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Zusammenfassung

Monoklonale Antikorper werden derzeit fir eine Immuntherapie bosartiger
Erkrankungen entwickelt. Der optimale Zeitpunkt der Applikation solcher Antikorper
bei gleichzeitiger Anwendung etablierter Chemo- und Strahlentherapien muss noch
bestimmt werden. Deshalb wurden bel neun Patienten mit Pankreaskarzinomen vor und
wahrend Therapie mit 5-Fluoruracil und lokaler Bestrahlung Anzahl und Aktivitat
verschiedener immunkompetenter Zellen gemessen. Insbesondere die B-Lymphozyten
sanken wahrend Radiochemotherapie. Die Phagozytoseaktivitdt und die antikorper-
vermittelte Zytotoxizitét (ADCC) blieben jedoch weitgehend erhalten. Nach einer
dreiwtchigen Therapiepause stiegen die Lymphozytenwerte unwesentlich an.
Zusammenfassend kann man davon ausgehen, dass monoklonale Antikdrper moglichst
frihzeitig, am besten vor einer Chemo- oder Strahlentherapie eingesetzt werden sollten,
um eine optimale Immunantwort gegentber antikorperbeladenen Tumorzellen zu

erhalten.



Abstract

As monoclona antibodies are currently being developed for the immunotherapy of
different types of cancer, the optimal schedule of their administration before or during
conventional chemotherapeutic and radiotherapy regimens has to be evaluated.
Therefore, the numbers and function of various immune cells were studied in nine
patients suffering from pancreatic adenocarcinoma before and during treatment with a
combined regimen of 5-fluorouracil and local radiotherapy. Especially numbers of B-
cells decreased. The ADCC did not show significant changes. The decreased total
numbers of cells did not recover significantly after athree-week rest.

As a result, there is evidence that immunotherapeutic agents such as monoclonal
antibodies for the therapy of cancer should be administered as early as possible in the

course of conventional treatment cycles of chemo- and radiotherapy.
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|. EinfUhrung

.1 Haufigkeit und Verlauf von Tumoren des Pankreas

Gastrointestinale Tumoren nehmen einen verhdltnisméaidig hohen Prozentsatz aller
Todesfélle in den westlichen Landern ein, die Anzahl der Neuerkrankungen alleine
der kolorektalen Karzinome pro Jahr in den USA und Europa zusammen liegt bei
etwa 300000 %. Die einzige bisher auf Dauer wirksame, kurative Therapie besteht
in der kompletten operativen Entfernung von Tumoren. ** In den Féllen, in denen
eine restlose Entfernung wegen nicht mehr gegebener Resektabilitét nicht moglich
ist, oder aber wenn sich aufgrund des chirurgischen oder pathologischen Befunds
der Vedacht auf im Korper verbliebene Tumorzellen ergibt, stehen
pharmakol ogische, systemische Therapien zur Verfiigung. 2

Fur kolorektale Tumoren bestehen bei friihzeitiger Erkennung und konsequenter
chirurgischer und nachfolgender Chemotherapie Langzeitliberlebensraten von bis
zu Uber 70% *. Wesentlich ungiinstiger stellen sich die Uberlebensraten fiir
Gallengangs- und Pankreas-Tumoren dar, hier entspricht die Mortalitét anndghernd
der Inzidenz der Erkrankung 2. Selbst nach einer méglichen Totalresektion des
Tumors liegt die Finf-Jahres-Uberlebensrate bei unter 5 Prozent.

Dartber hinaus ist zum Zeitpunkt der Diagnosestellung haufig eine chirurgische
Therapie wegen des Fortschritts der Erkrankung ohnehin nicht mehr méglich °. Die
verbleibende Lebenszeit von Patienten mit einem nicht mehr operablen

Pankreaskarzinom liegt derzeit bei nur wenigen Monaten.



.2 Bisherige Therapieverfahren

Aus diesem Grund stitzt sich die heutige Therapie bei nicht mehr operablen
Pankreastumoren auf eine Kombination aus Zytostatika und Strahlentherapie ™ *°.
Die derzeit am haufigsten verwendeten Chemotherapeutika sind dabel 5-
Fluoruracil, Folinsdure, und zunehmend auch Gemcitabin®. An gréferen Zentren
wird diese systemische Chemotherapie mit der externen, lokalen Bestrahlung der
Tumorregion kombiniert. Auch mit den moderneren, derzeit angewandten
Verfahren geht der therapeutische Effekt Uber eine Paliation nicht hinaus. In
einigen Studien konnte zumindest eine Verlangerung der mittleren Uberlebenszeit
3,6, 7 36

nachgewiesen werden, diese betragt aber regelméafdig nur wenige Monate

Daher besteht die Notwendigkeit, nach alternativen Therapieverfahren zu forschen
17

.3 Ansatze zu neuen Verfahren

Eine Moaglichkeit bietet die Anwendung von Immuntherapien. Zu der
therapeutischen Verabreichung von monoklonalen Antikérpern, die gegen
Oberfl&chenantigene von Tumorzellen gerichtet sind, wurden in den letzten Jahren

5 31, 32, 33, 3H

mehrere Arbeiten veroffentlicht . Fur die Wirksamkeit von

Immuntherapien ist ein funktionierendes korpereigenes Abwehrsystem erforderlich
37

In einer Vielzahl spater zu beschreibender Immunmechanismen versucht der
Organismus, fremde Zellen oder eben auch Tumorzellen zu erkennen und zu
zerstéren 2’. Auch wenn die genauen Vorgange bei der Tumorentstehung und -
ausbreitung nicht restlos geklart sind, nimmt man an, dass beim Gesunden
entstehende entartete Zellen héufig schon unmittelbar nach ihrer Bildung vom

Abwehrsystem erkannt und vernichtet werden; eine Tumorerkrankung entsteht so



erst gar nicht. Ein Hinwels auf diese Hypothese ist unter anderem das gehaufte
Auftreten maligner Erkrankungen bei Erkrankungen des Immunsystems #’. Liegt
jedoch erst einmal eine solide Geschwulst vor, so ist das Immunsystem mit der
Masse der Zellen Uberfordert, oder aber es erkennt sie gar nicht als fremd, da die
Tumorzellen letztendlich durch maligne Entartung aus urspriinglich kérpereigenen
Zellen hervorgegangen sind.

Der Gedanke, die korpereigene Abwehr bei der Bekdmpfung von Tumorzellen zu
unterstiitzen, ist Grundlage von immuntherapeutischen Verfahren in der
Behandlung maligner Erkrankungen. Eine wesentliche Rolle dabel spielen
Antikorper, die gegen entartete Zellen gerichtet sind. Diese sollen den
Abwehrzellen korperfremde Zellen markieren, die zu zerstéren sind *.
Monoklonale Antikorper gegen verschiedene Tumortypen wurden bereits
entwickelt und teillweise auch eingesetzt, so war beispielsweise fir die Behandlung
von kolorektalen Karzinomen im Stadium Dukes C der monoklonae 17-1A-
Antikorper (Panorex O) als Arzneimittel zugelassen und in klinischer Anwendung
» % Dabei sellte sich im Verlauf heraus, dass en ausreichender
Wirksamkeitsnachweis nicht gegeben war. Das Préparat ist nicht mehr auf dem
Markt. Dennoch richten sich Hoffnungen auf Immuntherapeutika fir verbesserte

Tumortherapien.

.4 Notwendige Voruntersuchungen fir Immuntherapien

Fir enen eventuellen Einsatz von monoklonalen Antikdrpern gegen
Oberflachenantigene der Tumorzellen, stellt sich die Frage, ob diese gleichzeitig zu
einer Chemo- und Radiotherapie gegeben werden kénnen, oder aber ob en
gewisser zeitlicher Abstand notwendig ist. Die erhoffte Wirkung eines Antikorpers

setzt voraus, dass die Zellen des korpereigenen Immunsystems bereit sind, als



fremd erkannte Zellen effektiv zu zerstéren. Bekanntermalden beeintréchtigt aber
eine Chemotherapie jedoch auch das Immunsystem. Deshalb wurden in dieser
Arbeit bei Patienten mit der Diagnose eines Pankreaskarzinoms verschiedene
Parameter des Immunsystems im zetlichen Verlauf wahrend einer

Radiochemotherapie untersucht.



1. Material und M ethoden

1.1 Auswahl der Patienten

Die Untersuchungen fanden an Blutproben von neun Patienten statt, die wegen
eines Karzinoms des Pankreas behandelt wurden. Das Alter der Patienten lag
zwischen 48 und 67 Jahren, drei der Patienten waren weiblich, sechs mannlich. Bei
sieben der Patienten lag nach histologischer Sicherung der Diagnose ein
inoperabler Befund vor, bei einem Patienten fand zunéchst eine Tumorresektion
nach Whipple statt, wobel jedoch makroskopisch Tumorreste verblieben waren (R2
entsprechend der UICC-K assifikation *?). Bei einem Patienten wurde aufgrund des
klinischen und rontgenologischen Bildes auf eine Histologie verzichtet,
Operabilitét war nicht mehr gegeben.

Nach der Diagnose eines fortgeschrittenen Stadiums der Erkrankung wurden alle
neun Patienten mit einer kombinierten Chemotherapie nach dem CLFT-Schema,
bestehend aus Cyclophosphamid, Leukovorin, Fluoruracil und Tamoxifen,
behandelt. Im Anschluss folgte parallel zu den 5-Fluoruracil-Infusionen eine lokale
Bestrahlung der Priméartumorregion, in der Regel mit einer Gesamtdosis von 30
Gray in fraktionierten Einzeldosen Uber zwei bis drei Wochen (sieben Patienten
erhidlten 30 Gy, ener erhiet 33 Gy, ener erhielt 45 Gy). Nach dieser
Radiochemotherapie wurde nach einer Pause von zwei bis drei Wochen mit dem
néchsten Zyklus des CLFT-Schemas fortgefahren.

1.2 Blutentnahmen / Studienablauf
Die Blutentnahmen fir die Untersuchungen der Immunparameter fanden am ersten
Tag der Radio-Chemotherapie mit 5-Fluoruracil, nach einer Woche sowie nach

zwei Wochen statt. Nach Abschluss der Radiochemotherapie folgte eine vierte



Blutentnahme. Da nicht alle Patienten das CLFT-Schema komplett durchlaufen

haben, liegt diese vierte Blutentnahme nur von sieben Patienten vor.

1.3 Klinisch-chemische und hamatologische Parameter

Die einzelnen Blutentnahmen fanden im Rahmen der klinischen Routine statt,
dabei wurden auch Serum- und Blutbildparameter Uber das zentrale Hauptlabor der
Klinik bestimmt. Zusatzlich wurde en Roéhrchen heparinisiertes Vollblut
abgenommen. Dieses Material wurde fir die im folgenden beschriebenen

Untersuchungen verwendet.

1.4 Lymphozytensubpopulationen / Messmethode /
Dur chflusszytometrie

Zunéchst wurden pro Ansatz 10 ml fluoreszenzmarkierte Antikorper (Hersteller:

Becton Dickinson) und 100 m Vollblut gemischt und 20 Minuten inkubiert.

Anschlief3end wurden die Erythrozyten lysiert, nach einer ersten Zentrifugation der

hamogl obinhaltige Uberstand verworfen.

Danach wurde die Zellsuspension erneut mit einer Waschlésung versehen und ein

zweites Ma zentrifugiert, um Uberfllssige, nicht gebundene AntikOrper zu

entfernen. Die verbleibende Zellsuspension wurde mit Hilfe eines FACScan-

Durchflusszytometers (Becton Dickinson) analysiert.

Fur die Bestimmung der Lymphozyten-Subpopulationen waren sechs getrennte

Ansdtze mit jewells zwei verschiedenen fluoreszenzmarkierten Antikorpern

notwendig.

