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Zirkadiane Variationen bei der
Expression von 3,-Adrenozeptoren
auf peripheren Lymphozyten

von Gesunden und Asthmatikern

E. Haen', H.P. EMsLANDER?, B. LiesL!, I. LANGENMAYER' und
J- Remien!

' Walther-Straub-Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie,
Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen,

2 I. Medizinische Klinik und Poliklinik der Technischen Universitit
Miinchen, Klinikum rechts der Isar

Schliisselworter: Nichtliches Asthma — B-Adrenozeptoren —
zirkadianer Rhythmus.

Key words: Bronchial asthma — §,-adrenoceptor density - §,-
adrenoceptor affinity — circadian variation.

Einleitung

1968 veroffentlichte Szentivanyi eine Theorie, wonach die Be-
schwerden beim atopischen Asthma bronchiale auf Stérungen im
Bereich der B-Adrenozeptoren zuriickzufiihren sind [15]. Diese
Theorie konnte bis heute weder eindeutig be- noch widerlegt wer-
den. Die Bestimmung der Expression und Funktion von f,-Adre-
nozeptoren auf peripheren Lymphozyten ist eine gingige Methode
zur Untersuchung von Rezeptorstorungen bei Asthma bronchiale
[2, 5, 13, 14], da diese Zellen einfach und wiederholt gewonnen
werden kénnen. Uber physiologische Schwankungen der B-Adre-
nozeptorendichte wie etwa zirkadiane Variationen wurde bislang
wenig berichtet [6, 7, 10, 12], obwohl sie z.B. fiir die Pathophysio-
logie der vorwiegend nachts auftretenden Asthmaattacken von In-
teresse sein konnten [5, 9]. Wir berichten im folgenden iiber 13
Personen, bei denen wir mittels eines Radiorezeptor-Assays die Ex-
pression und Affinitdt der hochaffinen Bindungsstelle fiir '*Iodo-
cyanopindolol ('*ICYP) zu 7 verschiedenen Zeitpunkten binnen 24
Stunden verfolgten.

Material und Methoden

Die Untersuchung wurde bei 8 gesunden Minnern und 5
minnlichen Asthmatikern im Alter von 19-33 Jahren durchgefiihrt.
Die Patienten waren unbehandelt und zeigten vor allem nachts Ein-
briiche in ihrer Lungenfunktion. Die atopische Genese ihrer Er-
krankung war durch Anamnese, Hauttests, Nachweis spezifischer
IgE-Antik6rper und durch Exposition mit dem Antigen gesichert
worden. Unmittelbar nach der Blutabnahme wurde bei den Asth-
mapatienten mittels eines computergestiitzten, mobilen Gerites die
Lungenfunktion gepriift.

Den Versuchspersonen wurde 7mal im Laufe von 24 Stunden
(alle 4 Stunden) aus der Ellenbogen-Vene Blut entnommen. Sofort
danach wurden mittels Lymphopaque-Dichtegradienten-Zentrifu-
gation die peripheren mononukleiren Zellen (MNL) gewonnen.
Die Zellen wurden bei 37°C 120 Minuten lang mit 10-12 Konzen-
trationen '®lodo-Cyanopindolol ('*ICYP) in einem Konzentra-
tionsbereich von 1,0-150 pmol/l inkubiert (Gesamtbindung T). Die
nicht-sittigbare Bindung des Radioliganden wurde in Parallelansit-

zen mit 107° mol/l unmarkiertem (—)-Timolol bestimmt (unspezifi-
sche Bindung U). Die spezifische Bindung wurde als Differenz aus
Gesamtbindung und unspezifischen Bindung errechnet (B =
T—-U). An die so erhaltene Bindungskurve der spezifischen Bin-
dung wurde mit Hilfe des Computer-Programms ,MULTI [16]
iterativ ein Modell zweier voneinander unabhingiger Bindungsstel-
len angepaflt, eine sittigbare hochaffine Bindungsstelle und eine
nicht sittigbare nieder-affine Bindungsstelle [1, 11]. Die Dichte der
hochaffinen Bindungsstelle (Bmax) und ihre Gleichgewichts-Disso-
ziationskonstante (Kd) wurden der Kurvenanpassung als Parameter
der auf peripheren MNL exprimierten §,-Adrenozeptoren entnom-
men 1, 11].

Die Signifikanz der zirkadianen Variationen wurde mit Va-
rianz- und Cosinoranalyse gepriift [4, 9]. Zur Priifung der Unter-
schiede zwischen Asthmatikern und Gesunden wurde der t-Test
herangezogen.

Ergebnisse

Die acht gesunden Minner zeigten eine signifikante zirkadia-
ne Variation (p<0,01 in der Varianz- und Cosinoranalyse) mit Ma-
ximalwerten zwischen 10.00 und 14.00 Uhr und Minimalwerten
zwischen 22.00 und 2.00 Uhr (Abb.1). Die zirkadiane Schwan-
kungsbreite betrug 77-128% des 24-Stunden-Mittelwertes. Bei der
Affinitit der Rezeptoren wurden keine signifikanten Unterschiede
im Tagesverlauf beobachtet (Kd = 2,9 * 0,2 pmol/l, 24-Stunden-
Mittelwert = SE, n = 54; Abb. 2).

