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Zusammenfassung

Die extrakorporale Photopherese (ECP) ist eine Therapiemodali-
tdt, bei der mit 8-Methoxypsoralen (8-MOP) behandelte lym-
phomononukledre Zellen mit UVA-Licht bestrahlt werden. Die
bisher bekannten immunbiologischen Effekte der ECP kénnen
in kurz- und langerfristige eingeordnet werden. Unmittelbar
nach ECP sind Apoptosevorgdnge bei bestrahlten 8-MOP-belade-
nen Lymphozyten der dominierende Prozess. Daneben kommt es
durch den unmittelbaren Kontakt von antigenprasentierenden
Zellen mit dem ECP-Durchfluss-System zu einer Aktivierung
und Differenzierung von dendritischen Zellen. Der Differenzie-
rungsprozess wird vermutlich auch durch Zytokininduktion
und apoptotische Lymphozyten beeinflusst. Je nach zugrundelie-
gender Erkrankung beeinflussen die jeweiligen immunologi-
schen Grundsituationen die weitere Wirkung der ECP. Beim ku-
tanen T-Zell-Lymphom kommt dem Vorgang der Transimmuni-
sierung eine besondere Bedeutung zu. Die Aufnahme von mali-
gnen apoptotischen Lymphozyten durch unreife dendritische
Zellen, die Prozessierung von antigenen Tumorpeptiden und
eine nachfolgende spezifische CD8*-Immunantwort sind dabei
von zentraler Bedeutung. Das klinische Ansprechen korreliert
hierbei mit der Tumorlast an malignen T-Zellen im peripheren
Blut. Bei der chronischen GvHD-Reaktion konnte gezeigt wer-
den, dass die ECP die Differenzierung von dendritischen Zellen
vom DC2-Typ fordert und damit die Alloreaktivitdt von zytotoxi-
schen T-Zellen beeinflusst. Die biomodulatorischen Effekte der
ECP beeinflussen somit nicht nur Lymphozyten, sondern auch
antigenprasentierende Zellen mit ihren regulatorischen Eigen-
schaften und ihren Einfliissen auf die Gesamtimmunitdt des Or-
ganismus.

Abstract

Extracorporeal photopheresis (ECP) is a therapy in which 8-me-
thoxypsoralen (8-MOP) containing peripheral mononuclear cells
is exposed to a long wavelength ultraviolet radiation (UVA) in an
extracorporeal system. Immunobiological effects by the ECP can
be filed in short- and long-term processes. Immediately after
UVA irradiation of the buffy coat, apoptosis of lymphocytes is
the dominating processes. Next to it, the direct contact of anti-
gen-presenting cells with the plastic material of ECP device indu-
ces activation and differentiation of dendritic cells. In addition,
this differentiation process is probably influenced by induction
of cytokines and phagocytosis of apoptotic lymphocytes. The
general effect of the ECP also depends on the immunological si-
tuation of the treated patient. In cutaneous T-cell lymphoma
(CTCL) the ECP-induced process of transimmunisation is of
particular relevance, including the uptake of apoptotic lympho-
cytes by immature dendritic cells, processing and presentation
of tumorantigens and stimulation of a specific CD8* cytotoxic
immune response. Thereby, the clinical response of the ECP cor-
relates with the tumor burden of the peripheral blood. In cutane-
ous graft-vs-host disease (cGvHD) it has been shown that ECP
promotes differentiation of dendritic cells of the DC2 type and,
therefore, influences the alloreactivity of cytotoxic T-cells. The
bio modulating effects of ECP are, as a consequence, not only di-
rected to lymphocytes but also influence antigen-presenting-
cells, their regulatory properties and, therefore, the whole im-
munological situation of the organism.
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Die extrakorporale Photochemotherapie (ECP) wurde am Colom-
bia Presbyterian Medical Center von Edelson u. Mitarb. entwi-
ckelt und erstmals 1985 als Therapie-Verfahren zundachst bei
der Behandlung der kutanen T-Zell-Lymphome eingesetzt [1].
Wadhrend der Photophoreseprozedur wird dem Patienten veno-
ses Blut iiber ein geschlossenes System entnommen und durch
einen Zentrifugationsschritt in eine plasma- und eine leukozy-
tenreiche Zellfraktion getrennt. Die iibrigen Blutbestandteile
werden dem Patienten nach dem jeweiligen Zentrifugations-
schritt zuriickinfundiert. Wdhrend der insgesamt bis zu sechs
Sammelphasen wird ein ,buffy coat* gesammelt, welcher mit
8-Methoxypsoralen (8-MOP; 100 ng/ml) versetzt wird [2]. Da-
nach wird der psoralenbeladene ,, buffy coat* durch ein Kapillar-
system gefiihrt und mit UVA-Licht bestrahlt. Die zweite Genera-
tion der ECP-Maschinen (XTS, Therakos, Westchester, PA, USA)
ist soweit automatisiert, dass Himatokrit, Leukozytenzahl/Volu-
men und die UVA-Strahlung (2 J/cm?) konstant gehalten werden
[3]. Nach der Bestrahlungszeit wird der ,,buffy coat“ dem Patien-
ten zuriickinfundiert. Diese Prozedur der ECP wird {iblicherweise
jeweils an zwei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt. Die
ECP-Behandlung wird je nach Krankheitsbild, Ansprechen und
therapeutischem Erfolg zu Beginn der Behandlungsphase in
zwei- bis vierwochigen Abstinden durchgefiihrt. Nach Anspre-
chen werden die Therapieabstinde meist auf vier bis acht Wo-
chen verldngert [4]. Neben der reinen ECP-Monotherapie wurde
das Verfahren auch vielfach erfolgreich in der Kombination mit
z.B. Interferon-o eingesetzt 5, 6].

