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Vorwort

Vor Ihnen liegt das Ergebnis der 11. Konferenz iiber die menschliche Schild-
driise (Heidelberg 7. bis 9. Oktober 1993). Vor 20 Jahren erstmals und seitdem
in zweijahrigen Abstinden trafen sich Arzte und Wissenschaftler verschiede-
ner medizinischer Disziplinen fiir mehrere Tage, um gemeinsam das augen-
blickliche Wissen iiber die menschliche Schilddriise auszutauschen und mog-
liche Empfehlungen fiir die Praxis zu erarbeiten.

»Schilddriise 1993* war der Hyperthyreose gewidmet. Pathogenese und The-
rapie der immunogenen Hyperthyreose (Morbus Basedow) wurden auf neue-
stem Wissensstand diskutiert. Dabei wurden die medikamentosen, nuklear-
medizinischen und operativen Formen der Behandlung von autoimmuner und
autonomer Hyperthyreose von Fachkennern vorgestellt und in Gegeniiber-
stellung der einzelnen therapeutischen Verfahren verglichen. Seltene Formen
der Hyperthyreose, deren Behandlung und die Wirkung einer Hyperthyreose
auf das Skelett-System wurden in Erinnerung gerufen. Der Hyperthyreose im
Kindesalter galt eine besondere Besprechung mit Angaben iiber Héufigkeit
sowie Moglichkeiten der medikamentdsen und operativen Therapie. Auch
das — angeblich seltene — gleichzeitige Vorkommen von Schilddriisen-Kar-
zinom und Hyperthyreose wird interdisziplindr erortert. Die neuen Empfeh-
lungen der Sektion Schilddriise der Deutschen Gesellschaft fiir Endokrino-
logie zur Einteilung und Diagnostik von Schilddriisenerkrankungen werden
bekanntgemacht. Ein Bericht iiber den vorausgegangenen internationalen
Workshop zur In-vitro-Diagnostik bietet einen guten Uberblick fiir die Praxis.
Auch in diesem Band finden sich wieder aktuelle Kurzberichte iiber diagno-
stische und therapeutische Verfahren und statistische Erkenntnisse aus dem
gesamten Bereich der Schilddriisenerkrankungen.

Der guten Zusammenarbeit mit dem Verlag Walter de Gruyter und Co.
verdanken wir ein frithzeitiges Erscheinen dieses 11. Bandes von Ergebnissen
unserer Konferenzen. Der Henning Berlin G.m.b.H. (Marion Merrell Dow
G.m.b.H.) danken wir — wie seit ,,Schilddriise 1973“ — fiir eine sehr grof3-
ziigige Unterstiitzung unserer Arbeit. Allen aktiven und passiven Teilnehmern
danken wir fiir das Gelingen der Konferenz und dafiir, daB ,,Schilddriise
1993* stattfinden konnte.

August 1994 Fiir die Herausgeber
B. Weinheimer
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1  Therapie der Hyperthyreose
1.1 Neues zur Pathogenese des
Morbus Basedow
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Neues zur Pathogenese des Morbus Basedow: der
TSH-Rezeptor

M. Derwahl

1. Entdeckung des TSH-Rezeptors als Antigen

Seit der Entdeckung eines schilddriisenstimulierenden Faktors im Serum von
Patienten mit Morbus Basedow, urspriinglich als ,,long acting thyroid sti-
mulator® (LATS) bezeichnet, wurden zahlreiche Untersuchungen durchge-
fithrt, um die Eigenschaften dieses Stimulators zu ergriinden [1, 13]. Im
Tierversuch hatten 1956 Adams und etwas spiter McKenzie nachgewiesen,
daB durch LATS eine Hyperthyreose ausgeldst werden kann und die meisten
TSH-Wirkungen nachgeahmt werden konnen. Dies legte die Vermutung nahe,
dafl LATS an denselben Rezeptor auf der Schilddriisenoberflidche bindet wie
TSH. Diese Hypothese wurde spiter durch Charakterisierung von LATS als
Immunoglobin [10, 14] und durch kompetitive Bindungsanalysen mit '**Jod-
markiertem TSH, das durch diese Immunglobuline von seinem Rezeptor
verdrangt wird, bestitigt [21]. Dieser erste Rezeptorassay war die Grundlage
fir den noch heute in der Diagnostik eingesetzten Radiorezeptorassay
(TRAK) zur Messung von TSH-Rezeptorautoantikérpern.

2. Molekulare Struktur des TSH-Rezeptors

Durch die molekulare Klonierung des humanen TSH-Rezeptors im Jahre
1989 wurde es moglich, neue Einsichten in die Struktur und Funktion dieses
Rezeptors zu gewinnen [12, 19]. Der menschliche TSH-Rezeptor ist ein aus
764 Aminosduren aufgebautes Protein, das aus extrazelluldren, transmembra-
nen und intrazelluliren Anteilen besteht (Abb. 1). Wihrend der aus 398
Aminosduren aufgebaute groBe extrazellulire Teil des TSH-Rezeptors als
Bindungsstelle fiir TSH und TSH-Rezeptorantikérper dient, erfolgt die Si-
gnaliibertragung in die Schilddriisenzelle in den transmembranen und intra-
zelluldren Anteilen des Rezeptors. Schon vor der Klonierung war bekannt,
daBl der TSH-Rezeptor ein Glykoprotein ist [25]. Durch molekulare Unter-
suchungen des klonierten Rezeptors konnte dies bestitigt und gezeigt werden,
dal} der extrazellulidre Teil des humanen TSH-Rezeptors sechs Glykosilie-
rungsstellen aufweist [23]. Wichtig fiir die Funktion des TSH-Rezeptors sind



4 Therapie der Hyperthyreose

"~ TSH-Bindung

oo™
o 00000

DO
000t

Abb. 1 Bindung von TSH an die extrazellulire Doméine des TSH-Rezeptors. Die Bindung von
TSH an seinen Rezeptor erfolgt am extrazellulidren Teil. Potentielle Bindungsstellen sind
durch gefiillte Kreise dargestellt (vgl. Text). Das amino- und carboxyterminale Ende
dieses Teils ist durch drei Disulfidbriicken (-S-S-) verbunden, die fiir die dreidimensionale
Rezeptorstruktur bedeutsam sind. Die fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren charakte-
ristischen sieben transmembranen Regionen werden durch drei extrezelluldre und drei
intrazellulire Aminosdurenketten verbunden (schematische Darstellung ohne Beriick-
sichtigung der relativen GroBenverhaltnisse).

ferner Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten des Rezeptorproteins, die die
dreidimensionale Struktur des Rezeptors entscheidend mitbestimmen.

Das Molekulargewicht des TSH-Rezeptors wird auf etwa 100 KDa geschatzt
[23]. Entgegen fritheren Annahmen besteht der Rezeptor nicht aus zwei
Untereinheiten, sondern nur aus einer Polypeptidkette. Die genaue dreidi-
mensionale Struktur des humanen TSH-Rezeptors ist allerdings noch nicht
bekannt, da es bislang noch nicht gelungen ist, eine ausreichende Menge
TSH-Rezeptorprotein fiir eine Rontgenstrukturanalyse zu isolieren.

2.1 Bindungsstellen fiir TSH

Die Analyse der TSH-Bindungsstellen wurde durch die Grofle des extrazel-
luldren Rezeptorteils und durch die noch unzureichenden Kenntnisse iiber die
Tertidrstruktur des TSH-Rezeptors erheblich erschwert. Alle molekularen
Analysen der potentiellen Bindungsstellen basieren auf TSH-Bindungsstudien
an mutierten TSH-Rezeptoren, bei denen einzelne Aminosduren entfernt
(sogen. Deletionen) und durch physikochemisch dhnliche Aminosauren des
verwandten LH-Rezeptors (sogen. homologe Mutationen) ersetzt wurden,
oder auf Bindungstudien an synthetisch hergestellten TSH-Rezeptorpeptiden.
In Abb. 1 sind die wichtigsten potentiellen Bindungsstellen fiir TSH an der
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extrazellularen Rezeptordomine dargestellt. Es handelt sich am aminoter-
minalen Ende des Rezeptors um die Aminosduren 32 — 50, im mittleren Anteil
um die Aminosduren 202 — 211 und 222 —230 und am Ende der extrazelluliren
Doméine um die Aminosduren 344 —364 [2, 18, 27]. Bei allen potentiellen
Bindungsstellen ist letztlich noch ungeklirt, ob es sich um wirkliche Bin-
dungsstellen fiir TSH handelt oder ob durch diese Mutationen die dreidimen-
sionale Rezeptorstruktur verdndert wird und so die Bindungseigenschaften
verdandert werden.

2.2 Bindungsstellen fiir TSH-Rezeptorantikirper

Durch analoge Studien an TSH-Rezeptormutanten oder synthetischen TSH-
Rezeptorpeptiden wurden auch potentielle Bindungsstellen fiir stimulierende
TSH-Rezeptorantikorper (TSH-rezeptorstimulierende Antikdrper, TSAbD), die
beim Morbus Basedow zur Hpyerthyreose fiithren, gefunden. Sie verteilen sich
auf den gesamten extrazelluliren Anteil des TSH-Rezeptors. Im einzelnen
handelt es sich um die Aminosduren 25—30, 32—57, 123—131, 172-202,
309—337, 341 —366 und 372-397 [7, 9, 15—17, 20]. Ob es sich bei diesen
Abschnitten um echte Bindungsstellen (sogen. Epitope) der Antikérper an
das TSH-Rezeptorantigen handelt, ist noch ungeklirt. Die bisher vorliegenden
Ergebnisse sprechen dafiir, daB die Epitope des TSH-Rezeptors von seiner
Konformation, seiner Proteinfaltung und damit seiner dreidimensionalen
Struktur bestimmt werden. Solche diskontinuierlichen Epitope bestehen tibli-
cherweise aus 15—22 Aminosduren, die von 2 bis 4 unterschiedlichen Regio-
nen der primdren Aminosaurensequenz stammen und durch die Faltung des
Proteins benachbarte Positionen einnehmen. Insofern wird erst eine Rontgen-
strukturanalyse der dreidimensionalen Struktur des humanen TSH-Rezeptors
definitive Aussagen iiber die verschiedenen Epitope fiir TSH-Rezeptoranti-
korper erméglichen.

Fiir die Bindung von blockierenden TSH-Rezeptorantikorpern (thyroid block-
ing antibodies, TBAb), die unter der Therapie eines Morbus Basedow oder
bei der primdren Hypothyreose auftreten koénnen und zur Hypothyreose
fithren [22), sind vorwiegend die Aminosduren am carboxyterminalen Ende
der extrazelluliren Doméne verantwortlich [17].

Rapoport hat ausgehend von den komplexen Ergebnissen der TSH- und
TSH-Rezeptorantikérperbindungsanalysen ein Modell entwickelt [17], das die
Interaktion am Rezeptor anschaulicher macht und dabei auch die Tatsache
beriicksichtigt, daB TSH-Rezeptorantikérper TSH aus seiner Bindung am
Rezeptor verdrangen. Dieses Modell geht davon aus, daB sich die Bindungs-
stellen fiir TSAb zwar auf den gesamten Bereich der extrazelluliren Domine
erstrecken (Abb. 1), sich aber nur im carboxyterminalen Bereich der extra-
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zellularen Domaéne filr TSH und stimulierende oder blockierende AntikGrper
uberschneiden und daBl daher diese Region fiir die TSH-Verdringung vom
Rezeptor durch Antikorper grofite Bedeutung hat [17].

3. TSH-Rezeptor und Signaliibertragung

Durch Bindung von TSH oder TSH-Rezeptorautoantikérpern an den TSH-
Rezeptor kommt es zu einer Aktivierung rezeptorabhingiger Stoffwechsel-
wege, die in der Folge die Funktion und synergistisch mit anderen Faktoren
das Wachstum der Schilddrise regulieren. Der Mechanismus der Aktivierung
ist noch unbekannt. Vassart und Dumont [26] haben kiirzlich vier mégliche
Modelle beschrieben. Das erste geht von einer Strukturdnderung des Rezep-
tors nach TSH-Bindung aus, ohne dalB der Ligand mit der transmembranen
Region interagiert. Alternativ wére eine Interaktion zwischen einer TSH-
Untereinheit und der transmembranen Region nach TSH-Bindung denkbar.
Als weitere Moglichkeiten werden eine isolierte Strukturdnderung der extra-
zelluliren Doméne nach TSH-Bindung oder eine enzymatische Aktivitit des
TSH-TSH-Rezeptorkomplexes diskutiert.

Der TSH-Rezeptor ist an zwei verschiedene Stoffwechselwege, den Adenylat-
zyklase- und den in seiner Funktion fiir die Schilddriise noch wenig erforschten
Phosphoinositolweg gekoppelt. Die Signaliibertragung vom TSH-Rezeptor
an das Enzym Adenylatzyklase, das die Bildung von zyklo-AMP katalysiert,
erfolgt iiber die Aktivierung der a-Untereinheit des stimulatorischen Guanin-
Nukleotid-bindenden Proteins (Abb. 2). Der sogen. second messenger zyklo-
AMP aktiviert die abhédngige Proteinkinase A und reguliert so die Jodidauf-
nahme der Schilddriisenzelle und die Schilddriisenhormonsynthese und hat
EinfluB3 auf das Schilddriisenwachstum [6].

