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Sich irren

und doch seinem Inneren weiter Glauben schenken miissen,
das ist der Mensch,

und jenseits von Sieg und Niederlage

beginnt sein Ruhm.

(Gottfried Benn)
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1.  Klinik und Pathogenese der pulmonalen
Alveolarproteinose (PAP)

Die pulmonale Alveolarproteinose (PAP) ist eine sehr seltene Reaktionsform der
Lunge auf unterschiedliche Noxen, die sich klinisch in einheitlicher Weise
manifestiert. Kennzeichen dieses Syndroms sind die mit proteindsem Material
geflllten Alveolen mit konsekutiv gestértem pulmonalen Gasaustausch, welcher
zu starker respiratorischer Insuffizienz fuhrt. Die Erstbeschreibung der
erworbenen PAP geht auf das Jahr 1958 zurlck. Rosen et al. beschrieben die
charakteristische Histologie der PAP an dem mit 127 Fallen bis dato groRten
Patientenkollektiv (Rosen, 1958). Trotz ihrer Seltenheit ist die PAP von hohem
wissenschaftlichen Interesse, da die Untersuchungen zur Pathogenese dieser
Erkrankung in den letzten Jahren einen enormen Wissenszuwachs zur
Physiologie und Pathophysiologie des pulmonalen Systems erbracht haben
(Griese, 2002). In der Regel ist der Krankheitsverlauf umso schwerer und die

Prognose umso ungunstiger, je friher sich die Krankheit manifestiert.

1.1 Klinische Manifestation in Abhangigkeit vom Alter

Neugeborene mit PAP sind in der Regel reifgeborene Kinder, die nach wenigen
Lebensstunden durch eine progrediente respiratorische Insuffizienz auffallen
(Schuhmacher, 1980). Die Symptome sind durch TherapiemalRnahmen wie
Beatmung, Hochfrequenzbeatmung, Applikation von Stickstoffmonoxid (NO),
Glukokortikoiden und Surfaktant nicht zu beheben (Cornish, 1993; Spock, 1993;
Hamvas, 1994). Die extrakorporale Membranoxygenierung ist zwar
lebensverlangernd, bessert aber den pulmonalen Zustand nicht (Moulton, 1992).
Therapie der Wahl ist eine Ganzlungentransplantation, wobei es in der Regel
schwierig ist, zeitgerecht einen geeigneten Spender zu finden. Die Prognose der
Neugeborenen mit PAP ist sehr schlecht und 80% der Kinder sterben trotz aller

BemuUhungen innerhalb des ersten Lebensjahres.

Der klinische Verlauf der PAP des Sauglings-, Kindes— oder Jugendalters ist

schleichender als der der Neonatalzeit. Die Patienten zeigen lange Zeit
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unspezifische Symptome wie Abgeschlagenheit und Gedeihstérung sowie

pulmonale Symptome mit rezidivierendem Husten, Bronchitiden oder
Pneumonien. Letztlich entwickelt sich ein schweres Atemnotsyndrom, welches zur
Diagnosestellung fuhrt. Im Kindesalter kann eine therapeutische Lavage hilfreich
sein (Sakai, 1999).

Die PAP tritt in mehr als 80% der Falle im mittleren Erwachsenenalter, also
zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr auf. Bei den Erwachsenen ist der Beginn
wie im Kindesalter schleichend. Die Erkrankung flhrt ebenfalls zu einer
lebensbedrohlichen respiratorischen Insuffizienz (Goldstein, 1998). Therapie der
Wahl ist seit 40 Jahren die bronchoalveolare Lavage, die zu einer nachhaltigen
Besserung der Symptome fuhrt (Ramirez, 1963). Lediglich 10% der Patienten
sprechen nicht auf eine Lavage an. In Einzelfallen ist die subkutane Gabe von
Granulozyten- Makrophagen  Wachstumsfaktor (GM-CSF)  (Leukomax®)
therapeutisch wirksam (Seymour, 1996; Kavuru, 2000).

1.2. Diagnostik der Alveolarproteinose
Die Diagnose der Alveolarproteinose ist ohne invasive Diagnostik schwer zu
stellen.

Bei der Lungenfunktionsdiagnotik finden sich eine restriktive Ventilationsstérung

und eine reduzierte Diffusionskapazitat (Goldstein, 1999).

Die Rdntgenthoraxaufnahme zeigt eine bilaterale, schmetterlingsformige,

interstitielle Verschattung (Bat Wings Sign).

Aussagekraftiger ist die hochauflosende Computer Tomographie (HRCT), bei der

sich die betroffenen Lungenabschnitte oft scharf von der gesunden Lunge
abgrenzen. Diese Bezirke sind durch eine starke Verringerung der Beluftung und
eine Verdickung der Alveolarsepten charakterisiert. Es gibt keinen Hinweis darauf,
dass bestimmte Lungenabschnitte bevorzugt von der PAP befallen werden
(Mahut, 1995).



Bei der diagnostisch entscheidenden Bronchiallavage wird eine milchig-trube

FlUssigkeit gewonnen. Die Bronchiallavageflissigkeit wird zytopathologisch und
biochemisch untersucht. Die zytopathologische Untersuchung zeigt amorphes,
Protein- und Phospholipid reiches, Period -Schiff Saure (PAS)-positives Material.
Die Alveolarmakrophagen prasentieren sich als Schaummakrophagen, die im
Zellinneren massiv PAS- positives Material gespeichert haben. (Abbildung 1+2).

Bei der biochemischen Untersuchung finden sich in der Bronchiallavage erhdhte
Werte fur SP-A und SP-B sowie ein Ungleichgewicht zwischen den
Surfaktantproteinen und Phospholipiden. Eine Ausnahme bildet die neonatale
PAP mit einem angeborenen SP-B Defekt. Bei diesen Kindern ist kein SP-B, aber
vermehrt Pro-SP-C nachweisbar, da Pro SP-C in Abwesenheit von SP-B nicht in

SP-C umgewandelt werden kann.

Abbildung 2 Protein6ses Material und typische Schaummakrophagen eines
Patienten mit pulmonaler Alveolarproteinose

Zytospinpraparat;
Patientin 2.
sekundare PAP
bei AML.

Siehe 3.4.
Freundliche
Uberlassung von
Prof. A. Bécking
Zytopathologie
des UKD

Diagnostisch- beweisend ist die Lungenbiopsie die mit PAS-positivem Material

geflllte Alveolen zeigt. Bei einigen Erwachsenen finden sich zusatzlich verdickte
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Alveolarwande, die moglicherweise Ausdruck stattgehabter sekundarer

Infektionen sind.

Abbildung 3 Lungenbiopsie eines Patienten mit PAP

Mit PAS-positivemMaterial
gefiillte Alveolen und
Schaummakrophagen
Freundliche Uberlassung
durch R Murray DNAX
Palo Alto ,CA

Bereits 1963 wurde bei Untersuchungen an erwachsenen Patienten mit primarer
oder sekundarer PAP bei vermutet, dass eine unzureichende Clearence des
Alveolarraumes durch die Alveolarmakrophagen an der Pathogenese der PAP
beteiligt ist (Ramirez, 1963; 1968). Spatere in vitro Untersuchungen an isolierten
Alveolarmakrophagen von Erwachsenen PAP Patienten bestatigten diese These:
die Alveolarmakrophagen haben eine verminderte Lebensdauer in Kultur, zeigen
eine gestdrte Chemotaxis und Adharenzfahigkeit. Auch ist die Digestion
phagozytierter Pathogene gestort (Golde, 1976).