Neben dem kutanen T-Zell-Lymphom ist seit dem Einsatz der
ECP inzwischen eine Reihe von T-Zell-vermittelten Erkrankun-
gen mit diesem Verfahren behandelt worden [7]. Als besonders
erfolgreich hat sich dabei die ECP-Behandlung der akuten und
chronischen Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD) herausge-
stellt [8,9]. Therapieerfolge sind jedoch auch bei anderen kuta-
nen Hauterkrankungen wie z.B. der atopischen Dermatitis
[10,11], der systemischen Sklerodermie [12], blasenbildenden
Erkrankungen [13 - 15], dem systemischen Lupus erythematodes
[16], der Dermatomyositis und beim chronisch erosiven Lichen
planus berichtet worden [17]. Neben den Hauterkrankungen ist
die ECP auch nach Nieren-, Herz- und Lungentransplantationen
erfolgreich eingesetzt worden [18 - 20]. Daneben sind auch Stu-
dien an Patienten mit AIDS-Erkrankung, chronisch lymphati-
scher B-Zell-Leukdmie, Hepatitis C-Infektion, multipler Sklerose,
Rheumatoidarthritis und Diabetes mellitus mit unterschiedli-
chem Erfolg durchgefiihrt worden [21].

Effekte der ECP

Seit der Entwicklung der ECP ist eine ganze Reihe von Untersu-
chungen durchgefiihrt worden, um die Wirkungsweise des The-
rapie-Verfahrens zu analysieren. Dabei sind zwei wesentliche
Faktoren fiir den therapeutischen Effekt bestimmend: Die Be-
strahlung der psoralenbeladenen Leukozyten mit UVA-Licht
und der Durchfluss der Blutzellen durch das Photopherese-
system.

