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Zusammenfassung

Es werden zwei biologische Systeme vorge-
steflt, die (27-5"}-Oligoadenylatsynthetase
in Lymphozyten und das Oligoribonueleo-
tid-bewirkte Priming der DNA-Replika-
tion, in denen eine stimulierende Wirkung
von Regeneresen® in vitro meflbar ist. Im
Fall der Oligoadenylatsynthetase konnte die
Stimulationauch in vivo bei neun Patienten,
die mit AU 4® behandelt wurden, nachge-
wiesen werden. Die Frage, inwieweit diese
beiden Systeme an den sicher vieifiiltigen
Wirkungen der Regeneresen beteiligt sind,
kann anhand der bisherigen Erkenntnisse
noch nicht abschliefend beantwortet wer-
den.

Summary

Two biological systems sensitive fo in vitro
stimulation by Regeneresen® are described,
namely the interferon-induced (2°-5")-oli-
goadenylate synthetase in lymphocytes, and
the oligo-ribonucleotide-dependent prim-
ing of DNA replication. In the first case,
stimulrtion could also be shown in nine pa-
tients treated with AU 4% The significance
of both systems for the therapeutic effects of
Repeneresen remains to be elucidated.

Durch langjdhrige klinische Erfah-
rung ist die Wirksamkeit von Regene-
resen® bei verschiedenen chroni-
schen und degenerativen Krankhei-
ten belegt worden. Im folgenden sol-
len einige Aspekte diskutiert werden,
die sich bei der Suche nach mdgli-
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chen Wirkungsmechanismen idieser

Ribonucleinsdure-halticen Arznei-
mittel ergeben haben. o

So wird schon seit lingerem eine In-
terferon-induzierende Wirkung von
Repeneresen in Betracht gezogen.
Basis filr diese Annahme ist die Tatsa-
che, daB nicht nur héher-molekulare
doppelstringige Ribonucleinsiuren,
sondern, wie bereits 1969 gezeigt
werden konnte [1], auch entsprechen-
de Oligoribonucleotide von etwa 15
Basenpaaren an Interferon zu indu-
zieren vermégen. 1981 wurde von
Wacker und Eichier iiber die Induk-
tion von Interferon in M#usen nach
i.p. Applikation von RN 13%berichtet
[2]. Da die im Tierversuch beobach-
teten Effekte relativ schwach waren,
entschieden wir uns bei unseren Un-
tersuchungen fiir die Durchfithrung
dhnlicher Versuche in menschlichen
Lymphozytenkulturen. Dadurch wur-
den einerseits Tierversuche vermeid-
bar, andererseits hatte diese Methode
den Vorteil, dal Lymphozyten ein
durch Interferon-induzierbares En-
zym enthalten, das in Lymphozyten-
extrakten empfindlich nachweishar
ist und zudem in vivo etwa die dreifa-
che Halbwertzeit hat wie Interferon
[3].

Dieses Enzym, die (2-5")-Oligo~
adenylatsynthetase, wurde erstmals
1977 von Kerr und Mitarbeitern [4]
beschrieben und wird als einer der
Mediatoren der antiviralen Wirkung
der Interferone angesehen. Es ist in
der Lage, in Gegenwart doppelstrin-

Oligonucleotide mit der seltenen

OAS-Aktivitut

giger RNA aus Adenosintriphosphat

27-5"-Internucleatidbindung Zu
synthetisieren, die dann ihrerseits ei-
ne gegen einzelstringige RNA pge-
richtete Endonuclease aktivieren
(Ubersicht s. [5]).

Da innerhalb einer Versuchsreihie je-
weils mit den Lymphozyten einer
Blutspende gearbeitet werden konn-
te, ergaben sich gut vergleichbare Be-
dingungen, wie sie sonst nur durch
aufwendige Versuche miit gréfieren
Kollektiven von Versuchstieren ge-
schaffen werden kdnnen.

