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1. Zusammenfassung

e Nagalase ist ein korpereigenes Enzym im Zuckerstoffwechsel.
e Tumor-Zellen kdonnen Nagalase bilden.

e Gc-MAF ist ein Makrophagen-aktivierender (immun-
stimulierender) Faktor.

e GcMAF wird aus Gc-Protein gebildet.

e Die von Tumoren gebildete Nagalase kann die Bildung des
immunstimulierenden Faktors Gc-MAF aus Ge-Protein verhindern.

e Kinstlich hergestelltes Ge-MAF wird als immunstimulierende
Substanz eingesetzt.

e Der Nagalase-Test wird durchgefiihrt, um zu priifen, ob eine
Gc-MAF Therapie sinnvoll sein konnte (,, Therapie-Indikation”) und
um die Wirkung einer Gc-MAF-Therapie zu verfolgen
(,,Monitoring“).

o Weitere Mess-Werte kdnnen bei einer Ge-MAF Therapie von
Bedeutung sein: Vitamin D-Spiegel und Calcium-Wert im Blut, die
genetische Variante des Vitamin D-Rezeptors und der Serum-
Spiegel des loslichen uPA-Rezeptors.
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2. Was ist ,,Nagalase“?

Die sog. ,,Nagalase” ist ein korpereigenes Enzym, welches im Zucker-
Stoffwechsel eine Rolle spielt. Der wissenschaftlich korrekte Name ist
,N-Acetyl-Galaktosaminidase”. Nagalase kann bestimmte Zucker-
Molekiile, namlich das sog. N-Acetyl-Galaktosamin, aus groRen
Molekiilen abspalten.

Yamamoto und Kollegen konnten zeigen, dass Tumore vermehrt
Nagalase ausschiitten. Entsprechend wurde auch gefunden, dass
Tumor-Erkrankungen mit einem erhéhten Nagalase-Wert im Serum
verkniipft sind (,Tumor-Marker”). Aber auch bei einigen anderen
Erkrankungen wurden erhéhte Nagalase-Werte gefunden.

Der von Tumoren produzierten Nagalase wurde eine unterdriickende
Wirkung auf das Immunsystem zugeschrieben; medizinisch als
L,immun-supprimierende Wirkung” bezeichnet. Die Nagalase-
vermittelte Immun-Suppression bei Tumorerkrankungen tragt
vermutlich dazu bei, das Wachstum des bestehenden Tumors und die
Ausbildung von Metastasen zu férdern.

Die immunsupprimierende Wirkung von Nagalase wird dadurch
erklart, dass Nagalase die Bildung des immunstimulierenden Faktors
Gc-MAF aus Ge-Protein verhindert. ,MAF“ steht fur ,,Makrophagen-
Aktivierender Faktor”. Makrophagen sind sog. ,,Fress-Zellen” der
Immun-Abwehr.

3. Wie stellt man sich die Inaktivierung von Gc-MAF durch Nagalase
vor?

Gc-MAF wird aus Ge-Protein gebildet.

Durch das Enzym ,Nagalase” wird die Zucker-Seitenkette des Gc-
Proteins komplett abgespalten: das derart veranderte Gc-Protein
kann nicht mehr in Gc-MAF Uberfiihrt werden.

Mit anderen Worten: Die Wirkung von Nagalase auf Gc-Protein
fiihrt dazu, dass Gc-MAF nicht mehr gebildet werden kann.

Insofern wird der durch Tumoren gebildeten Nagalase eine immun-
supprimierende Wirkung zugesprochen; also eine Wirkung, die zur
Unterdrickung einer Immunantwort flihrt.
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4, ,Nagalase-Test”: Was ist das?

Es gibt Testverfahren, mit denen die Aktivitadt der Nagalase im Serum
bestimmt werden kann. Dabei wird aus einer Serumprobe die
Nagalase isoliert und die Enzym-Aktivitdt vermessen.

Diese Verfahren bezeichnet man als ,,Nagalase-Test".

Erhohte Nagalase-Werte im Blut wurden bei vielen Erkrankungen,
insbesondere aber bei Tumor-Erkrankungen beschrieben.

Erhohte Nagalase-Werte werden zur Entscheidung fiir eine Gc-MAF-
Therapie herangezogen (,, Therapie-Indikation“).

