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Zusammenfassung:

Ausgehend von friiheren Analysen zur Ermittlung lymphokinarti-
ger Aktivititen im Liquor cerebrospinalis und anderen Kérper-
flissigkeiten und der Wirkung der Interleukine auf neuroglidre
Strukturen wird eine Ubersicht zu den fiir die Glia, speziell Astro-
zyten, bedeutsamen Zytokinen und einigen ihrer Interaktionen
gegeben. im besonderen erfolgt die Darstellung der Ergebnisse
des direkten (in vivo) Nachweises lymphokiner Aktivitaten (bzw.
der Interleukine) nach gelchromatographischer Fraktionierung
des Liquors bei Muitipler Skierose und anderen entziindlichen
Erkrankungen, wobei sich einige Aktivititsmuster ergeben. Die
Wertigkeit der Bestimmung zytokiner Aktivitaten im Liquor und
einige der pluripotenten Effekte der Interleukine u. a. auf neuro-
nale Strukturen werden erdrtert.
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Summary:

Basing on former analyses for ascertainment of lymphokine-like
activities in cerebrospinal fluid (CSF) and other body fluids and
the effect of interleukins on neuroglial structures, a survey is gi-
ven on cytokines and some of their interactions, important for
glia, esp. astrocytes. In particular, the results of direct (in vivo)
determination — by means of fractionation using gelchromato-
graphy — of lymphokine activities (resp. interleukins) in CSF of
multiple sclerosis and other inflammatory diseases are pre-
sented, revealing some distribution patterns of activity. The vali-
dity of the determination of cytokine activities in CSF and some
of pluripotential effects of the interleukins, a. o. on neuronal
structures, are specified.

Keywords:

Cytokines — Interleukins — Lyhphokines - Cerebrospinval Fiuigj -
Multiple Sclerosis — Inflammatory Diseases of CNS

Einleitung

Auf die Vielgestaltigkeit der Thematik weist eine Anzahl'von Mo-
nographien bzw. Publikations-Serien, ebenfalls die Tatsache, dafl
am 2. internationalen Workshop tber die Zytokine (Ende 1989 in
Hilton Head/South Carolina) etwa 526 Beitrdge (1) vorgestellt
wurden. Insofern kénnen hier nur einige der wesentlichen
Aspekte zu den Zytokinen, Interleukinen und Lymphokinen im
Hinblick auf neuroimmunologische Fragestellungen erértert wer-
den.

Entwicklungsphasen

Es gibt mehrere Phasen bei der Analyse der Wirkung und der
Bezeichnung lymphokiner Aktivitdten (und allgemein der Zyto-
kine). In der ersten erfolgte die Benennung geméR den ange-
wandten Bestimmungsverfahren. In dieser Phase gélang unse-
rer Gruppe (2, 3), analog der Verwendung von lymphokinhalti-
gen Uberstanden antigen-(z. B. MBP)stimulierter Lymphozyten
(Abb. 1), unter Einsatz der Gelchromatographie (sowie damals
Ublicher Indikator-Verfahren und -substanzen) der direkte Nach-
weis lymphokinartiger Aktvitaten (CCLK bzw. MSF) im Liquor ce-
rebrospinalis (s. Abb. 1).

Zum etwa gleichen Zeitpunkt konnten einige andere Arbeits-
gruppen (s. bei 4) — gleichfalls in vivo — lymphokine Akitvititen
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in verschiedenen Koérperflissigkeiten ermitteln. Im einzelnen
handelte es sich um den Makrophagen- und Leukozyten-Migra-
tionsinhibitions-Faktor, den Lymphozytentransformations-Faktor,
das Lymphotoxin und chemotaktische Faktoren in Lymphe,
Serum, Peritoneal-, Perikard- und.vor allem Gelenkflissigkeit.

Nomenklatur der Interleukine

Seit den ersten Nachweisen in Kérperflissigkeiten wurde eine
weitere Anzahl von lymphokinen bzw. zytokinen Faktoren ent-
deckt, die in der zweiten Phase zumeist entsprechend ihren Wir-
kungen bezeichnet wurden. Danach erfolgten mit zunehmender
Charakterisierung die BemUhungen um eine einheitliche No-
menklatur.