1.2.1 Surfaktant

Da der Alveolarproteinose Stérungen der Reutilisation oder eine Uberproduktion
von Surfaktant zugrunde liegen, soll im folgenden auf den Surfaktantstoffwechsel
naher eingegangen werden (siehe auch Abb. 2).

Surfaktant ist ein Gemisch aus unterschiedlichen Proteinen und Lipiden, die
vornehmlich in Typ Il Pneumozyten, aber auch in Clara Zellen gebildet werden.
Es werden vier Surfaktantproteine (SP) unterschieden: SP-A, SP-B, SP-C und
SP-D. Der Surfaktant hat in den Alveolen folgende Aufgaben: er liegt mit seiner

hydrophilen Seite der Hypophase auf und bildet so eine Grenzflache zum
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Alveolarraum. Der entstehende Spreitungsdruck verringert die Hypophasengrolie

und erleichtert den Gasaustausch in den Alveolen. Surfaktant reduziert die
Oberflachenspannung und schuitzt die Alveole vor dem Kollaps. Zudem wird die
Hypophase vom Gasaustausch getrennt und somit vor der Austrocknung bewahrt.
Mit dem Schutz vor dem Austrocknen wird auch das Risiko fiur das Eindringen
exogener Noxen verringert (Wright, 1997).

SP-A umfasst eine Familie ahnlich strukturierter Surfaktantproteine, die zum einen
unterschiedliche Genprodukte (Floros, 1986), zum anderen das Resultat
alternativen Splicings einzelner SP-A Ribonukleinsauren (RNA) sind. SP-A
gewahrleistet die Surfaktant Homoostase und ist mal3geblich an der endogenen
immunologischen Abwehr der Lungen beteiligt (Pison, 1994, Weaver, 1991).
Zusammen mit Phospholipid und SP-B formt es tubulares Myelin und reguliert die
Produktion und den Abbau von Phospholipiden (Rice, 1989).

SP-B nimmt als hydrophobes Protein durch Senkung der Oberflachenspannung
und Verhinderung eines Alveolarkollapses wesentlich die biophysikalischen
Aufgaben des Surfaktant wahr. Synthetisches SP-B wird als Surfaktantersatz bei
Frihgeborenen mit Atemnotsyndrom eingesetzt. SP-B ermdglicht die Bildung von
SP-C aus Pro SP-C und scheint auch am Metabolismus von SP-A und
Phosphatidylcholin beteiligt zu sein (Rice, 1989; Nogee, 1994).

SP-C tragt als hydrophobes Protein ebenfalls zur Senkung der
Oberflachenspannung bei.

SP-D gehort, wie SP-A zu den hydrophilen Surfaktantproteinen. Es ist ebenfalls
an der Immunantwort der Lunge beteiligt (Reid, 1995).



Abbildung 2 Aufbau einer Alveole in schematischer Darstellung
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Die Sufaktantproteine werden in Pneumozyten Typ Il produziert und nach
intraalveolarer Umwandlung recycelt.  Alveolarmakrophagen sind am
Surfaktantmetabolismus beteiligt. Surfaktant erhalt die Oberflachenspannung und
verhindert den Kollaps der Alveolen. Neben den Alveolarmakrophagen sind auch
SP-A und SP-D an der pulmonalen Immunabwehr beteiligt. Stérungen des SP-
Metabolismus fuhren zur Anhdaufung von SP. Daraus kann eine
Alveolarproteinose entstehen.

Zusammenfassend sollte bei Verdacht auf eine Alveolarproteinose , der sich aus
der Klinik und den radiologischen Befunden ergibt, eine Bronchiallavage (BAL)
durchgefuhrt werden. Die BAL- FlUssigkeit ist milchig-tribe. Im Zytospinpraparat
sind Schaummakrophagen und reichlich PAS positives Material nachweisbar. Die
biochemische Zusammensetzung des Surfaktant zeigt fehlendes SP- B und
erhohtes aberrantes SP-C bei Neonaten oder erhohte Werte fur SP-A, SP-D und
Phospholipide bei alteren Patienten. Liegen diese Symptome vor, kann die
Diagnose der PAP gestellt werden. Nur wenn die histopathologische und
biochemische Analyse der BAL keine eindeutigen Schlisse zulassen, oder es

aufgrund anderer Befunde Zweifel an der Diagnose einer PAP gibt sollte eine
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Lungenbiopsie durchgefiihrt werden. Mit Ausnahme der SP-B Defizienz geben

diese diagnostischen Parameter keinen Anhalt fir die Pathogenese der PAP.

2. Multifaktorielle Pathogenese der PAP

In der Pathogenese der PAP sind ganz unterschiedliche Faktoren nachgewiesen
worden (Abbildung 4), so dass diese nicht als eine Krankheit, sondern als

uniforme Reaktion der Lunge auf unterschiedliche Noxen zu werten ist.

Abbildung 4 Multifaktorielle Genese der Pulmonalen Alveolar Proteinose (PAP)

Medikamente Infektionskrankheiten
Hamatologische
Umweltnoxen \ Grunderkrankungen
S?;::f;l?t:i: Angeborene
B 4: Erkrankungen
Idiopathisch —>> metabolismus g
PAP

pN

Gen-Defekte

Ursprunglich wurde die PAP als idiopathische Erkrankung angesehen. Doch
inzwischen gibt es gesicherte oder vermutete Assoziationen mit einer groReren
Zahl sehr unterschiedlicher Storungen oder Erkrankungen.

Zu den Umweltnoxen zahlen Aluminium (Miller, 1984), Stickoxyd (NO), Ozon
(Hook, 1991), Silica (Buechner, 1969) oder Titanium (Keller, 1995).

Des weiteren wurden Zusammenhange mit Medikamenten wie Busulfan,

Chlorambucil und Iprinol gezeigt (Watanabe, 1990).
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Auch sind Assoziationen zwischen bakteriellen (Couderc, 1996), viralen

(Ranchod, 1979, Tirnoveau, 1972) oder mykotischen Infektionen (Lee, 1999) und
der PAP des Kindes- und Erwachsenenalters beschrieben worden. Bei keiner der
Publikationen konnte jedoch geklart werden, ob die jeweilige Infektion ein
primarer oder nicht vielmehr ein sekundarer Faktor in Rahmen der PAP
Erkrankung darstellt.

Bei erwachsenen Patienten mit myeloischen Leukdamien wird die PAP relativ
haufig als Sekundarerkrankung der hamatologischen Grunderkrankung gesehen
(Green, 1980; Aymard, 1984). Die geschatzte Inzidenz dieser sekundaren PAP
liegt hier bei ca. 5%.

Zu den seltenen angeborenen, mit PAP assoziierten Erkrankungen zahlen
Immundefekte wie Immunglobulinmangel (Webster, 1980), Stoffwechseldefekte
wie die lysinurische-Proteinintoleranz (Porto, 1993) und die Lipoidpneumonie
(Parenti,1995).

Eine weitere genetische Ursache fur das Entstehen einer Form der PAP wurde
erstmals mit der Beschreibung der Surfaktant Protein B (SP-B) Defizienz bei
neonataler PAP gezeigt (Nogee, 1993). Die SP-B Defizienz ist bei den meisten
Neugeborenen auf die homozygote Mutation 121ins2 im SP-B Gen
zuruckzufuhren. Es sind seit der Erstbeschreibung Uber 21 weitere Mutationen
identifiziert worden, die zu einer fehlerhaften SP-B Produktion fuhren (deMello,
1994). Bei Vorliegen dieser Mutationen kann kein funktionelles SP-B produziert
werden. Da die Bildung von SP-C aus Pro SP-C von SP-B abhangt, wird bei SP-
B- Defizienz nur Pro SP-C sezerniert (Nogee, 1993).