Ein Abfall der Nagalase-Werte wird als Hinweis auf einen Therapie-
Erfolg, insbesondere bei der Therapie mit Gc-MAF, gewertet
(,,Therapie-Monitoring”).

5. Ich mochte den Nagalase-Test durchfiihren lassen? Wie geht das?

Fur den Test wird eine Blutprobe (Serum) abgenommen und
eingeschickt. Hinweise zur Proben-Abnahme finden Sie weiter unten.

Ein Anforderungsformular fir die eigentliche Untersuchung finden
Sie am Ende der Broschiire.

6. Was kostet der Test und wie wird der Test abgerechnet?

Die Abrechnung erfolgt fiir Privatpatienten nach der amtlichen
Gebiihrenordnung fiir Arzte (GOA).

Leider wird dieser Test zurzeit von gesetzlichen Krankenkassen nicht
ibernommen und muss ggf. vom Patienten selbst bezahlt werden.
Der Preis flir Selbstzahler betrdgt € 67,04 und entspricht dem
einfachen Satz der GOA.
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7. Kiinstlich hergestellter Gc-MAF zur Behandlung von Erkrankungen

Nachdem die Makrophagen-aktivierende Wirkung des Gc-MAF
beschrieben worden war, wurden auch Verfahren entwickelt, um Gc-
MAF kiinstlich herzustellen und als immun-stimulierende Substanz
anzuwenden.

Dabei profitiert dieser Therapie-Ansatz davon, dass kiinstlich
hergestelltes Gc-MAF von der Serum-Nagalase nicht abgebaut
werden kann.

Man hat deshalb Therapieverfahren entwickelt, bei denen GcMAF
kinstlich im Labor (in vitro) hergestellt wird und dann Patienten
verabreicht wird.

8. Welche weiteren Mess-Werte konnen bei einer Gc-MAF-Therapie
noch von Bedeutung sein?

Vitamin D-Spiegel und Serum Calcium

Die optimale Wirkung einer Gc-MAF-Therapie scheint abhangig zu
sein von einem optimalen Vitamin D-Spiegel. Empfohlen werden
Werte zwischen 30 und 70 pg/L.

Insofern wird empfohlen vor Ge-MAF-Therapie den Vitamin-D-Wert
im Serum zu bestimmen und ggf. eine Therapie mit der Gabe von
Vitamin D zu erganzen.

Parallel wird empfohlen, die Serum-Calcium Werte zu bestimmen,
um bei einem erhéhten Serum-Calcium-Spiegel die Vitamin D-Dosis
zu reduzieren.
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Genetik des Vitamin D-Rezeptors (VDR)

Von einigen Autoren wurde beschrieben, dass die Wirkung von Gc-
MAF von genetischen Varianten des Vitamin-D-Rezeptors abhangt;
den sog. ,VDR-Genotypen”. Insbesondere die VDR-Varianten , Fok 1“
und ,,Bsm1“ wurden untersucht.

Am besten scheint der Genotyp FF/bb auf eine Gc-MAF-Therapie
anzusprechen, gefolgt von Ff/Bb. Der Genotyp Ff/BB scheint am
schlechtesten anzusprechen.

Die Information zum VDR-Genotyp wurde deshalb bei der Gc-MAF-
Therapie fiir die Festlegung der Dosis herangezogen.

uPA-Rezeptor (UPA-R) im Serum

Es gibt Publikationen, die eine Rolle des sog. ,,uPA-Rezeptors” (uPA-R)
bei dem invasiven Wachstum von Tumoren und der Bildung von
Metastasen nahelegen. Der Serumspiegel von I6slichem uPA-R wurde
als Prognose-Faktor fiir Tumoren beschrieben.

Insbesondere wurde ein Zusammenhang zwischen Gc-MAF-Wirkung
und uPA-R bei Tumoren beschrieben: Ge-MAF reduzierte die Menge
des von Tumorzellen freigesetzten uPA-R.

Einige Wissenschaftler empfehlen deshalb die Bestimmung des uPA-R
im Serum im Rahmen einer Gc-MAF Therapie bei Tumorerkran-
kungen.

Genetik des Gc-Proteins

Auch flir das Gc-Protein werden genetische Varianten beschrieben.
Inwieweit diese bei der Optimierung einer Gc-MAF-Therapie eine
Rolle spielen ist noch Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen.
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10. Erklarung wichtiger Begriffe

Bsml Bsm1 bezeichnet eine genetische Variante des Vitamin
D-Rezeptors. Fiir diese Variante sind drei Formen
bekannt: BB, Bb, bb.