4. Der TSH-Rezeptor in der Diagnostik und Therapie
des Morbus Basedow: Perspektiven

Durch die molekulare Klonierung des humanen TSH-Rezeptors wurde es
moglich, diesen Rezeptor gentechnologisch herzustellen und fiir die Schild-
driisenantikorperdiagnostik zu verwenden [3—35, 8, 11]. Der rekombinante
TSH-Rezeptor wurde sowohl zum Aufbau eines Radiorezeptorassays als auch
eines TSH-Rezeptorbioassays zur Differenzierung in stimulierende und blok-
kierende Antikdrper verwandt. Verglichen mit kommerziellen Radiorezeptor-
assays (TRAK), die die Verdringung von '*J-TSH an Schweineschilddriisen-
membranen messen, wies der rekombinante humane Rezeptorassay eine signi-
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Abb. 2 Signaliibertragung am aktivierten TSH-Rezeptor. Nach Bindung von TSH oder TSH-
Rezeptorantikérpern kommt es zu einer Aktivierung des Rezeptors. Die Ubertragung
dieses Signals an das Enzym Adenylatzyklase, das dic Bildung von zyklo-AMP kataly-
siert, erfolgt lber die Aktivierung der a-Untereinheit des stimulatorischen Guanin-
Nukleotid-bindenden Proteins (Gs-Protein). Diese Aktivierung geschicht durch einen
Austausch von GDP (Guanosin-5"-diphosphat) gegen GTP (Guanosin-5-triphosphat)
und eine Dissoziation in die aktivierte a-GTP-Untereinheit und ein fy-Dimer. Dieser
Vorgang ist reversibel und wird katalysiert durch intrinsische GTPase-Aktivitit der a-
Untereinheit, die GTP spaltet und den inaktiven urspriinglichen a-GDP-Br-Komplex
wiederherstellt Der sogen. second messenger zyklo-AMP aktiviert die abhingige Pro-
teinkinase A und reguliert so die Jodidaufnahme der Schilddriisenzelle und die Schild-
driisenhormonsynthese und hat EinfluB auf das Schilddriisenwachstum. An dieser Sig-
naliibertragung sind das carboxyterminale Ende des Rezeptors und alle drei intrazellu-
liren Aminosédurenketten beteiligt.

fikant hohere Sensitivitiat auf [8]. Durch die technische Weiterentwicklung
dieses Prototypes eines rekombinanten TSH-Rezeptorassays, der isolierte
TSH-Rezeptoren als Antigen verwendet, wird dieser Radiorezeptorassay in
den nédchsten Jahren auch fiir die Routinediagnostik verfiigbar werden.

Da der TSH-Rezeptorbiosassay, der den zyklo-AMP-Anstieg nach Stimula-
tion miBt, auf aufwendige In-vitro-Zellsysteme angewiesen ist, wird die Dif-
ferenzierung der Antikorper bei speziellen Fragestellungen weiterhin einzelnen
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Forschungslabors vorbehalten bleiben. Erst die genaue Definition der Bin-
dungsstellen (Epitope) fiir stimulierende bzw. blockierende Antikdrper wird
es ermoglichen, Assays mit den so definierten unterschiedlichen Antigenen
herzustellen. Voraussetzung fiir diese Analysen ist die Aufklirung der Ter-
tidrstruktur des menschlichen TSH-Rezeptors durch Réntgenstrukturanalyse.
Diese Ergebnisse werden auch die Grundlage dazu liefern, selektive Antago-
nisten fiir die Therapie des Morbus Basedow herzustellen, die die Bindung
bzw. die Wirkung stimulierender TSH-Rezeptorantikorper hemmen.
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Alternative splicing of the human TSH receptor:
a possible role of the soluble TSH receptor in the
aetiology of Graves’ disease

N. Hunt, K. P. Willey

The heterodimeric glycoprotein hormones include the thyrotropic hormone
TSH and the gonadotropic hormones FSH, LH and hCG in which the «
subunit is common to the hormones within a species and the B subunits are
unique to each hormonal activity and confer receptor specificity [13]. Specific
target cell stimulation is associated with acute activation of adenylate cyclase
and a longer term trophic response. The receptors for the glycoprotein
hormones are members of a larger family of G protein-coupled receptors that
bind small ligands and which have characteristic seven transmembrane regions
[2, 8,9, 11, 12, 15]. In contrast to the G protein-coupled receptors for small
ligands, the glycoprotein hormone receptors have a large extracellular domain
that appears to be important for binding of the hormone [9].

Pathological manifestations involving the glycoprotein hormones and their
receptors are most profound in Graves’ disease, a condition of hyperthyrox-
emia and thyroid hyperplasia associated with low or undetectable levels of
circulating TSH. The hyperstimulation of the thyroid in Graves’ disease has
been attributed to an auto-immune reaction, resulting in the production of a
spectrum of auto-antibodies, some of which interact directly with the TSH
receptor and induce chronic endocrine activity [14].

In the course of developing a radioreceptor assay for TSH using human
thyroid tissue, we were able to demonstrate that a large percentage of the
material binding specifically to the radioligand (bovine TSH) was not asso-
ciated with the membrane but was found in a 0.2 um filtrate and, after
interaction with TSH was precipitable with PEG [6, 7, 17]. As this was not
the case with bovine thyroid or stably transfected cell lined expressing the
human TSH receptor, we considered this molecule a soluble TSH receptor
variant. The finding by Murakami [10], that an anti-TSH receptor antiserum
raised against a peptide corresponding to amino acids 32 — 56 of the receptor
detected a protein of approximately 60Kd in the serum of Graves’ patients,
is a further indication for the presence of a soluble TSH receptor in both
thyroid and serum [6, 7]. We proposed a possible origin for such molecules
at the 20" ETA in Dublin [6]. Northern blot analysis of human thyroid
mRNA revealed the presence of two smaller TSH receptor transcripts which
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hybridised to a 5" cDNA probe (corresponding to the extracellular domain)
but not to a 3 cDNA probe coding for the transmembrane spanning region.
This suggested that these transcripts (which are also associated with poly-
somes) arose by alternative splicing of the TSH receptor RNA and had only
the coding capacity of the extracellular domain; thus qualifying them as
soluble TSH receptor candidates. Indeed, PCR cloning of TSH receptor
splicing variants from thyroid polysomal RNA has revealed the presence of
five alternatively spliced molecules. One of these transcripts (splicing variants)
has recently been published by two groups and has been shown to represent
a molecule corresponding to the first 8 exons and a novel 22 amino acid
carboxy terminus [3, 16]. Although the physiological relevance of the alter-
natively spliced TSH receptor molecules has yet to be definitively proven,
their presence in the human thyroid (they are not present in bovine and rat
thyroids) at equivalent levels to the full-length receptor mRNA would lend
weight to our finding, and those of Murakami et al. [10], of a soluble TSH-
binding entity in Graves’ thyroid tissue and sera. Further, alternatively spliced
variants coding for the extracellular portion of a receptor have been dem-
onstrated for the closely related LH and FSH receptors, in both man and
other species, although their translation and physiological significance remain
to be elucidated [4, 5, 8]. Interestingly, the FSH receptor splicing variants
cloned so far (from man and sheep) also represent molecules originating from
exon 1—8 as shown for the TSH receptor [4, 5]. The translation of such a
molecule could explain the presence of buffer-soluble FSH binding proteins
found in bovine testis extracts [t]. Intriguingly, a soluble TSH receptor variant
could also be the immunogen eliciting the anti-TSH receptor antibodies found
in Graves’ sera, whilst, being capable of inhibiting the radioreceptor assays
by virtue of its own ability to bind TSH. Studies to further characterise the
regulation of these molecules and their possible physiological relevance are
in progress.
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TSH-Rezeptorantikérper beim Morbus Basedow

R. Hoermann

Einleitung

Im Jahre 1956 berichteten Adams und Purves erstmals iiber eine schilddrii-
senstimulierende Aktivitdt im Serum von Patienten mit M. Basedow [1]. Im
Vergleich zum TSH =zeigte dieser Schilddriisenstimulator eine protrahierte
Wirkung auf die Freisetzung von radioaktiv markiertem Jod aus der Schild-
driise des Meerschweinchens und wurde daher als Long-Acting Thyroid
Stimulator (LATS) bezeichnet. Biochemisch wurde LATS als ein Immunglo-
bulin der Klasse IgG identifiziert und das Konzept der schilddriisenstimulie-
renden Antikérper beim M. Basedow begriindet. Die Stimulation der mensch-
lichen Schilddriise nach Ubertragung von Plasma eines Patienten mit M.
Basedow wurde von Adams und Mitarbeitern im Selbstversuch belegt [2].
Erst ca. 20 Jahre nach der Entdeckung der Basedow-Immunglobuline wurde
der Mechanismus ihrer schilddriisenstimulierenden Wirkung versténdlich, der
iiber die Aktivierung des TSH-Rezeptors auf der Oberflache der Schilddrii-
senzelle ablauft. Verschiedene Autoren berichteten, daf3 Basedow-Immunglo-
buline die Bindung von radioaktiv markiertem TSH an Schilddriisenmem-
branen und solubilisierte TSH-Rezeptoren hemmten [16]. Diese Ergebnisse
fithrten zu der pathogenetischen Vorstellung, nach der es sich bei den Base-
dow-Immunglobulinen um Autoantikorper gegen den TSH-Rezeptor handelt.
Diese Antikorper binden dhnlich wie TSH an den Rezeptor und fiithren iber
eine Aktivierung des second messengers cCAMP zur vermehrten Produktion
von Schilddriisenhormonen. Im Gegensatz zum TSH, das einer hypophysdren
Regulation unterliegt, erfolgt die Stimulation durch TSH-Rezeptorantikorper
jedoch unkontrolliert und fithrt damit zu einer Uberstimulation der Schild-
driise und Hyperthyreose des Patienten. Der endgiiltige Beweis fiir die Rich-
tigkeit dieser attraktiven Hypothese konnte allerdings erst in jiingster Zeit
erbracht werden, nachdem die erfolgreiche Klonierung des menschlichen
TSH-Rezeptors es ermoglicht hatte, die direkte Interaktion von Basedow-
Immunglobulinen mit dem isolierten und in Nichtschilddriisenzellen transfi-
zierbaren rekombinanten humanen TSH-Rezeptor zu untersuchen [17]. Damit
lieB3 sich zweifelsfrei dokumentieren, daB die Antikérper an den TSH-Rezeptor
selbst und nicht etwa an ein anderes Schilddriisenantigen mit enger Nach-
barschaftsbeziechung zum TSH-Rezeptor binden. Nach mehreren Jahrzehnten
konnte damit die vermutete Existenz von TSH-Rezeptorantikorpern bei M.
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Basedow gesichert werden. Die jlingsten Fortschritte haben sich auch in der
Nomenklatur und Einteilung der TSH-Rezeptorantikorper niedergeschlagen.
Wihrend wir friither beschreibend von TSH-bindungsinhibierenden Immun-
globulinen (TBII), thyroid stimulating antibodies (TSAb), thyroid stimulating
immunoglobulins (TSI) oder thyroid blocking antibodies (TBAb) etc. spra-
chen, sollen diese Begriffe nach einer neuen Ubereinkunft der internationalen
Fachgesellschaften nicht mehr verwendet werden [13]. Es wird empfohlen,
nur noch die Bezeichnung TSH-Rezeptorantikdrper, abgekiirzt TSH-R Ab
oder TSH-R Ak, zu benutzen und ihre funktionelle Wirkung mit dem Zusatz
stimulierende oder blockierende TSH-R Ak zu beschreiben (Tab. 1).

Tabelle 1 Einteilung der TSH-Rezeptorantikorper

— stimulierende TSH-R Ak (friihere Bezeichnungen TSAb, TSI)
— blockierende TSH-R Ak (frithere Bezeichnung TBAb)

— wachstumsstimulierende Ak (TGI)?

— wachstumsblockierende Ak (TGII)?

Nach diesem kurzen historischen AbriB sollen in der folgenden Ubersicht
einige neue Gesichtspunkte zur pathophysiologischen Bedeutung der TSH-
Rezeptorantikdrper diskutiert, die Bestimmung der TSH-Rezeptorantikorper
mit besonderer Blickrichtung auf die in Zukunft zu erwartenden neuen Nach-
weisverfahren beschrieben und der heutige Stellenwert der TSH-Rezeptoran-
tikorper fiir die klinische Praxis kurz dargestellt werden.

Pathophysiologische Aspekte

Die Bindung des TSH oder stimulierender TSH-R Ak an den TSH-Rezeptor
des Thyreozyten l6st eine Reihe von Folgereaktionen aus [17]. Zunéchst
werden G-Proteine aktiviert, die eng mit allen Glykoproteinhormonrezeptoren
assoziiert sind. Diese binden und spalten das Guanylnucleotid GTP. Im
aktivierten Zustand zerfillt das G-Protein nach Austausch von GDP gegen
GTP in seine Untereinheiten @ und py. Die GTP-bindende a-Untereinheit
(G,) iibertrigt das Signal auf das Enzym Adenylatcyclase, das zur vermehrten
Bildung von zyklischem AMP angeregt wird. Die Anhebung des cAMP-
Spiegels bewirkt eine ‘Aktivititssteigerung verschiedener Proteinkinasen mit
der Folge einer Zunahme der Jodaufnahme in die Schilddriise, des Jodeinbaus,
der Biosynthese von Schilddriisenhormonen und letztlich der gesteigerten
Produktion von Thyroxin und Trijodthyronin. Neben dem Adenylatcyclase-
system stehen Glykoproteinhormonrezeptoren iiber den Weg der G-Proteine
(G,) auch mit der Phospholipase C in Verbindung. Inwieweit dieser zweite
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Weg eine Rolle bei der Wirkung von stimulierenden TSH-R-Ak, insbesondere
ihrer wachstumsstimulierenden Aktivitét, spielt, ist derzeit noch offen.

Von klinischer Bedeutung ist die Tatsache, daf nicht alle Antikorper, die an
den TSH-Rezeptor binden, eine funktionstimulierende Aktivitat aufweisen,
sondern auch Antikorper existieren, die eine blockierende Wirkung haben
[10]. Wir miissen also zwischen stimulierenden und blockierenden TSH-R Ak
unterscheiden. Dies ist auch die Erklirung fir folgende Beobachtungen: 1.
den Nachweis von TSH-Rezeptorantikérpern bei einer Untergruppe von
Patienten mit einer Autoimmunthyreoiditis, bei denen sich die Hypothyreose
teilweise im Gegensatz zur destruktiven Form als reversibel erwiesen hat, 2.
eine diskordante Entwicklung von TSH-bindungshemmender Aktivitit und
T3-freisetzender Aktivitdt bei manchen Patienten im Verlauf der Erkrankung
und 3. die geringe Korrelation zwischen der in Bindungsassays gemessenen
Aktivitidt und den Ergebnissen funktioneller Bioassays. Wir stehen gerade am
Beginn, diese Zusammenhdnge auf molekularer Ebene zu verstehen. Die
Arbeitsgruppen von Rapoport und Kohn konnten zeigen, dafl stimulierende
und blockierende TSH-R Ak neben einer Anzahl von gemeinsamen Epitopen
eine Reihe unterschiedlicher spezifischer Epitope auf der Oberfliche des
extrazelluldren Anteils des menschlichen TSH-Rezeptors erkennen [11, 14].
Zum Teil scheinen dabei auch andere Epitope eine Rolle zu spielen als fiir
die TSH-Bindung. Diese Befunde erkliren die unterschiedlichen biologischen
Eigenschaften dieser Liganden. Es ist bekannt, daBl das Serum eines einzelnen
Patienten mit M. Basedow eine Mischung verschiedener TSH-Rezeptoranti-
korper enthdlt, die unterschiedliche Epitope erkennen, daB also auch beim
M. Basedow blockierende TSH-R Ak vorkommen und die Summe dieser
Wirkungen in ihrem Nettoeffekt die klinische Manifestation der Hyper- oder
Hypothyreose bestimmt. Ein Teil der TSH-Rezeptorantikorper fiihrt dabei
sicher auch zu einer Stimulation des Wachstums der Schilddriise und steht
damit mit der Entwicklung einer Struma bei M. Basedow in kausaler Bezie-
hung. Dartiber hinaus gibt es Hinweise, besteht jedoch keine Einigkeit, ob
auber den erwdhnten stimulierenden und blockierenden TSH-R Ak zusétzlich
als eigenstindige Entitdt sog. wachstumsstimulierende und wachstumsblok-
kierende Antikorper existieren [21].

