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|. Einleitung

l. Einleitung

1. Tumoren

Als Neoplase bezeichnet man ene abnorme, funktiondl nutzlose Gewebemasse, die durch
ene autonome, progressve und Uberschiellende Proliferation korpereigener Zellen entsteht.
Mit der Proliferation verliert die Zdle in der Regd die Féhigkeit zur weiteren Differenzie-
rung. Gleichzatig kommt es zu ener Ingabilitdd des Chromosomensaizes, die sch in ener
Prédispogtion zum Auftreten von  Chromosomenbriichen, von  Chromosomenfehlverteilung,
von amnorm viden Chromosomensdizen und von Genmutationen niederschidgt [Schmitz
Moormann et al. 1995].

1.1. Unterscheidungskriterien von gut- und bdsartigen Tumoren

Aufgrund ihres biologischen Verhdtens (Dignité) unterscheidet man gutatige und bdsartige
Neoplasen [SchmitzMoormann e d. 1995]. Kriterien wie Metastaserungsféhigkelt, Veran
derungen und Differenzierungsgrad der Zelen werden bel der Beurteilung der Dignité mit-
berlicksichtigt [Buhling et d. 1995].

Benigne Tumoren haben im dlgemeinen ene séhr gute Prognose und flihren sdten zum
Tode. Im Gegensatz dazu stdlen mdigne Tumoren nach den Herzerkrankungen die zweithau-
figste Todesursache in Westeuropa dar [Stevens & Lowe 1997 ]. Allein in der Bundesrepublik
Deutschland sterben jahrlich 840 000 Menschen an Krebs und der Antell der Krebspatienten

Tab. 1: Histologische Unterschiede zwischen benignen und malignen Tumoren [Stevens & Lowe 1997]

benigne Tumoren maligne Tumoren
Ausschliellich expansives, lokal | Expansives und infiltrierendes
Verhalten begrenztes Wachstum Wachstum; kann metastasieren
Ahnlichkeit mit dem Muttergewe- | Mangelnde Differenzierung
Histologie | be (hochdifferenziert) der Zelle
geringe Mitoserate Zahlreiche, zum Teil abnorme
Mitosen
Normale oder geringgradig Hohe Kern-Plasma-Relation
erhdhte Kern-Plasma
Relation
Uniformitét der Zellen im Unterschiedliche Form und Gro-
gesamten Tumor Re der Zellen ( Zellpolymorphie)
und / oder der Zellkerne (Kernpo-
lymorphie)
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Unterschiede der jewelligen Neoplasen beziehen sch auf das Muttergewebe, aus welchem
die Geschwulst hervorgegangen ist. Aus dem Mesoderm entsammende Tumoren werden me-
senchymade Tumoren, aus dem Ekto- oder Endoderm, hervorgehende epithelide Tumoren
genannt. Mdigne epithdide Tumoren werden ds Kazinome, mdigne mesenchymde Near
bildungen ds Sarkome und entdifferenzierte Neubildungen, die sch weder morphologisch
noch histologisch einordnen lassen, ds Blastome bezeichnet [SchmitzMoormann et a. 1995].
Zu den Karzinomen gehtren Adenokarzinome und Plattenepithekarzinome, se machen mehr
as 90% dler maignen Neoplasien aus.

1.1.1. Plattenepithelkarzinome des Aerodigestivtraktes

Kopf-Has Tumorgruppen umfassen Karzinome des Mundes, Tonsllen, Pharynx, Larynx,
Zunge, Speicheldriise und oberen Osophagus [Bellacosa et d. 1996]. Uber 90 % der Tumoren
aus diesem Bereich dnd Platenepithdkarzinome. Alkohol und Nikotin, insbesondere in
Kombination, snd fir mehr as 80 % der Mundhohlen und Larynxkarzinome verantwortlich
[Decker et d. 1982, Tuyns e d. 1988, Spitz et d. 1994]. Vitaminmangd, der Genul3 von
sazgetrocknetem Fisch und Epstein-Barr-Virus-Infektionen snd  pathogenetisch mit Naso-
pharynxkarzinomen assoziiert [Ning et a. 1990, Liebovitz et d. 1994].

Die Patenepithdkarzinome entstehen Uber ene Metgplase aus den Basdzelen des res
piraorischen Epithels. Be ener chronischen Schédigung des luminden Zylinderepithels z.B.
durch Rauchen beginnen bipolare Basdzdlen das empfindliche Zylinderepithel durch das
widerstandsfzhige Plattenepithd zu ersatzen. Dieser morphologische Wandel wird durch An
derung der Zytokeratinexpresson begleitet. Die Pattenepithdmetaplase enthdt gleichzetig
zylinderepithd- und plattenepithdtypische Zytokeratine, auRerdem nimmt die Expresson der
proliferationsassoziierten Zytokeratine CK6 und CK16 deutlich zu [Moll 1993]. Die histo-
pathologische Progresson von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Has Bereich (HNSCC) it
mit ener genetischen Verdanderung assoziiert, die auf dem Verlus von Chromosomenmaterid
basert:
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alternierende

Vorlaufer- Verlust Verlust
Verlust| Schadigung Verlust 11p, 13q, 6p. 8a,

. 14q . 4q .
normale 9p 3p, 17p| pysplasie Carcinoma Invasion
Mucosa | > oder > ' P in situ ' >

benigne
Plattenepithel-
Hyperplasie

Abb.1: Genetische Progression von HNSCC: Es ist die Anhaufung und nicht notwendigerweise die Reihenfolge
genetischer Ereignisse aufgefuhrt, die die Progression von Plattenepithelkarzinomen im HNO-Bereich
bestimmen. [nach Califano et al.1996].