DBP s. Gc-Protein

Galaktosamin Ein chemisch definiertes Zucker-Molekadil.
http://de.wikipedia.org/wiki/Galaktosamin

Galaktose Ein chemisch definiertes Zucker-Molekadil.
http://de.wikipedia.org/wiki/Galactose

Galaktosidase Ein Enzym, das Galaktose abspaltet.

Fok1l Fok1 bezeichnet eine genetische Variante des Vitamin D-
Rezeptors. Fir diese Variante sind drei Formen bekannt:
FF, Ff, ff.

Gc-MAF Auch vielfach als ,GcMAF“ abgekirzt ist ein

Makrophagen-aktivierender Faktor, der durch teilweise
Abspaltung der Zucker-Seitenkette aus Gc-Protein
gebildet wird. Aus der Trisaccharid-Seitenkette des Gc-
Proteins wird Galaktose und Sialin-Saure, es verbleibt N-
Acetylgalaktosamin.

GcMAF s. Gc-MAF
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Gc- Protein ist ein Serumprotein, welches die Fahigkeit
besitzt Vitamin D zu binden. Aus diesem Grund wird es
auch als Vitamin D-bindendes Protein (DBP) bezeichnet.
Gc-Protein besitzt eine aus drei Zuckern bestehende
Seitenkette; diese drei Zucker sind eine Galaktose, eine
Sialinsaure und ein N-actely-galaktosamin.
http://de.wikipedia.org/wiki/Vitamin-D-

bindendes Protein

Amtliche Gebiihrenordnung fiir Arzte; gilt fiir die
Leistungsabrechnung bei privat versicherten Patienten.

Suppression bedeutet Unterdriickung und
Immunsuppression bezeichnet die Unterdriickung einer
Immunantwort durch unterschiedliche Mechanismen,
wie Krankheiten, Behandlung mit ,immunsuppressiven”
Medikamenten oder bestimmte Umwelt-Einfllsse. Der
von Tumor-Zellen gebildeten ,Nagalase” wird ebenfalls
eine immunsuppressive Wirkung zugesprochen.

Abkirzung fir Makrophagen-aktivierender Faktor. Es
gibt mehrere Faktoren die Makrophagen aktivieren
kénnen; Gc-MAF ist einer davon.

Makrophagen (aus dem Griechischen frei ibersetzt:
,GroRe Fresser”) sind Fress-Zellen des Immunsystems
und spielen eine Rolle bei einer Abwehr-Reaktionen des
Korpers, insbesondere bei der Immun-Antwort.
http://de.wikipedia.org/wiki/Makrophagen

Die sog. ,,Nagalase” ist ein korpereigenes Enzym,
welches im Zucker-Stoffwechsel eine Rolle spielt. Der
wissenschaftlich korrekte Name ist ,N-Acetyl-
Galaktosaminidase”. Nagalase kann bestimmte Zucker-
Molekiile, namlich das sog. N-Acetyl-Galaktosamin, aus
groRen Molekilen abspalten.

Ein Enzym, das Sialin-Sdure abspaltet.

Ein chemisch definiertes Zucker-Molekdl.
http://de.wikipedia.org/wiki/Sialins%C3%A4ure
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Abkirzung fur Vitamin D-Rezeptor. Der VDR ist ein
zelluldres Molekil und bindet Vitamin D. Durch diese
Bindung werden die Effekte des Vitamin D auf die Zelle
vermittelt.
http://de.wikipedia.org/wiki/Vitamin-D-Rezeptor

Abkirzung fur Urokinase-typ Plasminogen Aktivtator,
auch als ,, Urokinase” bezeichnet. Diesem Molekil wird
eine Rolle zugesprochen bei dem invasiven Wachstum
von Tumoren und der Bildung von Metastasen.
http://de.wikipedia.org/wiki/Urokinase

Abkirzung fir ,,uPA-Rezeptor”. Dieses Molekdl auf der
Oberflache von Zellen - auch von Tumorzellen - bindet
uPA und wird als ein wichtiges Molekiil bei dem
invasiven Wachstum von Tumoren und der Bildung von
Metastasen angesehen.