Die pathophysiologische Kausalkette, stimulierende TSH-R Ak — TSH-
Rezeptor — funktionelle Stimulation der Schilddriise mit den Folgen einer
Hyperthyreose und des Strumawachstums bei M. Basedow, ist gut belegt.
Neuere Daten weisen zudem auf einen wichtigen zweiten Stimulationsweg
hin: TSH-R Ak — TSH-Rezeptor — immunologische Stimulation der Schild-
driise mit der Konsequenz einer Verstirkung der Autoimmunitit. So war
nach Injektion von gereinigten Basedow-Immunglobulinen im Nacktmaus-
Modell mit transplantiertem menschlichem Schilddriisengewebe nicht nur eine
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Abb. 1 Funktionelle und immunologische Stimulation der Schilddriise durch TSH-Rezeptoran-
tikorper.

funktionelle Aktivierung der Schilddriise, gemessen an der gesteigerten Schild-
driisenhormonproduktion, zu beobachten, sondern auch eine immunologische
Reaktion der Schilddriise festzustellen, die durch eine verstidrkte Expression
von HLA-Klasse II-Antigenen auf den Transplantatthyreozyten gekennzeich-
net war [9]. Die Stimulation der HLA-DR-Expression, der aus der Sicht von
Bottazzo eine entscheidende Rolle in der Pathogenes des M. Basedow zu-
kommt [3], war von der Dosis des verabreichten Basedow-IgG abhéngig und
fiel mit einer Zunahme der HLA-DR-positiven Thyreozyten von 3% in den
Kontrollen auf maximal 75% in den mit Basedow-IgG behandelten Tieren
sehr deutlich aus. Weiterhin lieB sich durch Blockade des TSH-Rezeptors
mittels des experimentell-einsetzbaren in vivo wirksamen TSH-Rezeptoran-
tagonisten Asialoagalakto-hCG gemeinsam mit der funktionellen Wirkung
auch die HLA-DR-stimulierende Wirkung der Basedow-Immunglobuline
hemmen und somit die immunologische Stimulation der Schilddriise gleich-
falls als spezifische Rezeptor-vermittelte Wirkung von TSH-R Ak definieren
[9]. Eine verstirkte Expression des mikrosomalen Antigens, der Schilddriisen-
peroxidase (TPO), auf der Oberfliche des Thyreozyten infolge einer Stimu-
lation mit Basedow-Immunglobulinen wurde ebenfalls beschrieben [4]. Man
darf daher heute von einer dualen — funktionellen und immunologischen —
Stimulation der Schilddriise durch TSH-Rezeptorantikérper ausgehen. Nach
der derzeitigen pathogenetischen Vorstellung, wie sie kiirzlich von Volpé
dargestellt wurde [19], fithrt die Prasentation eines Schilddriisenantigens in
Verbindung mit dem HLA-Klasse II-Antigen zu einer Aktivierung spezifischer
T-Helferzellen. Diese wiederum regen durch die Abgabe verschiedener Zy-
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Tabelle 2 Bestimmungsmethoden fiir TSH-Rezeptorantikérper

Radiorezeptorassays

— Hemmung der '*J-TSH-Bindung
— an menschliche Schilddriisenmembranen
— an Fettzellmembranen des Meerschweinchens
— an solubilisierte TSH-Rezeptoren des Schweines
— an rekombinante humane TSH-Rezeptoren

Funktionelle Assays

— Radiojodfreisetzung aus Meerschweinchen- bzw. Mausschilddriise (LATS)

— Kolloidtropfenbildung in menschlichen Schilddriisenschnitten

— zytochemischer Bioassays

— Stimulation der cAMP-Bildung oder Hemmung der TSH-stimulierten cAMP-Bildung
— in humanen Schilddriisenschnitten oder -membranen
— in humanen Schilddriisenzellen in Kultur
— in FRTL-5-Zellen
— in mit dem rekombinanten humanen TSH-Rezeptor transfizierten Zellinien

— T3-Freisetzung aus Schweine- oder humanen Schilddriisenschnitten

— JH-Thymidineinbau in Ratten-, Schweinefollikel oder FRTL-5-Zellen

— morphologische und funktionelle Untersuchungen an xenotransplantiertem menschlichem
Schilddriisengewebe in der Nacktmaus

Tabelle 3 TSH-Rezeptorantikorper bei Schilddriisenerkrankungen

Diagnose n TRAK pos.
M. Basedow

— vor Therapie 70 64 (91,4%)
— nach 12 Mon. Therapie 33 15 (45,5%)
— in Remission (> 3 J.) 44 7(15,9%)
Autonomie 247 5 (2,0%)
euthyreote Struma 108 2 (1,9%)

tokine die B-Zellen zur Proliferation und Autoantikorperproduktion an. Auf
diese Weise kommt ein circulus vitiosus in Gang, der dazu dient, die Autoim-
munerkrankung zu verstirken (Abb. 1).

Bestimmung der TSH-RezeptorantikOrper

Auf Grund ihrer pathogenetischen Schliisselrolle wurde dem Nachweis der
TSH-Rezeptorantikorper in der klinischen Diagnostik grofie Bedeutung zu-
gemessen. Im Laufe der Jahre wurden dazu zahlreiche Testverfahren entwik-
kelt (Tab. 2). Wahrend der urspriingliche Mausbioassay zur Bestimmung des
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LATS nur eine sehr geringe Sensitivitdt aufwies, lieBen sich auf Basis des
Radiorezptorassays zuverldssige und einfach durchfiihrbare Testverfahren
entwickeln. Ein gutes Beispiel ist der sog. TRAK-Assay, der auf dem Prinzp
der Konkurrenz der im Patientenserum enthaltenen TSH-R Ak mit radioaktiv
markiertem TSH um die Bindung an solubilisierte Schweine-TSH-Rezeptoren
beruht und auch als kommerzieller Testkit breite Anwendung gefunden hat.
Mit dieser Methode wurden von verschiedenen Untersuchern sehr gute Er-
gebnisse berichtet [16]. Unsere eigenen Ergebnisse fallt Tab. 3 zusammen [8].
Die Methode weist eine hohe Sensivitdt von ca. 90% bei der unbehandelten
Basedow-Hyperthyreose auf und besitzt auch eine gute Sperifitit, d.h. es
gelingt mit hoher Zuverlissigkeit, einen M. Basedow von einer Autonomie
oder euthyreoten Struma abzugrenzen. Die Bestimmung der TSH-R Ak sollte
vor Therapiebeginn durchgefiithrt werden, da die Inzidenz des Antikérper-
nachweises mit der Dauer einer thyreostatischen Therapie abfélit. Bei Patien-
ten mit M. Basedow in Remission sind TSH-R Ak selten nachweisbar. Eine
Weiterentwicklung der bewdhrten Methode des Radiorezeptorassays zur Be-
stimmung der TSH-R Ak ist jetzt mit der Verfiigbarkeit des rekombinanten
humanen TSH-Rezeptors moglich [17]. Die Verwendung des rekombinanten
humanen TSH-Rezeptors bietet gegeniiber den bisher eingesetzten 16slichen
Schweineschilddriisenrezeptoren mehrere Vorteile: 1. wird das relevante
menschliche Antigen verwendet, 2. wird die Chargenheterogenitit verschie-
dener TSH-Rezeptorpraparationen eliminiert und eine Konstanz des Mate-
rials gewdhrleistet und 3. 146t sich mit dem humanen Assaysystem nach Filetti
et al., die verschiedene TSH-Radiorezeptorassays verglichen haben, eine Stei-
gerung der Empfindlichkeit um den Faktor 10 gegeniibér dem herkémmlichen
TRAK-Assay erzielen [7]. Im allgemeinen konnte auch eine gute Korrelation
zwischen dem TRAK-Assay und dem rekombinanten humanen TSH-Rezep-
torassay gefunden werden, abgeschen von einigen Ausnahmen, die durchaus
bemerkenswert erscheinen und die Bedeutung des homologen menschlichen
Testsystems unterstreichen [5, 6, 7]. Im Vergleich zum TRAK-Assay liegt die
Positivitdtsrate des neuen humanen Assays nach bisherigen Berichten sogar
noch um einige Prozentpunkte héher. Es ist zu erwarten, dall nach den bereits
vorliegenden ersten sehr positiven Erfahrungen ein Radiorezeptorassay mit
Verwendung des rekombinanten humanen TSH-Rezeptors als sog. humaner
TRAK schon sehr bald auch als kommerzieller Kit zur Verfiigung stehen
wird.

Es wurde bereits an friiherer Stelle darauf hingewiesen, dall die TSH-Rezep-
torbindung nicht mit der funktionellen Stimulation der Schilddriise identisch
ist und daher der Radiorezeptorassay nicht die stimulierende Aktivitat der
TSH-R Ak bei M. Basedow widerspiegelt. Verschiedene Bioassays zur Mes-
sung der funktionellen Wirkungen der TSH-R Ak wurden vorgeschlagen, wie
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in Tab. 2 zusammengestellt. Die meisten Verfahren beruhen auf der Messung
des zyklischen AMP, einige messen auch die hormonelle Endantwort in Form
der Schilddriisenhormonfreisetzung aus Schilddriisenschnitten in vitro und
auch In-vivo-Modelle, wie z. B. die Nacktmaus mit transplantiertem mensch-
lichem Schilddriisengewebe, stehen zur Verfiigung. Diese Methoden erfordern
jedoch einen zu hohen technischen Aufwand, um in der Praxis Anwendung
zu finden, und bleiben wissenschaftlichen Fragestellungen vorbehalten. Auch
hier ergaben sich durch neue molekularbiologische Techniken Weiterentwick-
lungen. Man kann heute Zellinien mit der bekannten ¢cDNA fiir den mensch-
lichen TSH-Rezeptor transfizieren, so dal} diese den Rezeptor auf ihrer Ober-
fliche in hoher Dichte exprimieren und eine Stimulation des Rezeptors eine
Steigerung der cAMP-Antwort der Zelle bewirkt. Dieses Verfahren liefert die
Basis fiir empfindliche, standardisierbare Bestimmungsmethoden fiir stimu-
lierende und blockierende TSH-R Ak [6, 17, 18]. Fiir die Zukunft erscheint
eine Methode wiinschenswert, die den menschlichen TSH-Rezeptor verwen-
det, die funktionelle Aktivitat der TSH-R Ak erfaf3it und dabei einfach zu
handhaben ist.

Klinischer Stellenwert der TSH-Rezeptorantikorper

Wir wissen um den pathogenetischen Stellenwert der TSH-R Ak bei M.
Basedow und haben auch gelernt, ihre Aktivitit im Patientenserum mit
modernen leistungsstarken Methoden zu bestimmen. Welchen Nutzen haben
wir davon in der klinischen Praxis? Eine Zusammenfassung des klinischen
Stellenwerts der TSH-Rezeptorantikorper zeigt Tab. 4. Bei einem Patienten
mit Hyperthyreose konnen wir durch die Bestimmung der TSH-R Ak mit
hoher Sicherheit zwischen einer Autonomie der Schilddriise und einer autoim-
munen Genese differenzieren [12, 16). Die TSH-R Ak sind in dieser Hinsicht
auch der Bestimmung andere Autoimmunmarker, wie der TPO- oder Thy-
reoglobulin-Antikorper, uberlegen und vorzugsweise einzusetzen [12]. Anzu-
merken ist hier jedoch, daB die Differentialdiagnose zwischen einem M.
Basedow und einer uni-/multifokalen Autonomie der Schilddriise vielfach
auch schon an Hand eindeutiger klinischer Parameter, wie z. B. einer endo-
krinen Ophthalmopathie oder des szintigraphischen Nachweises eines heillen
Knotens, gelingt und in diesen Fillen die Bestimmung der TSH-R Ak nicht
indiziert ist. Bei der autoimmunen Form einer Hypothyreose sind im Gegen-
satz zur autoimmunen Hyperthyreose nur selten TSH-R Ak nachweisbar. Bei
diesen Patienten liegt dann oft nicht der sonst fiir die Entstehung einer
Hashimoto-Thyreoititis charakteristische Mechanismus einer Zytotoxizitdt
und Zelldestruktion zugrunde, sondern es liegt lediglich eine funktionelle
Hemmung vor. Klinisch ist diese Unterscheidung deshalb wichtig, da die
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destruierende Form einer lebenslangen Substitution mit Levothyroxin bedarf,
in dem beschriebenen Sonderfall aber eine Reversibilitdat der Schilddriisenun-
terfunktion mit dem Abfall der blockierenden TSH-R Ak méglich erscheint
und auch verschiedentlich beobachtet wurde.

Tabelle 4 Klinischer Stellenwert der TSH-Rezeptorantikérperbestimmung

in der Differentialdiagnose

— sensitiver Marker fiir M. Basedow

— selten bei der Autoimmunhypothyreose
— Bestimmung vor Therapiebeginn

im Verlauf
— keine Bedeutung fir Therapieliberwachung
— keine Verlaufsuntersuchungen

zur Prognose
— keine Aussagekraft fiir Rezidivgefdhrdung des einzelnen Patienten
— kein prognostischer Marker

Die TSH-Rezeptorantikorper werden diaplazentar iibertragen und wirken
daher auch auf den Feten. Eine positive Anamnese einer Schilddriisenautoim-
munerkrankung sollte AnlaBl zu einer Bestimmung der TSH-R Ak bei der
Mutter sein, wenn auch nur wenige durch TSH-R Ak vermittelte transiente
neonatale Hyperthyreosen bekannt geworden sind [20].