ECP-induzierte Apoptose
Die exakte Wirkung der 8-MOP und UVA-induzierten chemi-

schen und immunbiologischen Reaktionen ist noch nicht voéllig
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aufgeklart, jedoch konnte eine ganze Reihe von Studien detailier-
te Teilaspekte untersuchen, die es insgesamt erlauben, den Wir-
kungsmechanismus ndher einzuschdtzen. Zentraler Bestandteil
ist die Reaktion von Methoxypsoralen mit den Pyrimidinbasen
der DNA unter UVA-Bestrahlung. Das dabei verursachte ,,DNA-
crosslinking* fiihrt zu Photoaddukten mit kovalenten Bindungen
und zu Photooxydationsreaktionen [22,23]. Der verursachte
DNA-Schaden ist ein primdrer und wichtiger Aspekt der Psoralen
plus UVA(PUVA)-Anwendung. Dieser unmittelbare Bestrah-
lungseffekt bei der ECP ist bereits von Marks u. Mitarb. ndher un-
tersucht worden [24]. Sie konnten zeigen, dass es durch die Pho-
tophereseprozedur zur Apoptose von lymphoiden Zellen kommt,
die anhand der apoptotischen Zellmorphologie und einer DNA-
Fragmentierung nachgewiesen wurde. Dabei wurde postuliert,
dass es in unmittelbarer Folge der DNA-Fragmentierung zu einer
erhohten Aktivitit der Poly-(ATP-ribosyl-)transferase kommt
und somit zu einem akuten Verbrauch von ATP. Das dabei ent-
stehende ATP-Defizit fiihrt wiederum zum Ausfall von Ionen-
pumpen, besonders auch an den Membranen der Mitochondrien,
was zu einer Depolarisation und nachfolgender Einleitung von
Apoptoseprozessen fiihrt. Dieser frithe Effekt der Apoptosein-
duktion nach ECP-Behandlung konnte auch von Bladon und Tay-
lor (1999) bei Patienten mit kutanen T-Zell-Lymphomen und
Graft-versus-host-Erkrankung (GvHD) bestdtigt werden [25].
Friithe Apoptosemarker wie z.B. die Translokation von Phosphati-
dylseringruppen von der inneren zur duf3eren Zellmembranseite,
Verdnderungen der Chromatintextur mit Hilfe von DNA-binden-
den Farbstoffen und eine intrazellulire Verringerung des pH-
Wertes am Tag 2 der ECP-Behandlung, konnte in dieser Untersu-
chung nachgewiesen werden. Auch eine Reihe von weiteren Un-
tersuchungen konnten die ECP-Effekte bestdtigen; Apoptose-
Marker steigen nach 24 Stunden und nach 48 Stunden signifi-
kant an und auch in Hautldsionen von CTCL-Patienten zeigt sich
Apoptose von Lymphozyten [26]. Osella-Abate u. Mitarb. konn-
ten bei 7 Patienten mit CTCL und Blutbeteiligung zeigen, dass
die bcl-2- und die CD95-Fas-Expression der peripheren Blut-
Lymphozyten mit dem Ansprechen auf die ECP korrelieren [27].

Interessanterweise kommt es nach Re-Infusion von apoptoti-
schen Lymphozyten rasch zur Phagozytose, d.h. zur Entfernung
aus der peripheren Blutbahn (Abb.1). Der Vorgang der Phagozy-
tose kann durch mehrere Faktoren begiinstigt werden. Dazu ge-
héren die Expression von Phosphatidylserinen auf der Zellmem-
bran von apoptotischen Lymphozyten, die Aktivierung von peri-
pheren Monozyten durch die ECP und die vermehrte Induktion
von MHC-Klasse-I-Proteinen auf den lymphoiden Zellen [28].
Monozyten passieren die ECP-Prozedur ohne Induktion von
Apoptosemechanismen. Berger u. Mitarb. konnten zeigen, dass
ECP-behandelte Monozyten einen Differenzierungsprozess in-
nerhalb von zwei Tagen nach ECP durchlaufen, mit der Expressi-
on von Markern an der Zelloberfliche (CD83, X-11, Alpha-V, Be-
ta-V, CD1a), die unreife, dendritische Zellen charakterisieren
[29]. Diese Differenzierung erscheint unabhdngig von der 8-MOP
induzierten Photoaktivierung, sondern basiert hauptsachlich auf
der Passage durch das Photopheresesystem mit Kontakt zu den
Kunststoffmaterialien. Die Differenzierungsprozesse von Mono-
zyten zu dendritischen Zellen kann zusdtzlich auch durch die
Phagozytose von apoptotischen Zellen unterstiitzt werden. Edel-
son u. Mitarb. bezeichnen diesen Vorgang der Phagozytose von
apoptotischen Lymphozyten durch unreife dendritische Zellen
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Abb.1 Zeitabhiangige immunbiologische
Effekte der ECP.
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mit nachfolgendem Reifungsprozess und Prdsentation von anti-
genen Peptiden als Transimmunisierung.