1.1.1.1. Konventionelle Therapie

Die chirurgische Therapie der Kopf-Hals Karzinome ist sait langem as Standardtherapie etab-
liet. Radiotherapie wird angdle oder zusitzlich zu chirurgischen Maiahmen zur Verbesse-
rung der lokoregiondren Tumorkontrolle angewandt. Be klinisch unauffdligen Haslymph-
knoten reichen 45 - 50 Gy, be pogtiven Hadymphknoten sind Strahlenthergpiedosen von 66
- 76 Gy notwendig. Ebenso wird der Primatumor bzw. das Primé&rtumorbett mit 66 - 70 Gy
bestrahit. Die tumorizide Wirkung der Radiotherapie ist von der Gesamt-Strahlendoss abhéan
gig, welche durch Gewebe- Spétresktionen begrenzt ist. Durch Hyperfraktionierung der Strah
lentherapie wird das gesunde, langsamer proliferierende Gewebe Uberproportional geschont,
was die Verdoreichung einer hoheren Gesamt-Strahlendoss gedtattet. Die dleinige Verkir-
zung der Behandlungsntervdle be gleichbleibender Einzelsrahlendoss verhindert die Erho-
lung von subletd geschédigten Tumorzellen. Vermehrte akute Geweberesktionen erfordern
dlerdings ene Reduktion der Gesamt-Strahlendoss [Peters 1988, Dubben et d. 1992, Dadian
et a. 1993, Dische et d. 1994].
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Waéhrend friher die Chemothergpie auf die pdliative Behandlung von Tumorrezidiven und
Metastasen beschrankt war, ist eine Chemothergpie heute auch zur Behandlung primér inope-
rabler Tumoren, sowie vorrangig zu ener organerhatenden Chirurgie be Larynx- und Hy-
popharynx-Karzinomen indiziert. Im Rahmen multimodader Thergpieansiize wird die Chemo-
therapie rasch dternierend oder smultan mit der Raediothergpie verabreicht. Das Zid gleich
zeitigen Einsatizes von Chemothergpie und Bestrahlung ist ene verbesserte |okoregiorére
Tumorkontrolle sowie die Reduktion der Fernmetastasierungsrate [Vokes et a. 1993].

Zu ener Vidzahl Chemothergpeutika zur Behandlung von Kopf-Has-Tumoren snd in den
letzten Jahren wetere Substanzen wie Docetaxel, Placlitaxel, Virordbin und Gemdtabin hin-
zugekommen oder wie Ifosfamid wieder neu entdeckt worden. Standard-Medikamente sind
derzeit Methotrexat (wochentlich 40 - 60 mg/nt i.v.) oder Cisplatin (100 mg/n?, T1) 5-FU
(1000 mg/n? ds Dauerinfusion, T1 - 4) [O'Brien et al. 1994, Clavel et a. 1994].

1.1.1.2. Alternative Therapie

Weniger ds en Drittel der Tumoren werden im Frihstadium (TINO, T2NQO) erkannt. Diese
konnen mittels Operation und/oder Strahlenthergpie in ca 90 % der Fdle geheilt werden.
Rund 60 % der Patienten haben bel Diagnosestdlung en intermedidres (T2N1, T3NO) oder
loka fortgeschrittenes Stadium (T3 - 4, N2 - 3, M0). Hiervon konnen weniger ds 30 % mit
traditiondler Chirurgie und Strahlenr und Chemothergpie gehellt werden [Stupp et a. 1994].
Daher wird nach vdllig neuen Strategien zur Bekdmpfung der Krankhet gesucht [Eckardt
1996]:

- Gentherapie - Vitaminthergpie - Immuntherapie

Zid dea genthergpeutischen Strategien ig die Trandektion von Genen in Tumorzellen, die
den Zdlzyklus der Tumorzdlen hemmen, den programmierten Zdltod (Apoptose) der Tu
morzdlen einleten oder den Tumor Zytokine produzieren lassen, die eine patienteneigene
Immunantwort erleichtern. Ein waterer Ansatiz das Tumorzdlwachsum zu hemmen, bestent
in der Applikation von Antisense-Oligodesoxynukleotiden gegen Trandaions-Startstellen der
MRNA wichtiger Proteine [He et d. 1998, Lang et d. 1999, Faust et d. 2000].
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Vitamin D ha enen augyepragten antiproliferativen Effekt auf Tumorzdlen. Es zeigte Sch in
viden Untersuchungen, dal3 Kopf-Has Tumoren Vitamin-D-Rezeptoren besitzen [Kornfehl
1996]. Die Entwicklung enes Vitamin-D-Anlogons mit sowohl antiproliferativer Wirkung,
ds auch geinger Induktion ener Hyperkdzdmie schent efolgversorechend fir ene thera
peutische Anwendung zu sein [Eckardt et a. 1996].

Es wurde in vivo und in vitro die Moglichkeit aufgezeigt, dald durch spezifische zytotoxische
T-Lymphozyten, unterstitzt durch Gabe von Zytokinen wie IL-2 und Interferon g, das Tumor-
wachsdum zu hemmen, bzw. die Tumorzellen abzuttten snd [Rangd e d. 1995]. Fernzie
diesr immunologischen Tumorthergpie i es, tumorspezifische Antigene oder Peptide zu
isolieren und den Pdienten gegen seinen Tumor zu impfen. Damit kénnte bel Patienten mit
Kopf-Has-Tumoren nach Entfernung des Primatumors ene gsake Immunantwort ausgeost
werden und ein Tumorrezidiv, welches fir die hohe Mortditd be diessm Tumortyp veran-
wortlich ig, verhindet werden. Einige diesr Tumorantigene konnten die urspringlich bel
Medanomen identifizieten MAGE (Meéanom Associated Gene) Gene sein. Plattenepithelkar-

zinome des oberen Aerodigedtiviraktes exprimieren teilweise diese Gene [Eura et a. 1995].