Im ersten Rohrchen wurden die Zellen mit CD45- und CD214-Antikorpern

inkubiert, die selektiv an Lymphozyten bzw. Monozyten binden. Mit Hilfe der so

10



markierten Zellen konnte auf folgende Weise die aleinige Messung von
Lymphozyten in den folgenden Réhrchen gewéhrleistet werden:
Die beiden verwendeten Antikérper (CD45/CD14) sind mit unterschiedlichen,
fluoreszierenden Farbstoffen verbunden (FITC/PE). Das Durchflusszytometer kann
fUr jede einzelne Zelle folgende Parameter messen:

- Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC)

- Seitwaértsstreulicht (side scatter, SSC)

- FITC-Fluoreszenz

- PE-Fluoreszenz
Dabel ist das Vorwértsstreulicht ein Mal3 fur die GrofRe der Zellen, das
Seitwartsstreulicht (SSC) ein Mal3 fur das Vorhandensein von intrazellularen
Granula. Trégt man die Messergebnisse fur das Vorwérts- und Seitwartsstreulicht
bei einem normalen Differentialblutbild in ein Koordinatensystem ein, so liegen die
Granulozyten als grofdte und am meisten granulierte Zellen in einer Population am
weitesten rechts oben. Die Monozyten als ebenfalls eher grofie Zellen, aber kaum
Granula enthaltend, liegen als Population im Koordinatensystem etwas unterhalb
der Granulozyten. Die Lymphozyten als kleinste und am wenigsten granulierte
Zellen finden sich im Koordinatensystem als Popul ation nahe dem Achsenkreuz fir
Vorwértss und Seitwartsstreulicht (FSC und SSC). Bei einem normalen
Differentialblutbild zeigt sich daher bei Betrachtung der Messwerte fir Vorwérts-
und Seitwartsstreulicht im Koordinatensystem etwa folgendes Bild:

11
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FSC
Gated Events : 20641

Total Events . 15060

(Abb. 1: Durchflusszytometrische Darstellung aller Leukozyten ohne Farbstoffe, aufgetragen in einem
Koordinatensystem fir Vorwartsstreulicht und Seitwartsstreulicht)

Der Ubergang von den Lymphozyten zu den Monozyten ist in der Darstellung
Vorwaértsstreulicht (FSC) gegen Seitwartsstreulicht (SSC) haufig fliefend und
daher schwer abzuschétzen. Deshalb ist die FITC/PE-Markierung mit Antikérpern
gegen Lymphozyten bzw. Monozyten sehr hilfreich, um festzulegen, in welchem
Bereich des Koordinatensystems, in dem FSC gegen SSC aufgetragen sind, sich
nun wirklich die Lymphozyten befinden. Aul3er den Messwerten fur Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht kann im Durchflusszytometer fur jede einzelne Zelle das
Vorhandensein eines Fluoreszenzfarbstoffs bestimmt werden. Die Information,
welcher Fluoreszenzfarbstoff auf einer einzelnen Zelle vorliegt, wird vom
Durchflusszytometer ebenfalls an das angeschlossene Computersystem tbermittelt.
Auf diese Art und Weise kénnen auf dem Farbbildschirm des Computersystems die
Populationen der Monozyten und der Lymphozyten farblich hervorgehoben
werden, eine genaue Abgrenzung wird moglich. Nun kann von Hand ein Fenster im
Koordinatensystem FSC gegen SSC eingezeichnet werden, welches genau die
Lymphozyten-Population umfasst.

Fur die folgenden Messungen mit den weiteren angesetzten Rohrchen werden zur
Auswertung der mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern besetzten Lymphozyten

12



nur digjenigen Zellen berticksichtigt, deren Vorwaérts- und Seitwartsstreulicht in das
oben genannte Fenster fallt.

Auf diese Weise wird sichergestellt, dass tatséchlich nur Aussagen Uber die zu
untersuchenden Lymphozyten getroffen werden.

Der hier beschriebene Vorgang des Festlegens eines Fensters im FSC-SSC-
Koordinatensystem, das ausschliefdt, Zellen zu messen, die beim aktuellen
Messvorgang nicht von Interesse sind und das Ergebnis verfa schen wirden, heif3t
»gating“. Das entsprechende Fenster nennt man , gate* (aus dem Englischen: das
,» 1or*, durch das die einzelnen Zellen passen missen).

Der Ansatz im zweiten Rohrchen ist noch kein diagnostischer, es handelt sich
vielmehr um einen Kontrollansatz. Aufgrund des mit Hilfe des ersten Rohrchens
festgelegten Gates werden ausschliefdlich Lymphozyten beurteilt. Im zweiten
Ansatz befinden sich zwar Antikorper mit FITC- bzw. PE-Markierung, diese
binden jedoch nicht an Lymphozyten. Tragt man aus der Messung des zweiten
Rohrchens die Ergebnisse in das Koordinatensystem FITC gegen PE ein, so finden
sich dort die Ergebnisse verhdtnismaldig weit unten links. Die Grole des dabei
entstehenden Clusters an Zellen entspricht der GrofRe des linken unteren
Quadranten in den nachfolgenden Messungen. Im linken unteren Quadranten
befinden sich dabei digenigen Zellen, die weder den FITC-, noch den PE-
Antikorper binden. Mit Hilfe des zweiten Ansatzes erfolgt also die Kalibrierung
des Koordinatensystems FITC gegen PE, die in den folgenden Messungen
relevanten Quadranten werden festgel egt.

13



Gamma-—2

Gamma-—1

(Abb. 2: Durchflusszytometrische Darstellung der Lymphozyten im Kontrollréhrchen, die weder FITC- noch PE-
markiert sind. ,, Gamma-1* und ,, Gamma-2“ werden vom Computersystem als Namen fur die Achsen von FITC bzw.
PE vergeben, in dieser Darstellung sind also die FITC- und PE-Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen)

In den anschlief3enden Ansétzen 3 bis 6 finden die tatséchlichen Messungen statt.
Die gesamten Blutzellen werden mit jeweils zwei verschiedenen Antikorpern
inkubiert, die verschiedenartig fluoreszenzmarkiert sind (FITC/PE). Gemessen
werden aufgrund des mit Rohrchen 1 festgelegten Gates nur die Lymphozyten. Im
Koordinatensystem FITC gegen PE zeigt sich dann, welche Zellen das durch die
jeweiligen Antikorper erkannte Antigen tragen, und zwar im linken oberen oder
rechten unteren Quadranten digenigen Zellen, die jeweils eines der beiden
untersuchten Antigene tragen, im rechten oberen Quadranten digjenigen Zellen, die
beide Antigene tragen. Von der Software wird aso ein Koordinatensystem
ausgewertet, in das die aufgrund des Kontrollrohrchens bestimmten Quadranten

eingezeichnet sind.
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(Abb. 3: Darstellung einer durchflusszytometrischen Messung der markierten Lymphozyten. In den jeweiligen

Quadranten befinden sich einfach oder doppelt fluoreszenz-markierte Zellen, FITC bzw. PE)

Das Computersystem gibt den prozentualen Anteil der im jeweiligen Quadranten
vorliegenden Zellen im Verhdtnis zu den in der entsprechenden Messung
insgesamt gezahlten Zellen aus. Da ausschliefdlich die Fluoreszenzeigenschaften
von Lymphozyten bestimmt werden, geben diese Prozentzahlen den Antell
derjenigen Lymphozyten in Bezug auf die Gesamtzahl der Lymphozyten an, die
das entsprechende Antigen tragen. Die Gesamtzahl der Lymphozyten kann das
Computersystem anhand von Rohrchen 1 as Prozentanteil an der
Gesamtleukozytenzahl berechnen. Um Uber die Prozentwerte hinaus auch die
absoluten Zellzahlen, beispielsweise pro Mikroliter Vollblut, angeben zu kdnnen,
ist als einzige zusétzliche Information die Gesamtleukozytenzahl erforderlich.
Diese wird jeweils aus der gleichen Blutentnahme im Institut fir Klinische Chemie
und Pathobiochemie bestimmt. Wird sie vor der durchflusszytometrischen Messung
in das computerisierte Auswertungssystem eingegeben, so erhélt man zusétzlich zu
allen prozentualen Angaben auch die absoluten Zellzahlen pro Mikroliter Vollblut.
Im einzelnen werden mit den Rohrchen 3 bis 6 folgende Oberfl&chenantigene und

damit Lymphozyten-Subtypen erfasst:
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3. Ansatz: CD4 / CD8

entsprechen T-Helfer-Zellen und T-Killer- bzw. T-Suppressorzellen.

4. Ansatz: CD3/ CD19

entsprechen Gesamt-T-Lymphozyten und Gesamt-B-Lymphozyten

5. Ansatz. CD3/HLA-DR

entsprechen Gesamt-T-Lymphozyten und aktivierte T-Lymphozyten

6. Ansatz. CD3/ CD16 und CD56

entsprechen Gesamt-T-Lymphozyten und NK-Zellen

Die Anteille der genannten Subtypen werden wie beschrieben als prozentualer
Anteil der Gesamt-Lymphozyten sowie as absolute Zellzahlen bestimmt. Die
Bestimmung der CD3-positiven Zellen, d.h. der Gesamt-T-Lymphozyten, findet
dabei mehrfach statt. Das Ergebnis sollte aber bei ideal verlaufenden, zuverlassigen

Messungen in allen Ansétzen das gleiche sein.

1.5 Fc-Rezeptor-tragende L eukozyten / Messmethode / ver wendete
Antikor per

Fir die Erkennung antikorper-markierter Zellen durch phagozytierende Zellen des
Immunsystems ist der Fc-Teil der Antikdrper von Bedeutung. Dieser Teil wird von
Rezeptoren auf der Oberflache der Phagozyten erkannt. Von Relevanz sind dabel
die dre bisher bekannten Fc-Rezeptoren Fc-lg, Fc-l1lg und Fc-llig, deren
Vorhandensein auf Leukozyten bestimmt wurde.

Auch fir diese Bestimmung werden die Zellen mit fluoreszierenden Antikdrpern
versehen und mittels Durchflusszytometrie vermessen und ausgezahlt. Zunachst
werden, entsprechend der Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen, 100 i
Vollblut pro Ansatz mit einem Antikdrpergemisch versehen. Zum Ermitteln des
Anteils der Fc-111g-Rezeptor-tragenden Zellen (CD16+) werden die Antikorper aus
dem 6. Ansatz der Lymphozytensubpopul ationen verwendet. Fur die Rezeptortypen

16



Fc-11g und Fc-l1g, entsprechend den Oberflachenantigenen CD32 und CD64, eine
Mischung aus verschieden fluoreszenz-markierten Antikdrpern gegen diese beiden
Antigene. Wie unter 11.4 beschreiben, werden nach der 20-mindtigen
Inkubationszeit wieder zunéchst die Erythrozyten lysiert, anschlief3end wird mit
einer Waschlésung die Zellsuspension von Erythrozytenresten gesaubert. Die im
Ansatz verbliebenen Zellen werden mit Hilfe des Durchflusszytometers analysiert.
Zunachst wird auch hierfir mit Hilfe des Ansatzes 1 aus der Bestimmung der
Lymphozytensubpopulation ein Gate festgelegt. Dieser Vorgang findet hier jedoch
insgesamt drel mal statt. Einmal fir die Lymphozyten, einmal fur die Monozyten
und einmal fur die Granulozyten. Anschlief3end wird jeweils mit Hilfe des Ansatzes
2 der Lymphozytensubpopulationen der linke untere Quadrant des fur die
Auswertung relevanten Koordinatensystems FITC gegen PE festgelegt. Es handelt
sich erneut um das Kontrollréhrchen, demnach werden hiermit die jewells
»negativen®, nicht fluoreszenz-markierten Zellen definiert. Danach wird die
Messung am Rohrchen 6 der vorhergehenden Untersuchung vorgenommen, dieses
enthdlt die CD16-Antikorper. Diese Antikérper sind PE-markiert, die
entsprechenden Zellen befinden sich demnach in den beiden oberen Quadranten.
Mit Hilfe des Koordinatensystems FITC gegen PE lasst sich somit zundchst der
prozentuale Anteil der CD16-positiven Zellen an der jeweils mittels Gate
festgel egten Zellpopulation bestimmen. Dieser Prozentanteil multipliziert mit dem
Prozentanteil der jeweiligen Zellart (Monozyten, Lymphozyten, Granulozyten) an
den Gesamtleukozyten, multipliziert mit der Anzahl der Gesamtleukozyten, ergibt
die absolute Zellzahl der jeweils zu bestimmenden CD16-positiven Monozyten,
Lymphozyten oder Granulozyten. Entsprechend wird mit den CD32- und CD64-
positiven Zellen verfahren. Hierbel sind die CD32-positiven Zellen wieder PE-
markiert, und befinden sich folglich in den beiden oberen Quadranten. Die CD64-
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positiven Zellen sind FITC-markiert und befinden sich in den beiden rechten
Quadranten des FITC-gegen-PE-K oordinatensystems.