Zahlreiche Untersuchungen befaBten sich mit der Bestimmung der TSH-
Rezeptorantikérper unter der Behandlung eines M. Basedow. Unter thyreo-
statischer Medikation kommt es bei der Mehrzahl der Patienten zu einem
deutlichen Abfall der TSH-R-Ak-Titer. Es ist nicht geklirt, ob dem Titerabfall
ein immunsuppressiver Effekt des Thyreostatikums zugrunde liegt oder alleine
die Ruhigstellung der Schilddriise schon zu einer spontanen immunologischen
Besserung der Krankheit fithrt. Fiir die konkrete Gestaltung der thyreosta-
tischen Behandlung, wie z. B. die Dosierung und Dauer der Medikation,
leistet die Bestimmung der TSH-R Ak keinen Beitrag; Verlaufsuntersuchungen
unter einer thyreostatischen Behandlung sind daher nicht indiziert. Nach einer
subtotalen Resektion einer Basedow-Struma fallen die TSH-R Ak in der Regel
rasch ab, wihrend nach Radiojodtherapie hdufig ein voriibergehender Anstieg
der TSH-R Ak beobachtet wird. Die funktionelle Situation wird jedoch durch
die ablative MaBBnahme bestimmt, so dafl der Antikérperbestimmung keine
wesentliche Aussagekraft zukommt.

GroBe Erwartungen wurden in der Vergangenheit an die prognostische Aus-
sagekraft der TSH-R Ak fir den weiteren Verlauf der Erkrankung nach
Absetzen einer thyreostatischen Behandlung gekniipft. In einer groBBen deut-
schen Multizenterstudie wurde diese Frage von Schleusener et al. prospektiv
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untersucht [15]. Zwar lieB sich eindeutig ein statistischer Zusammenhang
zwischen dem TSH-R-Ak-Status bei Therapieende und der Prognose, d.h.
dem Auftreten eines Rezidivs oder einer Remission der Hyperthyreose inner-
halb eines Jahres nach Absetzen der Medikation, nachweisen, jedoch ergab
sich fiir die richtige Vorhersage des weiteren Verlaufs des einzelnen Patienten,
d.h. die Sensivititdt der Methode, lediglich ein Wert von 49%. Infolgedessen
ist in den meisten Fillen keine Aussage liber den weiteren Krankheitsverlauf
eines Patienten nach Absetzen des Thyreostatikums zu treffen. Es steht uns
derzeit kein immunologischer Marker zur Verfiigung, um die thyreostatische
Behandlung zu iiberwachen und ihren Erfolg abzuschétzen. Wir sind in dieser
Hinsicht nach wie vor auf den empirischen Auslalversuch angewiesen, der
von den meisten Autoren nach etwa 1jdhriger Behandlungsdauer vorgenom-
men wird. Es bleibt zu hoffen, daB in Zukunft verbesserte Moglichkeiten
einer Bestimmung der funktionell-relevanten stimulierenden TSH-R Ak an
Stelle der heterogenen Gesamtpopulation der TSH-R Ak zu einer Verbesse-
rung der prognostischen Aussagekraft beitragen.
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Diskussion

Heidemann:

Unter ,,Einsatz des TRAK-Assay* nannten Sie auch die Autoimmunhypo-
thyreose. Bei dieser Funktionsstérung beobachtet man eine TSH-Erhoéhung,
welche die Bestimmung der TSH-Rezeptorantikorper beeinflussen konnte.
Moglicherweise stellen Sie falsch positive TRAK-Ergebnisse fest.

Hormann:

Die meisten Assays besitzen keine so hohe Empfindlichkeit, da TSH-Kon-
zentrationen bis zu 30 mU/l interferieren wiirden. Nur sehr hohe Werte
konnten den Bindungsassay beeinflussen. Bei etwa 10% der Hypothyreosen
miiBlte keine Zerstorung der Schilddriisenzellen, sondern eine funktionsblok-
kierende Wirkung durch Antikérper als Ursache der Hypothyreose angenom-
men werden. Bei diesen Patienten konnte sich nach Verschwinden der Anti-
korper (wie im Verlauf eines Morbus Basedow) die Schilddriisenfunktion
normalisieren.



Postpartum-Hyperthyreose:
Sind positive TSH-Rezeptorantikorper
fiir M. Basedow beweisend?

A. Kurtaran, J. Flores, M. Weissel

Die Postpartum-Thyreoiditis (PPT) ist eine besondere Verlaufsform einer
Autoimmunthyreoditis [2, 6, 7]. Sic ist charakterisiert durch eine lymphozytéire
Infiltration der Schilddriise (SD) sowie eine verminderte Traceranreicherung
[2]. Obwohl sie nicht sehr selten auftritt, ist sie noch weithin unbekannt. Das
klassische Syndrom der PPT ist eine transiente Hyperthyreose gefolgt von
einer Hypothyreose etwa 12 Wochen postpartal. Nach 6 —8 Monaten ist die
SD-Funktion wieder normal, kann aber in seltenen Fillen eine permanente
Hypothyreose zuriicklassen [2, 6].

Bei Vorliegen einer Postpartum-Hyperthyreose sollte differentialdiagnostisch
eine praexistente oder frisch ausgeloste Autoimmunhyperthyreose von einer
destruktiven Hyperthyreose, die in der Regel transient verlduft, abgegrenzt
werden, da die Therapiestrategien beider Hyperthyreosen unterschiedlich sind
[7]. Méglichkeiten, eine klassische PPT mit Hyperthyreose von einer Autoim-
munhyperthyreose im Sinne eines M. Basedow zu unterscheiden, sind folgende
[1, 7, 8]

1. TSH-Rezeptorantikérper (TRAK): Ein M. Basedow ist unter anderem
durch das Auftreten von Antikérpern gegen den TSH-Rezeptor charakterisiert
[3]. Diese Antikorper sind nicht bei allen Patienten positiv, es gilt aber der
Nachweis von TRAK bei vorliegender Hyperthyreose fiir einen M. Basedow
beweisend [4, 8].

2. Tracer-uptake in die SD: Die Jod- bzw. Tc-Aufnahme in die SD bei PPT
ist, verglichen mit subakuter Thyreoiditis, stark vermindert [2, 4, 6].

3. Verlauf der Erkrankung: Wihrend eine PPT mit Hyperthyreose eine sich
selbst limitierende Erkrankung ist und in den meisten Fillen mild und tran-
sient verlduft, sind die Beschwerden bei einem M. Basedow stéirker, und eine
spezifische Therapie ist daher meist erforderlich [6].

Wir prasentieren nun einen Fall, den wir im Rahmen der Erhebung der
Hiufigkeit der PPT in Wien [5] beobachtet haben. Die Privalenz der PPT in
Wien betrigt ca. 5% und entspricht den internationalen Angaben. Eine
22jahrige Mutter entwickelte 4 Monate postpartal sowohl klinisch als auch
biochemisch eine Hyperthyreose. Zu diesem Zeitpunkt fand sich auch ein
positiver TRAK von 21 U/l (Henning, Radiorezeptorassay). Wir fithrten eine



24 Therapie der Hyperthyreose

SD-Szintigraphie mit Tc-99m durch, die einen sehr schwachen und deutlich
inhomogenen Uptake des Tracers aufwies, welche einen M. Basedow un-
wahrscheinlich machte. Die Patientin wurde lediglich mit einem B-Blocker
behandelt, und es konnte in einigen Wochen sowohl klinisch als auch bio-
chemisch eine Normalisierung der hyperthyreoten Stoffwechsellage erreicht
werden. Korrelierend mit dieser Konstellation kam es zu diesem Zeitpunkt
zu einem Abfall des TRAK’s. Die Patientin ist seither euthyreot, und eine
hypothyreote Phase wurde bisher (20 Monate pp) nicht beobachtet.

SchluB3folgerung

Trotz der allgemein geltenden Regel, da3 bei Vorliegen einer Hyperthyreose
ein positiver TRAK-Titer auch in der Postpartum-Periode fiir einen M.
Basedow beweisend ist, glauben wir, dal bei unserem Fall eine PPT mit
Hyperthyreose vorlag. Inwieweit die TSH-Rezeptorantikorper fiir die Ent-
wicklung der Hyperthyreose eine Rolle gespielt haben und ob es sich dabei
um ein Epiphdnomen handelt, bleibt offen. Eine Postpartum-Hyperthyreose
mit positivem TRAK ist aber nicht zwangsldufig ein M. Basedow.
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Diskussion
Gdrtner:

Wissen Sie etwas liber die Jodversorgung der Patientin? Ist sie méglicherweise
wihrend der Entbindung mit jodhaltigen Substanzen behandelt worden?
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Kurtaran:
Uber eine Jodkontamination weiB ich nichts Niheres.

Derwahl:

Bei dem von Thnen geschilderten Fall iiber Hyperthyreose bei Postpartum-
Thyreoiditis mit hohen TRAK-Werten, aber szintigraphisch niedrigem Jod-
uptake, besteht aus meiner Sicht die klassische Indikation fiir eine Differen-
zierung der TSH-Rezeptorantikérper. Auf diese Weise konnten Sie nachwei-
sen, ob die im TRAK-Assay gemessenen Antikorper eine stimulierende Wir-
kung auf die Schilddriise besitzen oder z. B. als funktionslos bindende Anti-
korper an den TSH-Rezeptor binden und damit keine Beziehung zur Hyper-
thyreose haben.

Kurtaran:

Sie haben ja gesehen, zu dem Zeitpunkt, wo die Hyperthyreose aufgetreten
ist, gab es auch einen positiven TSH-Rezeptorantikdrpertiter. Also aus kli-
nischem Aspekt bestand eine Korrelation. Daher haben wir in erster Linie an
einen Morbus Basedow gedacht. Und deswegen wollten wir auch wissen, ob
dies szintigraphisch nachzuweisen ist.

Derwahl:

Ich wollte Sie damit bestitigen und sagen, daB Sie durch eine Differenzierung,
indem Sie sagen ,wir haben TSH-Rezeptorantikérper und bestimmen die
Funktion dieser Antikorper*, wirklich feststellen konnen, ob es sich um eine
Stimulation der Schilddriise durch diese Antikorper handelt oder ob es funk-
tionslose TSH-Rezeptorantikorper waren.



Immunmechanismen beim Morbus Basedow

A. E. Heufelder

1. Immunmechanismen beim Morbus Basedow

Bei der Immunthyreopathie vom Typ Morbus Basedow handelt es sich um
eine Autoimmunerkrankung mit thyreoidalen und extrathyreoidalen Mani-
festationen. Neben der Schilddriise sind in absteigender Hiufigkeit das Re-
troorbitalgewebe (endokrine Orbitopathie), die Prétibialregion (pritibiales
Myxodem) sowie die Akren im Bereich von Hdanden und Fulen (Akropathie)
betroffen. Das verbindende, histologisch verifizierbare Merkmal der thyreo-
idalen und extrathyreoidalen Manifestationen ist die lymphozytéare Infiltration
der Zielgewebe. Zu den bei Patienten mit Morbus Basedow typischerweise
nachweisbaren Autoantikorpern gehéren Antikdrper gegen Schilddriisenper-
oxidase sowie [gG-Antikorper, die den TSH-Rezeptor im Zielgewebe entweder
stimulieren (TSH-Rezeptor stimulierende Immunglobuline) oder inhibieren
(TSH-Bindung an den TSH-Rezeptor blockierende Antikorper).

Nach heutigem Verstiandnis ist die Entstehung einer Inmunthyreopathie vom
Typ Morbus Basedow nicht durch einen singuliren Defekt oder Pathome-
chanismus, sondern durch ein komplexes, multifaktorielles Geschehen zu
erkldren. Daran sind neben den im Zentrum stehenden immunologischen und
immungenetischen Mechanismen auch psychosoziale Faktoren und Umwelt-
einfliisse beteiligt. Zu den bekannten ethnischen Hochrisikogruppen gehoren
unter anderem Kaukasier mit den Gewebsantigenen HLA-B8 und HLA-DR3,
Japaner mit HLA-BW35 und Chinesen mit HLA-BW46. Die einzelnen Ha-
plotypen scheinen vorwiegend Pridispositionsfaktoren darzustellen, haben
jedoch keinen bislang nachweisbaren EinfluB auf den Verlauf oder das the-
rapeutische Ansprechen eines Morbus Basedow.

Die priméire Ursache der Immunthyreopathie vom Typ Morbus Basedow ist
nach wie vor ungekldrt, doch konnten in den letzten Jahren — insbesondere
seit der Klonierung des humanen TSH-Rezeptors sowie der zunehmenden
Verfiigbarkeit molekularbiologischer Methoden — kausal relevante Partial-
mechanismen in zunehmendem MabBe identifiziert und teilweise auch im Detail
analysiert werden. Nachfolgend werden schwerpunktmiBig einige aktuelle
Fortschritte der experimentellen Grundlagenforschung zum Morbus Basedow
dargestellt, deren moégliche klinische Relevanz bereits absehbar ist. Abb. 1
zeigt eine Synopsis dieser neuen Entwicklungen in Verbindung mit den eta-
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blierten Konzepten zur Pathogenese des Morbus Basedow. Der Kenntnisstand
vor 1990 ist in exzellenten Ubersichtsarbeiten umfassend dargestellt [7, 13,
67).

Immunmechanismen beim MorbusBasedow
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Abb. 1 Synopsis der Immunmechanismen bei der Immunthyreopathie vom Typ Morbus Basedow
(TSI = TSH-Rezeptor-stimulierende Antikérper; TBII = TSH-Rezeptor-inhibierende
Antikorper; YRP = Yersinia-enterocolitica-Releaseprotein; sSICAM = loslicher [CAM-
1-Rezeptor; sTSHr = loslicher TSH-Rezeptor).

1.1 T-Lymphozyten

Ein zentrales Ereignis bei der Auslosung des thyreoidalen Immunprozesses
bildet die Interaktion zwischen intrazelluldr prozessiertem Antigen, MHC-
Klasse-I-Molekiilen und CD8+ Lymphozyten sowie MHC-Klasse-11-Mole-
kiilen und CD4+ Lymphozyten. Die Prdsentation von intrazelluldr prozes-
siertem Antigen erfolgt auf der Oberflache antigenprésentierender Zellen wie
Makrophagen, aktivierter T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und zytokinak-
tivierter Thyreozyten. An den Antigen-HLA-Komplex auf der Zelloberfliche
prisentationsfihiger Zellen binden die Antigenrezeptoren von CD4+ und
CD8+ Lymphozyten. Dieser Bindungsprozefl stimuliert die Bildung von
Antikorpern in B-Lymphozyten sowie die Sekretion von Zytokinen in T-
Lymphozyten. Diese parakrin und autokrin freigesetzien Zytokine stimulieren
ihrerseits die Proliferation antigenaktivierter B-Lymphozyten und antigen-
unabhdngig aktivierter T-Lymphozyten, aktivieren natiirliche Killerzellen und
vermitteln die zytotoxischen Effekte von CD8+ -Lymphozyten auf nichtlym-
phatische Zellen. Im Rahmen der T-Zellaktivierung spielt das Vorliegen spe-
zieller HLA-Haplotypen eine wesentliche Rolle, weil manche Antigene besser
mit bestimmten HLA-Haplotypen assoziieren und bestimmte Antigen-HLA-
Komplexe unterschiedlich gut an den Antigenrezeptor von T-Zellen binden.