Die zirkadiane Variation in der Expression von B,-Adreno-
zeptoren unterschied sich bei den 5 unbehandelten Minnern, die an
Asthma mit nichtlicher Symptomatik litten, nicht von der der ge-
sunden Probanden [6]. Auch bei den Asthmatikern wurden keine
signifikanten zirkadianen Variationen der Gleichgewichts-Dissozia-
tionskonstanten nachgewiesen. Zwar stiegen die Mittelwerte in den
Nachtstunden an (was einer nachlassenden Affinitiat der Adreno-
zeptoren entspricht), doch war die inter-individuelle Streuung sehr
grofl (Abb.2). Die Patienten unterschieden sich jedoch von den
gesunden Kontrollpersonen durch einen signifikant hoheren 24-
Stunden-Mittelwert (Kd = 15,5 * 2,7 pmol/l, 24-Stunden-Mittel-
wert * SE, n = 35, p<0,0001; Abb. 2).

Die maximale Atemstromstirke (PEF) zeigte bei den Asthma-
Patienten eine signifikante zirkadiane Variation mit einem Minimal-
wert von 17% des 24-Stunden-Mittelwertes um 6.00 Uhr. Diesem
Einbruch entsprach zeitlich, aber nicht im Ausmaf das Minimum
der B,-Adrenozeptorendichte [6] und der Gleichgewichts-Dissozia-
tionskonstante.

Diskussion

Bei Gesunden wie bei Asthmatikern kann eine zirkadiane Va-
riation in der Expression und Funktion von B,-Adrenozeptoren auf
mononukleiren Zellen des peripheren Blutes beobachtet werden.
Wie an anderer Stelle niher ausgefiihrt, beruht dieser Prozeff wohl
auf einer endogenen Runter- und Wiederrauf-Regulation durch die
korpereigenen Hormone Adrenalin bzw. Kortisol [5, 8, 9).

Das Minimum der B,-Adrenozeptorendichte tritt zeitlich zum
selben Zeitpunkt auf wie das nichtliche Tief der Lungenfunktion,
jedoch spiegelt sich der stirkere Einbruch der Lungenfunktion bei
den Asthmatikern nicht in einem entsprechenden Einbruch ihrer
Adrenozeptorendichte wieder [6]. Die Adrenozeptorendichte zeigte
bei Gesunden und Patienten dhnliche Werte.
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Abb.1 Zirkadiane Variation der f,-Adrenozeptorendichte auf
peripheren mononukleiren Zellen von acht gesunden Minnern
(x*SE) (B.S./Zelle: Bindungsstellen pro Zelle).

pmol/|
) 52-‘
S
< 281
c
g 24-
[0
&
.2 0 ——
° z - ~
B | o N
S e [ - N
Q2 2
? 124
[72]
€ 8
2
“
2 44
<< o T T T T T T 1
1490 1500 ;00 ;00 g00 4500 4,00 4400
Tageszeit (h)
Abb.2 Zirkadiane Variation der Gleichgewichts-Dissoziations-

konstante fiir die Bindung von '*lodo-Cyanopindolol an §,-Adre-
nozeptoren auf peripheren mononukleiren Zellen von acht gesun-
den Minnern (untere Kurve) und fiinf minnlichen Asthmatikern
mit iiberwiegend nichtlicher Symptomatik (obere Kurve, x = SE).
Die hoheren Werte der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante bei
den Asthmatikern ist gleichbedeutend mit einer niedrigeren Affini-
tit der B,-Adrenozeptoren. Der Unterschied zwischen Asthmati-
kern und gesunden Minnern ist signifikant (p <0,0001).

Die unbehandelten Asthmatiker unterschieden sich von den
gesunden Kontrollpersonen aber durch eine deutlich geringere Af-
finitat der B,-Adrenozeptoren. Bei den Patienten lieff auflerdem die
Affinitit der Rezeptoren wihrend der Nachtstunden nach. Dies
korrelierte zeitlich auch mit der Verschlechterung der Lungenfunk-
tion, die zirkadianen Unterschiede erreichten allerdings statistisch
keine Signifikanz. Die Grenze zwischen Gesunden und Asthmati-
kern war in der vorliegenden Untersuchung nicht scharf zu erken-
nen. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt kann daher noch nicht eindeutig
angegeben werden, welcher Wert der Gleichgewichts-Dissozia-
tionskonstante als pathologisch anzusehen ist. Die Hohe der
Gleichgewichts-Dissoziationskonstante ~ korrelierte  auch  nur
schlecht mit dem klinischen Bild. Es war keineswegs so, daf} der
Asthmatiker mit der niedrigsten Affinitit (héchste Kd) auch subjek-
tiv wie objektiv das schlechteste klinische Bild bot.

Unterschiede zwischen Gesunden und Asthmatikern in der
Affinitat B-adrenerger Rezeptoren fiir den Adrenozeptor-Antago-
nisten 'ICYP sind aber allein schon hochst interessant, weil man
bislang bei Rezeptorbindungsstudien mit diesem Liganden immer
davon ausging, daff sich die Affinitdt seiner Bindungsstellen nicht
verandern wiirde.

Nach unseren bisherigen Erfahrungen sind also beim atopi-
schen Asthma bronchiale Storungen der ,-Adrenozeptoren im Sin-
ne der Szentivanyi-Theorie wohl eher in der Affinitit der Adreno-
zeptoren als in ihrer Dichte zu suchen. Die bislang nicht klar zu
erkennende Korrelation mit dem klinischen Bild deutet darauf hin,
daf die Bestimmung von Affinitit und Zahl der B,-Adrenozeptoren
mit Hilfe des Liganden '®ICYP nicht ausreicht, um die Funktion
der B,-Adrenozeptoren unter pathologischen Bedingungen ausrei-
chend zu beschreiben. Es bleibt zu kliren, wie die Funktion der f3,-
Adrenozeptoren in vivo durch Ligandkonzentration (Adrenalin),
Adrenozeptorendichte und Affinitit bestimmt wird.
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