Die Zusammenstellung in der Tabelle 1 gibt — beziiglich der The-
matik — eine Ubersicht zu einigen wesentlichen, in ihren Media-
toraktivitaten und Charakteristika weitgehend aufgeklarten Zyto-
kinen (5, 6). Die Darstellung der vielfaltigen Wirkungen als Diffe-
renzierungs- und Proliferationssignale, nicht nur fir die T- und
B-Lymphozyten, sondern auch hinsichtlich der Synthese ver-
schiedener weiterer Faktoren, besonders jedoch zum im Mittel-
punkt der Ablaufe stehenden IL-1 und -2, wiirde umfangreiche
Ausfliihrungen erfordern. Hinzu kommt eine vielschichtige netz-
werkartige Verflechtung mit Interaktionen der verschiedenen In-
terleukine, die einer gesonderten Erorterung bediirfen.

Die Verschiedenheit der Zytokine entspricht der Unterschiedlich-
keit der Zytokin-Rezeptoren. Die derzeitige Gliederung bzw. Ein-
teilung erfolgt gemaR den’jingst aufgeklarten Rezeptor-Familien
(1).in zwei bzw. drei Klassen (wozu nédhere Einzelheiten spezielle
biochemische Darlegungen notwendig machen). Anzufiihren ist
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Abb. 1: Verteilungsmuster lymphokinartiger Aktivitéten als — la-

dungsverindernde — CCLK (charge changing lymphokines) .

durch Nachweis des MSF (macrophage slowing factor, Verlang-
samung in %) im EM (Elektrophorese-Mobilitits)-Test (s. bei 2)
nach Gelfiltration (Sephadex G 75, Standardbedingungen) von
Uberstdnden (Supernatant) mit Antigen (HEF, humanes ence-
phalitogenes Protein) stimulierten peripheren Lymphozyten
(BLC), von Liquor cerebrospinalis (CSF) und Serum eines Patien-
ten mit Multipler Sklerose (Molekulargewichtsbereich der Regio-
nen | = > 100000, Il = 40000 bis 60000, lll = > 13000 kDa).
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des weiteren der jetzt eindeutige Nachweis von Zytokin-Inhibito-
ren, deren Bedeutungswert im einzelnen nicht voll geklart ist.

Zytokine und Gliazellen

Im Mittelpunkt des Interesses flir die Neuroimmunologie stehen
einmal (1.) die Effekte zytokiner Faktoren auf neuroglidre Struktu-
ren (und die verschiedenen Neuropeptide), zum anderen (2.) die
Bildung von Zytokinen durch Zellen des Nervensystems, insbe-
sondere Gliazellen, wie auch in der Tabelle 1 angefiihrt. Letzte-
res weist auf éinen weiteren, in den letzten Jahren zunehmend
aufgeklarten Aspekt, die Bedeutung der Glia, vor allem der
Astrozyten, als akzessorische Immunzellen:.

Im Rahmen von Infekten (viraler oder bakterieller Art), jedoch
auch durch andere Einwirkungen- freigesetzte Zytokine, insbe-
sondere durch das IFN, findet die Expression von MHC-, spe-
ziell la-Antigenen, statt (7). Dies flhrt zur Aktivierung von Astro-
zyten (pla* Astrozyten), die als Phagozyten mit Antigen-Prasen-
tation wirken. Die Folge ist, unter Beteiligung weiterer Interleu-
kine, eine Stimulierung von CD4*-(He§Ifer/lnducer) T-Lymphozy-
ten, auch die Freisetzung weiterer zytokiner Faktoren, ferner eine
Stérung der Biut-Hirn-Schranke, des lonen- und Neurotransmit-
ter-Milieus, das. Auftreten von Infiltratzellen und eine Prolifera-
tion der Mikroglia. :