Die thyreoidale lymphozytire Infiltration bei Autoimmunthyreopathien be-
steht zu einem wesentlichen Anteil aus T-Lymphozyten, deren phéanotypische
Charakterisierung an Hand von Oberflichenmarkern eine auffillige Selektion
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von T-Zelluntergruppen (Suppressorzytotoxische [CD8 4] und Suppressor-
Inducer [CD45RA +] T-Zellen) erkennen 146t [7, 13, 62]. Variationen des
Antigenrezeptors kommen bei der Aktivierung von T-Zellen eine besondere
Rolle zu, weil die Struktur des T-Zellantigenrezeptors die Bindung an be-
stimmte Antigen-HLA-Komplexe determiniert. Aufschluf iber die zentrale
Frage, ob infiltrierende Lymphozyten im Sinne einer sekunddren Immunant-
wort in die Schilddriise eingewandert sind oder dort als selektionierte T-
Zellpopulation intrathyreoidal heranreifen (primire Immunantwort), lieferten
in den letzten Jahren Untersuchungen zum Restriktionsgrad der intrathyreo-
idalen T-Zellpopulation [10, 11, 12, 40, 41, 42]. Sowohl die a-Kette als auch
die B-Kette des T-Zellantigenrezeptors wird von einem Gen kodiert, das sich
von einem urspriinglich weitaus grofleren Gen ableitet und im Laufe der T-
Zelireifung mehrfach Rearrangementprozessen unterzogen wird. Im Gegen-
satz zu MclIntosh et al. [42] konnten Davies et al. mittels PCR im Schilddrii-
sengewebe von Patienten mit autoimmunen Schilddriisenerkrankungen im
Vergleich zum peripheren Blut dieser Patienten eine ausgeprigte Restriktion
des T-Zellrezeptor-Va-Genrepertoires nachweisen [10, 11, 12]. Demgegeniiber
zeigten Patienten mit nichtautoimmunen Schilddriisen sowie gesunde Kon-
trollpersonen keine derartige Restriktion. Diese sowie jiingst an scid-Miusen
erhobenen Befunde [40, 41] sprechen fiir eine primire antigenabhdngige Re-
krutierung einzelner oder weniger autoreaktiver T-Zellklone in die Schilddriise
beim Morbus Basedow. Die betrichtliche interindividuelle Variabilitit im
Restriktionsgrad der T-Zellrezeptor-V-Gene sowie die auffillige Heterogeni-
tit der selektionierten V-Genfamilien sprechen fiir einen komplexen Immun-
prozeB, der stark von individuellen immungenetischen Faktoren abhangt und
Interaktionen zwischen verschiedenen T-Zellantigenrezeptoren und zahlrei-
chen Antigenepitopen umfassen diirfte. Trotz dieser Limitation wecken diese
Befunde die Hoffnung, mit Hilfe monoklonaler Antikdrper gegen spezifische
T-Zellrezeptoren die abnorme T-Zellfunktion bei autoimmunen Schilddriisen-
erkrankungen selektiv hemmen zu konnen. Eine prézisere Charakterisierung
der Interaktionen zwischen den relevanten Epitopen beteiligter Schilddriisen-
autoantigene, den HLA-Haplotypen und dem T-Zellantigenrezeptorkomplex
ist Voraussetzung fiir ein besseres Verstindnis der Mechanismen, die am
Verlust der Antigentoleranz, an der Auslésung des intrathyreoidalen Immun-
prozesses sowie an dessen Perpetuierung kritisch beteiligt sind.

1.2 TSH-Rezeptor
1.2.1 TSH-Rezeptor als Zielantigen fiir T-Zellen und TSH-

Rezeptorimmunglobuline

Obwohl T-Lymphozyten beim Morbus Basedow im Rahmen der frithen
Immunreaktion gegen den TSH-Rezeptor eine Schliisselrolle spielen diirften,
ist iber die Interaktionen zwischen T-Zellen und TSH-Rezeptorepitopen
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bislang wenig bekannt. Weetman et al. untersuchten in vitro die Proliferation
peripherer T-Zellen von 36 Patienten mit erstmanifestem Morbus Basedow
nach Stimulation mit 28 synthetischen Peptiden, die liberlappend die gesamte
extrazellulire Doméne des hTSH-Rezeptors abdeckten [60]. Dabei war mit
keinem dieser Peptide ein signifikanter Proliferationsunterschied zwischen T-
Zellen von Basedow-Patienten und Kontrollpersonen zu erkennen. Lediglich
zwel Peptide (AA 160 —179 und 174 — 193) fiithrten bei 31 —33% der Basedow-
Patienten und bei 10—19% der Kontrollpersonen zu einer deutlicheren Sti-
mulation. Interessanterweise war keine HLA-DR-Assoziation und keine Ver-
starkung der Proliferation nach Entfernung der CD8 +-Zellen zu erkennen.
Dariiber hinaus verschwand die Proliferationstendenz peripherer Blutlym-
phozyten nach Stimulation mit TSH-Rezeptorpeptiden unter antithyreoidaler
Medikation. Dieser Befund einer heterogenen polyklonalen T-Zellantwort auf
unterschiedliche TSH-Rezeptorepitope lassen die Autoren am mdéglichen Er-
folg einer Immuntherapie des Morbus Basedow durch Applikation modifi-
zierter TSH-Rezeptorpeptide zweifeln. Sakata et al. verglichen die Prolifera-
tion peripherer Blutlymphozyten von 8 Basedow-Patienten, 4 Patienten mit
Hashimoto-Thyreoiditis, 2 Patienten mit subakuter Thyreoiditis, 2 Patienten
mit rtheumatoider Arthritis und 8 Kontrollpersonen nach Stimulation mit fiinf
tiberlappenden synthetischen Peptiden (AA 12—30, 24 —44, 308 —328, 324 —
344, 339 —364), die zwei TSH-Bindungsregionen des TSH-Rezeptors in Mo-
lekiilbereichen abdeckten, die keine Sequenzhomologien mit dem LH-CG-
Rezeptor aufweisen [55]. Dabei zeigte sich eine fiir Basedow-Patienten spe-
zifische, allerdings heterogene und interindividuell verschiedene Lymphozy-
tenproliferation. Diese Befunde deuten darauf hin, daB die TSH-Bindungs-
regionen des hTSH-Rezeptors auch Zielepitope fiir autoreaktive T-Zellen
umfassen diirfen, die allerdings einer individuellen immungenetischen Regu-
lation zu unterliegen scheinen.

Seit der Klonierung, Sequenzierung und Expression des TSH-Rezeptors [46,
50] wurden umfangreiche Anstrengungen unternommen, die genauen Bin-
dungsstellen von TSH-Rezeptorantikdrpern am TSH-Rezeptor zu lokalisieren
und deren EinfluB auf die Rezeptorfunktion zu charakterisieren [14, 35—37,
44, 47 —49, 66]. Nagayama und Rapoport konnten zeigen, dal} die extrazel-
lulire Doméane des TSH-Rezeptors eine entscheidende Rolle fiir die Interak-
tion von TSH und TSH-Rezeptorantikérpern mit dem TSH-Rezeptor spielt
[47]. Hierbei scheint insbesondere einem Cystein im Aminosidurensegment
38 —45 durch Etablierung einer Disulfidbriicke eine zentrale Bedeutung bei
der Rezeptorfunktion zuzukommen [66]. Unter Verwendung von chimarisch
konstruiertem TSH-LH-Rezeptorprotein in transfizierten Zellen konnte diese
Gruppe seitdem eine Reihe von TSH-Rezeptorregionen identifizieren, die bei
der Bindung von TSH und TSH-Rezeptorantikdrpern eine Rolle spielen
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diirften [49]. Durch Substitution kleiner Aminosdaurensegmente (z. B. AA
25—30) lieB sich zeigen, daBl Untergruppen von TSH-RezeptorantikGrpern
im Serum von Basedow-Patienten trotz einheitlicher funktioneller Aktivitit
(z. B. cAMP-Stimulation) an unterschiedliche Regionen des TSH-Rezeptors
binden [48], also trotz funktioneller Uniformitit eine heterogene Epitopspe-
zifitit aufweisen. Zu kldren bleibt hier allerdings die zentrale Frage, ob als
Ursache dieser Effekte tatsichlich die erzeugten Sequenzveridnderungen selbst
verantwortlich sind. Eine weitaus groflere Rolle spielen moglicherweise die
hierdurch induzierten Konformationsianderungen in der dreidimensionalen
Struktur des Gesamtmolekiils oder von der Mutation entfernt liegender Re-
zeptorregionen.

Studien von Kohn und Mitarbeitern lassen erkennen, dall TSH-Rezeptor-
stimulierende und -inhibierende AntikGrper, wie sie bei bis zu einem Drittel
der Basedow-Patienten im Serum vorliegen, an unterschiedliche Regionen des
TSH-Rezeptors binden und je nach Konzentrationen und gegenseitigem In-
teraktionsgrad die funktionelle Aktivitit des TSH-Rezeptors modulieren kén-
nen [35, 36]. Die iiberwiegend am TSH-Rezeptor der Ratte vorgenommenen
Mutationen sprechen fir eine priferentielle Bindung TSH-Rezeptorblockie-
render Antikorper an Regionen, die am Carboxylende der extrazelluliren
TSH-Rezeptordomine liegen [36]. Demgegeniiber scheinen die Bindungsstel-
len fiir TSH-Rezeptor-stimulierende Antikorper heterogener verteilt und ver-
mehrt am N-terminalen Ende der extrazelluliren TSH-Rezeptordomine ge-
legen zu sein [37]. Weitgehend ungeklirt ist nach wie vor der Beitrag der
extrazelluliren Schleifen der Transmembrandominen. Ubereinstimmend ist
den nicht immer einheitlichen Ergebnissen zahlreicher Arbeitsgruppen [14,
35—37, 44, 47 —48, 66] zu entnehmen, dafB} sich TSH-Rezeptorantikorper im
Serum von Patienten mit Morbus Basedow aus einem Spektrum funktionell
und immunologisch heterogener Subpopulationen zusammensetzen, das so-
wohl interindividuelle als auch im Krankheitsverlauf intraindividuelle Unter-
schiede aufweist.

Trotz dieser faszinierenden neuen Einblicke ist jedoch zu bedenken, daB3 diese
Informationen tberwiegend an Hand artifizieller, nichthumaner Zell- und
Expressionssysteme mit potentiell unphysiologischer posttranslationeller Mo-
difizierung (z. B. Glykosylierung) und ohne Beriicksichtigung der Besonder-
heiten der Antigenprozessierung und -erkennung durch das humane Immun-
system gewonnen wurden. Studien von Ludgate et al. geben bereits erste
Hinweise darauf, dall der rekombinante hTSH-Rezeptor unter solchen Ex-
pressionsbedingungen humanes TSH nicht spezifisch und mit hoher Affinitit
bindet [9] und somit moglicherweise auch kein funktionell oder immunolo-
gisch informatives Abbild der TSH-Rezeptorexpression im thyreoidalen oder
extrathyreoidalen Gewebe beim Menschen darstellt.
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1.2.2 TSH-Rezeptormutationen und loslicher TSH-Rezeptor

Allgemein wird angenommen, daBl die Antigene im Rahmen von Autoim-
munerkrankungen strukturell intakt sind und daB vielmehr eine gestorte
Antigentoleranz und Fehler in der Immunregulation den Immunprozef3 in
Gang bringen. Interessanterweise wurde von mehreren Arbeitsgruppen in den
letzten Jahren tiber Mutationen im TSH-Rezeptorgen bei Patienten mit Mor-
bus Basedow berichtet. So wurde in Schilddriisen-RNA eines Basedow-Pa-
tienten eine somatische Mutation in der extrazelluliren Doméne des hTSH-
Rezeptors nachgewiesen [19]. Da die Mutation in einer vermuteten TSH-
Bindungsregion liegt, konnte diese Mutation mit der Schilddriisenerkrankung
dieses Patienten in Verbindung stehen. Bahn et al. fanden eine genomische
Punktmutation im TSH-Rezeptorgen (Threonin fiir Prolinsubstitution im
Codon 52) retroorbitaler Fibroblasten bei 2 von 22 untersuchten Patienten
mit Morbus Basedow und endokriner Orbitopathie [4, 5]. Klinisch wiesen
diese beiden Patienten eine schwere endokrine Orbitopathie, ein ausgeprigtes
pratibiales Myxddem, eine Akropathie und extrem hohe Titer an TSH-
Rezeptor-stimulierenden Antikorpern auf. Da diese Mutation in einem Gen-
abschnitt liegt, der fiir eine potentiell immunogene Region des TSH-Rezeptors
kodiert und die resultierende Ladungsinderung der Konformationsepitope
des TSH-Rezeptors verdndern konnte, wire es denkbar, dall diese Mutation
die immunogene Aktivitit des TSH-Rezeptors oder die funktionelle Inter-
aktion von TSH-Rezeptorantikorpersubgruppen am TSH-Rezeptor beein-
fluBt. Interessanterweise wurde dieselbe Mutation kiirzlich auch bei einem
Patienten mit Morbus Basedow im Schilddriisengewebe nachgewiesen.