Allen atiologisch unterschiedlichen Formen der PAP gemeinsam ist die Stérung
der Endstrecke des Surfaktantmetabolismus, wodurch sich erhebliche Imbalancen
in der Zusammensetzung des Surfaktant ergeben: Bei den Erwachsenen lassen
sich in der Regel erhdhte Werte fur die Surfaktantproteine A und B nachweisen
wobei die relative Vermehrung der Surfaktantproteine erheblichen Schwankungen
unterliegt. Die SP-A/SP-B Ratio bleibt dabei denen der Kontrollen gleich.
Dagegen ist das Verhaltnis von SP-A zu zweifachungesattigten Phospholipiden
(DSP) und die SP-B/DSP Ratio erhoht. Auch weist SP-A von PAP Patienten in
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der in vitro Proteinanalyse ein anderes Muster seiner Komponenten auf, als das

SP-A der Normalpersonen (Doyle, 1998).

Bei Neugeborenen, die eine Mutation im Gen fur SP-B aufweisen, lasst sich in der
BAL kein SP-B nachweisen. Ferner findet sich vermindert maturiertes SP-C, aber
vermehrt Pro SP-C (Nogee, 1994). Des weiteren liegt eine Verteilungsstérung des
SP-A vor, welches sich kaum in den Pneumozyten Typ 2, aber vermehrt in

Alveolen und Alveolarmakrophagen nachweisen liel3 (de Mello, 1994).
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3. Der hamatopoetische Wachstumsfaktor GM-CSF und PAP

Vollig neue Einsichten in die Pathogenese der PAP haben eine
Zufallsbeobachtung gebracht, bei der die Ausfallserscheinungen fiur den
hamatopoetischen  Granulozyten-Makrophagen-Wachstumsfaktor (GM-CSF)

tierexperimentell abgeklart werden sollte.

3.1 Zur Physiologie von GM-CSF

GM-CSF ist seit langem als Zytokin bekannt, das Proliferation myeloischer Zellen
und die Differenzierung myeloischer Vorlauferzellen zu reifen Granulozyten und
Makrophagen stimuliert. Die in vivo Applikation von GM-CSF fuhrt zu einer
dosisabhangigen Stimulation der Hamatopoese mit Neutrophilie, Monozytose und
Eosinophilie. Rekombinantes humanes GM-CSF wurde bei einigen Patienten zur
Frahrekonstitution der Hamatopoese nach myelosuppressiver Therapie eingesetzt
(Lehrnbecher, 2002; Berghmans, 2002). GM-CSF stimuliert die Zellen ahnlich wie
Interleukin-3 (IL-3) und IL-5 (Hayashida, 1990; Kitamura, 1995; Tavernier, 1991)
uber einen gemeinsamen hochaffinen Rezeptorkomplex, der aus zwei
Polypeptidketten besteht: der fur jedes Zytokin spezifischen a—Kette und einer
gemeinsamen B-Kette (Bc). Die GM-CSF-, IL-3- und IL-5- Rezeptoren gehoren zur
Gruppe der Wachstumshormonrezeptoren (Burdach, 1998). Die a—Ketten binden
den Liganden mit einer niedrigen Affinitat von 1-100 nM, wahrend der of—
Rezeptorkomplex eine hohe Bindungsaffinitat von 10-100 pM aufweist. Die
isolierte gemeinsame p-Kette weist keine Bindungsaffinitat auf, sie ist aber
essentiell fur die Konformationsanderung des Rezeptors zu einem hochaffinen

Rezeptor und fur die Signaltransduktion.

3.2. GM-CSF Rezeptordefekt und PAP bei fc-gendeletierten Mausen

Etwa zeitgleich veroffentlichten zwei Gruppen Arbeiten Uber Mause, denen durch
gezielte Deletion das Gen fur pc entfernt worden ist (Stanley, 1994;
Nishinakamura, 1995). Entgegen allen Erwartungen hatten die Tiere nur
marginale Einschrankungen ihrer Hamatopoese. Die Gesamtzahl der

eosinophilen Leukozyten war erniedrigt und auf Infektionen mit Parasiten
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reagierten die Tiere nicht mit einem adaquaten Anstieg der Eosinophilen.

Erstaunlicherweise entwickelten die pc-gendeletierten Mause eine der humanen
PAP ahnliche Erkrankung. Die Lungen zeigen eine intraalveolare Akkumulation
PAS- positiven Materials, welches als Surfaktant identifiziert werden konnte. Des
weiteren fanden sich Schaummakrophagen. Im Unterschied zur menschlichen
PAP fiel bei den Mausen eine peribronchovaskulare Infiltration mit Lymphozyten

auf, deren Ursache nicht geklart ist (Nishinakamura, 1995).

3.3. Bc-Expression und Funktion sowie SP Analyse bei Kindern mit PAP

Dirksen U, Nishinakamura R, Groneck P, Hattenhorst U, Nogee L, Murray R,
Burdach S Human Pulmonary Alveolar proteinosis associated with a defect
in GM-CSF/IL-3/IL-5 receptor common [} chain expression

J Clin Invest 1996; 100: 2211-2217

Anlage 1
Um zu Uberprifen, ob bei Kindern mit PAP ebenfalls ein Defekt im pc-Rezeptor

vorliegt wurde das Blut von acht padiatrischen Patienten mit PAP auf die
Expression des pc—Rezeptors untersucht. Drei dieser Patienten (A, B, C) hatten
eine bereits in der Neonatalzeit diagnostizierte PAP. Patient A zeigte im Alter von
einer Woche pulmonale Symptome. Bei initialem Infektverdacht wurde er
antibiotisch behandelt und kontrolliert beatmet. Da sich der klinische Zustand
nicht besserte wurde, bei unklarer Atiologie der Lungenerkrankung, eine
Lungenbiopsie durchgefuhrt. Die histopathologische = Analyse  des
Lungenbiopsates ergab die Diagnose einer PAP. Nach zweimaliger
therapeutischer Lavage konnte er von der Beatmung entwéhnt werden. Er war
jedoch mit 20 Monaten zum Zeitpunkt unserer Bc-Rezeptor Untersuchung
weiterhin sauerstoffabhangig.

Patient B wurde unter der Diagnose einer neonatalen Sepsis postpartal beatmet;
er entwickelte darunter eine bronchopulmonale Dysplasie. Im weiteren Verlauf
traten rezidivierend Pneumonien auf, die in einer eine progredienten pulmonalen
Insuffizienz unklarer Genese mundeten. Die PAP von Patient B wurde anhand der
biochemischen Analyse eines tiefen Sputums gestellt. Zum Zeitpunkt der Pc-

Analyse war er 22 Jahre alt und sauerstoffabhangig.
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Patient C entwickelte postpartal eine progrediente pulmonale Insuffizienz, so dass

nach 5 Tagen eine kontrollierte Beatmung notwendig wurde. Die PAP des
Patienten C wurde Uber die biochemische Analyse der diagnostischen BAL
gestellt. Er wurde ebenfalls zunachst kontrolliert beatmet, nach einer
therapeutischen BAL war keine Beatmung mehr erforderlich. Zum Zeitpunkt
unsere Analyse war er 1.1 Jahre alt und weiter sauerstoffabhangig.

Die funf weiteren Patienten entwickelten inre PAP Symptome im Sauglingsalter.
Patient D erkrankte im Alter von drei Monaten. Die Diagnose der PAP wurde
anhand der biochemischen Analyse der Lavage und einer Lungenhistologie
gestellt. Er wurde einer extrakorporalen Membran Oxygenierung und einer
therapeutische BAL unterzogen. Da es zu keiner Besserung kam, erhielt er eine
beidseitige Lungentransplantation. Zum Zeitpunkt der fc-Analyse war er 4 Monate
alt und nach Transplantation noch sauerstoffabhangig.