Die Zellen im rechten oberen Quadranten tragen sowohl den Fc-11g- as auch den
Fc-lg-Rezeptor, sie sind also CD32- und CD64-positiv. Auch der Antell dieser
Zellen an der jeweiligen Population 1&sst sich aus dem K oordinatensystem ablesen,

die absolute Zellzahl entsprechend dem unten beschriebenen Berechnungsverfahren
bestimmen (siehe Illustration)

&
3 #11: 7/HEINZ/
] ===== Quad Stats -----
File: #11:/HEINZ/ Sample: ', FC-REZEPTOREN, 2.6.9
T‘“g Date: 67 3797 Gate G2= R2
} L Selected Preference: Arithmetic/Linear
o ] Parameters: FL1-H(LOG),FL2-H(LOG) Quad Location: 15.96, 9.65
52- Total= 10000 Gated= 9a3
%f 3 Quad Events X Gated X% Total Xmean Ymean
o 1 1 UL 199 22.94 1.99 5.48 45.44
4 o 2 UR 693 76.74 6.93 83.32 70.06
+ 3 3Ll 3 09.33 0.083 3.60 7.39
E i 4 LR 8 8.89 8.68 £9.28 5.00
(-]
geo. i+ TRaak Wah' hddicr ]

FL1-H\FL1-Height -—>

(Abb. 4: Darstellung einer durchflusszytometrischen Messung, in den jeweiligen Quadranten befinden sich Zellen,
die mit Hilfe verschiedener farbstoff-tragender Antikorper unterschiedlich fluoreszieren)

Bekannt/Gegeben:
- Gesamt-L eukozyten (Leu)
Differentialblutbild aus der Bestimmung der Lymphozyten-Subpopul ationen:
- Granulozyten in % (Gr)
- Monozyten in % (Mo)
- Lymphozytenin % (Ly)
- Anteil der im linken oberen Quadranten liegenden Zellen in % (x)
-Anteil der im rechten oberen Quadranten liegenden Zellen in % (y)

- Anteil der im rechten unteren Quadranten liegenden Zellen in % (2)
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Bekannt sind sowohl die Gesamtleukozytenzahl als auch die prozentualen Anteile
der Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten. Diese Prozentanteile multipliziert
mit der Leukozytenzahl ergeben zunachst die Absolutzahl der jeweiligen Zellen.
Diese Absolutzahl wird nun wiederum mit dem Prozentanteil multipliziert, dessen
Fc-Rezeptor-tragende Eigenschaft in der Durchflusszytometrie erfasst wurde. Die
Fc-Rezeptor-tragenden Zellen befinden sich je nach Fluoreszenzmarkierung in den
beiden oberen Quadranten fur PE (CD 32), diese Prozentanteile sind in den u.g.
Formeln mit x und y bezeichnet. Die CD64-positiven Zellen (FITC-markiert)
befinden sich in den beiden rechten Quadranten, ihre prozentualen Anteile sind in
den u.g. Formeln mit y und z bezeichnet. Fur Zellen, die sowohl CD32 als auch
CD64-positiv sind, gilt die dritte Formel, die nur die Zellen des oberen rechten
Quadranten (FITC und PE-positiv, unten mit y bezeichnet) erfasst. Beispielhaft
folgen die Formeln zur Berechnung der Fc-Rezeptor-tragenden Granulozyten (der
Prozentanteil der Granulozyten aus dem Differentialblutbild wird mit Gr
bezeichnet).

Berechnung der absoluten Zellzahlen fir CD32+ bzw. CD64+ Granul ozyten:

CD32+: (x+y)/100 0Gr/100 [Leu

CD64+: (y+2)/100 [3Gr/100 [Leu

CD32+/CD64+:  y/100 [Gr/100 [Leu

Entsprechend lassen sich die absoluten Zellzahlen der Fc-Rezeptor-tragenden

Monozyten und Lymphozyten fur die einzelnen Fc-Rezeptor-Subtypen (CD16,
CD32 und CD64) berechnen.
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1.6 Aktivitat der Phagozytose/ M essmethode/ Phagotest-Assay

Zur Bestimmung der Fahigkeit der Zellen zur Phagozytose wird frisches,
heparinisiertes Vollblut bendtigt. Zundchst werden 2 Ansétze zu je 100 ml Vollblut
bereitgestellt, einer davon as Negativkontrolle. Beide Ansétze werden zunéchst auf
Eis gekihlt. Beiden Ansidzen werden 20 m ener standardisierten
Bakteriensuspension zugegeben. Darin sind nicht mehr vermehrungsféhige
Bakterien der Gattung E.coli enthalten, deren Oberflache mit einem FITC-
markierten AntikOrper versehen ist (System ,Phagotest®, Hersteller: Orpegen,
Heidelberg). Der Testansatz wird nun fur 10 Minuten in ein 37°C warmes
Wasserbad gegeben, der Kontrollansatz bleibt auf Eis. Anschlief3end werden beide
Ansédtze mit 2-3 ml eisgekihlter Waschlésung versehen, die nach Zentrifugation
das Entfernen nicht phagozytierter Bakterien ermdglicht. Ebenso werden analog zu
den vorgenannten Bestimmungen die Erythrozyten lysiert und ausgewaschen, auch
diese werden mittels Zentrifuge entfernt. Es verbleibt eine Zellsuspension von
Leukozyten, die je nach Fahigkeit zur Phagozytose eine mehr oder minder grol3e
Anzahl FITC-markierter Bakterien phagozytiert, also in sich eingeschlossen haben.
Die Auswertung findet erneut mit Hilfe der Durchflusszytometrie statt. Zunachst
wird anhand des Koordinatensystems FSC gegen SSC festgelegt, in welchem
Bereich sich die Monozyten bzw. Granulozyten befinden. Dies wird von der
Auswertungssoftware als Gate gespeichert (siehe vorhergehende Abschnitte). Dann
wird fir das Monozyten-Gate zunéchst das Kontrollréhrchen gemessen. Das
Durchflusszytometer bestimmt dabel fir jeden einzelnen Monozyten die Intensitét
der FITC-Fluoreszenz. Diese korreliert mit der Anzahl der aufgenommenen
Bakterien. Das Ergebnis dieser Bestimmung wird als Histogramm dargestellt. Auf
der x-Achse ist die Intensitdt der FITC-Fluoreszenz angegeben, zu jedem x-Wert
wird die Anzahl der Zellen mit dieser Fluoreszenzintensitét als Balken aufgetragen.

Es ergibt sich fur das Kontrollrohrchen ein Bild wie das folgende:
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o #11: /PHAG/ \FL1-H\FL1-Height
=== Arithmetic Histogram Statistics for #11:/PHAG/
Selected Preferences: Arithmetic/Linear

Parameter FL1-H FL1-Height Gate G3= R3

M Left,Right Events % Peak PkChl Hean Median sD cu %

8 1.00, 9910 6498 100.00 176 1.00 18.20 4.45 289.36 >100.0
1 1.00,21.67 6374 98.09 176 1.00 5.33 4.41 3.63 68.04
2 21.67, 9910 126 1.94 4 g22.87 669.24 45.11 1978.75 >108.08

&
109 10t 102 10® 104

(Abb. 5: Kontrollréhrchen des Phagozytose-Assays, dargestellt sind die Intensitéten der intrazelluldren Fluoreszenz
als Balkendiagramm. Fur Zellen mit geringer Fluoreszenz werden je nach Haufigkeit Balken nahe der y-Achse

gezeichnet, im Kontrollréhrchen sind wenig oder keine intensiv fluoreszierenden Zellen vorhanden.)

Anhand der Darstellung zeigt sich, dass die Zellen zwar auch im Kontrollréhrchen
eine gewisse FITC-Fluoreszenz aufweisen, also zumindest teilweise mit den FITC-
markierten Bakterien verbunden sind. Die Intensitét der FITC-Fluoreszenz ist aber
Uberwiegend niedrig, der hochste Punkt des Histogramms liegt in der Nahe der y-
Achse. Die in der Né&he der y-Achse vorhandene, niedrig intensive FITC-
Fluoreszenz ist somit entweder als Verunreinigung, oder aber als Grundaktivitét der
Zellen, auch bel optimaer Verarbeitung nahe 0°C aufzufassen, eigentlich von
Interesse und gemessen werden soll aber die darlber hinausgehende
Phagozytoseaktivitét.

Mit Hilfe des Ergebnisses aus dem Kontrollréhrchen wird nun ein Punkt auf der x-
Achse festgelegt, dessen Intensitét an FITC-Fluoreszenz Ubertroffen werden muss,
soll eine Zelle a's phagozytierend bewertet werden. Der Bereich links von diesem
Punkt heif3 in der gezeigten Grafik ,M1“ und beinhaltet die weit tUberwiegende
Anzahl der Zellen aus dem Kontrollansatz. Der Bereich rechts von diesem Punkt

heilt ,M2*, darin liegen im Testansatz die phagozytierenden Zellen. Die
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Auswertungssoftware kann angeben, wieviel Prozent der jeweils untersuchten
Zellen in welchem Bereich liegen.
Fuhrt man die Messung der Monozyten mit dem tatséchlichen Testansatz durch,

zeigt sich beispielsweise folgendes Bild:

#11: /PHAG/ NFL1-H\FL1-Height
®
"} #11: /PHAG- WFL1-H\FL1-Height
-=— Arithmetic Histogram Statistics for #11:/PHAG/
Selected Preferences: Arithmetic/Linear
Parameter FL1-H FL1-Height Gate G3= R3
M Left,Right Events % Peak PkChl Mean Median SD cV %

e 1.08, 9910 S362 100.00 36 1252 1687.87 1382.37 1382.60 81.91
1 1.00,21.67 193 3.60 4 5.78 8.43 7.37 5.08 60.24
2 21.67, 9910 5178 96.42 36 1252 1750.24 1420.18 1368.92 78.21

[
18° 10! 1092 10 164

(Abb. 6: Testansatz des Phagozytose-Assays, dargestellt sind die Intensitéten der intrazelluléren Fluoreszenz als
Balkendiagramm. Fir stark fluoreszierende Zellen werden in grof3erem Abstand zur y-Achse je nach Haufigkeit

einer Intensitat Balken gezeichnet. Im Testansatz zeigt sich die Mehrzahl der Zellen alsintensiv fluoreszierend.)

Die im Koordinatensystem eingezeichneten Bereiche ,M1‘ und ,M2* sind
identisch mit denen aus dem Kontrollansatz. Der (in der obigen Grafik
Uberwiegende) Anteil der phagozytierenden Zellen findet sich im Bereich ,M2°
wieder. Die Software kann wiederum den prozentualen Anteil an den gesamten
gemessenen Zellen angeben. Im obigen Beispiel sind also 96,4% der Monozyten
zur Phagozytose fahig.

Entsprechend dieser Beschreibung, nur mit dem zu Beginn anders festgelegten
Gate, wird auch die Bestimmung der Phagozytoseaktivitét der Granulozyten
durchgefihrt.
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1.7 Bestimmung der spezifischen Lyse Uber die antikor per-vermittelte
zelluldre Zytotoxizitat (ADCC)

Diese Untersuchungen wurden im Immunologischen Institut der Ludwig-
Maximilians-Universitét vorgenommen. Es wurden daftr der erstmals von Poplack
et.al beschriebene Ansatz zur Bestimmung der ADCC-Aktivitat benutzt %. Dabei
werden zu lysierende Zielzellen mit radioaktivem Cr51 markiert. Diese Zellen
werden mehrfach von eventuellem Uberstand gewaschen. Anschlieflend werden
drei verschiedene Ansétze der Freisetzung von Cr51 gemessen. Zum einen wird in
einem Kontrollansatz die Freisetzung von Cr51 ohne Zugabe einer zelllysierenden
Substanz gemessen, dieser Wert wird als spontane Lyse bezeichnet. Zum anderen
wird eine zelllyserende Chemikalie zugegeben (z.B. 5%-Triton-X, Merck,
Darmstadt), die dadurch erreichte Cr51-Freisetzung wird als maximale Lyse
bezeichnet. Der eigentliche Testansatz wird mit den Effektorzellen aus dem frisch
entnommenen Blut der 0.g. Patienten versetzt, zugegeben wird jeweils noch ein die
Lyse evtl. verstarkender Antikorper: einerseits der bei kolorektalen Karzinomen
bereits erprobte monoklonale 17-1A-Antikorper (Panorex O), andererseits ein
weiterer, chimérer Antikdrper (C46). Chimére Antikorper sind im Gegensatz zu
monoklonalen Antikdrpern nicht aus einer urspringlichen Zelle hervorgegangen,
sondern kdnnen aus Fragmenten unterschiedlicher Herkunft bestehen. Daher ist es
auch moglich, dass ein solcher Antikorper gegen verschiedene Zielstrukturen
wirksam ist (sog. , bi-spezifischer Antikdrper”). In einem weiteren Ansatz findet
die Bestimmung der Lyse ohne Zugabe eines Antikorpers statt. Gemessen wird
jewells die Freisetzung der radioaktiven Markersubstanz, des Cr51. Fir diese
ergeben sich nun drei unterschiedliche Ergebnisse: die spontane Lyse (ohne
Effektorzellen), die maximale Lyse (mit einem zelllysierenden Agens), und die zu

untersuchende ADCC-vermittelte Lyse im eigentlichen Testansatz (Test-Lyse). Die
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in Prozent zu errechnende spezifische Lyse ergibt sich entsprechend der folgenden

Formel:

(Test-Lyse - spontane Lyse)
% spezifische Lyse = (1100

(maximale Lyse - spontane Lyse)

Der so errechnete Prozentwert gibt an, welcher Anteil der in-vitro zur Lyse
bereitgestellten Zielzellen unter den jeweiligen Voraussetzungen effektiv Uber den
Mechanismus der antikorper-vermittelten zelluldren Zytotoxizitét (ADCC) zerstort
werden kann, und ist demzufolge ein Mal3 fUr die zum jeweiligen Zeitpunkt
vorliegende Fahigkeit der Immunzellen des Patienten, ADCC-vermittelte Zytolyse

zu erméglichen.

1.8 Erstellung der Diagramme/ Statistik

Fir die im folgenden dargestellten Diagramme wurden séamtliche Daten tabellarisch
mit Hilfe der Software Microsoft Excel erfasst. Zunéchst wurden fir jeden
einzelnen Patienten und jede einzelne Blutentnahme entsprechend dem
Entnahmeschema (vor Therapie, nach einer Woche Therapie, nach zwei Wochen
Therapie und nach Therapiepause) die Anzahl der einzelnen Zellen mit ihren
jeweiligen Eigenschaften erfasst. Fur diese (absoluten) Zahlen, meist Zellen pro
Mikroliter (entspricht Kubikmillimeter, abgeklrzt cu mm), wurden urspriingliche
Messergebnisse in Prozent einer Zellpopulation mit den jewelligen Gesamtzahlen
der entsprechenden Population multipliziert.

