
gozytose bei HIV-Infektion).

Detektion von Antikorpern gegen Lymphozyten
Die Arbeiten werden meist in enger Kooperation mit den entsprechenden
Klinikern oder Firmen durchgeflihrt, mit denen gemeinsame Forschungsan-
trage und —vertrage existieren. Damit wird eine praktische Umsetzung und Aumammme% CD3-FITC
direkte Anwendung in der Routinediagnostik ermdglicht. Die enge Verknip- _ J\&‘; T-Zell-Rezeptor
fung von angewandter Forschung und Patientenversorgung in der Diagnostik Autoantigen yy )
von Allergien, Immundefekten und hamatologischen Erkrankungen stellt den M
besonderen Reiz dieser Abteilung dar. Die Problemstellungen entspringen aus
praktischen Erfordernissen der Klinik. In manchen Fallen handelt es sich aber
auch einfach nur um Zufallsbeobachtungen wie bei der Erstbeschreibung der
Chlamydieninfektion des Knochenmarks als Anéamieursache.

anti-hu-lgG(Fc)-PE (Fab2)

anti-CD4-PerCP

Lymphozyt

Es wurden eine Reihe von Dissertationen im Rahmen der Validierung der 0.g. Tests und von klinischen Studien
erfolgreich abgeschlossen und es werden neue Themen vergeben. Sie erreichen uns unter 0621 / 383-3485
bzw. -2033 oder via e-mail thomas.nebe@ikc.ma.uni-heidelberg.de.
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