Patient E entwickelte progrediente pulmonale Symptome mit 17 Monaten. Die
Diagnose der PAP wurde anhand der Analyse der BAL-FlUssigkeit gestellt. Der
Patient wurde beatmet. Er verstarb im Alter von zwei Jahren an den Folgen der
PAP.

Patient F entwickelte im Alter von 3 Monaten eine pulmonale Insuffizienz. Er
wurde kontrolliert beatmet. Die PAP wurde anhand der Lungenhistologie und der
Surfaktantanalyse diagnostiziert. Er wurde kontrolliert beatmet, erhielt mehrfach
therapeutische Bronchiallavagen und eine supportive Surfaktantgabe nach
Lavage. Er war bis zum Alter von 2 Jahren sauerstoffbedirftig. Danach besserte
sich sein Zustand. Zum Zeitpunkt der Bc-Analyse, mit 5.9 Jahren, hatte er keine
pulmonalen Symptome mehr.

Patient G war 2 Monate alt als die PAP histologisch und mittels biochemischer
Analyse der Bronchiallavage diagnostiziert wurde. Der Patient erhielt eine
doppelseitige Lungentransplantation. Er war zum Zeitpunkt der pBc-Analyse, im
Alter von 8 Monaten, beschwerdefrei.

Patient H zeigte im Alter von 3 Monaten eine zunehmende respiratorische
Insuffizienz, die eine Langzeitbeatmung erforderte. Eine Infektion wurde nicht

diagnostiziert. Die Diagnose wurde Uber die biochemische Analyse der BAL
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gestellt. Zum Zeitpunkt der PBc-Analyse, mit 6.1 Jahren bendétigte er weiterhin

Sauerstoffgaben.

Mononukleare Zellen dieser acht Kinder wurden mit Bc-spezifischen Antikorpern
markiert. Die gebundenen pc-spezifischen Antikdrper wurden mit einem
Fluoreszein-konjugierten Zweitantikdrper sichtbar gemacht, der spezifisch an den
Bc Antikdrper bindet. Die Quantifizierung der Expression des pc Rezeptors
erfolgte im Durchflusszytometer. Als Kontrolle wurde die Oberflachenexpression
der GM-CSF Rezeptor a-Kette und der IL-3 Rezeptor a-Kette untersucht. Bei 4
der 8 untersuchten Patienten wurde eine PBc-Defizienz durchflusszytometrisch
nachgewiesen, wie beispielhaft in Abbildung 5 wiedergegeben ist. Dreimal waren
Neugeborene und einmal ein Saugling betroffen. Die mit primarem Bc-Defekt
assoziierte PAP scheint daher angeboren zu sein, wobei es offensichtlich Falle

mit einer verzogerten Manifestation der Symptome gibt.
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Abbildung 5 Expression der 3¢ Kette bei Patient A im Vergleich zur
gesunden Kontrolle

09
J
100

2B

~1ec
<1
RN IR TR Tt T
85 S
"12E "12F

Die Zellen wurden mit dem fluoreszein-konjugierten Zweitantikorper alleine
inkubiert (weile Felder), um unspezifische Bindungen zu erfassen. Die
Expression von Bc wurde durch Bindung des nicht konjugierten Bc-spezifischen
Antikdrpers S-16 und dessen sekundare Farbung durch Bindung des
Zweitantikérpers sichtbar gemacht (schwarze Felder). Ein Shift nach rechts
bedeutet eine positive Farbung.

Zur unabhangigen Bestatigung der durchflusszytometrisch erhobenen Befunde

wurde ein Bindungsassay mit radioaktiv markiertem '®lod ('*1)-GM-CSF
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durchgefiihrt. Die Durchflusszytometrie  keinen

Patienten, die in der
nachweisbaren Rezeptor hatten, zeigten eine niedrig-affine Bindung fur GM-CSF
entsprechend der alleinigen Expression der GM-CSF Rezeptor a-Kette. Die

Bindung der Kontrollpersonen lag im Bereich des hochaffinen Rezeptors.

Um zu untersuchen, ob der pc Rezeptor auch funktionell ausgeschaltet war,
wurden Wachstum und Differenzierung hamatopoetischer Zellen unter Stimulation
mit Bc-abhangigen Zytokinen wie GM-CSF und IL-3 sowie zur Kontrolle mit Bc-
unabhangigen Zytokinen wie G-CSF, IL-6 und SCF jeweils unter Zusatz von
Erythropoetin (EPO) analysiert. Die Zellen der Patienten mit nachgewiesener fc-
Defizienz zeigten kein Ansprechen auf Bc-abhangige Zytokine, wahrend das

Ansprechen auf Bc- unabhangige Zytokine den Kontrollen entsprach (Tabelle 1).

Tabelle 1 Wachstumsassay an hamatopoetischen Zellen von Kindern mit PAP
und Bc-Defizienz, den Patienten A, B, C, H und von den nicht Bc-defizienten PAP
Patienten E und G sowie von gesunden Kontrollpersonen 1, 2, 3.

Die Stimulation erfolgte mit den Bc-abhangigen Wachstumsfaktoren GM-CSF
und IL-3. Des weiteren mit den PBc-unabhangigen Wachstumsfaktoren IL-6,
Granulozyten Wachstumsfaktor (G-CSF), Stammzellfaktor (SCF) und
Erythropoetin (EPO). Patient F konnte nicht untersucht werden, da es keine

Einwilligung zu dieser Untersuchung gab. *p<0.05 im Vergleich zu den Kontrollen
(modifiziert nach Tabelle 7 Anlage 1)

EPO | EPO/GM-CSF | EPO/IL-3] EPO/G-CSF | EPO/IL-6/SCF
PatientA 1+ 1 0+ 0* 1+ 1% 69+ 4 89+ 12
Patient B 0+ 1 1+ 1% 1+ 1% 142+ 50 102+ 62
Patient C 3+ 1 2+ 1* 0+ 0* 67+ 12 98+ 6
Patient H 4+2 1+ 1% ND 45+ 4 48+ 8
Patient E 23+5 54+ 6 32+ 8 65+ 9 55+ 4
Patient G 10+ 5 89+ 10 76+ 4 77+ 19 83+ 13
Kontrolle 1 2+ 2 71+ 10 35+ 4 109+ 6 ND
Kontrolle 2 3+ 1 64+ 7 56+ 3 91+ 7 ND
Kontrolle 3 0+ 0 31+ 2 46+ 1 53+ 8 97+ 2

Die Analyse des Surfaktant aus der bronchoalveolaren Lavage der Patienten
zeigte bei den Patienten, deren Surfaktant quantitativ untersucht wurde, eine
Erhohung der SP-B und SP-A Werte, also ein Surfaktant Muster vergleichbar mit
dem der PAP des Erwachsenen (Tabelle 2). Die Surfaktant Analyse wurde bei
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den Patienten D, E und G qualitativ mittels Western Blot (Abbildung 6) zum

Ausschluss einer SP-B Defizienz durchgefuhrt. Die mit dem pc-Defekt
einhergehende Alveolarproteinose ging in den untersuchten Fallen nicht mit einer
SP-B Defizienz einher, somit wurde gezeigt, dass es sich um zwei

unterschiedliche Krankheitsbilder handelt.