Ein Teil des von Tumorzellen gebildeten uPA-R wird von
der Tumorzelle freigesetzt und kann im Serum als sog.
,loslicher uPA-R“ nachgewiesen werden. Der Serum-
Spiegel des |6slichen uPA-R wird als Tumor-Marker
angesehen.

http://de.wikipedia.org/wiki/Urokinase
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Hinweise zur Proben-Gewinnung fiir den Nagalase-Test

Der Nagalase-Test wird an einer Serum-Probe durchgefiihrt, wie in
den Originalarbeiten von Yamamoto et al. (s.o. unter , Literatur”)
beschreiben.

Fir die Untersuchung ist mindestens 1 ml Serum notwendig.

Durch Venen-Punktion wird vom Patienten Vollblut abgenommen:
aus dem Vollblut wird durch Gerinnung und anschlieSende
Zentrifugation Serum gewonnen. Der Patient sollte niichtern sein.

Um den Einfluss einer transportbedingten Hamolyse zu vermeiden,
das Serum bitte nach Abnahme mit dem Serum-R6hrchen (z.B.
Serum-Gel-Monovette von Sarstedt oder Serum Vacutainer von BD)
und nach Zentrifugation in ein neutrales R6hrchen iiberfithren zum
Verschicken.

Serum Gel-Monovetten werden 10 Minuten bei 2.500 x g
zentrifugiert (Hinweise zur Zentrifugation s.u.)

WICHTIG: Triibe Seren (Lipide?) und hamolytische Seren (Rot-
farbung) konnen im Nagalase-Test nicht analysiert werden. Deshalb
empfiehlt sich (wie oben bereits erwahnt) die Abnahme beim
nichternen Patienten.

Die Serum-Gel-Monovetten sollten die ersten 15 Minuten nach der
Blutentnahme stehend zur Gerinnung gelagert werden, da es sonst
zu einer ,,Wurst-Bildung“ kommt. Diese Wurst-Bildung verhindert —
besonders bei starren Rotoren — bei der Zentrifugation die
Ausbildung der Gel-Trennschicht und damit die optimale Trennung
von Blutkuchen und Serum.

12
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Das abgefiillte Serum bitte mit dem ausgefiillten

Anforderungsschein (s.u.) in einem stabilen Transport-Behalter per
Post an folgende Adresse schicken:

Praxis Prof. Dr. med. M. Kramer
Facharzt fiir Laboratoriumsmedizin
c/o MVZ Dermatohistopathologie HD
Postfach 103320
D-69023Heidelberg

Wenn Sie einen Kurierdienst nutzen, bitte weiterhin die
Hausanschrift der Praxis angeben:

Praxis Prof. Dr. med. M. Kramer
Facharzt fiir Laboratoriumsmedizin
¢/o MVZ Dermatohistopathologie HD
Im Neuenheimer Feld 582
D-69120 Heidelberg

Kontakt:
Tel.: 06221 321 8888
Fax: 06221 321 8882
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12. Hinweise zur Zentrifugation von Gel-Monovetten

Die zur Erreichung der G-Zahl (relative Zentrifugalbeschleunigung
[RZB]) notwendige Drehzahl hangt vom Radius der Zentrifuge ab.
Wenn ,r“ der Radius in cm und ,,n“ die Umdrehungen /min sind, gilt
fur die relative Zentrifugalbeschleunigung (RZB) in ,,g“ (DIN 58970-2)
folgende Gleichung:

RZB [g]= 0,00001118 x r n?

So werden z.B. bei einer Labofuge 200 von Heraeus (Radius 9,65 cm)
2.500 x g etwa mit einer Drehzahl von 5.000/min erreicht.

Auf der Internetseite der Firma Sarstedt (www.sarstedt.com; Abb. 2

s.u.) finden Sie die Informationen zu den Abnahme-R6hrchen und
einen Rechner, mit dem Sie die notwendige Drehzahl Ihrer Zentrifuge
ermitteln kdnnen.

Nach der Zentrifugation sollte die Gel-Schicht {iber dem ganzen
Blutkuchen liegen und keine Verbindung mehr zwischen Blutkuchen
und Serum bestehen. Dies ist bei Ausschwing-Rotoren immer
gewabhrleistet.

Bestehen nach der Zentrifugation Zweifel, ob die Gelschicht den
Blutkuchen sicher vom Serum trennt, sollte das Serum in ein
neutrales Rohrchen umgefiillt werden, durch abpipettieren oder
abkippen. Dies wird insbesondere bei starren Rotoren empfohlen.
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