Neben der Strategie, Tumorimpfstoffe zu entwickeln, wird auch versucht, durch lokde Appli-
kation von Zytokinen die immunologische Abwehr gegen den Tumor postiv zu beainflussen.
Die vorgestdite Strategie beinhdtet die Transfektion der Tumoren mit dem IL-12- oder IL-2-
Gen. IL-2 hemmt das Tumorwachstum direkt, das von den trandfizieten Tumorzellen freige-
setzte 1L-2 hat eine simulierende Wirkung auf tumorinfiltrierende zytotoxische Lymphozyten
und Killerzellen. Wie Untersuchungen zeigten, haben blockierende Antikdrper gegen den
Epidermden Wachstumsfaktor Rezeptor (EGF-R) enen ausgepragten  tumorhemmenden
Effekt. EGF-R und sgne Liganden EGF und TGF-a werden von den meisten Plattenepithel-
karzinomen Uberexprimiert [Ishitoya e a. 1989] und fungieren as autokrines Wachstumsfak-
torsystem, dessen Unterbrechung zur Tumorwachstumshemmung fuihrt.
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2.  Tumorimmunologie

Krebszdlen a&ndern im Zuge ihrer Entatung vide morphologische und physologische Eigenr
scheften. Eine mdigne Trandformation geht mit  phénotypischen Zdlveranderungen  enher,
wie zB. dem Velus von Oberfléchenantigenen, Erwerb von Neoantigenen und anderen
Membranverdnderungen. Dies beanflul® Zdlinteraktionen des betroffenen Organismus. Man
vemutet, dad in eénem Individuum im Lasfe senes Lebens vide Zdlen zu Tumorzdlen
transformieren. Etliche sterben spontan ab, da die molekularen Veranderungen Iebenswichtige
Prozesse in den Zdlen gtoren. In anderen Fdlen dirfte das Immunsystem eine Tumorzdle ds
fremd erkennen und durch ene effiziente Immunantwort diminieren. Sobad en Tumor je-
doch heranwéchst und mdglicherweise metastasert, it das Immunsysem offensachtlich nicht
in der Lage, eine ausreichende Abwehr gegen die Tumorzellen zu bilden.

Das von Burnet (1971) vorgestellte Konzept der Immuniberwachung geht von einer Haupt-
rolle der T-Zdl-vermittdten Immunitdt aus, die Tumorzdlen ba ihrer Entgehung diminiert,
da diese durch die Expresson neuer Epitope vom Immunsystem as fremd erkannt werden.
Diese Antigene werden unterteilt in tumorassoziierte- (TAA) und tumorspezifische- (TSA)
Antigene [Davies 1957]. Zu letztgenannten zéhlen auch solche, die durch Reexpresson oder
durch Erwerb von embryonden oder Differenzierungsantigenen zustande kommen. TSA sind
echte Tumorantigene, da se nur auf Tumorzellen erscheinen, wahrend TAA sowohl auf neo-
plastischen as auch auf normaen Zelen exprimiert werden.

TAA weden in Tumorzelen Uberexprimiert, kommen aber in geringerer Dichte auch auf
nicht entarteten Zelen vor. Zu dieser Gruppe gehdren die Onkofetdantigene wie Alphafe-
toprotein (AFP) und karzinoembryondes Antigen (CEA), die in Tumoren der Leber, der Go-
naden und be verschiedenen Adenokarzinomen wieder gebildet werden. Bel Platenepithel-
karzinomen findet sch das , Platenepithdkarzinom-Antigen (SCC)*. Diese Antigene snd

hrend der fetden Entwicklung stark exprimiert, beim Erwachsenen nur schwach. Sie wer-
den auch ds Tumormarker bel Patienten verwendet, da sSe im Serum as lodiche Proteine

zirkulieren.
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2.1. Tumorinfiltrierende Lymphozyten

Operdiv entfernte Tumoren weisen manchmd en  mononukledres Zdlinfiltrat auf, welches
nicht zum Ausmal} der Gewebenekrose pad. Solche Infiltrate sind heterogen zusammen
gestzt und enthdten haufig mononuklegre Phagozyten, Lymphozyten verschiedener Sub-
typen und enen kleneren Tal anderer Zdlen wie Plasmazdlen und Mastzdlen [Bordignon et
a. 1999]. Das Auftreen dggnifikenter Lymphozyteninfiltrate einschlieich zytotoxischer
Lymphozyten in bestimmten Tumoren |&% vermuten, dal3 eine Immunresktion gegen tumor-
spezifische Antigene dattfindet. Klinische Beobachtungen deuten darauf hin, dal3 Petienten
mit Tumoren, die en lymphoides Infiltrat aufweisen, eine bessere Prognose haben, ds solche
ohne Infiltrat [Kreider et a. 1984, Wolf et d. 1986, Marrogi et a. 1997, Naito et d. 1998].
Dies ha zur Entwicklung von Thergpieprotokollen gefihrt, in denen Lymphozyten von
chirurgisch entfernten Tumoren gewonnen, zur Produktion von Killerzdlen in Kulturen klo-
niet und dann dem Pdtienten retrandfundiert werden, um so die Immunresktion gegen den
Tumor zu verstérken [Bordignon et a. 1999]. Bisher wurden diese tumorinfiltrierenden Lym:
phozyten (TIL) aus OP-Prgparaten, insbesondere aus Melanomen und Nierenzellkarzinomen,
isoliert und nach Vemehrung in vitro zurlicktransfundiert, dlerdings ohne grof3en Erfolg
[Rosenberg et d. 1990, Belldegrun et d. 1993, Chang et a. 1997]. In viden Fdlen reagierten
diese TIL spezfisch mit dem Tumor, Se hatten jedoch die zytotoxische Aktivité verloren.
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l. Einleitung