Tabelle 2 Quantifizierung der Surfaktantproteine bei 4 Kindern mit PAP im
Vergleich zu gesunden Kontrollen. Die Kinder zeigen eine Erhohung der

Surfaktantproteine B und A im Vergleich zu den Kontrollen.
(modifiziert nach Tabelle 4 in Anlage 1

Patient SP-A (ng/ml) SP-B (pg/ml)
A 5130 141

C 2700 ND

F 900 65

H 3210 450
Kontrollen 748+85 148+31
(Mittelwert aus n=20)

SP-A= Surfaktantprotein A; SP-B =Surfaktant Protein B; n= Anzahl

Abbildung 6 Western Blot einer Sufaktantproteinanalyse
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1) Lavagematerial eines PAP- Patienten mit SP-B Defekt; 2) Lavagematerial
eines PAP- Patienten ohne SP-B Defekt. (Freundlicherweise Uberlassen von L.
Nogee) kDA= kilodalton, Grolkenmarker;

Diese ersten Untersuchungen zeigten, dass bei einer Untergruppe von

padiatrischen PAP Patienten die Erkrankung mit einer defekten Expression des
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Bc-Rezeptors assoziiert ist und von der bisherigen neonatalen Form mit SP-B

Defekt sowohl mittels der biochemischen Analyse der Lavageflissigkeit, als auch
durch die immunologische Typisierung hamatologischer Zellen abgegrenzt

werden kann.

3.4 Rolle des GM-CSF- Signaltransduktionsweges bei der PAP

Seymour JF, Begley G, Dirksen U, Presneill JJ, Nicola NA, Moore PE, Schoch
OD, van Asperen P, Roth B, Burdach S, Dunn A Attenuated hematopoietic
response to granulocyte— macrophage colony stimulating factor in patients
with acquired pulmonary alveolar proteinosis.

Blood 1998; 92: 2657-2667

Anlage 5

Mause, bei denen das Gen fur GM-CSF deletiert wurde, entwickeln ebenfalls eine
der humanen PAP vergleichbare Erkrankung (Stanley, 1994, Robb, 1995). Die
genetische Korrektur des GM-CSF Defektes durch Expression von GM-CSF unter
Kontrolle des SP-C Promotors in pulmonalen Epithelzellen korrigierte die PAP
dieser Mause (Huffman, 1996).

Diese Untersuchungen und die Untersuchungen zur c Defizienz zeigen, dass die
GM-CSF induzierte  Stimulation myeloischer Zellen, besonders der
Alveolarmakrophagen, eine kritische Rolle bei der pulmonalen Clearence spielt.
Die Alveolarmakrophagen sind bei PAP Patienten funktionell gestort
(Golde,1976). Es lag daher nahe, bei schwerkranken PAP Patienten einen
Therapieversuch mit rekombinatem GM-CSF zu unternehmen. Es wurden 12
Kinder und Erwachsene (13 Jahre - 45 Jahre) mit idiopatischer PAP und 5
Sauglinge mit kongenitaler PAP (Beginn der Erkrankung im Alter von unter 1
Monat) behandelt. Bei einem der Sauglinge lag eine SP-B Defizienz vor. Alle
anderen Patienten hatten eine idiopathische PAP. Von den Erwachsenen zeigte
keiner eine adaquate hamatologische Response auf die GM-CSF Gabe, wie sie
von Untersuchungen historischer Kontrollen bei gesunden Probanden bekannt

sind. Im Gegenteil fiel die Leukozytenzahl bei 7 Patienten sogar ab.
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Tabelle 3 Hamatologische Response auf GM-CSF bei 12 Patienten mit
erworbener PAP (Seymour et. Al) im Vergleich zu 16 Erwachsenen mit normaler

Hamatopoese( Vadhan-Raj, Lieschke, Haas, Berthaud)
(Modifiziert nach Tabelle 3 in Anlage 3)

Leukozyten (10%L)

Erstautor Anzahl der GM-CSF Dauer Mittelwert der Mittelwert
Patienten Dosierung (Tage) Maximalwerte des Anstiegs

Seymour (PAP) 12 3.8-5.8ug/kg 21 6.8+ 1.1 05+ 1.1

(147-229 pg/m?)

Vadhan —Raj 3 120-250 ug/m® 14 34.1 +12.2§ 25.0 + 13.3§

Lieschke 3 3ug/kg 10 226+ 49§ 153+ 52#

Haas 7 250pg/m2 11.5* 36.6+ 8.4§ 29.7 +12.4§

Berthaud 3 250 pg/m? 10 239+ 509§ 19.5+ 538§

Die Tabelle gibt die Mittelwerte des Leukozytenanstiegs unter GM-CSF der
eigenen Studie (Seymour) im Vergleich zu Kontrollen an. * Die Patienten wurden
zwischen 5 und 22 Tagen mit GM-CSF behandelt. § p<0.004 bei Vergleich der
Seymour Studie mit der gekennzeichneten Studie mittels Dunnet's Test fur
gepaarte Stichproben. p<0.026 bei Vergleich der Seymour Studie mit der
gekennzeichneten Studie mittels Dunnet’s Test fur gepaarte Stichproben.

Dagegen reagierten alle Sauglinge mit einem prompten, starken
Leukozytenanstieg nach der Gabe von GM-CSF. In zwei Fallen wurde die GM-
CSF Dosis bei extremer Leukozytose reduziert.

Alle von Seymour et al. behandelten Patienten hatte eine regelrechte Expression
der pBc Kette sowie der GM-CSF und IL3 Rezeptor a Kette. Auch die Bindung von
radioaktiv markiertem lod % ('*°I) GM-CSF an die Zellen im Scatchard Plot war
unauffallig. Dagegen zeigte sich im Proliferationsassay ein vermindertes
Wachstum der Zellen in Gegenwart von GM-CSF und IL3 wahrend das
Ansprechen auf andere Wachstumsfaktoren wie G-CSF und IL6 unauffallig war.
Keiner der Patienten profitierte pulmonal langfristig von der Therapie mit GM-
CSF. Diese Daten zeigen, dass es offensichtlich eine Gruppe von PAP Patienten
gibt, die bei regelrechter Expression der pc-Kette eine Stérung der
Signaltransduktion von GM-CSF haben. Da die Erkrankung erst im
Erwachsenenalter auftrat, ist zu postulieren, dass bei diesen Patienten eine
somatische Mutation des GM-CSF Signaltransduktionsweges in einer frihen

hamatopoetische Stammzelle zu der PAP flihrte. Die Dauer der Erkrankung bei
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diesen Patienten sollte somit auf die Dauer der Aktivitat dieser Progenitorzelle

beschrankt sein.

3.5 Sekundare PAP und Bc-Defizienz bei Kindern mit AML

Dirksen U, Hattenhorst U, Schneider, Schroten H, Gébel U, Bécking , Muller HW,
Murrray R, Burdach S. Defective Expression of GM-CSF/IL3/IL5 receptor
common beta chain in children with acute myeloid leucemia associated with
respiratory failure.