Einige weiterreichende Aspekte ergaben die Arbeiten der Grup-
pen um Fontana, Giulian, Merrill und anderen (8-15), die ver-
schiedene — bislang nur zum Teil ausreichend charakterisierte —
Faktoren ermittelten, die von T-Lymphozyten oder Astrozyten ge-
bildet werden und eine Wirkung auf Gliazellen, die Astrozyten
und Oligodendrozyten haben (Tab. 2). Es sind tiberwiegend Sti-
mulations- und Wachstumsfaktoren, denen eine Bedeutung bei
der Stimulierung und Aktivierung der Astrozyten (sowie indirekt
oder direkt der Neurone) zukommt.

Dariiber hinaus ergaben neuere Untersuchungen (12, 13) die Bil-
dung verschiedener Interleukine, des IL-1, -3, -6, IFN, TNF und
GMCSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden
Faktor) durch Astrozyten. Die Abbildung 2 zeigt einige der Zu-
sammenhange und Ablaufe. Bezliglich der Gesamtheit der inter-
aktionen zwischen dem Immunsystem, den Makrophagen und
T-Lymphozyten und der Makroglia sei auf eine entsprechende
Ubersicht von Merrill (8) hingewiesen, wobei im Mittelpunkt der —
teils kaskadenartigen — Ablaufe das IL-1 und -2 sowie y-IFN stehen.

Interleukine im Liquof

Im Zusammenhang mit den Darlegungen zur Bedeutung der Zy-
tokine als Mediatoren bei neuroimmunologischen Prozessen ist
vom klinischen Gesichtspunkt die Ermittlung lymphokiner bzw.
zytokiner Aktivitaten im Liquor cerebrospinalis von besonderem
Interesse. Der Nachweis ist in erheblichem Maf3e abhéngig von
den zur Verfiigung stehenden Bestimmungsverfahren, die durch
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Abb. 2: Darstellung einiger lnteréktionen zwischen T-Lym_phozy-
ten und Gliazellen mit Angabe der durch Astrozyten gebildeten
Interleukine bzw. Zytokine. - .

die zunehmend verbesserten Méglichkeiten der ELISA-Techniken
zukiinftig eine erhebliche Vereinfachung erfahren.

Es liegen bislang nur relativ vereinzelt Untersuchungsergeb-
nisse unter Anwendung verschiedener Verfahren (16-25) zu eini-
gen Interleukinen vor (Tab. 3), wobei die klinische Relevanz un-
terschiedlich zu bewerten ist. Einzelheiten zur Bedeutung der Be-
stimmung des IL-2-Rezeptors an T-Lymphozyten (CD4*) des Li-
quors (20, 26-28) mittels der Zytofluorographie sollen hier in An-
betracht des nachfolgenden Beitrages von H. KéImel nicht erér-
tert werden.

Die von unserer Gruppe (2—4, 29) gemaR dem Konzept der nach
den einzelnen Molekulargewichtsbereichen (mit Ultrogel AcA54)

Tab. 1: Ubersicht zur Interleukin-Nomenklatur und einige we-
sentliche Wirkungen der Zytokine (bezogen vorwiegend auf neu-
rogliére Strukturen)

Bezeichnung Hauptwirkung Produzierd. Spezies-  kDa
fraher Zellen spezif.
Il LAFu.a. Immunmodulator. Kernhaltige Z. - 17
B . Astrogliose, NFG u. Astrozyten (12-19)
L2 TCGF T-Lymphozyten T-Lymphozyten + 15
: : Oligodendrozyten KMzellen
IL-3 Co.SF Hamopoese T-Lymphozyten ? 14-28
(multi-) Mikroglia Astrozyten
4 BSF-1 T-, B-Lymphozyten T-Lymphozyten + 20
IL-5 TRF B-Lymphozyten T-Lymphozyten - 13
IL-6 BSF-2 Pleiotrop; neuro-
endokr. multipel - 26
L7 P4 Lymphopoetin ?
IL-8 NCF Vasokonstriktion, Endothelz., *
ET-1-3 Depolarisation Hirn, RM
(>CSF)
IFNy  IFNy la-Expression T-Lymphozyten + 20-25
olf ol Astrozyten
TNFa - - Cachetin Zytotoxisch, u. a. Makrophagen k4 7
g 7 Oligodendrozyten Astrozyten