Tab.2: Lymphozyten und andere Leukozyten exprimieren sehr viele verschiedene Molekile oder ,Marker* auf
ihrer Zelloberflache, die der Unterscheidung ihrer Zellpopulation dienen. Viele dieser Molekiile kénnen
mittlerweile mit spezifischen monoklonalen Antikdrpern identifiziert werden. Fur die Zelloberflachenmar-
ker wurde eine systematische Nomenklatur entwickelt, das CD-System (clusters of differentiation), in
dem die Marker fortlaufend als CD1, CD2 usw. numeriert werden. Es existieren heutzutage 130 CD’s
[Knapp et al. 1989, Pinto et al. 1994]. Hier werden die fiir die vorliegende Arbeit wichtigsten Zelloberfl
chenmarker unter Beriicksichtigung zusétzlicher Bezeichnungen, des Molekulargewichtes, ihrer Expres-
sion auf bestimmten Zelltypen, chromosomale Lokalisation ihrer Gene [Williams et al. 1988] sowie ihrer
Funktion vorgestellt. Die mit « gekennzeichneten Marker gehéren zu der Immunglobulin-Superfamilie [A-
piller et al. 1989, Keegan et al. 1992], die mit «» gekennzeichneten Marker werden der CCP-Superfamilie

zugeordnet [Janeway & Travers 1995].
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l. Einleitung
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l. Einleitung

Wéhrend dle anderen Zdlen ihre Entwicklung im Knochenmark durchlaufen, scheinen T-
Lymphozyten und NK-Zdlen Uber ene gemensame Vorlauferzdle zu veflgen, die in den
Thymus wandert und dort zu immunkompetenten Zdlen reift [Sanchez et a. 1994]. Alle
Zdlen gdangen schlieldich in den Blutkreidauf und erflllen, je nach Typ, dort oder in Gewe-
ben ihre Funktion.

Die wichtigden Zdlen der immunologischen Abwehr snd die Leukozyten. Zu ihnen gehdren
Granulozyten, Madizdlen, Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten. Als gemensames
Erkennungsmerkmd tragen se und ihre hématopoetischen Vorlauferzdlen das CD45-
Molekil auf der Zdloberflache. Dieser auch ds ,leucocyte common antigen (LCA)* oder
T200 bezeichnete Oberflachenmarker umfad eine Glykoproteinfamilie mit Molekulargewich
ten zwischen 180 und 220 kDa [Shaw et a. 1987, Ralph et a. 1987]. CD45 besteht aus einer
dark glykosylierten externen Doméane (391 - 552 AS), einen Transmembranregion und ener
grofien, aus zwel Abschnitten bestehenden zytoplasmatischen Doméne (707 AS) mit ener
intringschen  Protein-Tyrosn-Phosphatase (PTPase)-Aktivitéat [Streuli et a. 1988]. Die PTPa
s aktiviert Tyrosnkinasen, die mit den Rezeptor- und Korezeptormolekilen der T- und B-
Zdlen asziiert Snd [Charbonneau et a. 1988, Dianzani et d. 1992 ]. Das CD45-Molekil ist
omit an der Signdweterleitung Uber die Antigenrezeptoren von B- und T-Zdlen bealigt
[Koretzky et a. 1990, Justement et al. 1991].

Die immunologische Abwehr |&% sch in unspezifische und spezifiscche Syseme unterglie-
dern. Beide Systeme bestehen aus Zellen und I6dichen Komponenten, die im Kampf gegen
Tumoren und Infektionsarreger eng zusammenarbeiten. Ba den Vorgéngen der spezifischen
Immunitét snd Lymphozyten wie T- und B-Zdlen beteligt. T-Zdlen reagieren Uber den T-
Zdl-Rezeptor (TCR) mit nicht-normaden korpereigenen Zdlen, virugnfizieten Zdlen oder
Krebszelen. B-Zdlen konnen nach Antigenkontakt an ihrem membrangéndigen Immunglo-
bulin (Ig antigenspezifische Antikorper sezernieren. Im Gegensaz dazu besitzen die NK-
Zdlen keine Oberfléchenantigenrezeptoren und snd an der nichtpezifischen  zdluléen
Tumorlyse betelligt.
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l. Einleitung

3.1. T-Zelldifferenzierung und T-Zell-Subpopulationen

Die gemeinsame Vorlasfeazdle der T- und NK-Zdlen exprimiet bam Eintreffen im Thymus
das Stammzelantigegn CD34, das Enzym terminde Desoxyribonuklectidiransferase (Tdlt),
CD38 und das myedoische CD33. Aus diesen Vorlaufern entstehen unmittelbar darauf die
gemensamen T-NK-Vorléufer, die bereits eine hohe Expresson der T-Zdl-Antigene CD7
und cyCD3 aufweisen. Ab diesem Stadium trennen dch die Differenzierungsvege der T-
Zdlen und der NK-Zdlen [Gore et d. 1991, Spitset d. 1995].

Die Vorlaufer der T-Lymphozyten unternehmen im Thymus ene Wanderung von der aul¥eren
Rinde bis in das Mark, wobel sSe die typischen T-Zdlegenschaften erwerben. Voraussetzung
fir die Audifferenzierung it dabel der Kontakt mit den dendritischen Epithelzellen des

-Antigene der Klasse | und Il verfigen und ene Rehe von
Thymushormonen bilden [ Stutman 1978, Haynes 1984].