In einem weiteren Arbeitsschritt wurden die Ergebnisse aller Patienten fir jede

Bestimmung passend zur jeweiligen Blutentnahme angeordnet. Fir die einzelnen
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Blutentnahmezeitpunkte wurden mit Hilfe der Tabellenkalkulationssoftware
Mittelwerte und Standardabweichungen dber die einzelnen Parameter aller
Patienten berechnet. Zur weiteren statistischen Auswertung wurden die Werte der
einzelnen Entnahmezeitpunkte gegeneinander verglichen.

Der Student-t-Test fir zweiseitige Stichproben gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass
die Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen. Die Ergebnisse
werden als signifikant unterschiedlich betrachtet, wenn diese Wahrscheinlichkeit
unter 0,05 lag.

Schliefdlich wurden fir jeden gemessenen Parameter Diagramme erstellt, die
darstellen, wie sich die jewellige Messgrofde im Verlauf der Therapie andert. Fir
jeden einzelnen Entnahmezeitpunkt beschreibt eine Séule den Mittelwert der
Messergebnisse aller Patienten, von diesem Mittelwert aus verdeutlicht die nach
oben wie unten aufgetragenen einfache Standardabwel chung (die kompl ette Spanne
entspricht also der doppelten Standardabwei chung) die Streubreite der Ergebnisse.

Sich signifikant voneinander unterscheidende Ergebnisse sind as solche
gekennzeichnet unter Angabe der Irrtumswahrscheinlichkeit p (<0,05). Die als
Zahlenwerte angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen fir jeden
einzelnen Parameter sowie die statistischen Mal3e zur Signifikanzberechnung sind
im Anhang tabellarisch aufgelistet.
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[11. Ergebnisse

Im folgenden wird kurz auf die jeweiligen Verdnderungen im zeitlichen Verlauf der

Therapie eingegangen.

[11.1 Blutbildveranderungen / Hamatologie

Die Gesamtzahl der Leukozyten nimmt unter Radiochemotherapie kontinuierlich
ab, eine im Vergleich zum Ausgangsbefund signifikante Reduktion findet sich
jedoch erst nach der Therapiepause, eine Erholung innerhalb dieser zwei Wochen
findet nicht statt.

Leukozyten

G/I1

vorTherapie nach 1Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb. 7: Anderungen der Gesamtleukozytenzahlen in G/I vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-Fluorouracil und
Bestrahlung. * p<0.05)
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Die Erythrozytenzahlen blieben tberwiegend auf dem Ausgangsniveal.

Erythrozyten

T/1

vorTherapie nach 1Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb. 8: Anderungen der Erythrozytenzahlen in 10° Zellen/mmg vor, wshrend und nach Behandiung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung)
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Die Thrombozytenzahlen nehmen zwar im Verlauf der Therapie bei Betrachtung
der Mittelwerte leicht ab, dieses Ergebnis ist jedoch statistisch nicht signifikant.
Auch der Wert nach Therapiegpause weicht nicht wesentlich von den

vorhergehenden Werten ab.

Thrombozyten

300000

250000

200000

150000

cells /cu mm

100000

50000

vorTherapie nach 1Woche nach 2 nach Pause
Wochen

(Abb. 9: Anderungen der Thrombozytenzahlen in 10° Zellen/mm? vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung)
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Bei den Monozyten zeigte sich zwar eine leichte Verminderung der Zellzahlen,

jedoch war diese nicht statistisch signifikant.

Monozyten

800

700

600

500

400

cells / cu mm

300

200

100

vorTherapie nach 1Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb. 10: Anderungen der Monozytenzahlenin Zellen/mms? vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-Fluorouracil
und Bestrahlung)
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Eine geringe Abnahme der Granulozytenzahl ergab sich erst nach der
Therapiepause, jedoch erreichte auch diese keine Signifikanz. Wahrend der
tatsichlichen Zytostatika- und Radiotherapie-Exposition zeigte sich keine

Verénderung bel den Granulozyten.

Granulozyten

7000

6000

5000

4000

3000

cells / cu mm

2000

1000

vorTherapie nach 1 Woche nach 2 nach Pause
Wochen

(Abb. 11: Anderungen der Granulozytenzahlenin Zellen/mms vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung)
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Eine deutliche Verminderung der Zellzahlen ergab sich allerdings bei den
Lymphozyten. Bereits unmittelbar nach Therapiebeginn fielen die Werte deutlich
und signifikant unter das Ausgangsniveau, auch nach der Therapiepause zeigte sich
keine Erholung hinsichtlich der Anzahl der Gesamt-Lymphozyten.

Lymphozyten

3000

2500

2000

1500

cells / cu mm

1000

500

vorTherapie nach 1 Woche nach 2 nach Pause
Wochen

(Abb.12: Anderungen der Lymphozytenzahlen in Zellen/mm? vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung. * p<0.05)
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[11.2 Verschiebungen der Lymphozytensubpopulationen

Bei den B-Lymphozyten ergibt sich ein den Gesamtlymphozyten dhnliches Bild.
Sowohl bereits nach der ersten Therapiewoche, als auch im weiteren Verlauf liegen

diese signifikant unter dem Ausgangswert. Sie erholen sich auch nicht nach der

Unterbrechung der Therapie.

B-Lymphozyten

120

cells / cu mm

vorTherapie nach 1 Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb.13: Anderungen der B-Lymphozytenzahlen in Zellen/mm? vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung. * p<0.05)

Die Gesamtzahl der T-Lymphozyten zeigt zwar im Mittelwert einen Rickgang
wahrend der ersten beiden Therapiewochen, aufgrund einer eher hohen Streubreite
falt dieser Ruckgang aber noch nicht signifikant aus. Erst der Wert nach
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Therapiepause geht deutlich zuriick und liegt signifikant unterhalb des Wertes nach
zwei Wochen Therapie wie auch signifikant unterhalb des Ausgangswerts. Es zeigt

sich aso keine Erholung im therapiefreien Intervall.

T-Lymphozyten

2500

2000 +

1500 +

cells / cu mm

1000 +

500 +

0 1
vorTherapie nach 1 Woche nach 2 nach Pause
Wochen

(Abb.14: Anderungen der T-Lymphozytenzahlen in Zellen/mmg vor, wihrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung. * p<0.05)

Das Ergebnis fur die T-Helfer-Zellen (CD4+) &dhnelt dem der Gesamt-T-
Lymphozyten. Auch bei den CD4-Zellen liegt beilm Ausgangswert eine grof3e
Streubreite vor. Die Werte nach einer bzw. zwei Therapiewochen fallen zwar ab,
jedoch nicht signifikant. Erst nach Therapiepause liegen sowohl verglichen mit

dem Ausgangswert als auch verglichen mit dem Wert nach zwei Wochen Therapie
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signifikant verminderte Zellzahlen vor. Eine Erholung im therapiefreien Intervall

findet demnach auch hier nicht statt.

CD4+ Lymphozyten

1800
1600
1400
1200
1000

800

cells / cu mm

600

400

200

vorTherapie nach 1 Woche nach 2 nach Pause
Wochen

(Abb.15: Anderungen der CD4+-Lymphozytenzahlen in Zellen/mms vor, wiahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung. * p<0.05)



Die Anzahl der CDS8-positiven Lymphozyten fallt zwar vom Ausgangswert
ausgehend kontinuierlich ab. Die Streubreite ist jedoch so hoch, dass keine

Signifikanz erreicht wird.

CD8+ Lymphozyten

800

700

600

500

400

cells / cu mm

300

200

100

vorTherapie nach 1 Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb.16: Anderungen der CD8+-Lymphozytenzahlen in Zellen/mm vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung)
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Bei den NK-Zellen beobachtet man zundchst einen signifikanten Rickgang der
Z€ellzahl nach zwei Therapiewochen. Nach der Therapiepause liegt im Mittelwert
wieder das Niveau des Ausgangswertes vor, alerdings mit einer hohen Streubreite,
so dass weder im Vergleich zum Ausgangswert noch im Vergleich zum Wert nach

zwei Therapiewochen eine signifikante Veranderung vorliegt.

NK-Zellen

300

250

200

150

cells / cu mm

100

50

vorTherapie nach 1 Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb.17: Anderungen der NK-Zellzahlen in Zellen/mms vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-Fluorouracil und
Bestrahlung. * p<0.05)
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Die Anzahl der aktivierten T-Lymphozyten geht zwar bei ausschliefdlicher
Betrachtung der Mittelwerte im Therapieverlauf zurtick. Jedoch ist die Streubreite

zu grof3, um signifikante Aussagen treffen zu konnen.

aktivierte T-Lymphozyten

350

300 +

250 +

200 +

150 +

cells / cu mm

100 +

50 +

vorTherapie nach 1 Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb. 18: Anderungen der Anzahl der aktivierten T-Lymphozyten in Zellen/mm? vor, wihrend und nach Behandlung
mit 5-Fluorouracil und Bestrahlung)

[11.3 Anteileder Fc-Rezeptor-tragenden Zellen

Die Fc-111g-Rezeptor-tragenden Lymphozyten (CD16+) nehmen bereits unmittel bar
nach Therapiebeginn signifikant ab, auch nach zwei Therapiewochen liegt ihre
Anzahl deutlich unter dem Ausgangswert. Hinsichtlich der Erholung nach der
Therapiepause ist das Ergebnis wegen der grof3en Streubreite schwer beurteilbar.
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Einerseits ergibt sich zwar keine signifikante Erhéhung der Zellzahl verglichen mit
dem Wert nach zwel Wochen Therapie. Andererseits liegt der Wert auch nicht

signifikant niedriger a's der Ausgangswert vor Therapie.

CD16+ Lymphozyten

500

400

300

200

cells / cu mm

100

nach 1Woche

-100

(Abb.19: Anderungen der CD16+-Lymphozyten in Zellen/mm? vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung. * p<0.05)
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Die Anzahl der Fc-l11g-Rezeptor-tragenden Monozyten andert sich im Verlauf der
Therapie bzw. nach Therapiepause nicht signifikant.

CD16+ Monozyten

300

250

200

150

cells / cu mm

100

50

vorTherapie nach 1 Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb. 20: Anderungen der Anzahl der CD16+-Monozyten in Zellen/mms? vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung)
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Auch bei den Fc-lllg-Rezeptor-tragenden Granulozyten, die in verhatnismaiig
geringen Gesamtzahlen vorliegen, ergeben sich aufgrund der hohen Streubreite

keine signifikanten VVeranderungen im Therapieverlauf.

CD16+ Granulozyten
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(Abb.21: Anderungen der Anzahl der CD16+-Granulozyten in Zellen/mm? vor, wihrend und nach Behandlung mit
5-Fluorouracil und Bestrahlung)



Der Mittelwert der Fc-I1g-Rezeptor-tragenden Lymphozyten (CD32+) nimmt zwar
im Therapieverlauf ab, jedoch wird aufgrund der Streubreite keine Signifikanz

erreicht.

CD32+ Lymphozyten
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vorTherapie nach 1 Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb.22: Anderungen der Anzahl der CD32+-Lymphozyten in Zellen/mm3 vor, wahrend und nach Behandlung mit
5-Fluorouracil und Bestrahlung)
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Die Zdlzahlen der Fc-llg-Rezeptor-tragenden Monozyten sind im Verlauf der

Therapie ebenso nicht wesentlich verandert.

CD32+ Monozyten
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(Abb.23: Anderungen der Anzahl der CD32+-Monozyten in Zellen/mm? vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung)
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Bei den Fc-11g-Rezeptor-tragenden Granulozyten ist wahrend des Therapieverlaufs
keine Anderung der Zellzahl ersichtlich. Nach Therapiepause sinkt zwar der
Mittelwert eher ab, ein signifikanter Unterschied ergibt sich jedoch nicht.

CD32+ Granulozyten
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(Abb.24: Anderungen der Anzahl der CD32+-Granulozyten in Zellen/mm? vor, wihrend und nach Behandlung mit
5-Fuorouracil und Bestrahlung)



Die Fc-lgRezeptor-tragenden Monozyten (CD64+) erfahren weder im
Therapieverlauf noch nach Therapiepause eine wesentliche Verénderung ihrer
Zellzahl.
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(Abb.25: Anderungen der Anzahl der CD64+-Monozyten in Zellen/mms vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung)



Auch bei den Fc-lg-Rezeptor-tragenden Granulozyten ergibt sich im zeitlichen
Verlauf kein einheitliches Bild einer Verénderung, signifikante Abweichungen vom

Ausgangswert zeigen sich nicht.