Blood, 1998; 92: 1097-1103

Anlage 2

In einer weiteren Studie wurde die PBc-Expression auch bei 3 Kindern mit
sekundarer PAP bei akuter myeloischer Leukamie (AML) untersucht. Bei den drei
untersuchten Patienten fanden wir die Bc-Defizienz nur auf ihren myeloischen
Blasten. Alle Patienten zeigten zum Zeitpunkt der Initialdiagnose ihrer AML
pulmonale Symptome in Form von schwerer Dyspnoe. Patient 1, ein 2 Monate
alter Saugling hatte eine AML 4 nach der Franzdsisch- Amerikanisch- Britischen
(FAB) Klassifikation. Patient 2, ein 11 Jahre altes Madchen, war an einer nicht-
klassifizierbaren AML erkrankt. Patient 3, ein 9 Monate altes Madchen, hatte eine
AML FAB Typ 5. Bei Patient 1 und 2 wurde die PAP anhand der
Surfaktantanalyse und der zytologischen Untersuchungen nach broncho-
pulmonaler Lavage gestellt. Des weiteren hatten beide Kinder einen fur die PAP
typischen radiologischen Befund. Bei der dritten Patientin lag keine
broncheoalveolare Lavage vor. In ihrem Fall wurde die PAP retrospektiv wegen
eines typischen radiologischen Befundes bei nicht-infektidsem respiratorischen
Symptomen vermutet. Die Expressionen der Bc Kette und der o Ketten der GM-
CSF- und IL-3- Rezeptoren wurden jeweils vor dem ersten Chemotherapiezyklus
analysiert. Bei Patient 1 wurden zur Analyse Zellen des peripheren Blutes und der
BAL- FlUssigkeit, bei Patient 2 und 3 Knochenmarkzellen und Zellen der BAL-
Fllssigkeit untersucht. Eine Bc-Expression konnte in keiner der untersuchten
Proben nachgewiesen werden. Patient 1 zeigte eine regelrechte Expression der a
Ketten der GM-CSF und IL3 Rezeptoren, wahrend bei Patient 2 und 3 nur die a

Kette des IL3 Rezeptors, nicht des GM-CSF Rezeptors, nachweisbar war.
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Die Kinder wurden gemass des gultigen AML-Protokolls der Gesellschaft flr

Padiatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH) behandelt. Patient 1 und 3
erhielten nach Chemotherapie und Bestrahlung eine Stammzelltransplantation.
Patient 2 erhielt eine chemotherapeutische Behandlung, verstarb aber vor der

geplanten Stammzelltransplantation an einer Sepsis.

Die Erradikation der Bc-defizienten Blasten durch die antineoplastische Therapie
fuhrte zu einer Remission der PAP bei allen drei Patienten. Analysen der
myeloischen Zellen nach Therapie zeigten bei allen Patienten eine regelrechte
Expression der Bc und der GM-CSF Rezeptor a Ketten. Aus diesen Daten konnte
die Hypothese abgeleitet werden, dass es sich bei dieser Erkrankung um ein
primar hamatopoetisches Krankheitsbild handelt. Die Bc-defizienten Blasten
wandelten sich in der Lunge der Patienten in defekte Alveolarmakrophagen um
und verursachten die PAP. Die antineoplastische Behandlung flhrte zu einer
Erradikation der pc-defizienten Blasten in Blut, KM und den sekundar infiltrierten
Organen, so auch in den Lungen. Die PAP dieser Patienten ist somit als

sekundare Erkrankung hamatopoetischen Ursprungs zu deuten.

4. Therapeutische Optionen fur Patienten mit fc-defizienter PAP

4.1. Heilung der PAP durch Knochenmarktransplantation im Mausmodell

Nishinakamura R, Wiler R, Dirksen U, Morikawa Y, Arai Kl, Miayima A, Burdach
S, Murray R The pulmonary alveolar proteinosis in granulocyte macrophage-
stimulating factor /Interleukins 3/5 receptor deficient mice is reversed by
bone marrow transplantation.

J Exp Med 1996; 183:2657-2662

Anlage 3

Um zu beweisen, dass die PAP bei Bc-Defizienz eine originar hamatologische
Erkrankung ist, wurde Wild Typ (WT) Knochenmark sublethal-bestrahlten pc-/-
Mausen transplantiert (DNAX Research Institute, Palo Alto, CA).
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Als negativ- Kontrolle wurde WT-Mausen WT-Knochenmark transplantiert. Deren

Lungenbefund war 8 und 12 Wochen nach Transplantation entsprechend dem
nicht transplantierter WT- Mause.

Bei der positiven Kontrolltransplantation wurde pc-/- Knochenmark in c-/- Mause
transplantiert. Die Lungen dieser Tiere zeigten 8 und 12 Wochen nach
Transplantation eine PAP Pathologie entsprechend der nicht transplantierter pc-/-
Mause. Im Hauptversuch zeigte die histologische Untersuchung nach Engraften
der WT-Zellen, 8 Wochen nach Transplantation, in den Bc-/- Mausen keine
Merkmale der PAP Pathologie. Die Alveolen waren frei von Surfaktantmaterial
und es fanden sich keine Schaummakrophagen. Anhand des fir die
Spenderzellen spezifischen Oberflachenantigens Ly 5.2 konnten  wir
immunhistochemisch dieses Merkmal im Lungengewebe detektieren. Auch wenn
im Lungengewebe der Empfangertiere hauptsachlich Spenderzellen gesehen
wurden waren aber auch noch einige der urspringlichen Empfangerzellen
vorhanden (Abbildung 7). Dies spricht fur eine mafigebliche in situ Neubesiedlung
der Lungen durch Blutmakrophagen in diesem syngenen Mausmodell. Aber auch
beim Menschen ist nach allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation
gezeigt worden, dass die Lunge mit Spenderzellen neubesiedelt wird (Nakata,
1999).
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Abbildung 7 Engraftment der Spender Zellen und Reversion der PAP in den
Lungen Bc-defizienter Mause nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation
mit Bc-positivem Knochenmark (links). Das rechte Bild stammt von einer Bc-
defizienten Maus, die mit PBc-defizientem KM transplantiert worden ist. Die
Schnitte sind mit einem Antikdrper gegen Ly5.2 (rot), der spezifisch fur das c
positive Knochenmark ist.

Um 2zu untersuchen, welche Zellreihen des Spenderknochenmarks die
Ruckbildung der PAP induziert wurden, in zusatzlichen Versuchen, Spenderzellen
von RAG-2 Gen mutierten Mausen gewahlt. Diese Mause haben eine fehlende
Lymphopoese. Das Engraften der ausschlielllich myeloischen RAG-2
Spenderzellen in den Bc-/- Mausen revidierte die PAP. Der Lungenbefund bei den
Empfangertieren entsprach dem nach Transplantation mit WT Knochenmark.
Diese Daten weisen darauf hin, dass das Engraften Bc tragender myeloischer
Zellen essentiell fir die Ruckbildung der PAP ist.

Aus diesen Daten ergab sich folgendes Modell fur die fc-PAP (Abbildung 8): Aus
dem Knochenmark wandern pc-defiziente myeloische Vorlduferzellen in die
Lunge wobei die Stérung der Bc-Defizienz angeboren oder erworben sein kann. In
den Lungen reifen die Pc-defizienten Zellen zu Alveolarmakrophagen aus und

fuhren zu einer Stérung des Sufaktantmetabolismus. Es entsteht das
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Krankheitsbild der PAP. Die Elimination der pc-defizienten Zellen und das

Engraften Bc-tragender Zellen flhrt zur Revision der PAP.

Abbildung 8 Modell zur Pathogenese der Bc-defizienten PAP und ihrer Heilung
durch eine onkologischeTherapie mit Stammzelltransplantation Bc positiver Zellen
(rot markiert).