Die FErgebnisse unserer Untersu-
chungen sind im folgenden kurz zu-
sammengefaft:

Abb. 1 zeigt ein representatives Bei-
spiel fiir den Verlauf der relativen
Oligoadenylatsynihatase-Aktivitiit in
Lymphozytenkulturen mit verschie-
denen Zusitzen in Abh#ngigkeit von
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Abb. I Oligoadenylalé'ynthetﬂse-Aktivitﬁt
in Lymphozytenkulturen (in Prozent vom
Laborstandard)
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der Inkubationszeit. Bei den Kon-
trollkulturen ist anfinglich ein ge-
ringfiigiger Anstieg der Oligoadeny-
latsynthetase-Aktivitit, wahrschein-
lich bedingt durch das ftale Kilber-
serum im Medium, zu beobachten.
Danach fogt ein Abfall der Enzymak-
tivitit, der der Halbwertzeit des En-
zyms in Lymphozyten von etwa 20
Stunden [3] entspricht. Der Abfall
unter das Ausgangsniveau erklirt

spiegel in den Lymphozyten, der
wahrscheinlich auf konstitutiv vor-
handene geringe Interferonspiegel im
menschlichen Seram zuriickzufiih-
ren sein diirfte [6]. Dieser annihernd
konstante Interferon-Spiegel ist in
den Lymphozytenkulturen wahr-
scheinlich nicht vorhanden, da die
urspritngliche geringe Interferon-
Konzentration durch Rezeptorbin-
dung, Internalisierung und Abbau
eliminiert wird.

In den Kulturen mit RN 13-Zusatz ist
der Anstieg deutlicher, das extrapo-
Lierte Maximum liegt bei etwa 12
Stunden. Am deutlichsten ist die En-
zyminduktion natiirlich in Gegen-
wart der als Interferon-Induktor be-
kannten, doppelstriingigen Ribonu-
cleinsdure Poly(D)-Poly(C).

Um den Unterschied zwischen den
Kontroll- und den RN 13-Kulturen
statistisch abzusichern, wurden sepa-
rate Testreihen mit den Lymphozyten
verschiedener Spender bei einer In-
kubationszeit von 1824 Stunden
durchgefiihrt. Die in Tab. 1 darge-
stellten Ergebnisse zeigen auf den er-
sten Blick Mittelwerte der Kontroli-
und RN 13-Kulturen, deren Fehler-
grenzen sich deutlich iiberlappen.
Betrachtet man aber die Tendenz der
Abweichungen zwischen den jeweili-
gen Wertepaaren aus einem Experi-
ment, 50 sind in fast allen Féllen posi-
tive Differenzen zugunsten der
RN 13-Kuituren zu verzeichnen. Die
statistische Aunswertung der Ergeb-

sich mit einem auch unter Normalbe-
dingungen leicht erhéhten Enzym-

Tab. |: Oligoadenylatsynthetage-Aktivitit in Lymphozytenkulturen mit und ohne Zusatz von
RN 13%, Interferon bzw. Poly(I) - Poly(C). {Prozeat vom Laberstandard [Inkubationszeit:
18—24 Std.]; Zusatz von RN 13: 144 pg/ml; Interferon: 5 U/mlk; PolyIC: 20 pg/mf Lympho-

zyten von verschiedenen Spendern. )

Vers.-Nr. Kontrolle RN 13% Interferon PolyIC

1 36 49
2 33 38
3 36 45 76
a ‘ ag 48

s ' 26 34
6 27 " 29
7 28 ) 31 60
8 48 62 37
o] 41 34

10 24 35 64

X 33,5 40,9
s +7,8 +10,6

nisse nach dem t-Test fiir gepaarte Da-
ten ergibt dann auch gegeniiber den
Kontrollkulturen eine signifikante
Steigerung der Oligoadenylatsynthe-
tase-Aktivitit in den RN 13-behan-
delten Kulturen (p < 0:001).