CD64+ Granulozyten
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(Abb.26: Anderungen der Anzahl der CD64+-Granulozyten in Zellen/mm? vor, wihrend und nach Behandlung mit
5-Fuorouracil und Bestrahlung)



Ahnliche Ergebnisse zeigen sich bei den Monozyten und Granul ozyten, die sowohl
den Fc-lg-Rezeptor als auch den Fc-llg-Rezeptor tragen (CD32+ und CD64+).
Weder im Verlauf der Therapie noch nach Therapiepause zeigen sich signifikante

Abweichungen vom Ausgangswert.
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(Abb.27: Anderungen der Anzahl der CD32+/CD64+-Monozyten in Zellen/mme vor, wahrend und nach Behandlung
mit 5-Fluorouracil und Bestrahlung)



CD32+/C D64+ Granulozyten
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(Abb.28: Anderungen der Anzahl der CD32+/CD64+-Granulozyten in Zellen/mm3 vor, wahrend und nach
Behandlung mit 5-Fluorouracil und Bestrahlung)

[11.4 Veranderungen der Phagozytoseaktivitat
Die Phagozytoseaktivitét der Monozyten bzw. Granulozyten wird gemessen as
Prozentangabe der innerhalb der jeweiligen Zellpopulation zur Aufnahme von

fluoreszenzmarkierten Partikeln fahigen Zellen.
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Bei den Monozyten andert sich diese Prozentzahl im Therapieverlauf nicht
signifikant. Die Mittelwerte, die sich aus den Messungen bei den einzelnen
Patienten ergeben, nehmen eher geringgradig zu, auch nach Therapiepause ergibt
sich keine signifikante Verénderung zum Ausgangsniveau.
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vorTherapie nach 1 Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb.29: Anderungen des prozentualen Anteils der phagozytierenden Monozyten in % der Gesamt-Monozyten vor,
wahrend und nach Behandlung mit 5-Fluorouracil und Bestrahlung)



Ein ahnliches Ergebnis zeigt sich bei den Granulozyten. Auch hier liegen weder im
Verlauf der Therapie noch nach Therapiepause signifikante Veranderungen zum
Ausgangswert vor, d.h. der Anteil der phagozytose-aktiven Granulozyten an den
Gesamtgranulozyten bleibt in etwa konstant.
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(Abb.30: Anderungen des prozentualen Anteils der phagozytierenden Granulozyten in % der Gesamt-Granul ozyten
vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-Fluorouracil und Bestrahlung)
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[11.5 Sonstige Parameter (ADCC, NK-Zell-vermittelte Lyse)

Die ADCC, die in ,Prozent spezifischer Lyse”, das heildt in Prozent der maximal
moglichen zu lysierenden Tumorzellen, gemessen wird, andert sich ohne zum
Testansatz dazugegebener monoklonaler Antikorper nicht signifikant im
Therapieverlauf. Die Mittelwerte aus den Messungen der einzelnen Patienten
schwanken zwar im zeitlichen Verlauf, jedoch ergeben sich aufgrund der eher

hohen Streubreiten keine signifikanten V eranderungen.

ADCC ohne monoklonale Antikdrper
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(Abb.31: Anderungen der ADCC-Aktivitét ohne zugegebenem monoklonalen Antikorper in % spezifischer Lyse vor,
wahrend und nach Behandlung mit 5-Fluorouracil und Bestrahlung)
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Wird zum Testansatz ein chimarer C46-Antikdrper dazugegeben, ergeben sich
ebenfalls keine signifikanten Veranderungen zum Ausgangswert. In diesem Fall
bleiben auch die Mittelwerte konstant im Verlauf der Therapie und nach
Therapiepause.

ADCC mitl0 ng/mlc17-1A (C46)-Antikdrper

% spezifische Lyse

vorTherapie nach 1 Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb.32: Anderungen der ADCC-Aktivitat mit 10 ig/ml chim drem C46-Antikorper in % spezifischer Lyse vor,
wahrend und nach Behandlung mit 5-Fluorouracil und Bestrahlung)
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Hinsichtlich der ADCC mit zum Testansatz zugegebenem monoklonalem 17-1A-
Antikorper (Panorex O) zeigt sich ebenfalls im Therapieverlauf keine signifikante
Veranderung der spezifischen Lyse, auch nach der Therapiepause weichen die
Werte nicht signifikant von denen wéhrend der Therapie ab.

ADCC mit50 pg/miImonoklonalem 17-1A-
Antikérper (Panorex)

% spezifische Lyse

vorTherapie nach 1Woche nach 2Wochen nach Pause

(Abb. 33: Anderungen der ADCC-Aktivitat mit 50 ig/ml monoklonalem 17 -1A-Antikorper in % spezifischer Lyse
vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-Fluorouracil und Bestrahlung)
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Im gesamten zeitlichen Verlauf ergeben sich fur die Lyse mit chiméren
Antikorpern hohere Raten, als fur digenige mit monoklonalen Antikorpern. Dabel
ist aber die hohe Streubreite aller gemessenen Parameter zu berticksichtigen.

Die alein durch die NK-Zellen vermittelte Zytolyse weicht ebenfalls im Verlauf
der Therapie und nach Therapiepause nicht wesentlich vom Ausgangswert ab.

Lyse von Tumorzellen durch NK-Zellen

% spezifische Lyse

nach 1 Woche nach 2Wochen

(Abb. 34: Anderungen der NK-Zell-Aktivitét in % spezifischer Lyse vor, wahrend und nach Behandlung mit 5-
Fluorouracil und Bestrahlung)
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V. Diskussion

V.1 Immunologische Grundlagen *’

V.11 Zugrunde liegende zellulare und humor ale Abwehr mechanismen

- Zdlulér vermittelte Tumorimmunitét

Die Immunreaktion auf maligne Zellen ist bei einem Patienten mit einer
Tumorerkrankung nur schwer einzuschétzen. Ein erster zuverlassiger Befund ergibt
sich erst nach einer Tumorresektion und anschlief3ender histopathol ogischer
Begutachtung des Tumors. Dabel zeigt sich in vielen Féllen eine Infiltration des
Tumors durch Zellen des Abwehrsystems. Haufig finden sich mononukledre oder
lymphozytdre Zellen zwischen Tumorzellen. Es ist aso von ener gewissen
selbstandigen Immunantwort auszugehen, erméglicht durch die Erkennung von
Oberflachenantigenen auf den Tumorzellen, oder zumindest auf Teilen davon. %
Eine grol3e Rolle spielen dabei die Antigene des MHC-K omplexes. Zytotoxische T-
Zellen (CD8+) sind in der Lage, fremde MHC-Klasse-1-Antigene zu erkennen und
die entsprechenden Zellen anzugreifen. Die Mechanismen sind dabei @nlich der
Immunantwort auf Transplantationsantigene. Die auf Aktivierung der
zytotoxischen CD8+-Zellen ansprechenden T-Helfer-Zellen (CD4+) sind in der
Lage, durch Ausschittung von Lymphokinen weitere Abwehrzellen anzulocken
und zu aktivieren. Eine grolere Rolle spielen dabei Makrophagen, NK-Zellen und
lymphokinaktivierte Killerzellen (LAK-Zellen).

Zu den wichtigsten von den T-Helfer-Zellen ausgeschitteten Lymphokinen gehort
das Interleukin-2. Es stimuliert die Telung von T-Zellen und die
Weiterentwicklung von B-Zellen zu Plasmazellen. Aulerdem wirkt es

stimulatorisch auf die Vermehrung von NK-Zellen und die Aktivierung von LAK-



Zellen. Die beiden letztgenannten Zelltypen sind in der Lage, nach Aktivierung
Tumorzellen zu zerstéren. Dabel geht man derzeit davon aus, dass LAK-Zellen
potenter gegenlber einem breiten Spektrum von Tumorzellen wirksam sind. NK-
Zellen sind darlber hinaus auch in der Lage, virusbeladene Zellen, die
Virusantigene an der Oberflache exprimieren, zu zerstoren. Dies kann eine Rolle
spielen bel Tumoren, deren Entstehung mit vorausgegangenen Virusinfektionen
assoziiert ist. Das von den T-Helferzellen neben dem Interleukin-2 freigesetzte
Interferon g ist in der Lage, Makrophagen zu aktivieren. Diese konnen dadurch
vermehrt tumorizid wirken. Interferone stimulieren auf3erdem die zytotoxischen
Eigenschaften von NK-Zellen; des weiteren fordern sie die Expansion von MHC-
Klasse-I- und -Klasse-11-Molekllen in benachbarten Zellen. Dies bewirkt im Sinne
einer positiven Ruckkopplung eine weitere Aktivierung der oben beschriebenen
M echanismen.

Selbst wenn diese genannten Immunmechanismen bel einem Tumor effizient
wirken kdnnen, so ist doch in der Regel davon auszugehen, dass nicht jede einzelne
Tumorzelle Uber das MHC-System als fremd erkannt wird und somit ohne
Abhéangigkeit von vorhandenen Antikorpern zerstért werden kann. Vielmehr geht
man davon aus, dass nach der Reaktion auf die erkennbaren und zerstorbaren
Zellen digenigen Tumorzellen weiterwachsen kdnnen, die eben nicht unmittelbar
als fremd erkannt werden. Nach Ablauf der zellulér vermittelten Immunitét bleiben
also resistente Tumorzellen Ubrig, die sozusagen as Klon eher ungehindert

weiterwachsen kénnen.

- Humoral vermittelte Immunantwort
Deshab kommt der humoralen, also der antikorpervermittelten Immunitét eine
besondere Bedeutung in der Tumorabwehr zu. Es wurden fir eine Vielzahl von

Tumoren bereits  tumorassoziierte  Antigene nachgewiesen, also
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Oberflachenstrukturen, die insbesondere auf den malignen Zellen, aber deutlich
seltener oder gar nicht auf gesunden Zellen vorhanden sind. Oft handelt es sich
dabei um Strukturen, denen in der Embryonalphase eine Bedeutung zukam, die
aber im Verlauf der Entwicklung nicht mehr benttigt und daher nicht weiter
exprimiert werden. Im Rahmen der malignen Transformation einer Zelle kann die
Expression solcher Strukturen reaktiviert werden, die Zellen sind im Vergleich zu
gesunden erwachsenen Zellen entdifferenziert.

Um nun zusétzlich zur bereits beschriebenen zellulér vermittelten Immunitét auch
eine humoral vermittelte Immunreaktion gegen maligne Zellen hervorzurufen, ist
es notwendig, dass die Tumorzellen, also die Zielzellen (Targets) mit Antikorpern
reagieren, um so von den entsprechenden Effektorzellen erkannt zu werden.

Zum einen sind hier die aus den Monozyten hervorgegangenen Makrophagen zu
nennen. Diese kénnen antikorper-markierte Strukturen effizienter phagozytieren.
Im Sinne einer positiven Riickkoppelung kdnnen sie dabei Fremdproteine auf ihrer
eigenen Zelloberflache prasentieren (MHC-I1-Komplex). Diese wiederum werden
von T-Helfer-Zellen erkannt, die ihrerseits lymphokine Substanzen ausschiitten
kénnen und somit zu einer Potenzierung des immunologischen Geschehens
beitragen kénnen.

Ein weiterer antikorper-abhangiger Mechanismus ist die antikorper-vermittelte
zellulare Zytotoxizitét (ADCC). Dabel wird der Fc-Teil des Antikorpers von den
Effektorzellen erkannt, zu denen man neben Lymphozyten auch
Monozyten/M akrophagen rechnet.

Zusammenfassend kann man davon ausgehen, dass fir eine antikorper-vermittelte
Immunantwort u.a. folgende Zellen benttigt werden:

- Lymphozyten der CD4+-Population, die durch ihre Lymphokinausschiittung

verschiedene weitere Zellen stimulieren kdnnen.
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- Lymphozyten der CD8+-Population und NK-Zellen in Zusammenhang mit
zytotoxischen Wirkungen auf Zielzellen.

- Monozyten/Makrophagen durch zielgerichtete Phagozytose bzw. Mitwirkung bei
der ADCC.

Die erwdhnten Zellreihen sind in dieser Arbeit bel den spéter genannten Patienten
mehrfach untersucht worden; es sollen im folgenden die Charakteristika der

einzelnen Zelltypen noch einmal vorgestellt werden.

1V.1.2 Bedeutung der einzelnen Zelltypen

IV.1.2.1  B-und T-Lymphozyten

- B-Lymphozyten (CD19+)

Sie sind im wesentlichen fur die Herstellung von Antikorpern zustéandig. Durch das
genetische Re-Arrangement vieler einzeln codierter Teilstiicke der Antikérper-
Proteine ist die gewaltige Vielfat bzw. Diversifikation des Antikorper-Pools zu
erklaren. Theoretisch wére vorstellbar, dass eine B-Zelle eines Tumorpatienten
einma zufdllig einen Antikdrper gegen ein Tumorantigen herstellt, und infolge
dessen stimuliert und vielfach geklont wird. Allerdings wird diese Vervielfaltigung
uber noch nicht geklarte Mechanismen inhibiert, wenn der Antikdrper gegen
korpereigene Strukturen gerichtet ist. Dies spréche gegen eine in der Theorie
vorstellbare, nattirliche Tumorimmunitét. Die in-vivo-Funktionen von B-Zellen in
der Tumorabwehr sind bis heute nicht hinlanglich erforscht. Das eigentliche Ziel
dieser Arbeit ist es, die gunstigsten Umstande fir einen von aul3en zugefihrten
monoklonalen, ex-vivo synthetisierten Antikorper zu kléaren. Aufgrund dieser

Fragestellung sprechen die B-Lymphozyten hierbei eine eher untergeordnete Rolle.
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- T-Lymphozyten (CD3+)

Im wesentlichen werden hierbel T-Helferzellen (CD4+) von zytotoxischen
Killerzellen (CD8+) unterschieden. Eine regulatorische Rolle spielen die T-
Suppressorzellen. Entscheidend fUr die Effizienz einer Immunantwort sind die
CD4+-T-Helferzellen. Diese kénnen tber den MHC-I1-Komplex erkennen, wenn
Makrophagen korperfremdes Material phagozytiert haben. Mit Hilfe der dann
folgenden Lymphokinausschittung werden die weiteren beteiligten Immunzellen
stimuliert, sich entweder zu teilen und zu vermehren, oder aber in der Aktivitét
zuzunehmen. Insbesondere nennenswert ist in diesem Zusammenhang das
Interleukin-2, das die Vermehrung von NK-Zellen vermittelt. Auflerdem sind
chemotaktische Faktoren von Bedeutung, die ihrerseits weitere Makrophagen an
den Ort des Geschehens locken kénnen Die CD8+-Killerzellen haben die
Fahigkeit, Uber den MHC-I-Komplex korperfremde Zellen zu erkennen und in der
Folge zu zerstoren. Dies spielt insbesondere ene Rolle be
Transplantatabstol3ungsreaktionen, aber moglicherweise auch im Frihstadium einer
Tumorerkrankung im Rahmen einer unspezifischen Abwehrreaktion. Des weiteren
wird eine Beteiligung an der ADCC diskutiert.