Die phénotypischen Variationen kann man vereinfacht in einen Dreisufenmoddl dargelen
[Reinherz et a. 1980b):

Im Sadium |, werden von den frihen Thymozyten, die im Thymuskortex anzutreffen sind,
CD7, CD2 und CD5 exprimiert. Ebenfdls treten Proliferationsmarker, wie der Transferrin-
rezeptor (CD71) und CD38, sowie der Homing-Rezeptor (CD62L) auf. Keines dieser
Molekile ig spezifisch fir die T-Zdlrehe Die Zugehtrigkeit zur T-Zdlentwicklungdinie der
frihen Thymozyten ergibt sch aus den Genrearrangements der TCR-b-Kette und der Bildung
des TCR-asoziierten CD3-Komplexes, der hier jedoch nur zytoplasmatisch und noch nicht
membrangandig ist. Da diesen Zelen CD4 und CD8 fehlen, nennt man se ,doppet negeive

Das Stadium 11, der intermedi&ren Thymozyten, die ebenfdls in der Thymusinde zu finden
snd, is durch das Erschenen zusitzlicher Oberflachenmarker wie CD1 und der Koexpre-
sson von CD4 und CD8 auf dersdlben Zdle (,doppelt postive Thymozyten*) gekennzeich-
net. In diesem Stadium findet auch das Rearrangement der a -K ette des TCR-2 dtatt.

Im Sadium IlI, dem der reifen Thymozyten im Thymusmark, treten grof3ere phanotypische

: Velug von CD1, membrangdndiges CD3 in Asoziation mit dem a/b
(TCR-2) und die klare Tremung in CD4-postive (T-Hefer) und CD8-postive (zytotoxische)
T-Zdlen, sogenannten ,einfach pogstiven Zdlen®. Der Mehrzahl der Thymozyten dieses
Stadiums fehlt CD38, CD71 und Tdt [Janossi et d. 1981, Spitset a. 1995].

12



l. Einleitung

Die Effektorfunktionen, wie die spezifische Abtdtung virugnfizieter oder entarteter Zelen
obliegt den zytotoxischen T-Lymphozyten. Se erkennen Antigene in Kombination mit MHC-
Klasse-l Molekiilen. Die Rolle der T-Hdferzelen liegt hauptséchlich in der Koordination der
Immunantwort. Se erkennen Fremdantigene in Kombination mit MHC Klasse-11-Molekilen

[Meuer et a. 1982, Swain, et a. 1983].

3.1.1. Der T-Zdl-Rezeptor und CD3-Komplex

Der T-Zdl-Antigenrezeptor sdbst dhndt enem  membrangebundenen  Immunglobulin-Fab-
Fragment, dem Antigenrezeptor der B-Zellen. Jeder Rezeptor besteht aus zwel verschiedenen
Polypeptidketten, den sogenannten T-Zdl-Rezeptor-a-(45 kDa) oder b (40 kDa)-Ketten, die
miteinander durch ene Disulfidbriicke verbunden dnd [Kappler et al. 1983, Yanagi et 4.
1984].

Die ab-Heterodimere (TCR-2) sand fir die Antigenerkennung dler funktiondlen Klassen von
T-Zdlen verantwortlich. Es gibt noch enen weteren Typ des T-Zdl-Rezeptors. Dieser be-
steht aus anderen Polypeptidketten, die ds g (36 - 55 kDa) und d (40 - 60 kDa) bezeichnet
werden. 95% adler T-Zelen tragen den TCR-2 Rezeptor, nur 5% den TCR-1 [Brenner et
al.1986, Borst et d. 1987, Fowlkes et a. 1989].

Beide Formen des TCR, ab und gd snd mit enem aus funf Polypeptiden zusammengesstzten

Komplex assoziiert, dem CD3. Im Gegensaiz zum Heterodimer des T-Zdl-Rezeptors haben
die CD3-Proteine zytoplasmatische Audéufer Uber die de mit signdibertragenden Proteinen

interagieren konnen. Die Proteine, die mit Immunglobulinen verwandt sind, werden ds CD3g
(25 kDa), CD3d (20 kDa), CD3e (20 kDa) bezeichnet. Diese Ketten sind untereinander und

mit dem ab-Heterodimer des TCR nichtkovaent verbunden. Der TCR-Rezeptor leitet Uber
diesen Transmembrankomplex die Signde in die T-Zelle weiter [Borst et d. 1983a, Borst et
d. 1983 b, Borst et al. 1984].

Die beiden anderen Proteinen, z (16 kDa) und h (22 kDa), sind auch Tell dieses Komplexes,
und zwar entweder ads z:z- , zh- oder as [11]-Dimere, die Uber eine Disulfidbriicke verbun-
den sind [Weissmann et a. 1986, Baniyash et d. 1988, Clayton et a. 1990]. Ungefahr 80 Pro-
zent der T-Zdl-Rezeptoren an der Zdloberfliche snd mit enem zz Dimer assoziiert, die
Ubrigen mit einem z:h-Dimer [Baniyash et d. 1988].
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Im Gegensatz zu den anderen CD3-Ketten haben weder die z- noch die h-Polypeptide ausge-
prégte extrazelluld&e Doménen, der Hauptantell dieser Polypeptide befindet sich auf der zy-
toplasmatischen Seite und dient der Signdtransduktion. Besonders die z-Ketten assoziieren
sch mit zytoplasmatischen Proteintyrosinkinasen, vor dlem mit p59”Y", die nach der Ligand-
bindung an den TCR das Anfligen von Phosphagruppen an Tyrosine von Proteinen kataly-
gert [Sussmann et a. 1988, Samelson et a. 1990].

Die CD3-Proteine snd auch fir die Expresson des T-Zdl-Rezeptors auf der Zeloberflache
eforderlich. Mutierte Zdlen, denen entweder die T-Zdl-Rezeptorketten oder eine der g-,d-
oder h-Ketten des CD3-Komplexes fehlen, konnen keine Bestandteile des Komplexes auf der
Zdloberfléche exprimieren [Martin et d. 1999].