Tab. 2: Zytokiné bzw. Wachstumsfaktoren mit spezieller Wirkung
auf Gliazellen bzw. Neurone (8, 11, 12, 15)

2Zytokine Faktoren Wirkung auf . Bildung kDa

GSF (glial stimulating Astrozyten-Precursof

factor)

T-Lymphozyten 10-30

GMF (glial maturation Astroblasten, Gliazellen, . Astrozyten 40-50
factor) Fibroblasten, IL-1-Pro-
o duktion
GGPF (glial growth Oligodendrozyten T-lymphozyten . 18-30
promoting factor) (+1L-2)
AGF {astrocyte Astrozyten T-Lymphozyten
growth factor)
ADGF (astrocyte- Oligodendrozyten Astrozyten
derived growth factor) :
AST-CF (astrocyte Oligodendrozyten Astrozyten (17)
cytotoxic = TNF) ) )
Neuroleukin B-lymphozyten, Neurone ~ T-Lymphozyten 56
NGF (nerve growth Neurone (peripher) Gliazellen 13
factor; BDNF) : .
Tab. 3: Interleukin-Nachweis im Liquor

Nachweisverfahren Ergebnis
L1 ~ Thymozytenproliferations-Assay"?? +
IL-2 ‘ELISAS; [rIL-2 durch BHS]* +
IL-6- .Zell-Linien (B9, 7TD1)¥45% +
iL-8 Y +
IFNy Zellkulturen, EIA; IRMA® +
TNFa Zytotoxizitats-Assay; ELISA’ -

B

ICoceani. 2Symons, *Gallo, *Saris, SHoussiau, *Leppert, "Hirata, “Abbott et al.
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Abb. 3: Fraktionierung von Liquor cerebrospinalis eines Patien-
ten mit Multipler Sklerose (MS) im Vergleich zu Referenz-IL-1

und -2 (REF, rekombinant, Dinarello/Boston, Koch-Light/UK) an -

Ultrogel AcA54 (Standardbedingungen) sowie Neutralisation der
CCLK-Aktivitdten im TEEM (Tanned Erythrocyte Electrophoretic
Mobility)-Test (Verlangsamung in %) nach Vorinkubation (prein-
cubated) mit Anti-hu-IL-1 und -2-Antik6rpern (Einzelheiten s. bei
29).

aufgetrennten Aktivitaten im Liquor wurden charakterisiert mit
Referenz-IL-1 und -2 bzw. Neutralisation unter Verwendung mo-
nospezifischer Antikérper (Abb. 3). Die Fraktionierung des Li-
quors verschiedener Krankheitsbilder ergab einige Aktivitdtsmu-
ster: ausgepragt bei der Multiplen Sklerose und anderen chroni-
schen Entziindungen, wie Lues cerebrospinalis (Abb. 4). Im Vor-
dergrund bei den akuten Entziindungen (virale Meningoence-
phalitis, Polyneuritis) standen IL-1-artige Aktivitaten, wahrend
bei der MS — neben anderen, noch nicht identifizierten, Faktoren
— sowohl IL-2- als auch IL-1-artige Aktivitaten- nachweisbar wa-

ren. Gleichfalls im Serum (und dem Urin) waren mit dem Verfah-

ren lymphokine Muster zu ermittein. .

Die Bestimmung der Gesamtaktivitdten im Liquor cerebrospina-
lis erwies sich als weniger aufschluBreich (Abb. 5). Der reziproke
Titer (aufgrund der logarithmischen Verdinnung) zeigte bei 36
von 45 Krankheitsfdllen erhohte, davon bei 16 stark erhéhte
Werte. Es fanden sich keine deutlichen Unterschiede zwischen
der MS und zentralen bzw. peripheren Entziindungen (Other In-
flam. D.). Als eindeutig niedriger erwiesen sich jedoch die Titer
bei den anderen neurologischen Erkrankungen (O.N.D.).