IV.1.22 NK-Zdlen

Einen weiteren Subtyp der Lymphozyten, der weder den B- noch den T-Zellen
zugerechnet werden kann, stellen die NK-Zellen dar. Friher wurden sie oft als
Non-B/Non-T-Zellen oder als LGL (Large granular lymphocytes) bezeichnet. Als
Oberfl&chenantigene zeigen sie regelmélig CD56 und CD16. Das Antigen CD16
entspricht dem Fc-ll1lg-Rezeptor. Dementsprechend sind sie in der Lage,
antikorpermarkierte Targetzellen einerseits im Rahmen der ADCC zu lysieren.
Dartber hinaus greifen sie tiber noch ungeklarte Mechanismen auch weitere Zellen

an, sogar ohne bisher nachgewiesene Beteiligung von Antikorpern oder MHC-
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Komplexen. Fur die Tumorabwehr kommt ihnen in zweierlel Hinsicht Bedeutung
zu. Zum einen sind sie in der Lage, fremde Zellen selbst ohne Hilfe von
Antikorpern oder MHC-Komplexen anzugreifen; die detaillierten Mechanismen der
Auswahl der Targetzellen sind hierbei jedoch noch nicht erforscht. In der Theorie
vorstellbar wére aber ene unspezifische Reaktion friheren Stadien von
Tumorzellen gegenuber. Der andere Mechanismus, der sich auf die auf der
Oberfléche der NK-Zellen vorhandenen Fc-Rezeptoren stitzt, vermittelt eine
antikorperabhangige Zytotoxizitét. Insbesondere nach Stimulation durch von
CD4+-Zellen ausgeschiittetes IL-2 erscheinen NK-Zellen as gut wirksame und

potente Effektoren gegen mit Antikdrpern zu markierende Tumorzellen.

IV.1.2.3  Monozyten

Makrophagen sind Bestandteil des sogenannten Retikulo-endothelialen Systems
(RES). Am besten erforscht sind die im Blut zirkulierenden Monozyten. Sie Uiben
im wesentlichen zwei Funktionen aus. Zum einen phagozytieren und verdauen sie
eher unspezifisch bestimmte Zellen oder Zellteile, im Anschluss daran présentieren
se Uber den an ihrer Oberflache vorhandenen MHC-II-Komplex kurze
Aminosaureketten der verdauten Zielzellen und konnen somit eine T-Zell-Antwort
ausl 6sen.

Zum anderen erkennen sie bereits antikorper-markierte Ziele mit Hilfe von
Rezeptoren, die spezifisch auf die Fc-Teile der Antikorper reagieren. Diese Fc-
Rezeptoren auf der Oberfldche der Monozyten werden nach heutigem
Kenntnisstand in drel verschiedene Klassen eingeteilt. Bekannt sind derzeit Fc-1g-
Rezeptoren (CD64), Fc-11g-Rezeptoren (CD32) und Fc-111g-Rezeptoren (CD16).

Im Hinblick auf die Tumorimmunitdt kann demnach das Vorhandensein einer
ausreichenden Anzahl funktionierender, aktiver Monozyten bedeutend sein fir die

Elimination antikdrper-markierter Tumorzellen durch Phagozytose.
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IV.1.24  Granulozyten

Die Granulozyten stellen innerhalb der Leukozyten im Regelfall die gréfte Gruppe
dar, beim Gesunden sind Werte von 60 bis 70 % der Normalfall. Unter den
Granulozyten wiederum bilden mit gut 90 % der Gesamt-Granulozyten die
Neutrophilen die grofdte Population. Sie sind einerseits in der Lage, ihre Targets,
normalerweise Bakterien oder andere Mikroorganismen, zu phagozytieren und
anschlief3end in Phagolysosomen enzymatisch abzubauen. Andererseits konnen sie
ebenso, sollten sie Uber Fc-Rezeptoren durch IgG stimuliert werden, den Inhalt
ithrer Granula in den Extrazellul&rraum entleeren. Die dabel ausgeschitteten
lysosomalen Enzyme konnen dann ihrerseits das den Neutrophilen benachbarte

Target angreifen.

V.2 Vergleich mit friheren Arbeiten

Bisherige Arbeiten dber Immunfunktionen unter Tumortherapien behandeln
uberwiegend einzelne Zellpopulationen, die meisten Arbeiten befassen sich mit
anderen Tumorlokalisationen als dem Pankreas. Insbesondere zu Tumoren des

blutbildenden Systems liegen bereits viele Untersuchungen vor.

vV.2.1 Phagozytierende Zellen, Fc-Rezeptor tragende Zellen

Athlin und Domellof 2 untersuchten an neun Patienten mit Magenkarzinom die
Phagozytoseaktivitéat der Monozyten nach Verabreichung einer Kombination aus 5-
Fluoruracil, Adriamycin und Mitomycin. Die Messungen fanden eine Stunde, 24
Stunden und eine Woche nach der einmaligen Verabreichung der Chemotherapie
statt. In der ersten Messung eine Stunde nach Therapie zeigte sich ein signifikanter
Rickgang der Phagozytoseaktivitét um knapp 20%, die absoluten Zahlen, d.h. die
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Ausgangs- und Zielwerte wurden jedoch nicht veroffentlicht. Nach 24 Stunden und
nach einer Woche wurde eine Erholung der Monozyten-Phagozytose beobachtet, so
dass ein nur noch leichter Rickgang der Aktivitdt verglichen mit dem
Ausgangswert nicht mehr signifikant war. Gleichzeitig konnten sie einen
signifikanten Riickgang der Gesamtzahl der Leukozyten erfassen, vonim Mittel 6,9
G/l zu 4,6 G/l nach einer Woche. Zum Vergleich dazu wurde in der hier
vorliegenden Arbeit innerhalb der ersten Woche lediglich ein nicht-signifikanter
Ruckgang von 6,4 G/l auf 58 G/l gemessen (Mittelwerte), allerdings kam es
schliefdlich nach der Therapiepause ebenfals zu einem signifikanten Abfall der
L eukozytenzahl, auf im Mittel 4,3 G/I. Athlin und Domellof erwdhnten, dass unter
ihren Patienten keine Zeichen einer erhdhten Infektanfalligkeit beobachtet werden

konnten.

Lukac et a. ' untersuchten die Phagozytoseaktivitd der Granulozyten und
Monozyten von Patienten mit Kolorektal-Karzinomen unter Therapie mit
Fluoruracil. Sie fanden bereits zum  Diagnosezeitpunkt erniedrigte
Phagozytoseparameter vor, die nach chirurgischer Therapie weiter absanken,
jedoch sich wahrend der in sechs Zyklen verabreichten Chemotherapie wieder
erholten. Sie fanden also keine suppressive Wirkung von Fluoruracil auf die
Phagozytoseaktivitét. Die Untersuchung umfasste 51 Patienten, denen jewells vor
und nach dem chirurgischen Eingriff sowie vor jedem der sechs Zyklen der
Chemotherapie mit 5-Fluoruracil Blutproben entnommen wurden. Untersucht
wurden unter anderem die Raten der phagozytierenden Zellen unter den Monozyten
und Granulozyten. Die Ergebnisse (in % phagozytierender Zellen) sind in der
folgenden Tabelle aufgefihrt, zum Vergleich sind die Ergebnisse aus der hier
vorliegenden Arbeit gegeniibergestellt.
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Phagozytoseraten Lukac et.al (1995): eigene Arbeit:

in % der jeweiligen Patienten mit Kolorektalen Patienten mit Pankreastumoren,
Zellpopulation Tumoren und 5-FU-Therapie 5-FU- und Strahlentherapie
Zeitpunkt Granulozyten Monozyten Granulozyten Monozyten
vor 1. Zyklus / vor 86 67 95,2 77,4
Therapie

vor 2. Zyklus / 90 66 96,3 72,2

nach 1 Woche

vor 3. Zyklus / 90 63 94,5 83,2

nach 2 Wochen

vor 4. Zyklus / 38 67 n.a. n.a.

n.a.

vor 5. Zyklus / 91 64 n.a. n.a.

n.a.

vor 6. Zyklus / 89 63 93,9 82,7

nach Pause

(Tab. 1: Gegenliberstellung der Phagozytoseraten der Granulozyten und Monozyten in % der jeweiligen
Zellpopulation, einerseits unter Behandlung mit 5-Fluoruracil bei Kolorektalen Tumoren, andererseits unter
Behandlung mit 5-Fluoruracil und Bestrahlung bei Pankreastumoren, n.a. = nicht angegeben)

Aus der Gegentberstellung wird ersichtlich, dass sowohl in der Arbeit von Lukac
et.a as auch in der hier vorliegenden Arbeit innerhalb der einzelnen
Zellpopul ationen keine wesentlichen oder dramatischen Veranderungen der Anteile
der phagozytose-aktiven Zellen auftreten. In beiden Arbeiten zeigte sich
Ubereinstimmend, dass relativ zur jeweiligen Gesamtzahl mehr Granulozyten as

Monozyten zur Phagozytose beféahigt sind.

Plate und Harris % beschreiben spezifisch fiir Patienten mit Pankreastumoren den
Verdacht auf einen immunsuppressiven Mechanismus, der direkt durch die
Tumorzellen ausgelost werden konnte. Aus diesem Grund stellen sie die
Entwicklung immuntherapeutischer Verfahren in Frage, bis die genauen
Mechanismen, durch die Tumorzellen in der Lage sind, ihre Umgebung vor

Immunangriffen zu schiitzen, geklart und verstanden sind.
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In der hier durchgefiihrten Studie ergeben die im peripheren Blut gemessenen
Phagozytose-Parameter keinen Anhalt fir ene verminderte Funktion der
Monozyten oder Granulozyten. Dabei ist jedoch zu bedenken, dass lediglich in-
vitro-Messungen durchgefiihrt wurden. Eine direkte Messung an Tumorzellen fand
hierbel nicht statt. |nsbesondere eine mogliche Hemmung von Immunmechani smen
durch vom Tumor exprimierte, noch nicht ndher bekannte Faktoren, ist bel der ex-
vivo-Messung im peripheren Blut nicht berticksichtigt.

Die bisher standardméfdig durchgefihrten Therapieverfahren, Gabe von 5-
Fluoruracil und Strahlentherapie schrankten beim untersuchten Patientenkollektiv
die Phagozytoseaktivitét nicht wesentlich ein.

Die Zellzahlen der phagozytierenden Zellen, Monozyten und Granulozyten, sind
beide im Therapieverlauf nicht signifikant vermindert. Auch wenn zu bedenken ist,
dass aufgrund der relativ niedrigen Patientenzahl eine verléssliche Aussage nicht
moglich ist, so kann doch in Anbetracht der geringen Abnahme der Gesamtzahlen
dieser Zellpopulationen davon ausgegangen werden, dass keine wesentliche
Verminderung der Zellzahlen im Therapieverlauf auftritt. Nicht nur die
Gesamtzahl, auch die Phagozytoserate dieser beiden Zellpopulationen erféhrt im
untersuchten Zeitraum keine signifikante Anderung. Die Phagozytoseaktivitat der
Monozyten nimmt, betrachtet man die Mittelwerte der einzelnen Zeitpunkte, sogar
etwas zu, diese Erhdhung der Phagozytoserate féllt jedoch bel der eher geringen
Patientenzahl nicht statistisch signifikant aus. Dennoch muss in Anbetracht dieser
Ergebnisse auch nicht von einer Abnahme bzw. wesentlichen Veranderung der
Phagozytoseaktivitét ausgegangen werden, weder bei den Monozyten, noch bei den
Granulozyten.

Die Fc-Rezeptor-tragenden Zellen unter den Monozyten bzw. Granulozyten
verhalten sich uneinheitlich unter den verschiedenen Typen von Fc-Rezeptoren.