3.1.2. Zdl-Adhasionsmolekiil, CD2

Ein weteer T-Zdlmaker i das CD2-Adhé&sonsmolekil (50 kDa), auch leukozytenfunk-
tionsasoziiertes-Antigen2  (LFA-2) oder Schaf-Erythrozytenrezeptor (SRBC) genannt. Die
Bindung von CD2 an den Liganden LFA-3 (CD58) vergtérkt die Zdl-Zdl-Adhason. Dies ist
wahrschanlich fir die funktiondle Bindung von T-Hdferzdlen an Antigenprasentierenden
Zdlen, von CTL an ihre Zidzdlen und von refen Thymozyten an die Epithdidzdlen im
Thymus wichtig [Elangbam et d. 1997]. Zusdizlich zu sanen Adhésonsaigenschaften trégt
CD2 durch Signdibertragungen in die T-Zdle zur T-Zdl-Aktivierung be und zwar in Ver-
bindung mit dem TCR/CD3-Komplex. Desweteren i CD2 an der T-Zdl-vermittdten Zyto-
lyse beteligt. Alloantigene sowie Lektine konnen durch Bindung an CD2 T-Zdlen aktivieren,
ohne dal3 ein T-ZdI-Rezeptor involviert ist [Westphd et d. 1993, Elangbam et d. 1997].
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3.1.3. Erkennungs- und Aktivierungsmarker, HLA-DR

Eine besondere Rolle be der Erkennung von Fremdsubstanzen durch T-Zdlen spielen
spezielle korpereigene  Gewebeantigene, die Haupt-Histokompatibilitdtsantigene. Se werden
von enem Genkomplex kodiet, dem sogennanten Haupt-Histokompatibilitétskomplex
(MHC). Die Genprodukte des MHC nennt man beim Menschen ,,humanes Leukocyten Anti-
gen* (HLA). Die biologische Funktion der MHC-Moleklle besteht darin, T-Zdlen Antigene
anzubieten, da diese Lymphozyten nur auf Antigene reagieren konnen, wenn se an korpere-
gene MHC-Molekille gebunden sind.

Man unterscheidet zwel Klassen von MHC-Molekillen, die Klasse-I- (HLA-A, -B und -C)
und die Klasse-I1-Molekile (HLA-DP, -DQ und -DR). Die MHC-Klasse-1-Molekiile befinden
sch auf dlen kernhdtigen Zdlen des Korpers [Marrack et a. 1986] die MHC-Klasse-11-
Molekile kommen dagegen nur auf bestimmten Immunzdlen vor, bespidsvese auf Langer-
hanszellen der Haut, B-Lymphozyten, interdigitierenden dendritischen Zdlen der lymphati-
schen Gewebe, Monozyten, Makrophagen und aktivierten T-Zdlen.

MHC-1I-Molekiile bestehen aus einem nichtkovaenten Komplex zweler Ketten, V§ (34 kDa)
und ¥ (29 kDa), die beide Kohlenhydratgruppen tragen und die Plasmamembran durchdrin-
gen. Jede Kette hat zwei Doménen. Die VS3,- und A¥,-Doménen haben dnliche Aminosiure-

Sequenzen und Strukturen wie die konstanten Doménen von Immunglobulinen.

Die Peptidbindungsregion der Klasse-11-Molekile wird durch die Interaktion von beiden Ke-
ten unter Einbeziehung der a; bi-Segmente gebildet. Im Gegensatz zu den MHC-Molekilen
der Klasse | sind bei MHC-Molekiilen der Klasse Il die Enden der Bindungsgrube offen, was
den présentierten Peptiden erlaubt, Uber die Rander der Grube hinauszuragen [Brown et d.
1988, Brown et a. 1993].

3.2. B-Zellen

Charakteristische Marker der B-LymphozytenReihe snd membrangtdndige Immunglobuline,
die ds Antigenrezeptoren auf der Zdloberflache fungieren. Die mesten B-Zdlen exprimieren
im peripheren Blut zwel Immunglobulinisotypen auf ihrer Oberfléche, IgM und IgD. Im Ge-
gensatz dazu erscheint auf zirkulierenden B-Zdlen im Kredauf sehr wenig membrangebun
denes 1gG, IgA oder IgE.
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Sowohl IgM ds auch IgD snd auf der Zdloberflache nicht-kovdent mit mindestens zwel
anderen Proteinen, genannt Iga und Igo, asoziiet. Gemeinsam bilden Se den Antigen
rezeptorkomplex [Van Noesd et al. 1990, Reth et a. 1991]. Diese Proteine werden benétigt,
um IgM und IgD dabil auf der Oberflache zu exprimieren [Venkitaraman 1991]. Zusizlich
verbindet 1ga und Igo die Membranig-Molekile mit mehreren Tyrosnkinasen: blk, ick, fyn,
lyn. Iga und Igo werden nach Antigen-Bindung phosphoryliet. Die Membran-lg-Molekile
unterstiitzen die Zusammenfihrung der an der intrazdluldren Sgndtransduktion beteligten

Proteine, wie z.B. Kinasen.

Die Mehrzahl der B-Zdlen tréggt MHC-Klasse-1l Antigene und Komplementrezeptoren fir
C3b (CR1, CD35) und C3d (CR2, CD21) sowie Fc-Rezeptoren fir exogene 1gG (FcgRll,
CD32). CD19, CD20 und CD22 dnd die am haufigsten genutzten Marker zur Identifizierung
menschlicher B-Zelen. Ebenfdls fur diesen Zweck geeignet snd CD72 - CD78 und eine 220
kDa schwere |soform des CD45 (B220) [Banchereau et a. 1992].

Das CD19-Antigen bildet mit zwel anderen Proteinen den BZdl-Korezeptor. Die erste Kom-
ponente des Korezeptors, CR2 kann das auf der Oberfléche follikulérer dendritischer Zelen
exprimierte CD23-Molekul aufnehmen und somit die Empfindlichkeit der B-Zdlen fir en
Antigen erhdhen. Der zweite Bestandteil, TAPA-1 (CD81), ig en schlangenférmiges Protein
mit vier TransmembranDoménen [Matsumoto et a. 1991]. Der Komplex steht Uber das zy-
toplasmatische Ende von CD19 mit der Tyrosinkinese lyn in Vebindung. Die Aggregaion
von CD19 mit Immunglobulinen verstérkt die Signal Ubertragung der B-Zd len.