AML und PAP Chemo- Remission

therapie\A ‘va’
& "

pe-

Hochdosis

v Chemotherapie
und allogene SZT,
o~

e

, l

PAP Keine PAP
SP-AA SPBA normales SP-A + SP-B

KM= Knochenmark, fc-= Bc-defiziente hdmatopoetische Progenitorzellen; Mg Bc-
= Bc-defiziente Alveolarmakrophagen; SZT= Stammzelltransplantation; Bc+ oder
= Bc-tragende hamatopoetische Progenitorzellen; Mg Bc+= Bc- tragende
Alveolarmakrophagen; SP-A = Sufaktantprotein A, SP-B= Surfactant Protein B? =
erhoht. Bildnachweis: AML KM: www.mww.de, KM www.eufets.com, SZ:
www.lymphomainfo.net
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Eine allogene  hamatopoetische = Stammzelltransplantation ~ mit  ihrer
Konditionierung ist fur die angeborene PAP wegen ihres vital bedrohlichen
Zustandes aber auch der schweren Nebenwirkungen, wie Spender- gegen
Empfanger- Krankheit oder Infektionen nicht tragbar. Daher begannen wir

genkorrektive Strategien zur Heilung der fc PAP zu entwickeln.

4.2 Somatische Gentherapie

Dirksen U, Moritz T, Burdach S, Flasshofe M, Hanenberg H Fanconi anemia and
Bc deficiency-associated pulmonary alveolar proteinosis as two hereditary
diseases of childhood which are potentially curable by stem cell gene
therapy but require different therapeutic approaches.

Klin Pad 1999; 211:329-335

Anlage 4

Die Gentherapie in hamatopoetische Stammzellen ist ein attraktives
therapeutisches Konzept fur Erkrankungen, die auch mit einer allogenen
Stammzelltransplantation geheilt werden konnen. Wird ein therapeutisches Gen in
das Genom einer hamatopoetischen Stammzelle integriert, so bringt diese weitere
Stammzellen und ausreifende Zellen hervor, die alle das korrektive Gen tragen.
Zwei der derzeit nach wie vor grof3ten Probleme in der Stammzell-Gentherapie
sind die geringe Transduktionseffizienz in diesen Zielzellen und der fehlende
Wachstumsvorteil gegenuber den unkorrigierten Ursprungszellen.

Eine Mdglichkeit dem ersten Problem zu begegnen ist die in vitro Selektion und
Expansion der erfolgreich transduzierten Stammzellen (Abonour, 2000).

Die Expansion der Gen-korrigierten Stammzellen im Koérper des Patienten nach
Transplantation, kann durch eine myeloablative Vorbehandlung des Patienten
erreicht werden, bedingt aber alle Risiken einer autologen KMT. Bei einigen
kongenitalen Erkrankungen, wie der Fankoni Anamie, bei der unterschiedliche
Mutationen gleiche funktionelle Defekte der hamatopoetischen Stammzellen
induzieren, (Joenje, 1997, Hanenberg, 2002) bringt bereits die Expression der
normalen cDNA einen in vivo Wachstumsvorteil fur die erfolgreich transduzierten

Zellen (Hanline, 1998). Bei anderen Erkrankungen, und hierzu gehort nach
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heutigem Kenntnisstand auch die Bc-PAP, ist ein solcher Wachstumsvorteil nicht

Zu erwarten.

Eine elegante LOsung bietet im autologen System die medikamentose in vivo
Selektion. Dazu wird in den Vektor, der das therapeutische WT Bc-Gen tragt, als
zweites Gen ein Selektionsmarker eingebaut.

In Tiermodellen sind effektive in vivo Selektionssysteme etabliert, die Zellen
resistent gegen zytotoxische Substanzen machen. Eine solche Maéglichkeit bietet
z. B. der Transfer der mutierten Dehydrofolatreduktase (DHFR,), die die Zellen
gegenuber Methotrexat resistent macht. Methotrexat ist flr eine solche
Anwendung ein geeignetes Medikament, da es keine mutagenen oder
karzinogenen Eigenschaften hat (Allay, 1998).

Zur genkorrektiven Behandlung wiarden also dem Patienten autologe
hamatopoetische Stammzellen entnommen und mit einem Bc- Gen und DHFR,.
Gen transduziert. Die Patienten wirden vor der Transplantation eine
Vorbehandlung mit Methotrexat erhalten und nach der Transplantation mit niedrig
dosiertem Methotrexat solange nachbehandelt, bis es zum Engraften der

genkorrigierten Zellen gekommen ist.
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6. Ausblick

6.1. Diagnostik

Die Alveolarproteinose ist eine seltene Erkrankung. Durch interdisziplinare
Zusammenarbeit ist es in den letzten Jahren gelungen neue, therapeutisch-
relevante Erkenntnisse zur Pathogenese der pulmonalen Alveolarproteinose zu
gewinnen. Faszinierend an den Erkenntnissen zur Pathogenese war
insbesondere die Bedeutung der GM-CSF/IL-3/IL-5 Rezeptor beta Kette und des
GM-CSF, die entgegen den bisherigen Erkenntnissen (Vadhan-Raj, 1972, Burdach,
1998), eine eher geringe Relevanz fur die Hamatopoese haben.

Die Beschreibung der SP-B Defizienz, der Stérungen der SP-A Homdéostase und
der Stoérungen im GM-CSF Signaltransduktionsweg ermoglichten eine molekulare
Differenzierung von Krankheiten, die phanotypisch in das Krankheitsbild der
Alveolarproteinose munden (Shah, 2000). Eine Standardisierung der Diagnostik
unter  Einbeziehung der  biochemischen und  molekularbiologischen
Untersuchungsmoglichkeiten (Abbildung 9) und der Aufbau eines Registers
wuirden entscheidende Beitrage zur Klarung der Inzidenz der verschiedenen

Ursachen der Alveolarproteinose erbringen.

Die initiale Diagnostik, besteht aus einem Rontgenbild des Thorax und einer
HRCT (Albafouille, 1999). Die konsekutive bronchoalveolare Lavage erlaubt den
Ausschluss infektioser Ursachen und die Gewinnung von Material fur zytologische
Diagnostik und die biochemische Analyse des Surfaktant. Bei typischer Zytologie
und eindeutiger Verschiebung der Surfaktant- Zusammensetzung darf die
Diagnose einer PAP als gesichert gelten. Nur im Zweifelsfall ist bei den
schwerkranken Patienten eine diagnostische Lungenbiopsie durchzuflhren.
Neben der bekannten SP-B Defizienz, die mittlerweile auch bei Erwachsenen
diagnostiziert wurde (Nogee, pers. Kommunikation), sind SP-D und SP-A zu
quantifizieren. Zu den bekannten Stoérungen der SP-A Homoostase gehort das
Auftreten abnormen SP-A’s mit einem hohen Anteil nicht- verknUpfbarer  Ketten
oder verminderter Bindungsfahigkeit an Pneumozyten Typ Il und konsekutiver

Aufhebung der Riuckkopplungshemmung der SP- Produktion (Berg, 2000). Es
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kann auch abnormes SP-A nachgewiesen werden, das kein tubuldres Myelin

bilden kann (Hattori, 1996) oder welches durch Bindung an Immunglobulin
funktionsunfahig (Hattori, 1997) geworden ist. Des weiteren kann nach
Antagonisten fur die Surfaktantprotein- Rezeptoren gefahndet werden (Griese,
2002).

Unter den Zytokin-Imbalancen sind die verschiedenen Defekte im GM-CSF-
Signaltransduktionsweg mit pc-Rezeptor Defizienz anti- GM-CSF Antikorpern
(Kitamura, 1999) oder mangelnder GM-CSF Produktion (Thomassen, 2000)
bisher am Besten untersucht. Im Mausmodell ist die IL4- (lkegami, 2000) und die
IL13- (Homer, 2002) Uberexpression mit einer Alveolarproteinose assoziiert. Den
hier benannten Untersuchungsparameter werden wahrscheinlich in den nachsten
Jahren weitere hinzugefugt werden. Sie resultieren zum Teil auf Hypothesen,
deren pathogenetische Relevanz es noch zu prufen gilt. Da die Pathogenese fur
den Grofteil der PAP Patienten bis dato nicht geklart werden konnte, ist es
lohnend allen Hinweisen auf mogliche Ursachen zu folgen, sofern fir die

Patienten keine grof3en Belastungen entstehen.