Wahrend die CD32-positiven Granulozyten entsprechend der
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Gesamtgranulozytenzahl leicht abnehmen, nimmt die absolute Zahl der CD16-
positiven Granulozyten eher zu, auch die CD64-positiven Granulozyten @ndern sich
im Therapieverlauf nicht signifikant. Insgesamt kommt es relativ zur Gesamtzahl
der Granulozyten eher zu einer Zunahme der Fc-Rezeptor-tragenden Zellen. Dies
kann auch as Erkldrung dazu beitragen, warum die Phagozytoseaktivitdt der
Granulozyten unter Therapie nicht abnimmt, denn auch die Phagozytoseaktivitét
wird als Prozentzahl der aktiven Zellenim Verhdltnis zur Gesamtzellzahl bestimmit.
Ein nur geringfligig verschiedenes Bild zeigt sich bei den Monozyten. Lediglich bei
den CD16-tragenden Zellen lésst sich ein Rickgang erahnen, selbst dieser fallt
nicht signifikant aus. Die Werte fur die CD32-positiven und CD64-positiven
Monozyten bleiben dagegen im Therapieverlauf weitgehend unverandert. Auch
hier @hnelt der Befund der Fc-Rezeptor-tragenden Zellen dem Ergebnis aus der
Bestimmung der Phagozytoseaktivitét, in der sich ebenfalls keine signifikante
Anderung im Therapiezeitraum zeigt.

Da die Fc-Rezeptoren eine entscheidende Rolle in der Erkennung zu
phagozytierender Zellen spielen, sind die sich dhnelnden Ergebnisse der Fc-
Rezeptor-tragenden Zellen und der tatséchlichen Phagozytoseraten im untersuchten

Therapieverlauf nicht weiter verwunderlich.

1V.2.2 Gesamtleukozyten

Bezlglich der Gesamtzahl der im Verlauf einer Chemo- und Strahlentherapie
vorliegenden Leukozyten wurde in bisherigen Arbeiten eine Abnahme der
Zellzahlen beschrieben. ® Damit verbunden kann eine erhdhte Anféligkeit von
Karzinompatienten fir Infektionskrankheiten bestehen. ° Auch in den hier
durchgefuhrten Untersuchungen zeigte sich eine bereits unmittelbar nach
Therapiebeginn einsetzende Reduzierung der Gesamtleukozytenzahlen. Vor alem,

wenn man beriicksichtigt, dass die reduzierten Zellzahlen Uberwiegend auch nach



der Therapiepause noch konstant niedrig bleiben, ergibt sich demzufolge ein erster
Hinweis darauf, dass das Immunsystem zu Beginn des kombinierten
Therapieschemas aus Radio- und Chemotherapie noch am leistungsfahigsten sein
konnte. Ein eventuell zur Verfigung stehender, therapeutisch nutzbarer
monoklonaler Antikorper gegen Zellen eines Pankreaskarzinoms sollte bereits
moglichst vor oder zu Beginn einer Chemotherapie verabreicht werden.

Die Gesamtleukozytenzahl vermindert sich Uber den gesamten Therapieverlauf.
Signifikant niedriger als zu Beginn der Therapie sind jedoch nur die Werte nach der
Therapiepause.

1V.2.3 L ymphozyten-Subpopulationen

Von Bernstorff et.al. ¥ beschrieben einen Mechanismus, der Pankreastumorzellen
in die Lage versetzt, die Funktion der T-Lymphozyten einzuschranken. In
pathologischen Praparaten beobachteten sie, dass tumorinfiltrierende T-
Lymphozyten gar nicht bis an die Tumorzellen selbst herankommen konnten.
Dartiberhinaus fiel bei den tumornahen T-Lymphozyten ein Verlust eines Teils des
CD3-Oberflachenantigens auf. Daher &ul3erten die Autoren den Verdacht eines
aktiven immunsuppressiven Mechanismus durch die Pankreas-Tumorzellen.

In einer bereits dteren Arbeit von Fortner et.al. ® zeigten sich verminderte Zahlen
sowohl der B- asauch der T-Lymphozyten bel Pankreaskarzinompatienten.

Sewell et.a. * untersuchten adhnlich wie in der hier vorliegenden Arbeit
verschiedene Immunparameter, jedoch bel Brustkrebspatientinnen unter Therapie
mit Cyclophosphamid, Methotrexat und 5-Fluoruracil. In dieser Arbeit wurden die
Therapiezyklen mehrfach wiederholt. Innerhalb der einzelnen Zyklen fiel bel den
NK-Zellen jeweils ein deutlicher Rickgang der Zellzahlen auf, jedoch waren bis
zum Beginn des néchsten Zyklus wieder normal hohe Zellzahlen erreicht. Bel den

B-Lymphozyten zeigte sich der deutlichste Riickgang der Zellzahlen, auch bei den
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Gesamt-T-Lymphozyten fiel ein Riickgang auf, dieser betraf aber Gberwiegend die
CD4-positiven Zellen, in geringerem Umfang auch die CD8-positiven Zellen.

Ito et.al. ** untersuchten in ihrer Arbeit mégliche Zielstrukturen auf pankreatischen
Tumorzellen, die von T-Zell-Rezeptoren erkannt werden konnen. Den T-
Lymphozyten kommt bei immuntherapeutischen Ansdtzen eine entscheidende
Bedeutung zu, da sie sowohl as regulatorische Elemente mittels Zytokin-
Freisetzung andere Immunzellen steuern sollen, als auch direkt als zytotoxische
Zellen in Erscheinung treten kdnnen.

Braun und Harris *

untersuchten in ihrer Arbeit die Auswirkungen von
Chemotherapeutika auf die Funktion der NK-Zellen. Von den 20 untersuchten
Patienten lag bei 18 die Diagnose eines Bronchialkarzinoms (14 nicht-kleinzellig, 4
kleinzellig) vor. Aufgrund der verschiedenen Grunderkrankungen lagen auch
unterschiedliche  Behandlungsschemata mit  verschiedenen  Zytostatika-
Kombinationen vor. Die Blutentnahmen fanden wochentlich wahrend des ersten
Chemotherapiezyklus statt. Die separierten mononukledren Zellen wurden mit
radioaktiv markierten Zielzellen inkubiert, der freigesetzte radioaktive Uberstand
gab das Mal3 fir die Lyse-Aktivitdt an. Mit Hilfe der Werte fir spontane Lyse ohne
Zugabe von Effektorzellen und fur maximale Lyse durch Zugabe eines chemischen
L 6sungsmittels wurde entsprechend der Formel in der hier vorliegenden Arbeit
(sehe Material und Methoden, 11.7) pro Ansatz ein Ergebnis in ,Prozent
spezifischer Lyse* angegeben. Bei einem Verhdtnis von 12,5 Effektorzellen zu 1
Zielzelle ergaben sich vor und nach Therapie die in der folgenden Tabelle
dargestellten Lyse-Raten, die zur genaueren Beurteilung noch unterteilt sind in
Patienten mit hohem oder niedrigen Ausgangsniveau vor Beginn der Therapie.
Gegenubergestellt sind die eigenen Ergebnisse aus der Bestimmung der NK-Zell-
vermittelten Zell-Lyse.

66



NK-Lyse Braun, Harris (1986): eigene Arbeit:
Patienten mit

Patienten mit verschiedenen Tumoren,
Pankreastumoren, 5-

FU- und Radiatio

unterschiedliche Therapien

(% spezifischer Lyse) hoher Ausgangswert niedriger Ausgangswert alle Patienten
vor Therapie 31,4 8,5 10,9

nach 1 Wo. Therapie n.a. n.a. 9,2

nach (2 Wo.) Therapie 5,6 17,8 7,9

nach Therapiepause n.a. n.a. 14,2

(Tab. 2: Gegenllberstellung der NK-Zell-vermittelten Zell-Lyse in % spezifischer Lyse, einerseits unter Behandlung
mit verschiedenen Zytostatika und unterschiedlichen Tumoren, andererseits unter Behandlung mit 5-Fluoruracil und
Bestrahlung bei Pankreastumoren, n.a. = nicht angegeben)

Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass in der Arbeit von Braun und Harris die
Veranderung der NK-vermittelten Lyse im Therapieverlauf entscheidend vom
Ausgangsniveau vor Therapiebeginn abhangt. Wahrend bel normalen
Ausgangswerten eine Depression der NK-Lyse auftritt, kommt es bel erniedrigten
Ausgangswerten eher zu einer Erholung der NK-Zell-Funktion. In der hier
vorliegenden eigenen Arbeit wurde eine Trennung nach urspriinglicher NK-Zell-
Funktion vor Therapiebeginn nicht vorgenommen. In der Gesamtheit der
untersuchten Patienten zeigt sich ein leichter, nicht signifikanter Rlickgang der NK-
Funktion im Therapieverlauf, wobei es bereits nach zwei bis drei Wochen Pause zu
einer beginnenden Erholung der NK-Zell-Funktion kommt.

Weiner et.al. ¥ untersuchten Anfang der neunziger Jahre in einer Studie bel
Patienten mit fortgeschrittenen Kolorektalkarzinomen unter Therapie mit 5-
Fluoruracil die in-vitro-Lyse von  Kolorektakarzinom-Zellen  durch
antikorpervermittelte Monozyten-Lyse und NK-Zell-Lyse. Die Bestimmungen
fanden vor Therapiebeginn sowie nach mehreren Therapiezyklen zwei Monate
spater statt. Dabel stellte sich heraus, dass bei keinem der gemessenen Parameter

ein signifikanter Rickgang der Lyse-Aktivitédt im zeitlichen Verlauf nachzuweisen
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war. Im Gegensatz zu den Non-Respondern fand sich unter den auf die Therapie
ansprechenden Patienten sogar eine deutliche Zunahme der lytischen Aktivitét,
auch wenn aufgrund grofR3er interindividueller Unterschiede keine Signifikanz im

Ergebnis erreicht wurde.

NK-Lyse Weiner et al. (1993): eigene Arbeit:

(in % Patienten mit Kolorektalkarzinomen unter 5-FU- Patienten mit

spezifischer und PALA-Therapie Pankreastumoren,

Lyse) 5-FU- und Radiatio
alle Patienten nur Responder nur non-Responder jalle Patienten

vor Therapie 12,5 16,9 7,6 10,9

nach 2 Wochen n.a. n.a. n.a. 7,9

nach 2 Monaten 40,9 56,1 14,3 n.a.

(Tab. 3: Gegenllberstellung der NK-Zell-vermittelten Zell-Lyse in % spezifischer Lyse, einerseits unter Behandlung
mit 5-Fluoruracil und PALA bei Kolorektalen Tumoren, andererseits unter Behandlung mit 5-Fluoruracil und

Bestrahlung bei Pankreastumoren, n.a. = nicht angegeben)

Zusammenfassend stellen die Autoren fest, dass unter der Therapie mit 5-
Fluoruracil keine Suppression der NK-Zell-vermittelten Lyse stattfindet, was sie
fir bedeutsam im Hinblick auf mdgliche Kombinationen von herkémmlichen
Chemotherapien und kinftigen Anti-Tumor-V akzinen halten.

Abdullah et.al. * untersuchten die ADCC-vermittelte Lyse von Kol orektal karzinom-
Zellen unter Beigabe verschiedener Antikorper, alerdings mit Effektorzellen von
noch nicht behandelten Tumorpatienten und von gesunden Probanden. Dabei zeigte
die Zugabe von chiméren 17-1A-Antikorpern hohere Lyse-Raten als digjenige von
murinen 17-1A-Antikdrpern. Eine Beeinflussung durch begleitend verabreichte
bisherige Standardtherapien wurde jedoch nicht untersucht.

Bel den hier untersuchten Pankreas-Karzinom-Patienten zeigt sich keine
signifikante Suppression der ADCC-vermittelten Lyse im Verlauf der hier

vorliegenden kombinierten Radio-Chemotherapie. Allerdings sind auch hier die
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hohen interindividuellen Unterschiede zu bedenken, die in der grof3en Streubreite
der einzelnen Ergebnisse sichtbar werden.

Entsprechend der vorbeschriebenen Unterschiede aus der Arbeit von Abdullah
et.al. zeigt sich auch in dieser Arbeit eine moglicherweise effizientere Lyse unter
Zugabe chimarer Antikorper verglichen mit murinen Antikorpern. Allerdings sind
hier ebenso die hohen Streubreiten der Ergebnisse zu bedenken.

Zusammenfassend muss jedoch zumindest nicht von einer Funktionsminderung der
Immuneffektorzellen hinsichtlich der antikdrpervermittelten Tumorzelllyse
ausgegangen werden, diesist mit Sicherheit die wichtigste Feststellung hinsichtlich
der moglichen Kombination bisher eingesetzter Tumortherapien mit kinftig
denkbaren, therapeutisch zu nutzenden Antikorpern. Eine Verringerung der
Zellzahlen, sowohl der Gesamtleukozyten als auch einiger Lymphozytensub-
populationen, weist aber auf die Notwendigkeit eines moglichst frihzeitigen

Einsatzes von Immuntherapien hin.