Die Antigenbindung verursscht gemeinsam mit besimmten, von T-Zedlen ausgehenden Akti-
vierungssgnden die Proliferation der B-Zdle. Der expandiete Klon differenziet sch in Ge-
dachtnis- und Plasmazdlen, wobe letiztere ds Effektoren agieren. Die Plasmazdlen syn-
thetiseren und sezemieren grofRe Mengen Immunglobulinmolekile mit der sdben  Anti-
genspezifitét, die der Ausgangs-B-Zdle ds Antigenoberflachenrezeptor gedient hat.
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3.3. Naturliche Killerzellen

Die NK-Zdlen, deren Antell an PBL ca 15% betr&gt, Snd grol}e, granulierte, lymphoide Zel-
len, die keine antigenspezifischen Oberfléchenrezeptoren bestzen, die en Genrearrangement
erfordern, wie z.B. TCR oder Membran-lg. Sie lassen sich somit weder den B noch den T
Lymphozyten zuordnen [Lanier et al. 1986b]. Die meiden Obefléchenantigene, die mittels
monoklonder Antikorper auf NK-Zdlen nachweisbar snd, werden mit T-Zdlen oder Zdlen
der Monozyten / Makrophagen-Rehe geelt. Hierzu zéhlen MHC-1, CD2, CD7, CD1la,
CD11c, CD18, CD25, CD8, CD38, CD71, CD16 und CD56 [Trinchieri 1989]. Die Mehrzahl
der humanen reifen NK-Zdlen weisen den Phanotyp CD3gde” CD56° CD16" auf, eine
Minderheit besitzt das Antigenmuster CD3~ CD56~ CD16" bzw. CD3~ CD56" CD16™ [Lanier
et al. 19864].

Die Hauptfunktion der NK-Zdlen besteht in der AbtGtung von Tumorzdlen, insbesondere an
ene Gewebekultur adgptierte Zdlen und virugnfiziete Zelen mit Hilfe 2zytotoxischer
Mechanismen. Se spiden aer auch eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Bakterien,
Protozoen und Pilzen und der Regulation von Immunantworten [Herberman et a. 1981, Trin
chieri 1989]. Im Gegensatz zu zytotoxischen T-Zdlen zerstéren NK-Zdlen unspezifisch Ziel-
zellen, die ken MHC bzw. Fremd-MHC exprimieren, eine Eigenschaft die generdl ds MHC-
unabhéngige Zytotoxizté bezeichnet wird [Grimm et &. 1982, 1993].

Nach Anlageung an die Zidzdlen setzen NK-Zdlen porenbildende Proteine (PFP),
Serinesterasen und andere zytolytische Faktoren frei, welche die Zdlmembran der Ziezele
mit Poren durchsetzen und zu deren Lyse fihren. Die NK-Zdlen bilden nach heutigem Stand
der Forschung kein immunol ogisches Gedéchtnis.
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4.  Zytokine

Der Begiff Zytokin wird heute mest as generdle Bezeichnung fur l6diche Proteine und
Peptide verwendet, die ds chemische Mediatoren bereits in nano- bis picomolaren Konzentra-
tionen biologisch wirksam werden. Zytokine werden auch von Fibroblasten und Endothelzel-
len gebildet, die Hauptproduzenten sind jedoch die Immunzellen, Makrophagen bzw. Lym:
phozyten [Cohen et d. 1974, Barkwill & Burke 1989, Holtmann et a. 1995].

Zytokine gewdrleisen ene snnvolle und geordnete Zusammenarbeit der  verschiedenen
Komponenten des Immunsysems Se beanflussen Entwicklung und Refung von Immunzel-
len (Hamatopoese) und spiden ene entscheidende Rolle be der Auddsung, Regulation und
Beendigung ener Immunantwort. Waeiterhin snd de an wichtigen Prozessen wie Entziin
dungsresktionen, Wundhellung und generdle sysemaische Resktionen bel Organr und Ge-
webeverletizungen beteligt. Darlber hinaus gibt es auch Zytokine, die auf ihre Zidzdlen

toxisch wirken.

Zu den Zytokinen gehdren Interferone (IFN), koloniestimulierende Faktoren, Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF), Transforming-Growth-Fektor (TGF) und Interleukine [Holtmann et
al. 1995].

4.1. Interleukin-2

Interleukin-2 (IL-2), urspringlich ds T-Zdl-Wachsumsfaktor (TCGF) bezeichnet, ist en
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 15 kDa, das nach Antigenkontakt von T-
Lymphozyten synthetisert und freigesetzt wird [Morgan et d. 1976, Gillis et d. 1978, Mizd
et d. 1979, Taniguchi et a. 1983].

Dieses von einem enzenen Gen auf dem Chromosom 4 kodierte Lymphokin wird zunéchst
in den Zdlen ds 153 Aminosiuren lange Vorlaufer-Form synthetisert, wobe die ersen 20
aminoterminden  Aminoséuren ads hydrophobe, sekretorische  Signdsequenz fungieren
[Dumonde et d. 1969, Taniguchi et d. 1983, Seigel et d. 1984]. Das reife I1L-2 besteht aus
133 Aminosduren. 1L-2 i am Threoninrest der Podtion 3 O-glykosyliet und enthdt eine
einzige Disulfidoricke zwischen den Cyseinresten in den Podtionen 58 und 105 [Taniguchi
et a. 1983, Brandhuber et a. 1987]. Das Molekulargewicht von Interleukin-2 variiert je nach
Art und Ausmal? der O-Glykaosylierung.
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Die Glykosylierung it fur die biologische Funktion des Proteins unwichtig, wahrend das Pro-
tein durch Zerstérung der Disulfidbriicke seine Aktivitét verliert [Taniguchi et d. 1983, Ju et
al. 1987].