Die Existenz eines loslichen TSH-Rezeptorproteins im Schilddriisengewebe
und Serum wurde in den letzten Jahren von mehreren Arbeitsgruppen be-
schrieben. Murakami et al. konnten zeigen, daf ein anti-TSH-Rezeptoranti-
serum gegen ein synthetisches TSH-Rezeptorpeptid (AA 32—156) im Serum
von Patienten mit Morbus Basedow ein 60 kDa-Protein erkennt, das einem
loslichen TSH-Rezeptor entsprechen konnte [45]. Hunt et al. konnten in
menschlicher Schilddriisen-mRNA mittels Northern blots zwei kleinere TSH-
Rezeptortranskripte nachweisen, die vermutlich durch ,,alternatives splicing®
der TSH-Rezeptor-RNA zustande kommen, nur fiir die extrazellulire Do-
mine des TSH-Rezeptors kodieren und somit als Kandidaten fiir einen 10s-
lichen TSH-Rezeptor in Betracht kommen [33]. Durch PCR-gestiitzte Klo-
nierung der TSH-Rezeptor-Splicingvarianten aus polysomaler Schilddriisen-
RNA lieB3en sich fiinf alternativ gesplicte Molekiilvarianten nachweisen. Eines
dieser Splicingvarianten-Transkripte kodiert aktuellen Befunden zufolge fiir
die ersten 8 Exone sowie einen neuartigen 22 Aminosiduren-Carboxyterminus
[18]. Die physiologische und pathophysiologische Bedeutung dieser durch
alternatives Splicing entstandenen TSH-Rezeptormolekiile im Schilddriisen-
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gewebe und Serum von Patienten mit Morbus Basedow ist derzeit noch unklar
[58]. Die Vorstellung eines 10slichen TSH-Rezeptors bzw. Bindungsproteins
fiir TSH oder TSH-Rezeptorantikorper im Serum von Patienten mit Immun-
thyreopathien bildet jedoch angesichts der méglichen funktionellen und im-
munologischen Konsequenzen in vivo und in vitro ein duflerst aufregendes
Forschungsgebiet.

2. Zytokine und Adhésionsmolekiile

Im Rahmen der Pathogenese der thyreoidalen und extrathyreoidalen Mani-
festation beim Morbus Basedow spielen parakrin und autokrin freigesetzte,
lokal wirksame Zytokine und Wachstumsfaktoren bei der Interaktion im-
munkompetenter Zellen untereinander und deren Kommunikation mit Thy-
reozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und extrazelluliren Matrixkomponen-
ten eine zentrale Rolle. Zu den wichtigsten Funktionen von Zytokinen gehoren
u.a. die Regulation immunmodulatorischer Proteine (MHC-Klasse-I- und
-II-Molekiile, Adhédsionsmolekiile, StreBproteine u.a.), die Aktivierung von
T- und B-Lymphozyten und die Modulation metabolischer Prozesse (Zellpro-
liferation, Produktion von Glykosaminoglykanen und Komponenten der ex-
trazelluldren Matrix). Thyreozyten sind in der Lage, zahlreiche Zytokine mit
T-Zell-stimulierender Aktivitdt wie IL-1, IL-6, IL-8 und TNFa und TGFp
zu produzieren [71]. Unsere Arbeitsgruppe konnte im Schilddriisengewebe
von Basedow-Patienten IL-8 mRNA und IL-8-Protein in groBen Mengen
nachweisen (Abb. 2). IL-8 mRNA fand sich dabei vorwiegend im interfolli-
kuldren Bindegewebe und im Bereich der lymphozytiren Zellinfiltrate, war
jedoch auch in den hypertrophierten Thyreozytenfollikeln médBig stark nach-
weisbar. Als Produktionsorte des zur CXC-Superfamilie gehorenden IL-8,
das bereits in picomolaren Konzentrationen eine ausgeprigte Lymphozyten-
chemotaxis hervorruft, kommen in der Schilddriise von Basedow-Patienten
in erster Linie Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten und Fibroblasten,
daneben jedoch auch Thyreozyten und Endothelzellen in Betracht. Im Ge-
gensatz hierzu lie3 sich [IFNy-mRNA und -Protein in Basedow-Schilddriisen
nur im Bereich der mononukledren Zellinfiltrate nachweisen [72]. Neben
anderen Zytokinen spielen [IFNy, TNFa und IL-1 eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung und anhaltenden Expression verschiedener Adhdsionsmolekiile,
die im Rahmen des Morbus Basedow bei der zelluldren Infiltration thyreoi-
daler und extrathyreoidaler Gewebe von zentraler Bedeutung sind. Nach
Zytokinaktivierung lassen sich im Schilddriisengewebe zahlreiche Adhédsions-
rezeptoren nachweisen, unier anderem ICAM-1, ICAM-2, ELAM-1, LFA-3
[43, 61, 63, 68]. Die koordinierte Aktivierung von Adhdsionsmolekiilen im
GefiBendothel sowie von Gegenrezeptoren auf Lymphozyten und Makro-
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Abb. 2 Nachweis von Interleukin-8 messenger-RNA im Schilddriisengewebe eines Patienten mit
unbehandelter Immunhyperthyreose vom Typ Morbus Basedow. Nichtradioaktive in
situ-Hybridisierung unter Verwendung einer Digoxigenin-markierten Oligonukleotid-
sonde an Kryostatschnitten (DIC-Kontrastaufnahme, OriginalvergroBerung x 400).

phagen diirfte einen entscheidenden frithen Schritt in der Rekrutierung be-
stimmter Makrophagen- und T-Zellpopulationen in die Schilddriise darstellen.
Neben der Selektionsfunktion beim Uberschreiben der Endothelbarriere be-
sitzen Adhéisionsrezeptoren noch zahlreiche extravaskuldre Eigenschaften,
denen in der Pathogenese des Morbus Basedow im Hinblick auf therapeuti-
sche Interventionen Schliisselfunktionen zukommen diirften. Hierzu gehdren
die Aktivierung und Plazierung von Lymphozyten, die antigenabhdngige
Migration immunkompetenter Zellen, synergistische Effekte bei der Antigen-
prasentation sowie zellulire Effektorfunktionen bei der Erkennung und Zer-
storung antigenprisentierender Zellen [57]. Tamura et al. beobachteten im
Tiermodell nach Gabe der Makrolidsubstanz FK 506 in Verbindung mit einer
ausgepragten Hemmung der mononukledren Zellinfiltration der Schilddriise
eine weitgehende Suppression zahlreicher immunologischer Aktivierungsmar-
ker auf immunkompetenten Zellen, Thyreozyten und Endothelzellen, unter
anderem der Adhésionsrezeptoren ICAM-1 und LFA-1 [59]. Eine prizisere
Charakterisierung der an der Auslésung und Perpetuierung von Immunthy-
reopathien beteiligten Adhéisionsmolekiile konnte einen wesentlichen Schritt
auf dem Weg zur Entwicklung selektiverer Therapiestrategien darstellen, wie
sie insbesondere bei Basedow-Patienten mit schwerer endokriner Orbitopathie
vordringlich sind.

Die extrazelluldren Doménen einiger der genannten Adhésionsmolekiile sind
bei Autoimmunerkrankungen auch in Form léslicher, im Blut zirkulierender
Rezeptoren nachweisbar und dirften derzeit noch kaum bekannte immun-
modulatorische Funktionen haben, die molekiilabhédngig von der Dampfung
einer iiberschieBenden Immunantwort bis hin zur Aktivierung immunkom-
petenter Zellen reichen konnen. Im Serum von unbehandelten Patienten mit
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Morbus Basedow sind signifikant erhohte Konzentrationen an 16slichem
ICAM-1 (sICAM-1) nachweisbar, die bei gleichzeitigem Vorliegen einer ak-
tiven endokrinen Orbitopathie sogar noch hoher liegen kénnen [20].

3. Infektionen, zelluldrer und emotioneller Stref3

Eine Bedeutung infektioser und emotionaler Strefaktoren als ursdchliche-
oder Triggermechanismen in der Pathogenese des Morbus Basedow wird seit
vielen Jahren vermutet [64]. Vermutungen iber eine kausale Rolle von HIV-
Viren [8] erwiesen sich als nicht reproduzierbare Spekulation [44]. Die Asso-
ziation des Morbus Basedow mit dem Nachweis von Spumavirussequenzen
wurde bislang an groBeren Fallzahlen und von anderen Labors nicht bestitigt
[38]. Einen vorziiglichen Uberblick iiber das komplexe Zusammenwirken
infektioser und immunologischer Mechanismen als mogliche Pathomechanis-
men beim Morbus Basedow und anderen Autoimmunerkrankungen vermittelt
die Ubersichtsarbeit von Tomer und Davies [64]. Das Konzept von Antigen-
gemeinsamkeiten (,molecular mimicry*) zwischen Schilddriisenautoantige-
nen, extrathyreoidalen Antigenen, StreBproteinen [21], antigenen viralen oder
bakteriellen Epitopen und Superantigenen bleibt durch kontroverse aktuelle
Befunde weiter spannend. Arscott et al. fanden bei Patienten mit Morbus
Basedow eine starke Stimulation der Proliferation intrathyreoidaler Lympho-
zyten durch Yersinia-enterocolitica-Releaseproteine, konnten jedoch kein fiir
Basedow-Patienten spezifisches serologisches Reaktionsprofil mit Yersinia-
Membranen oder -Releaseproteinen feststellen, so daB ein méglicher kausaler
Zusammenhang zwischen Yersiniainfektion und Morbus Basedow durch eine
Kreuzreaktivitit von T-Zellen entstehen konnte [1]. In diesem Zusammenhang
von Interesse sind auch Befunde von Luo et al., die eine selektive Kreuzreak-
tivitdt zwischen im Tiermodell hergestellten Antikdrpern gegen die extrazel-
luldre Domine des hTSH-Rezeptors und Hiillproteinpriaparationen von Yer-
sinia enterocolitica nachweisen konnten [39]. Diese Reaktivitit war durch
gereinigten hTSH-Rezeptor blockierbar. Im Gegenzug war auch die Reakti-
vitdt von Antiseren gegen Yersinia enterocolitica mit gereinigtem extrazellu-
lirem TSH-Rezeptorprotein und Yersinia-enterocolitica-Hiillprotein blok-
kierbar. Zumindest im Tiermodell konnte die Formation von TSH-Rezeptor-
kreuzreaktiven Antikérpern bei der Immunisierung gegen Yersinia entero-
colitica zum Zusammenbruch der Selbsttoleranz fiir den TSH-Rezeptor fiithren
und auf diesem Weg einen gegen den TSH-Rezeptor gerichteten Autoimmun-
prozef} in Gang setzen.

Auch emotionale Streifaktoren sowie Umweltnoxen (Nikotin u.a.) diirften
zu immunmodulatorischen Effekten fithren und kdnnten beispielsweise durch
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eine neuroendokrin vermittelte, zytokinabhingige HLA-DR-Expression in
Thyreozyten die Prasentation von Antigenen stimulieren oder T-Zellen anti-
genunabhdngig aktivieren. Zwischen dem Auftreten eines Morbus Basedow
und vorangehenden einschneidenden psychischen StreBsituationen, wie dem
Verlust eines Ehepartners, scheint eine enge Assoziation zu bestehen [56, 70].
Der methodische Ansatz solcher Studien leidet jedoch mdglicherweise unter
einer ungeniigenden Prizisierung der StreBqualitit, weil beispielsweise das
Ableben eines miBliebigen Ehepartners méglicherweise gar keinen negativen
StreBfaktor darstellt [53].

4. Immunmechanismen im Rahmen der endokrinen
Orbitopathie (Abb. 3)

Connective tissue autoimmunity in GO

- IFNg

@ ] IL-1, IL4, TNFa, =
IGFb, PDGF, IGF-1, OFR, PGE

— Extracellular matrix ——

- Glycosaminoglycan accumulation
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Abb. 3 Synopsis der Immunmechanismen im retroorbitalen Bindegewebe bei der endokrinen
Orbitopathie (OF = Orbitafibroblast; HSP = StrefBprotein; TSI = TSH-Rezeptor-
stimulierende Antikérper).

Die klinischen Symptome der endokrinen Orbitopathie wie Proptosis, Au-
genmuskeldysfunktion und periorbitale Odeme lassen sich auf mechanischer
Basis durch die Zunahme des retroorbitalen Binde- und Muskelgewebes
innerhalb der kndchernen Orbitae erkldren. Die Volumenzunahme des re-
troorbitalen Gewebes resultiert aus einer Anhdufung von Kollagenen, hydro-
philen Glykosaminoglykanen (GAG) und der damit verbundenen Fliissig-
keitsretention im retroorbitalen Gewebe. Dieser Prozel wird hochstwahr-
scheinlich von T-Lymphozyten unterhalten, die iiber bestimmte Adhésions-
molekiile Zugang zum Retroorbitalraum erhalten [2, 3, 69]. Von aktivierten



36 Therapie der Hyperthyreose

Lymphozyten und Makrophagen sowie ortsstandigen Zellen des retroorbi-
talen Bindegewebes freigesetzte Zytokine stimulieren in retroorbitalen Fibro-
blasten eine Reihe von Zellfunktionen wie die Produktion von GAG, die
Expression von HLA-DR-Molekiilen [22] und StreBproteinen [23, 24] sowie
die Zellproliferation [25]. Wihrend diese Prozesse in der Pathogenese der
klinischen Manifestationen der endokrinen Orbitopathie eine wesentliche
Rolle spielen, ist das primdre Antigen dieses vermutlichen Autoimmunpro-
zesses nach wie vor unbekannt.

Klinisch besteht ein enger zeitlicher Zusammenhang zwischen der Manifesta-
tion einer endokrinen Orbitopathie und dem Auftreten einer immunogenen
Hyperthyreose vom Typ Morbus Basedow. Als Ursache der Basedow-Hyper-
thyreose gelten Immunmechanismen, die gegen den TSH-Rezeptor gerichtet
sind und dessen Funktion modulieren [13]. Bei Anwendung sensitiver dia-
gnostischer Methoden kann eine endokrine Orbitopathie bei der iiberwiegen-
den Mehrzahl der Patienten mit Morbus Basedow nachgewiesen werden [3, 7].
Ein kleiner Prozentsatz von Patienten mit Morbus Basedow weist zusétzlich
zu einer endokrinen Orbitopathie ein pratibiales Myxodem auf, wihrend eine
Akropathie von Fingern oder Zehen sehr selten vorkommt. Patienten mit
einer oder mehreren extrathyreoidalen Manifestationen zeigen hadufig eine
besonders schwere Form der endokrinen Orbitopathie und weisen praktisch
immer hohe Serumkonzentrationen an TSH-Rezeptor-stimulierenden Immun-
globulinen auf. Auch wenn bislang keine klare Korrelation zwischen dem
Schweregrad der endokrinen Orbitopathie und der Hohe der TSH-Rezeptor-
antikorper nachgewiesen werden konnte, finden sich bei der Mehrzahl der
Patienten mit schwerer endokriner Orbitopathie deutlich erhohte Konzentra-
tionen an TSH-Rezeptor-stimulierenden Antikérpern. Die endokrine Orbi-
topathie kann demnach wohl kaum als eigenstindige Erkrankung gelten,
sondern représentiert am ehesten eine Manifestationsform in einem Spektrum
von Krankheitsauspriagungen, die in enger Assoziation mit dem Immunproze3
beim Morbus Basedow stehen. Wenn also ein gemeinsames Antigen als
pathogenetisches Bindeglied zwischen den thyreoidalen und extrathyreoidalen
Manifestationen beim Morbus Basedow in Betracht kommt, bildet der TSH-
Rezeptor einen logischen Kandidaten. Derzeit fehlen noch iiberzeugende
Befunde, denen zufolge der TSH-Rezeptor als Autoantigen von T-Lympho-
zyten erkannt wird [55, 60], wiahrend einige Befunde eine Interaktion zwischen
TSH-Rezeptorantikorpern und extrathyreoidalen TSH-Rezeptoren erkennen
lassen [26].