V.3 Zusammenfassung der eigenen Ergebnisse

Ob eine entsprechende Immunantwort auch in vivo zu erreichen ist, die derjenigen
von gesunden Vergleichspersonen gleichwertig ist, kann diese Arbeit jedoch nicht
endgultig kléren. Einerseits ist aufgrund der eher niedrigen untersuchten
Patientenzahl bei den hier nicht signifikanten Ergebnissen noch von einer gewissen
Unsicherheit auszugehen, andererseits handelt es sich hier ausschliefdlich um ex-
vivo-Untersuchungen.

Insbesondere die bei einzelnen Parametern sichtbaren hohen Streubreiten der
Ergebnisse verdeutlichen, dass fur eine letztlich zuverladssige Aussage dhnliche

Untersuchungen an grof3eren Patientenkollektiven erforderlich sind.
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Dartberhinaus wurde in friheren Arbeiten wiederholt eine lokae
immunsuppressive Wirkung vom Tumorzellen diskutiert. Die tatsachlich in diesem
Zusammenhang vorhandenen Mechanismen der Tumorzellen, mittels lokaler
Faktoren einer Erkennung durch Abwehrzellen zu entgehen, sogenannte Tumor-
Escape-Mechanismen, sind nicht sicher bis auf molekulare Ebene geklért. In der
hier vorliegenden Arbeit wurden die Fahigkeiten der Abwehrzellen im peripheren
Blut untersucht. Das alleinige Vorhandensein bestimmter Zelltypen, bzw. die
Fahigkeit, im Reagenzglas ein standardisiertes Bakteriengemisch zu phagozytieren,
gibt zwar Hinweise auf ein funktionierendes Immunsystem, die tatsichliche
Wirkung auf im Korper selbst vorliegende Tumorzellen ist damit jedoch nicht

sicher erwiesen, insbesondere nicht quantifizierbar.

Zusammenfassend kann man unter den genannten Vorbehalten jedoch von

folgenden Schlussfolgerungen ausgehen:

- Die Fahigkeit der phagozytierenden Zellen, neutrophilen Granulozyten und
Monozyten scheint auch unter Chemotherapie mit 5-Fluoruracil und Radiotherapie

in vitro nicht beeintrachtigt zu sein.

- Die Gesamtzahl der Leukozyten nimmt zwar unter der gegebenen onkol ogischen
Therapie ab, dlerdings nicht unter Werte, die wesentlich unter den klinisch

gangigen Normwerten liegen.

- Unter den Lymphozyten-Subpopulationen sind die B-Lymphozyten am
deutlichsten ricklaufig. Diese sind zwar fir die korpereigene Antikorper-
Produktion zustandig, ihre Verminderung beeinflusst jedoch nicht die Zugabe eines

von extern gegebenen, therapeutischen Antikorpers.
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- Die Fahigkeit des Abwehrsystems zur antikorper-vermittelten zytotoxischen
Zelllyse nimmt in den in vitro-Untersuchungen im bisherigen Therapieverlauf nicht

wesentlich ab.

Aufgrund dieser Ergebnisse spricht mit Sicherheit nichts dagegen, den Versuch zu
unternehmen, bisherige Chemo- und Radiotherapieschemata zur Behandlung von
Pankreaskarzinomen durch kinftig einsetzbare, gegen Tumorzellen gerichtete
Antikorper zu unterstitzen, denn die nétige Immunkompetenz ist zumindest

aufgrund der ex-vivo-Ergebnisse ausreichend erhalten.
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Anhang

(Tabellarische Darstellung der Ergebnisse jeder untersuchten Zellpopul ation)

L eukozyten

G/l Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 6,401 2,186

nach 1 Woche Therapie 5,786 1,805

nach 2 Wochen Therapie 5,644 1,778

nach Therapiepause 4,276 0,978
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,575
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,489
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,043
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,107

Erythrozyten

T/ Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 4,158 0,376

nach 1 Woche Therapie 4,276 0,236

nach 2 Wochen Therapie 4,272 0,365

nach Therapiepause 4,062 0,330
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapieim Vergleich zu vor der Therapie 0,612
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,675
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,711
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,418
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Thrombozyten

cells/ cumm Mittelwert Standardabweichung

vor Therapie 230800 40701

nach 1 Woche Therapie 292800 37632

nach 2 Wochen Therapie 189000 41976

nach Therapiepause 181400 20185

Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,780
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,191
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,074
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,756
Monozyten

cells/ cumm Mittelwert Standardabweichung

vor Therapie 488,950 138,266

nach 1 Woche Therapie 484,625 187,129

nach 2 Wochen Therapie 438,988 134,490

nach Therapiepause 400,000 103,294

Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,962
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,504
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,209
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,565
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Lymphozyten

cells/ cumm Mittelwert
vor Therapie 1681,638
nach 1 Woche Therapie 1023,250
nach 2 Wochen Therapie 689,863
nach Therapiepause 693,971

Signifikanzniveau

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie

Granulozyten

cells/ cu mm Mittelwert
vor Therapie 4220,663
nach 1 Woche Therapie 4228,375
nach 2 Wochen Therapie 4432,400
nach Therapiepause 3178,743

Signifikanzniveau

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

Standardabweichung
708,335
306,095
213,984
222,919

0,049
0,007
0,007
0,974

Standardabweichung
1722,074

1480,371

1738,639

911,258

p

0,993
0,822
0,192

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,125
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T-Lymphozyten

cells/ cu mm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 1453,333 713,645

nach 1 Woche Therapie 644,000 393,273

nach 2 Wochen Therapie 730,000 157,099

nach Therapiepause 464,286 217,378
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,063
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,073
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,026
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,049

B-Lymphozyten

cells/ cumm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 80,000 15,275

nach 1 Woche Therapie 38,000 20,396

nach 2 Wochen Therapie 26,000 13,565

nach Therapiepause 22,857 14,846
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,011
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,000
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,000
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,738



CD4+ Lymphozyten

cells/ cumm Mittelwert
vor Therapie 1070,000
nach 1 Woche Therapie 606,000
nach 2 Wochen Therapie 540,000
nach Therapiepause 328,571

Signifikanzniveau

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie

CD8+ Lymphozyten

cells/ cu mm Mittelwert
vor Therapie 455,000
nach 1 Woche Therapie 340,000
nach 2 Wochen Therapie 244,000
nach Therapiepause 211,429

Signifikanzniveau

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

Standardabweichung
595,651

247,273

93,167

120,170

0,158
0,104
0,038
0,011

Standardabweichung
240,953
211,187
122,898
129,110

p

0,466
0,129
0,080

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,697
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NK-Zellen
cells/ cumm

vor Therapie

nach 1 Woche Therapie
nach 2 Wochen Therapie

nach Therapiepause

Signifikanzniveau

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie

aktivierte T-Lymphozyten

cells/ cu mm

vor Therapie

nach 1 Woche Therapie
nach 2 Wochen Therapie

nach Therapiepause

Signifikanzniveau

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

Mittelwert
155,000
114,000
66,000
155,714

Mittelwert
191,667
124,000
120,000
135,714

Standardabweichung
54,391

80,647

28,705

122,341

0,414
0,014
0,990
0,128

Standardabweichung
111,865

65,909

22,804

124,884

p

0,290
0,216
0,450

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,773
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CD16+ Lymphozyten

cells/ cu mm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 332,234 136,184

nach 1 Woche Therapie 120,750 45,527

nach 2 Wochen Therapie 122,600 40,927

nach Therapiepause 165,400 166,327
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,033
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,034
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,161
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,641

CD16+ Monozyten

cells/ cumm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 148,000 90,392

nach 1 Woche Therapie 111,500 91,445

nach 2 Wochen Therapie 127,200 68,145

nach Therapiepause 75,800 33,534
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,617
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,723
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,194
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,226
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CD16+ Granulozyten

cells/ cu mm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 73,600 35,691

nach 1 Woche Therapie 57,500 76,735

nach 2 Wochen Therapie 73,75 78,754

nach Therapiepause 141,800 120,515
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,753
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,998
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,330
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,398

CD32+ Lymphozyten

cells/ cumm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 179,200 78,589

nach 1 Woche Therapie 87,500 51,621

nach 2 Wochen Therapie 77,600 28,849

nach Therapiepause 104,400 24,711
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,106
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,059
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,132
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,197
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CD32+ Monozyten

cells/ cu mm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 454,600 135,070

nach 1 Woche Therapie 419,500 189,714

nach 2 Wochen Therapie 463,200 133,717

nach Therapiepause 409,200 119,163
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,796
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,930
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,628
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,563

CD32+ Granulozyten

cells/ cumm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 4588,400 2055,040

nach 1 Woche Therapie 4467,250 1817,249

nach 2 Wochen Therapie 4469,600 1623,865

nach Therapiepause 3139,800 1070,615
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,937
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,930
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,258
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,214
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CD64+ Monozyten

cells/ cu mm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 383,200 84,653

nach 1 Woche Therapie 371,750 200,143

nach 2 Wochen Therapie 407,600 150,158

nach Therapiepause 328,200 144,530
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,931
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,786
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,534
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,468

CD64+ Granulozyten

cells/ cumm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 55,400 24,703

nach 1 Woche Therapie 72,000 36,899

nach 2 Wochen Therapie 41,600 26,673

nach Therapiepause 77,400 48,976
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,531
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,470
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,454
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,245
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CD32+/CD64+ Monozyten

cells/ cu mm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 380,600 84,587

nach 1 Woche Therapie 368,250 200,194

nach 2 Wochen Therapie 398,200 141,592

nach Therapiepause 326,600 144,723
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,925
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,838
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,542
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,499

CD32+/CD64+ Granulozyten

cells/ cumm Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 55,200 24,871

nach 1 Woche Therapie 71,250 35,787

nach 2 Wochen Therapie 39,800 25,301

nach Therapiepause 77,200 49,085
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapieim Vergleich zu vor der Therapie 0,535
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,411
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,455
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,224
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Phagozytose M onozyten

% phagozytierende Zellen Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 77,440 6,077

nach 1 Woche Therapie 72,203 13,620

nach 2 Wochen Therapie 83,200 9,013

nach Therapiepause 82,694 11,819
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapieim Vergleich zu vor der Therapie 0,566
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,311
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,452
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,948

Phagozytose Granulozyten

% phagozytierende Zellen Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 95,162 2,538

nach 1 Woche Therapie 96,275 1,012

nach 2 Wochen Therapie 94,516 2,337

nach Therapiepause 93,900 3,672
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,411
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie 0,701
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie 0,578
nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie 0,786
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ADCC ohnem-Ab

% spezifische Lyse Mittelwert
vor Therapie 9,99
nach 1 Woche Therapie 4.76
nach 2 Wochen Therapie 6,58
nach Therapiepause 4.83

Signifikanzniveau

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie

ADCC mit 101 g/ml c17-1A (C46)

% spezifische Lyse Mittelwert
vor Therapie 28,50
nach 1 Woche Therapie 27.94
nach 2 Wochen Therapie 20,26
nach Therapiepause 20,01

Signifikanzniveau

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie
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Standardabweichung

16,38
4,16
11,70
3,05

Standardabweichung

20,05
16,48
11,88
25,65

0,438
0,651
0,450
0,691

0,946
0,939
0,942
0,970



ADCC mit 50 1 g/ml m17-1A (Panorex 0)

% spezifische Lyse Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 19,56 11,82

nach 1 Woche Therapie 21,69 20,63

nach 2 Wochen Therapie 22.75 15,75

nach Therapiepause 1817 14,26
Signifikanzniveau p

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie

NK-Zelllyse

% spezifische Lyse Mittelwert Standardabweichung
vor Therapie 10,91 14,59

nach 1 Woche Therapie 916 9,50

nach 2 Wochen Therapie 7.94 8,28

nach Therapiepause 14,16 15,14
Signifikanzniveau P

nach 1 Woche Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach 2 Wochen Therapie im Vergleich zu vor der Therapie
nach Therapiepause im Vergleich zu vor der Therapie

nach Therapiepause im Vergleich zu nach 2 Wochen Therapie
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0,799
0,650
0,891
0,664

0,789
0,642
0,769
0,557



Verzeichnisder Abkirzungen

ADCC
°C

CD
CLFT
Cr
cumm
Fc
FITC
FSC
5-FU
G/l

Gy

LAK
LGL
m-Ab
MHC

NK
PALA
PE
RES

T/
uiCcC

Antikorper-vermittelte zelluldre Zytotoxizitét

Grad Celsius

Cluster of differentiation (Bezeichnung von Oberfl&chenantigenen)
Cyclophosphamid, Leukovorin, 5-Fluorouracil, Tamoxifen
Chrom

Kubikmillimeter (10°1)

constant fragment (langkettiger, konstanter Anteil der Antikorper)
fluorescein isothiocynante (ein Fluoreszenzfarbstoff)
forward scatter (V orwartsstreulicht)

5-Fluorouracil

10° pro Liter

Gray

Immunglobulin G

lymphokine activated killer-cell

large granular lymphocyte

monoklonaler Antikorper

major histocompatibility complex

Mikroliter

natural killer (Lymphozyten-Subtyp)
N-(phosphonacetyl)-L -asparte acid

phycoerythrin (ein Fluoreszenzfarbstoff)
Retikulo-endotheliales System

side scatter (Seitwartsstreulicht)

10" pro Liter
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