Transimmunisierung

Eine effektive Immunisierung ist abhdngig von antigenprasentie-
renden Zellen, die durch Prdsentation von krankheits- oder tu-
morspezifischen Antigenen eine Expansion zytotoxischer
CD8-positiver Zellen einleiten, die die Antigene in Assoziation
mit MHC-Klasse-I-Glykoproteinen erkennen. Dendritische Zel-
len sind sehr effektive antigenprdsentierende Zellen fiir die In-
duktion einer Anti-Tumorimmunitdt bzw. fiir die Durchfiihrung
einer Vakzinierungstherapie. Viele experimentelle Vakzinie-
rungsprotokolle generieren antigenbeladene dendritische Zellen
durch einen Reifungsprozess aus peripheren Blutmonozyten,
nach Kultivierung und Supplementierung von Zytokinen. Es gibt
mehrere Moglichkeiten, dendritische Zellen mit Tumorantigenen
zu versehen. Eine Moglichkeit besteht in der kompetetiven Bela-
dung endogener Peptide auf MHC-Klasse-I-Proteinen durch aus-
gewdhlte Antigene und Tumorpeptide. Alternativ kénnen jedoch
auch dendritische Zellen und Zell-Lysate, Proteine oder Peptide
zugefiigt werden, die phagozytiert, prozessiert und mit MHC-
Klasse-I-Proteinen an der Zelloberflache exprimiert werden. Da-
neben konnen auch Genkonstrukte in dendritischen Zellen ex-
primiert werden, die dann zur weiteren Prozessierung von Tu-
morantigenen dienen [30].

Bei der ECP vollzieht ein grofer Teil der 8-MOP-UVA-bestrahlten
Lymphozyten Apoptoseprozesse. Monozyten hingegen sind
weitgehend resistent gegeniiber UVA-induzierter Apoptose und
werden durch den physikalischen Kontakt mit der Oberfliche
des ECP-Durchfluss-Systems aktiviert und differenzieren z.T.
hin zu unreifen dendritischen Zellen. Berger u. Mitarb. konnten
zeigen, dass die induzierten, unreifen dendritischen Zellen,
apoptotische CD3*-Lymphozyten internalisiert haben. Im weite-
ren Reifungs- und Differenzierungsprozess der dendritischen
Zellen werden MHC-Klasse-II-Molekiile exprimiert, die nach-
weislich eine stimmulatorische Kapazitat fiir Lymphozyten auf-
wiesen (erhohte Mixed-lymphocyte-culture-activity) [31]. Die-
ser Vorgang der Transimmunisierung d.h. des Transfers von Tu-
morantigenen zu neu differenzierenden dendritischen Zellen ini-
tiiert eine Immunisierung gegen Tumorzellen durch die Aktivie-
rung von antigenspezifischen CD8"* zytotoxischen T-Zellen.

Monate

Weitere immunmodulatorische Effekte

Da die Effekte Psoralen und UVA-Behandlung neben der DNA
auch Lipide und Proteine modifizieren kénnen, ist anzunehmen,
dass die modifizierten Molekiile mit dem Immunsystem inter-
agieren [32] bzw. eine spezifische T-Zell-Immunantwort hervor-
rufen kénnen [33].

Die zelluldren Differenzierungsmechanismen, welche durch die
ECP-Prozedur initiiert werden, sind begleitet von einer Reihe
von Zytokinfreisetzungen, die in unmittelbarem Zusammenhang
mit Aktion und Wirkung zu sehen sind. Dazu gehodren
Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-o.) und Interleukin 6, die zur Akti-
vierung von CD36 positiven Zellen (Makrophagen) fiihren koén-
nen [34].

Die Effekte der ECP kdnnen jedoch nicht nur auf unmittelbare Zy-
tokininduktion und Freisetzung nach der Bestrahlungsperiode
oder auf die unmittelbare Initiierung der zellularen Differenzie-
rungsprozesse nach der ECP-Prozedur reduziert werden. Beson-
dere Beachtung muss auch den langerfristigen immunologischen
Reaktionen beigemessen werden, die durch eine langfristige
ECP-Therapie hervorgerufen werden konnen. Dabei sind zwei
Krankheitsbilder naher untersucht worden, namlich das kutane
T-Zell-Lymphom und die kutane GvHD-Erkrankung. Beim kuta-
nen T-Zell-Lymphom konnten Untersuchungen zeigen, dass es
in Abhadngigkeit zur Schwere der Erkrankung zu einer Imbalance
der Th1/Th2-Immunantwort kommt; dies schlief3t die vermehr-
te Freisetzung von Interleukin 4 und 5, eine reduzierte Natural
Killercell-(NK)-Aktivitdt und eine reduzierte CD8*-Zytotoxizitat
ein. DiRenzo u. Mitarb. konnten zeigen, dass es bei Patienten
mit kutanem T-Zell-Lymphom im Stadium Ib nach 1-jahriger
ECP-Therapie nicht nur zur Erhéhung der CD36*-Monozyten im
peripheren Blut kommt, sondern auch zur Angleichung des Zyto-
kin-Reaktionsprofils von peripheren Blutlymphozyten auf
Stimulation mit Phytohdmagglutinin in vitro im Vergleich zu ge-
sunden Kontrollen [35]. Diese Effekte wurden dahingehend in-
terpretiert, dass die Balance der pathologischen Th1/Th2-Im-
munantwort bei Patienten mit CTCL durch die ECP-Therapie wie-
derhergestellt wird. Daneben konnte auch eine Induktion von tu-
morspezifischen CD8*-Zellen beobachtet werden und eine Re-
duktion von CD4*-Lymphozyten [36].