Flr die Existenz eines TSH-Rezeptors auflerhalb der Schilddriise sprechen
einige Befunde, die noch vor der Klonierung des TSH-Rezeptors mit nicht-
molekularbiologischen Methoden an Fibroblasten und Adipozyten gewonnen
wurden [54]. Dariiber hinaus wurden auf Zellmembranen aus dem retroor-
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bitalen Bindegewebe von Schweinen Bindungsstellen fiir '**J-markiertes bo-
vines TSH nachgewiesen, die bevorzugt mit IgG-Antikérpern aus dem Serum
von Patienten mit endokriner Orbitopathie reagierten [34]. Fiir die Existenz
eines funktionell intakten TSH-Rezeptors auf retroorbitalen Fibroblasten
sprechen auch Befunde unserer Arbeitsgruppe, die eine gesteigerte Expression
verschiedener immunmodulatorischer Molekiile nach Stimulation retroorbi-
taler Fibroblasten mit IgGs von Patienten mit endokriner Orbitopathie und
hohen TSH-Rezeptor-stimulierenden Immunglobulinen erkennen lieBen (26].
Da diese Effekte jedoch nicht den klassischen, durch den TSH-Rezeptor in
Thyreozyten vermittelten Funktionen entsprechen, bleibt die Existenz eines
funktionell intakten TSH-Rezeptors im extrathyreoidalen Gewebe weiterhin
hypothetisch.

Mehrere Arbeitsgruppen haben sich mittlerweile mit der Suche nach TSH-
Rezeptor RNA in extrathyreoidalen Geweben befaflt. Mittels Northern blot-
ting von Augenmuskel-mRNA sowie PCR-Amplification einer Augenmuskel-
cDNA library gelang Paschke et al. kein Nachweis von Transkripten der
extrazellularen Region des hTSH-Rezeptors [51]. Wahrend diese Autoren ihre
Befunde als Hinweis fiir das Fehlen eines TSH-Rezeptors im Orbitagewebe
und damit als Argument gegen eine Rolle des TSH-Rezeptors als Autoantigen
bei der endokrinen Orbitopathie interpretieren, sind andere Arbeitsgruppen
zu unterschiedlichen Ergebnissen gekommen. Mittels Northern blotting und
PCR konnten Rosselli-RehfuB} et al. TSH-Rezeptortranskripte zwar nicht im
Augenmuskelgewebe von Kaninchen, wohl aber im Fettgewebe nachweisen
[52]. Francis et al. konnten TSH-Rezeptortranskripte mittels PCR in Lym-
phozyten-RNA nachweisen [16], doch gelten diese Befunde infolge der Pri-
merlokalisierung in der intronlosen intrazellulidren Region als unsicher. Mittels
reverse-transcriptase-PCR (RT-PCR) konnten Feliciello et al. RNA fiir den
gesamten TSH-Rezeptor in nicht ndher definierten Zellhomogenaten aus
Schilddriisen- und Retroorbitalgewebe, jedoch nicht in Fibroblasten und
Muskelzellen nachweisen [15, 17]. '

Unsere Arbeitsgruppe hat in kultivierten retroorbitalen Fibroblasten von
Patienten mit endokriner Orbitopathie mittels RT-PCR ein 705-Basenpaar-
langes Fragment der extrazelluliren Domdne des hTSH-Rezeptors nachge-
wiesen [27). Zum Ausschlufl einer Kontamination mit DNA wurde mit Pri-
mern amplifiziert, die mehrere Introns {iberspannen. Zusatzlich wurden samt-
liche cDNA-Proben mit introniiberspannenden Primerpaaren fiir B-Aktin
parallel amplifiziert und sdmtliche Produkte durch Transskriptsequenzierung
und Southern blotting mit einer internen Sonde kontrolliert. Die fiir den
hTSH-Rezeptor kodierende RNA wurde in retroorbitalen und pritibialen
Fibroblasten von Patienten mit endokriner Orbitopathie, gesunden Kontroll-
personen sowie TSH-Rezeptor-transfizierten CHO-Zellen nachgewiesen. Im
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Gegensatz hierzu waren mit diesem Protokoll in verschiedenen anderen nicht-
fibroblastdren Zellinien sowie nichttransfizierten CHO-Zellen keine hTSH-
Rezeptortranskripte nachweisbar. Diese Befunde dokumentieren die Prisenz
von TSH-Rezeptor-kodierender RNA in Fibroblasten und sprechen bei in-
takter Translation fiir die Expression des hTSH-Rezeptors in diesen Zellen.
Seitdem konnten wir in retroorbitalen Fibroblasten RNA nachweisen, die fiir
den gesamten hTSH-Rezeptor kodiert [28]. Derzeit laufende Studien miissen
zeigen, ob tatsachlich ein funktionell intaktes TSH-Rezeptorprotein mit me-
tabolischen Auswirkungen auf die Zelle sowie immunologischer Relevanz im
Rahmen des orbitalen Immunprozesses exprimiert wird. Der Befund einer
TSH-Rezeptorexpression in Fibroblasten aus allen untersuchten Regionen
liefert auf den ersten Blick keine logische Erklirung fiir die extrathyreoidalen
Pridilektionsstellen des Morbus Basedow im Bereich von Orbita und Priti-
bium. Andererseits liegen jedoch zahlreiche Befunde vor, die phinotypische,
funktionelle und immunologische Unterschiede zwischen Fibroblasten aus
unterschiedlichen anatomischen Regionen erkennen lassen [22, 23, 29 —32].
Dariiber hinaus konnten quantitative Unterschiede in der Expression des
hTSH-Rezeptors oder Unterschiede in der gewebeabhidngigen Expression
einer alterierten hTSH-Rezeptorform bestehen. In diesem Zusammenhang ist
es von Interesse, daB3 bei einigen Patienten mit endokriner Orbitopathie in
Fibroblasten aus Orbita, Prdtibium und Abdomen eine Punktmutation des
hTSH-Rezeptorgens nachzuweisen ist [5]. Diese Mutation, die auch bei einem
Patienten mit Immunhyperthyreose vom Typ Morbus Basedow nachgewiesen
wurde, konnte immunologische Relevanz besitzen, weil sie moglicherweise die
dreidimensionale Struktur des hTSH-Rezeptors verandert. Obwohl diese Mu-
tation bislang nur bei einem kleinen Teil der Patienten mit Morbus Basedow
nachzuweisen war, konnten hTSH-Rezeptorgenmutationen bei diesen Patien-
ten funktionell und immunologisch bedeutsam sein. Dariiber hinaus wurde
in einer Basedow-Schilddriise auch noch die somatische Mutation eines un-
terschiedlichen Nukleotids nachgewiesen [19].

Das Auftreten einer endokrinen Orbitopathie trotz Vorliegens einer bioche-
misch euthyreoten Stoffwechsellage gilt als populidres Argument gegen eine
mogliche Bedeutung des hTSH-Rezeptors bei dieser Erkrankung. Das Vor-
kommen von TSH-Rezeptorantikorpern mit heterogener Epitopspezifitit und
variabler funktioneller Aktivitdt ist gerade beim Morbus Basedow gut bekannt
und in Arbeiten aus jiingster Zeit experimentell eindrucksvoll belegt [35, 36].
Obwohl bislang kaum Daten zum Immunglobulinrepertoire bei Patienten mit
Morbus Basedow vorliegen, bestehen heute kaum noch Zweifel, dal Immun-
globuline mit unterschiedlicher funktioneller Aktivitdt an verschiedene Re-
gionen der extrazelluldiren TSH-Rezeptordomane binden und nicht notwen-
digerweise mit der Region interagieren, die fir die Bindung und funktionelle
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Aktivitdat von TSH verantwortlich ist [3, 47, 49]. Das Auftreten einer endo-
krinen Orbitopathie bei Euthyreose widerlegt somit keineswegs die Moglich-
keit, da3 der hTSH-Rezeptor ein wichtiges, die thyreoidalen und extrathyreo-
idalen Manifestationen des Morbus Basedow verbindendes Antigen darstellt.
Die Prisenz eines funktionell intakten TSH-Rezeptors im Orbitagewebe vor-
ausgesetzt, diirfte das Konzept funktionell und immunologisch unterschied-
licher TSH-Rezeptorepitope, die mit den entsprechenden Immunglobulindo-
manen interagieren, auch wesentlichen Einflul auf das Verstindnis der en-
dokrinen Orbitopathie haben.
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Diskussion

Kallee:

Der Morbus Basedow ist doch eine polytope, polymorphe Systemerkrankung
des lymphatischen Apparates. AuBer der Schilddriise und den Augen sind
vielfach auch andere Organe befallen, beispielsweise denke ich an Diabetes,
Polyarthritis, Gicht und Gastritis mit perniziéser Anidmie, die meist nicht
gleichzeitig, sondern sukzessiv auftreten. Wie ist das auf ,,genetischer Ebene*
zu erkldren?

Heufelder:

Es kommt darauf an, welche Philosophie man vertritt, ob man glaubt, daBl
der Morbus Basedow eine antikérperabhdngige oder eine T-Zell-abhingige
Erkrankung ist. Die meisten wiirden, glaube ich, zustimmen, daB3 er eine T-
Zell-vermittelte Erkrankung ist, die dann zur B-Zellstimulation und dann zur
Antikorperbildung fiithrt. Ob T-Zellen in der Magenschleimhaut, im Gelenk
oder, wo immer Sie sie finden, im Pankreas vorhanden sind, ich weil3 es nicht
so genau. Aber ich kénnte mir vorstellen, man mifite untersuchen, ob das
die gleichen T-Zellen sind.



Moglicher Transfer einer immunogenen
Hyperthyreose bei einer Knochenmarktransplantation
(KMT)

S. Lederbogen, K. Quabeck, H. Grosse-Wilde, K. Badenhoop,
K. H. Usadel, Th. Olbricht, D. Reinwein

Obwohl der Pathomechanismus der Hyperthyreose vom Typ Morbus Base-
dow noch nicht vollstindig aufgeklért ist, wird heute von einem Zusammen-
treffen einer genetisch determinierten Disposition und dullerer Einfliisse aus-
gegangen [2, 5]. Bekannt ist, daB} die Determinanten immunologischer Para-
meter im Rahmen einer allogenen KMT iibertragen werden kénnen. Holland
et al. [3] beschrieben das Auftreten einer immunogenen Hyperthyreose bei
zwei Geschwistern acht Jahre nach erfolgreicher KMT. Lampeter et al. [4]
beobachteten bei einer Patientin das Auftreten eines insulinpflichtigen Dia-
betes mellitus vier Jahre nach KMT. Der Bruder (Spender) litt bereits zum
Zeitpunkt der Transplantation an einem insulinpflichtigen Diabetes mellitus.
In beiden Fillen ist der lange Zeitraum zwischen Transplantation und Aus-
bruch der Erkrankung bemerkenswert, so dal ein Zusammenhang nur ver-
mutet werden konnte. Wir berichten tiber den ersten Fall eines Auftretens
einer immungenen Hyperthyreose direkt in AnschluB3 an eine KMT.

Eine 26jihrige Patientin erkrankte 10/91 an einer akuten myeloischen Leu-
kdmie. Nach drei Kursen Chemotherapie nach dem TAD-Protokoll konnte
eine komplette Remission erreicht werden. Im Mai 1992 erfolgte in der Inneren
Klinik (Tumorforschung) Essen die erfolgreiche KMT. Spenderin war die
35jahrige HLA-identische Schwester, die sich jedoch in einem HLA-DPB Allel
von ihrer Schwester unterschied (Abb. 1). Bei einer Kontrolluntersuchung drei
Wochen vor Transplantation konnte klinisch und biochemisch eine eindeutig
euthyreote Stoffwechsellage sowie ein unauffilliger Antikdrperstatus doku-
mentiert werden (Normwerte fiir fT4, fT3, TSH 1,4 mU/l, TRAK < 5 U/l).
Vier Wochen nach der KMT traten Tachykardien bis 116 min ' und ein
Gewichtsverlust von 6 kg auf. Zehn Wochen nach Transplantation sicherten
wir dann eindeutig eine floride Hyperthyreose (fT3 14.5 pmol/l, fT4 42.0
pmol/l, TSH < 0.1 mU/1) bei Morbus Basedow (TPO-AK 691 U/ml, TAK
883 U/ml, TRAK 22 U/l). Sonographisch konnte eine Struma diffusa (Vo-
lumen 38 ml) mit typisch echoarmer Binnenstruktur dargestellt werden. Die
erganzende 99m-Technetiumszintigraphie war nach Jodkontamination durch
oral applizierte Desinfektionsmittel nicht verwertbar, der Uptake betrug nur
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0,2%. Eine thyreostatische Therapie mit Methimazol 40 mg/die wurde ein-
geleitet. Zufallig wurde bei o. g. Schwester zum gleichen Zeitpunkt ebenfalls
eine floride Hyperthyreose entdeckt (T4 403 nmol/l, T3 10.05 nmol/l, fT4
49 pmol/l, TSH < 0.23 mU/l, TRAK 70 U/l). Da die klinischen Symptome
bereits einige Monate bestanden, muBl von einer Hyperthyreose bereits zum
Zeitpunkt der Transplantation ausgegangen werden.

vor KMT:

— Patientin: HLA-DPB*0401,0401

— Spenderin: HLA-DPB*0101,0401

nach KMT:

— Patientin: DQA1*0301/*0501 DQB1*0201/*0302
— Spenderin: DQA1*0301/*0501 DQB1*0201/*0302

Abb. 1 Molekulargenetische Untersuchungen.