Da ein Anstieg der Oligoadenylat-
Synthetase-Aktivitit in Lymphozy-
ten nach bisherigen Erkenntnissen
immer auf eine Steigerung des Inter-
feron-Spiegels im Serum bzw. im
Medium zuriickzufiihren ist und au-
ferdem der durch RN 13-bewirkte
Anstieg durch Zusatz von Antikér-
pern gegen menschliches Interferon-
alpha unterdriickt werden kann (Er-
gebnisse nicht dargestellt), sprechen
die vorliegenden Resultate eindeutig
fiir eine Interferon-induktion durch
RN 13,

Um zu kontrollieren, ob eine derarti-
ge Wirkung von Regeneresen auch in
vivo feststellbar ist, wurden bei einer
Gruppe von neun Patienten, die we-
gen Tinitus mit Regeneresen behan-
delt worden, zur Zeit ) und nach 60

Std., d. k., nach drei Injektionen von
jeweils 2 x 5ml AU4®, periphere
Lymphozyten gewonnen und auf ihre
Oligoadenylat-Synthetase-Aktivitit ge-
testet. :

Die in Tabelle 2 dargestellten Ergeb-
nisse zeigen in fast allen Fillen sinen
Anstieg der Oligoadenylatsyntheta-
se-Aktivitiit, der sich bei Answertung
nach dem t-Test fiir gepaarte Daten als
schwach signifikanter Unterschied
(0025 < p < 002) erwies. Somit
lieB sich die in Lymphozytenkulturen
gefundene schwache, aber signifi-
kante Interferon-induzierende Wir-
kung von Regeneresen auch in vivo
bestiitigen.

Da die Interferone zn der wichtigen
Gruppe der regulatorischen Cytokine
gehdren, sie in ihrer Bedeutung also
nicht auf die antivirale Wirkung be-
schrinkt, sondern u.a. auch an der
Modulation der Expression be-
stimmter Gene beteiligt sind, ist die
Bedeutung auch einer relativ schwa-
chen Erhéhung des Interferon-Spie-
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gels nicht zo unterschitzen. Es ist
durchaus denkbar, dafl ein Teil der
(unspezifischen) Wirkung von Rege-
neresen aufdiese Erhohung des Inter-
feron-Spiegels zuriickzufiihren ist.

Ein anderer Teil der Wirkung kann
im Bereich der DNA-Synthese gese-
hen werden: Die DNA-Synthese {Re-
plikation) verlduft nach einem sog.
semikonservativen  Mechanismus,
d.h., jede der gebildeten Tochter-
Desoxyribonucleinsiuren  besteht
aus einem kompletten Elternstrang
und einem neugebildeten Strang
(Abb. 2). Da die DNA-Synthese
grundsitzlich vom 5 '~ zum 3" -Ende
erfolgt, die die Ablesung also vom
3'- zum 5'-Ende, kann nur ein
Strang kontinuierlich synthetisiert
werden. Der andere Strang entsteht
diskontinuierlich in Form von DNA-
Stiicken, sog. Okazaki-Fragmenten,
die bei Eukaryonten jeweils etwa 200
Nucleotide lang sind und schlieilich
durch DNA-Ligase verkniipft wer-
den.

Es ist eine besondere Eigenheit der
DNA-Polymerase, dal} sie zum Ket-
tenfang dié freie 3’-OH-Gruppe ei-
nes an die Matrizen-DNA gebunde-

. Desoxyribonucleotiden

nen ,.Primers™ bendtigt, an die das
erste der Desoxyribonucleotide an-
gekniipft wird. Primer sind Oligori-
bonucleotide mit einer Kettenlinge
von etwa I Nucleotiden, die in den
Zellen von einem speziellen Enzym,
der Primase, synthetisiert werden.
Die DNA-Synthese lduft dann weiter,
bis das Enzym auf das Ende des vor-
hergehenden Primerstrifft, der durch
das Reparatursystem des Polymera-
se-Multienzymkomplexes als falsch
{RNA!) erkannt und eliminiert wird,
wobei die entstehenden Liicken mit
aufgefiillt
werden. Anschlieflend erfolgt dann
die schon erwithnte Verkniipfung der
Fragmente durch die DNA-Ligase.
Der Priming-Vorgang wurde bisher
fiberwiegend in dem relativ iber-
sichtlichen System der Bakteriopha-
gen-Replikation studiert und ist im
eukaryontischen System nur erst teil-
weise aufpekldrt. Es bleiben daher
noch viele Fragen zu beantworten,
von denen zwei filr unsere Problema-
tik von besonderem Interesse sind:
1. Werden Primer wahllos syntheti-
siert oder gibt es spezifische Se-
quenzen auf der eukaryontischen
DNA, an dénen die Primer gebil-
det werden?