Dippel E. Immunbiologische Effekte der... Akt Dermatol 2003; 29: 351-355

Dieses Dokument wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielfaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.



ECP

Bei der kutanen GvHD-Erkrankung kommt auch den dendriti-
schen Zellen eine wichtige Rolle im pathogenetischen Gesche-
hen zu. Prinzipiell kénnen zwei Typen unterschieden werden,
der DC1-Typ und DC2-Typ. DC1-Zellen unterstiitzen eine
Th1-Antwort mit Aktivierung von CD8*-T-Zellen, DC2-Zellen un-
terstiitzen eine Th2-Immunantwort mit Produktion von IL-4 und
IL-5. Geht man davon aus, dass dendritische Zellen des Empfan-
gers Alloantigene prasentieren und damit Spender-T-Zellen akti-
vieren, die in der Folge eine GvHD-Reaktion verursachen kénnen,
dann kommt dem Typ der DC-Zellen eine entscheidende regula-
torische Rolle zu. DC1-Zellen kénnen eine Zytotoxizitdt gegen
das Transplantat und damit eine AbstoRungsreaktion hervorru-
fen. Dendritische Zellen vom DC2-Typ kénnen bei den Empfdn-
ger-T-Zellen eine Induktion einer Th2-Reaktion und die Freiset-
zung von IL-4 und IL-5 bewirken, die allgemeine Th1-Antwort
unterdriicken und zytotoxische Reaktionen gegen Empfdngerzel-
len reduzieren und somit das Angehen der Transplantation posi-
tiv beeinflussen.

Es gibt Hinweise, dass die immunmodulierenden Effekte der ECP
eine Toleranzreaktion erzeugen. Eine besondere Bedeutung
kommt hier der Wirkung der ECP auf die zirkulierenden antigen-
prasentierenden dendritischen Zellen zu. Gorgun u. Mitarb.
(2002) berichteten, dass die ECP bei Patienten mit chronischer
GvHD-Erkrankung nicht nur zu einer Normalisierung der
CD4/CD8-Ratio und zu einer Erh6hung der CD3-, CD56"-NK-Zel-
len kommt, sondern dass auch die Anzahl der CD80* CD123* zir-
kulierenden dendritischen Zellen erniedrigt wird [37]. Immuno-
typisierung der dendritischen Zellen zeigte, dass vor Therapie
dendritische Zellen vom DC1-Typ (CD80*, CD123*) iiberwiegen,
die eine Th1-Antwort unterstiitzen, d.h. CD8*-T-Zellen aktivie-
ren, die vermehrt Interleukin 12 produzieren. Nach ECP-Therapie
kommt es jedoch zur Induktion von dendritischen Zellen vom
DC2-Typ und damit zur Initiierung einer Th2-Antwort, die die
Makrophagenaktivitit und Entziindungsreaktionen unterdriickt
(Abb. 2).

Die biomodulatorischen Effekte der ECP beeinflussen somit nicht
nur Lymphozyten, sondern auch antigenprdsentierende Zellen
mit ihren regulatorischen Eigenschaften, die je nach vorliegen-
dem Krankheitsprozess die Gesamtimmunitdt des Organismus
beeinflussen kénnen.
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Abb.2 Modell zur Modu-
lation dendritischer Zellen
durch die ECP bei kutaner
GvHD
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