Abbildung 9

Diagnostik der Alveolarproteinose
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6.2. Therapie

Die Therapieoptionen der PAP sind bis dato beschrankt und zumeist
symptomatisch. Bei Erwachsenen kann die wiederholte Durchfiihrung einer
beidseitigen BAL kurativ sein. Eine Lungentransplantation kann bei kritischen
Patienten im Sauglingsalter durchgefiihrt werden. Die 5-Jahres Uberlebensrate
dieser Patienten betragt nach Lungentransplantation 55% und entspricht der
Uberlebensrate nach Lungentransplantationen, die aus anderen Indikationen
durchgefuihrt wurden (Huddleson, 2002). Es ist jedoch oft nicht mdglich ein
geeignetes Spenderorgan zu bekommen. Fur Patienten mit PAP und pc-
Defizienz kann die Lungentransplantation keine therapeutische Option sein, da
die transplantierten Lungen nach einiger Zeit wiederum von Bc negativen
Alveolarmakrophagen besiedelt sein wirden und es zu einem Rezidiv der PAP
kommen wirde, wie es in Einzelfallen nach Lungentransplantation beschrieben
wurde (Parker, 1997).

Die verbesserte atiologische Einordnung der PAP oOffnet den Weg zu neuen
Therapiemoglichkeiten. Die kongenitale SP-B Defizienz kann prinzipiell durch
Gentransfer in Pneumozyten Typ Il mit einem SP-B Gen-tragenden Vektor
geheilt werden. In den Arbeiten zur Gentherapie der zystischen Fibrose (CF) hat
sich die Einbringung korrektiver Gene in die pulmonalen Zellen als aulerst
schwierig erwiesen. Da die SP-B produzierenden Pneumozyten Typ Il sich
zudem nur selten teilen, ware hierfur auf ein Vektorsystem zurlckzugreifen, das
auch in nicht-teilendes Gewebe integriert. Eine solche Mdglichkeit bieten zum
Beispiel die von dem humanen Immundefizienz Virus (HIV) abgeleiteten Lenti-
Viren. Vor wenigen Monaten gelang erstmals eine in vivo- Korrektur des CF-
Phanotyp durch intranasale Applikation des cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator, (CFTR)- Gens in CFTR-gendeletierten Mausen (Limberis,
2002).

Meine Arbeitsgruppe beschaftigt sich intensiv mit der genetischen Korrektur der

Bc-Defizienz. Dieses Krankheitsbild kann prinzipiell durch korrektiven
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Gentransfer in hamatopoetische Zellen geheilt werden (Dirksen 1999, Anlage 5).

Wir haben uns fur den Einsatz retroviraler Vektorsysteme (Baum, 1997)
entschieden, da diese vielfach Kklinisch erprobt wurden. In der bislang
erfolgreichsten  gentherapeutischen Behandlung einer monogentischen
Erkrankung, des X-Chromosom gekoppelten schweren kombinierten
Immundefektes (X-SCID), bei der uber einen retroviralen Vektor das korrektive
Gen fur die y Kette des IL2 Rezeptors eingeschleust wurde, ist es allerdings 2002
zu zwei schweren unerwunschten Ereignissen mit Induktion von T-Zell
Leukamien gekommen. Die bis dato erhobenen Daten lassen darauf schlielen,
dass diese Nebenwirkungen krankheitsspezifisch oder sogar Vektor-spezifisch
sind. Die Arbeitsgruppe um Alain Fischer, Inserm, Paris, verwendete einen
Vektor der die yo Kette des T-Zellrezeptors aktiviert um so eine verstarkte
Proliferation der genkorrigierten T-Zellen zu induzieren. Des weiteren integrierte
das therapeutische Gen in beiden Fallen in der Nahe des Onkogens LMO2
(Kayser, 2003). Die Aktivierung von LMO2 Onkogen, findet sich gehauft bei
padiatrischen Leukamien. Aufgrund der beiden Falle ist eine erhohte
Wachsamkeit bei der Anwendung gentherapeutischer Strategien gefordert. Die
Gentherapien fur monogenetische Erkrankungen des Kindesalters wurden
hierzulande bis auf weiteres gestoppt. Vor Anwendung einer Kklinischen
Gentherapie wird nachgewiesen sein mussen, dass eine iatrogene
Insertionsmutagenese unwahrscheinlich ist. Ein Schritt ist die Konstruktion von
Vektoren die keine Aktivierung zelleigener Mechanismen zur Induktion einer
vermehrten Proliferation induzieren. Zudem sollte in in vivo Versuchen, bei denen
humane, genetisch korrigierte Zellen in immundefizienten Mausen Uber Monate
expandiert werden, die Sicherheit des Gentransfers Uberprift werden. Mit Hilfe
der Microarray Technologie kann gezielt festgestellt werden, ob das

therapeutische Gen in der Nahe eines bekannten Onkogens integriert.

Es bleibt das Problem, dass der Gentransfer in Blutstammzellen mittels
retroviraler Technologie, die derzeit fur die klinische Umsetzung zur Verfugung
steht, wenig effizient ist. Es ist daher eine in vivo Anreicherung genetisch

korrigierter Zellen nach der Transplantation erforderlich die nicht in die
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zelleigenen Regulationsmechanismen eingreift. Abgesehen von Erkrankungen,

bei denen das therapeutische Gen selbst den korrigierten Zellen einen
Selektionsvorteil verschafft, wird somit die Expression eines selektionierbaren
Markergens erforderlich.

Da die pc-defizienten Zellen keine Alteration ihrer Proliferation und
Differenzierung zeigen, ist zu erwarten, dass die c-genkorrigierten Zellen keinen
Wachstumsvorteil in vivo zeigen werden. Um den gentransduzierten Zellen einen
Wachstumsvorteil zu ermoglichen und den Patienten eine belastende
myelosuppressive Therapie zu ersparen, die bei dem kritischen Zustand der
Kinder nicht tolerabel erscheint, haben wir den Selektionsmarker DHFR als
zweites Gen in den retroviralen Vektor eingebaut. Die Selektion hamatopoetische
Progenitoren mit niedrig dosiertem MTX erwies sich jedoch als nicht
ausreichend, da die hamatopoetischen Vorlauferzellen einen alternativen
Stoffwechselweg aktivieren kénnen, mit dem sie der MTX Toxizitat entgehen
kénnen (Publiktion in Vorbereitung). In einem aktuell genehmigten DFG
Vorhaben wird meine Arbeitsgruppe daher zusammen mit einer Arbeitsgruppe
aus dem Tumorzentrum Essen die O-Methylguanin DNA-Methyltransferase
(MGMT) als Selektionsmarker fur die hamatopoetische Gentherapie testen. Die
MGMT- Mutante, die verwendet wird schiitzt die Zellen vor O°-Benzylguanin.
Benzylguanin bindet an das katalytische Zentrum der MGMT und inaktiviert das
Protein irreversibel. BG- resistente Mutanten der MGMT ermdglichen eine
Anreicherung transduzierter Zellen wahrend der chemotherapeutischen
Behandlung. Ziel der Arbeit ist es, eine genetische Therapie der pc-PAP zu
ermdglichen, um ein anwendbares Selektionssystem flr die Gentherapie mit

Blutstammzellen zu etablieren.
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