Ist der Priming-Vorgang ein limi-
tierender Faktor der DNA-Syn-
these, der méglicherweise alte-
rungsanfillig ist? (Von der Prima-
se in E. coli ist z. B, bekannt, daB
thre Messenger-RNA aufgrund
einer speziellen Eigenschaft nur
schwach exprimiert wird).

Beide Fragestellungen sind fiir die
Kldrang miglicher Wirkungsmecha-
nismen der Regeneresen wichtig, da
wir inzwischen wissen, daB Teile dér
Priparate aus Oligoribonucleotiden
der Kettenlinge 1020 bestehen.
Wie Abb. 3 zeigt, sind Regeneresen
tatschlich in der Lage, in einem in
vitro DNA-synthetisierenden System
als Primer zu fungieren. Diese Wir-
kung ist fiir die einzelnen Regenere-

]
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cpm - : sen graduell verschieden (5. Tab. 3),
Hefe-RNA ist als Primer weniger
40.000 - wirksam. An der sehr viel kleineren
+ Hexanucleotid (0.1 ug) Menge an synthetischem Hexanu-
/ cleotid, die fiir eine etwa vergleichba-
30.000 L . re Wirkung ausreichend ist, kann
man erkennen, dafl die Regeneresen
/ nur z. T. aus Primer-wirksamen Oli-

. goribonucleotiden bestehen.
20-000 - * / Die Aussagekraft dieser Ergebnisse
' darf natiirlich nicht dberbewertet
werden, da es sich beil dem verwende-
10.000 |- . ten Enzym um das sog. Kleenow-En-
/ zym, ein Fragment der DNA-Poly-
' merase I von E. coli, und bei der Ma-
f . . g o trizen-DNA um die DNA des Bakte-
2 4 & 8 Stunden riophagen Lambda handelt. Es ist je-

Abh. 3: DNA-Synthese in Gegenwart eines synthetischen Hexaribonucleotids und von dochbeiu'lnnt., d.aB die DNA—P({Iymew
RN 13® als Primer. (Das verwendete System {Multiprime DNA Labelling Systemns — rase-alpha, die in den Zellen hoherer
Amersham-Buchler] besteht im wesentlichen aus dem Kleenow-Fragment der DNA-Poly-  Organismen filr die Vermehrung der
merasel von E. coli und der DNA des Bakieriophagen Lambda. Gemessen wirdder Einbau  chromosomalen DNA zustindig ist,

.« RN 13% (6 pg)

X

a

von "H-CTF) _ ebenfalls des Primings bedarf. Versu-
Tab. 3: DNA-Synthese in Gegenwart verschiedener Regeneresen® als Primer. che mit spezifischen Systemen, die
{(cpm Regeneresen — cpm Plazebo) x 100 : z. Z.. noch nicht zugiinglich sind, sol-
(cpm Kontrolle — cpm Leerwert) len zu gegebener Zeit zur Bestitigung
der bisherigen Ergebnisse herange-

Primer pg RNA cpm % | zogen werden.
Die Autoren danken der Firma Laboratori-
—— (L ) um Prof, Dr. H. Dyckerhoff & Co. GmbH,
- eerwer - 736 - Kdéln, fiir die Unterstiitzung der Untersu-
Flazebo o 1004 0 chungen,tund Frau A. Bétrcher-Purkl fiir

geschickte technische Assisienz. Ein Teil

Hexanucleotid (Kontrolle) 0.4 16060 100 der vorgetragenen Ergebnisse ist Teil der
Doktorarbeit von G. Hochheimer.

Hefe-RNA 12 5584 30
Regeneresen®
RN 13° 12 11603 69
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