Nach der KMT konnte aus EDTA-Blutproben der beiden Schwestern DNA
isoliert und mittels Polymerasekettenreaktion eine HLA DQA1/DQB1 Typi-
sierung angeschlossen werden (Abb. 1). Im weiteren Verlauf konnte die Me-
thimazoldosis auf 5 mg/die reduziert werden, zusitzlich wurde L-Thyroxin
50 pg/die verordnet. Bei einer Kontrolluntersuchung 13 Monate nach Dia-
gnosestellung befand sich die Patientin in einem guten Allgemeinzustand, bei
euthyreoter Stoffwechsellage erfolgt seitdem ein AuslaBversuch. Schilddrii-
senvolumen (18 ml) und Binnenstruktur hatten sich normalisiert.

Die Hypothese, daf} bei unserer Patientin ein Transfer eines organspezifischen
T-Suppressor-Zell-Defektes und kein zufilliges Auftreten vorliegt, wird durch
die sehr rasche Entwicklung der Hyperthyreose nach KMT unterstiitzt, auch
wenn ein endgiiltiger Beweis aussteht.

Ein unspezifischer T-Suppressor-Zell-Defekt, bedingt durch duflere Einfliisse
(e.g. Stress, Medikamente etc.), konnte einen zusdtzlichen Faktor darstellen.
Dariiber hinaus fand sich nach KMT bei den molekulargenetischen Unter-
suchungen eine Identitidt der Schwestern fiir DQA1/DQB1. Da eine Haufung
des auch bei den beiden Schwestern nachgewiesenen Allel DQA1*0501 bei
Patienten mit Morbus Basedow beschrieben wurde [1], muB hier ein weiterer
pridisponierender Faktor angenommen werden.
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Schilddriisenantikérper und die Intensitit des
intrathyreoidalen Autoimmunprozesses
bei Morbus Basedow

R. Paschke

Einleitung

Die Bedeutung unterschiedlich erhéhter Schilddriisen Autoantikdrpertiter bei
Morbus Basedow ist bisher weitgehend unbekannt. So erlaubt nach den
Ergebnissen der grofiten prospektiven Studie die Bestimmung der Schilddrii-
senantikdrper nach einer thyreostatischen Therapie keine Vorhersage des
individuellen Morbus Basedow Verlaufs [20].

Der Morbus Basedow ist ein organspezifischer AutoimmunprozeB3, welcher
durch eine lymphozytére Infiltration der Schilddriise gekennzeichnet ist. Trotz
extrathyreoidaler Syntheseorte fiir Schilddriisenantikérper [18, 23] scheinen
die intrathyreoidalen Lymphozyten der bedeutendste Ort der Schilddriisenan-
tikorpersynthese zu sein [7, 14, 16].

Mikrosomale AntikOrper korrelieren mit der Intensitdt der intrathyreoidalen
Infiltration durch B-Lymphozyten und mit der Anzahl intrathyreoidaler Lym-
phozyten bei lymphozytirer Thyreoiditis und in normalen Schilddriisen [10,
11, 24). Es ist bisher jedoch nicht bekannt, ob dies auch fiir den Morbus
Basedow zutrifft. Weiterhin ist bisher unbekannt, ob die TSH Rezeptoranti-
korper mit dem Ausmall der lymphozytiren Schilddriiseninfiltration korre-
lieren. Daher wurde die Korrelation der Schilddriisenantikorper bei Morbus
Basedow mit der Intensitét der Infiltration durch solche immunkompetenten
Zellen untersucht, fiir welche eine Beteiligung im Autoimmunproze3 bei
Morbus Basedow bekannt ist.

Patienten und Methoden

26 Patienten, deren Schilddriise wegen eines Morbus Basedow subtotal rese-
ziert wurde (mittleres Alter 36.7+2.1 Jahre), wurden prospektiv untersucht.
24 Patienten wurden prioperativ mit Carbimazol und 2 Patienten mit Pro-
pylthiouracil behandelt. Die Schilddriisenantikorper wurden innerhalb von 2
Wochen préioperativ mittels Radiorezeptorassay (TSH Rezeptorantikorper,
Henning, Berlin), Enzymimmunassay (mikrosomale Antikorper, Elias, Frei-
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burg) und Radioimmunassay (Thyreoglobulin Antikérper, Henning, Berlin)
bestimmt.

Beide Schilddriisenlappen wurden standardisiert aufgearbeitet und in For-
malin fixiert. Fir jeden Schilddriisenlappen wurde ein kompletter Querschnitt
in Paraffin eingebettet. Serienschnitte wurden mit dem polyklonalen Anti-
korper fir interdigitierende Retikulumzellen (Antigen prasentierende Zellen)
[9], mit polyklonalen Antikoérpern fiir IgG lambda und kappa Leichtketten
und mit dem monoklonalen Antikérper fiir aktivierte T-Zellen (CD45R0),
welche die Weizenkeim-Mitogen-stimulierte-IgG-Synthese unterstiitzen
[1, 22], angefirbt. Fiir alle Antikérper (Dako) wurde die Avidin-Biotin-Me-
thode angewandt.

Die Intensitét der lymphozytiren Schilddriiseninfiltration wurde durch die
Punktzdhlmethode [5] in 100 Gesichtsfeldern/Schilddriise bei 300facher Ver-
groBerung bestimmt und als Volumen% berechnet. Die bekannte Punktzéhl-
methode [5] korreliert nach vorausgegangenen Untersuchungen mit der Aus-
zidhlung der Lymphozyten [17]. Mit beiden Methoden lassen sich fiir den
jeweiligen Schilddriisenlappen reprisentative Ergebnisse ermitteln [3, 17]. Da
sich die immunhistologische Anfirbung besser bei hoheren VergroBerungen
beurteilen 1aBt, fiir welche die Punktzihlmethode nicht anwendbar ist, wurde
die Gesamtzahl aller Lymphozyten und die Anzahl sowie der Prozentsatz der
angefarbten Lymphozyten jeweils in 51 zuféllig ausgewihlten Gesichtsfeldern
bei 500facher VergroBerung bestimmt. Auf Grund der geringeren Haufigkeit
der S 100 positiven Antigen priasentierenden Zellen wurden diese in 3 Schnitten
pro Schilddriise ausgezidhlt. Die Fliche der Schnitte wurde morphometrisch
mit dem Leitz ASM 68K bestimmt. Die Infiltration durch S 100 positive
Zellen wurde dann pro 20 cm? Schnittfliche berechnet.

Ergebnisse

Die Intensitit der lymphozytidren Schilddriiseninfiltration variierte von
0.1 —28.0 Volumen% (Mittelwert 5.1 Volumen%). Eine dhnlich groBe Varia-
bilitdt konnte auch fiir kappa positive (Range 3 — 1145, Mittelwert 308,1) und
lambda positive (Range 2 — 572, Mittelwert 156,5) Plasmazellen, aktivierte T-
Zellen (Range 42 —4321, Mittelwert 852) und Antigen prisentierende Zellen
(Range 0—2406, Mittelwert 251) beobachtet werden. Eine Korrelation zwi-
schen TSH-Rezeptorantikorperwerten und denen fiir mikrosomale Antikorper
bestand nicht. Auch das Alter der Patienten korrelierte nicht mit den Anti-
korpertitern.

Mikrosomale Antikdrper und Thyreoglobulinantikdrper korrelierten signifi-
kant mit dem Ausmal der lymphozytidren Schilddriiseninfiltration sowie mit
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Tabelle 1 Korrelation der innerhalb von 2 Wochen praoperativ bestimmten TSH-Rezeptoranti-
korper (TRAK), der mikrosomalen Antikérper (MAK) und der Thyreoglobulinanti-
korper (TAK) mit der Intensitidt der intrathyreoidalen Infiltration durch immunkom-
petente Zellen

n: Anzahl Patienten
r: Korrelationskoeffizient TRAK MAK TAK

p: Irrtumswahrscheinlichkeit

n.s.: nicht signifikant (p > 0,05) n=25 n=24 n =15
Gesamtlymphozyten r = 0,34 r = 0,86 r = 0,88
n.s. p = 0,0001 p = 0,0001
Lymphozyten r = 0,19 r =092 r =090
(Vol%) n.s. p = 0,0001 p = 0,0001
Lambda-positive Lymphozyten r =045 r =0T r = 0,64
(Zahl) p =002 p = 0,001 p = 0.009
Kappa-positive Lymphozyten r =027 r =071 r = 0,56
(Zahl) n.s. p = 0,0001 p = 0,02
UCHLI1-positive Lymphozyten r = 0,13 r =090 r =085
(Zahl)y n.s p = 0,0001 p = 0,0001
Antigen-prisentierende r = 0,06 r =090 r =073
Zellen n.s. p = 0,0001 p = 0,001
Anzahl interstitieller r =024 r =0, r = 0,56
Aggregate n.s p = 0,0004 p = 0,02
Anzahl Sekundérfollikel r = 0,07 r =093 r = 0,84
n.s. p = 0,0001 p = 0,0001

dem Ausmal} der Schilddriiseninfiltration durch IgG produzierende Plasma-
zellen, aktivierte T-Zellen und Antigen prdsentierende Zellen. Die mit einem
Radioligandenassay gemessenen TSH-Rezeptorantikérperwerte zeigten da-
gegen bis auf eine grenzwertig signifikante Korrelation fiir lambda positive
Plasmazellen nicht signifikante (p < 0,05) Korrelationen (Tab. 1).

Die Korrelationdiagramme fiir TSH-Rezeptorantikorper und mikrosomale
Antikérper mit den UCHL1 positiven Lymphozyten (Abb. 1), deren Korre-
lationskoeffizienten signifikant unterschiedlich sind, zeigen jeweils einen Pa-
tienten mit hohen Titern fiir mikrosomale (60500 U/l) und TSH-Rezeptoran-
tikorper (438 U/1), welche die Korrelationen unverhiltnismiBig beeinflussen
konnten. Jedoch auch ohne diese Werte bleibt der signifikante Unterschied
fiir die Korrelationen der mikrosomalen und TSH-RezeptorantikGrper mit
den intrathyreoidalen immunkompetenten Zellen erhalten.
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Abb. 1 Korrelationsdiagramm fiir mikrosomale und TSH-Rezeptorantikérper mit der Anzahl
der aktivierten T-Zellen (UCHL1 positiv).
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Diskussion

Die fiir diese Untersuchung verwandten Antikdrper identifizieren immunkom-
petente Zellen, welche fiir die Aktivitdt des intrathyreoidalen Autoimmun-
prozesses bei Morbus Basedow reprisentativ und weitgehend spezifisch sind.
IgG produzierende Plasmazellen sind wahrscheinlich an der intrathyreoidalen
Schilddriisenantikérpersynthese beteiligt. Uber 50% der intrathyreoidalen T-
Zellen sind aktiviert [12]. CD45R0 positive aktivierte T-Zellen unterstiitzen
die Weizenkeim-Mitogen-stimulierte-IgG-Synthese [1, 22]. Interdigitierende
Retikulumzellen konnen Antigen effektiver als andere Antigen prasentierende
Zellen prasentieren [2]. Weiterhin sind dendritische Zellen, welche fiir die
Perpetuierung des Autoimmunprozesses von grof3er Bedeutung sind, im Er-
folgsorgan eines organspezifischen Autoimmunprozesses vermehrt [8].

Die Bedeutung unterschiedlicher Titer fiir mikrosomale Antikorper bei Mor-
bus Basedow ist weitgehend unbekannt. Da Patienten mit Morbus Basedow
in der Regel mehrere Schilddriisenantikdrper aufweisen, ist es schwierig, die
Effekte eines Antikorpers von denen der anderen zu diskriminieren. Die
Assoziation der mikrosomalen und Thyreoglobulinantikérper mit einer er-
hohten Infiltration der Schilddriise durch Lymphozyten, Plasmazellen, akti-
vierte T-Zellen und Antigen priasentierende Zellen erscheint jedoch auf Grund
der signifikanten Korrelationskoeffizienten am bedeutendsten zu sein.

Nach In-vivo- und In-vitro-Untersuchungen werden die TSH-Rezeptoranti-
korper uiberwiegend intrathyreoidal gebildet [7, 14]. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen fiir mikrosomale und Thyreoglobulinantikérper konnte jedoch
fiir die TSH-Rezeptorantikérper, mit Ausnahme der lambda positiven Lym-
phozyten, mit keiner der untersuchten Populationen immunkompetenter Zel-
len eine signifikante Korrelation gefunden werden. Der bekannte extrathy-
reoidale Beitrag zur Schilddrisenantikorpersynthese [18, 23] sowie Fille von
Morbus Basedow ohne nachweisbare TSH-Rezeptorantikorper [4, 6] sind
mdégliche Erklarungen fiir das Fehlen von signifikanten Korrelationen zwi-
schen TSH-Rezeptorantikorpertitern und der Intensitit der intrathyreoidalen
lymphozytdren Schilddriiseninfiltration. Auch eine mangelnde Spezifitit der
gegenwirtigen TSH-Rezeptorantikérperbindungsassays sowie die mogliche
Beteiligung nur weniger intrathyreoidaler immunkompetenter Zellen an der
Autoantikorpersynthese konnen weitere Griinde fiir die fehlenden signifikan-
ten Korrelationen sein,

Die Korrelationsdiagramme der mikrosomalen und TSH-Rezeptorantikdrper
mit den immunkompetenten Zellen haben ein gemeinsames wichtiges Cha-
rakteristikum. Sie beinhalten alle eine Gruppe von Patienten mit praoperativ
nicht nachweisbaren TSH-Rezeptor- (n = 8) und mikrosomalen Antikdrpern
(n = 11), welche bereits trotz prdoperativ negativer Antikorper eine grofle
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Variabilitdt der lymphozytiaren Schilddriseninfiltration zeigen. Diese Grund-
variabilitdt erstreckt sich iiber einen grofBen Teil der gesamten Variabilitdat der
Schilddriiseninfiltration durch immunkompetente Zellen. Trotz der signifi-
kanten Korrelationskoeffizienten wird es daher im Einzelfall schwierig sein,
von peripheren Schilddriisenantikorpertitern auf die Intensitdt der Schilddrii-
seninfiltration durch immunkompetente Zellen zuriickschlieBen. Diese Ergeb-
nisse stimmen mit der eingeschrinkten pridiktiven Bedeutung der Schilddrii-
senantikdrper liberein [20]. Weiterhin kann ein erheblicher Anteil der intra-
thyreoidalen immunkompetenten Zellen einer unspezifischen Infiltration zu-
gerechnet werden, da wahrscheinlich nur 2—6% der intrathyreoidalen T-
Zellen autoreaktiv sind [13, 15).
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