Zusammenfassende SchluBfolgerungen

Als SchluBfolgerungen sind anzufiihren: Die mit den o. a. Ver-
fahren ermittelte Gesamtaktivitdt lymphokinartiger Faktoren im
Liquor cerebrospinalis erscheint wenig aussagefihig und ist
nicht krankheitscharakteristisch. Es ergeben sich keine Unter-
schiede zwischen der MS und anderen entziindlichen Erkrankun-
gen, jedoch zur Gruppe der sonstigen neurologischen Krankhei-

ten. Die gelchromatographisch im Liquor ermittelten Aktivitaten

zeigten ein vielféltiges, offenbar von den Krankheitsentitaten ab-
héngiges Muster (wozu im einzelnen noch weitere Analysen, vor
allem unter Anwendung neuerer Verfahren, wie Proliferations-
Assay und ELISA, erforderlich sind). Als wesentliche Faktoren
bei der MS und anderen chronischen Entziindungen konnte im
vorliegenden das IL-2, aber auch IL-1 nachgewiesen werden.

Zusamm.enfassend und abschlieRend stellt sich die Wertigkeit
der Bestimmung zytokiner Aktiviiten in vivo im Liquor cerebro-
-spinalis wie folgt dar: .
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Abb. 4: Verteilungsmuster der CCLK-Aktivititen im TEEM-Test
(s. Abb. 3, als Verlangsamung in %) nach Gelchromatographie
(Ultrogel AcA54, wie Abb. 3), des Liquor cerebrospinalis von Pa-
tienten mit Multipler Sklerose (MS), virusbedingter Meningoen-
cephalitis (ME VIR), Lues cerebrospinalis (LUES), akuter Polyneu-
ritis (PN) und Lumbalgie (LUM.).
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Abb. 5: Gesamtaktivititen der CCLK (s. Abb. 1 bzw. 3) als rezi-
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- Lyfhpho- bzw. zytokine Faktoren werden durch Infiltrat- und/
oder Gliazellen gebildet.

—. Als charakteristisch flir eine zellvermittelte Immunitat treten

" derartige Mediatoren Uberwiegend bei langandauernder paren-

chymatdser ProzeBaktivitdt vom Hirnparenchym in den Liquor-
raum {ber.

-~ Es finden sich im Liquor unterschiedliche Aktivitatsmuster
und — auRer dem IL-1 und -2 — Faktoren, deren Identifizierung
und Charakterisierung abhangig ist von weiter differenzierenden
Bestimmungsverfahren.

~ Der Nachweis lymphokiner bzw. zytokiner Faktoren im Liquor
ist nicht krankheitsspezifisch, ergibt allenfalls einen Hinweis bzw.
Marker fiir die Erkrankungsaktivitat; es kénnte jedoch die Ermitt-
lung bestimmter Aktivititsmuster eine zukinftig weiterrei-
chende Wertigkeit erlangen.

Im Rahmen der Erkenntnisse der Neuroimmunoendokrinologie
und -modulation (30, 31) sind auf einige weitere, insbesondere
neuronale Effekte zytokiner Faktoren hinzuweisen. Die pluripo-
tenten Wirkungen betreffen vorwiegend das IL-1 und -2 sowie
IFN «, B8 und/oder y und erstrecken sich auf die Erregung von
Neuronen, Verhaitens- und Affektstérungen, Fieber und REM-
Schlaf sowie Analgesie, Katalepsie und Muskelproteolyse indu-
zierende Wirkung, eine Erhéhung des CRF, ACTH und Cortison
sowie Endorphin. Der zunehmende Bedeutungswert der Aufkla-
rung der Zytokine und ihrer Wirkungen wird durch derartige,
von mehreren Arbeitsgruppen erhaltene, Ergebnisse unterstri-
chen.
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