Die Effekte von IL-2 dnd beispidsweise die T-Zdl-Aktivierung, Steigerung der IFN-g Pro-
duktion, Modulation der T-Zdl-Rezeptor-Expression, tumorabtétende Aktivitdt, Wachsums-
forderung von NK- und LAK-Zdlen, Seigerung von B-Zdlwachgum und Immunglobu-
linproduktion, sowie MakrophagerntAktivierung [Henny et a. 1981, Nakanishi et d. 1984,
Raulet et a. 1985, Malkovsky et d. 1987, Tigges et a. 1989]

4.2. Interleukin-2-Rezeptor
Der Interleukin-2-Rezeptor (IL-2R) it ein Membran-Rezeptor-Komplex, an dessen Bildung

drei verschiedene Proteinketten, die a- (55 kDa), die b- ( 75 kDa) und die g-Ketten (64 kDa)
beteligt Snd [Leonard et a. 1984, Tsudo et d. 1986, Takeshita, et al. 1992]. Die a-Kette, die
auch ds Tac oder ds CD25 bezeichnet wird, hat eine Lange von 251 AS. Sie setzt Sch aus

ene langen extrazdlul@en Doméne (219 AS) und ener kurzen zytoplasmatischen Doméne
(13 AS) zusammen, ohne die keine direkte Signdtransduktion in die Zelle moglich ist.

Die b-Kette (CD122) it 525 AS lang, mit einer 214 AS umfassenden extrazelluléren Doméne
und einer intrazeluldren Doméne aus 286 AS [Hatakeyama et d. 1989]. IL-2 Rb i auch an
der Bildung des IL-15-Rezeptors betelligt. Es soidt ene Rolle be der Sgndtransduktion,
ohne jedoch selbgt eine Enzymaktivitét zu besitzen [Wadmann et d. 1998].

Die gKette (CD132) ig sdbst nicht an der direkten Bindung des IL-2-Molekiils beteiligt,
bestzt aber eine wichtige Funktion fir die Signdtransduktion [Hatakeyama et al. 1989, Take-
shita et d. 1992]. Mutationen in dem Gen fir diese 64 kDa schwere Kette fihren zu einem

schweren kombinierten Immundefekt, da diese Kette an der Bildung verschiedener Interleun
kin-Rezeptoren beteligt ist (IL-4, IL-7, IL-9, IL-13) [Matthews et al. 1995].

Diesr Rezeptormultimer-Komplex kann in dred Formen mit unterschiedlicher  Affinitét for
IL-2 in der Zdlmembran vorliegen. Wéhrend bel der Bindung mit niedriger Affinitét die a-
Kette des IL-2 Rezeptors involviert i, liegen IL-2R-Komplexe mit mittlerer Affinitét as
Heterodimere entweder mit der a/g oder den b/g-Ketten vor.
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Die Produktion und die Assoziation der a-Kette mit den schon vorhandenen bg-Ketten fuhrt
zur Formation des hochaffinen IL-2 Rezeptors, einem Heterotrimer aus a/b/g-Kette, der 1L-2
bindet und die Mitose in Gang setzt. [Minami et d. 1993].

Die Expresson von IL-2Ra, IL-2Rb und IL-2Rg be verschiedenen Populationen von huma:
nen peipheren Blutzdlen wurde durch Fabung mit spezifischen monoklonden Antikorpern

g-Kette ohne Stimulation auf T-, B-, NK-Zdlen sowie Monozyten
und Granulozyten exprimiert wird, findet man ba densdben Zdlen unterschiedliche Expre-
sson der a- und der b-Ketten. So finden sich auf der Oberfléche runender T-, B- oder NK-
Zdlen [g-Ketten [Dukovich et &.1987], jedoch keine a-Ketten [Farrar et a.1990]. Durch
Stimulation der T- und B-Zdlen durch ein addquates Antigen wird die zusdtzliche Expresson
der a-Kette induziert, Se snd somit in der Lage den hochaffinen Rezeptor zu bilden [Wad-
mann 1984, Wadmann 1986, Waldmann 1991, Tsudo et a. 1987, Farrar et d. 1990]. Eine
Ausnahme bilden enige Tumorzdlen, die diese Kette konditutiv exprimieren. Nur eine sghr
geinge Zahl von NK-Zdlen ig ebenfdls in der Lage, IL-2a zu bilden. Die Zugabe von IL-2
zu groffen granuléren Lymphozyten fordert die natlrliche Killerzdl- (LAK)-Aktivitdt sowie
die Expresson der IL-2a-Kette. IL-2 Rb wird ebenfals auf LAK exprimiert [Tsudo et d.
1987, Nagler et a. 1990].

4.3. T-Zellaktivierung

Obwohl es zwe funktiondl und phénotypisch unterschiedliche T-Zdl-Subpopulationen gibt,
CD4*-Hefer und CD8zytotoxische T-Zdlen, sind ihre Aktivierungsschritte weitgehend diie-
sben. Das ede Aktivierungssignd fir ene T-Zdle ig die Bindung ihres ab-T-Zdl-
Rezeptors an eine Antigen-présentierende Zedle. So kdnnen se Antigene erkennen, die ihnen
durch Proteine des Haupt-Histokompetibilitdiskomplexes (MHC) présentiert werden. Wenn
sch der ab-T-Zdl-Rezeptor und der Hilfsrezeptor CD4 an MHC-11-Molekil bindet, wird die
T-Hdfazdle aktiviet. CD8-tragende T-Zdlen konnen nur mit MHC-Klasse-I-postiven
Zdleninteragieren [Sakihama et a. 1995, Gao et a. 2000].
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Weitere akzessorische Molekile (CD28/B7, CTLA-4/B7, LFA-J/ICAM-1, CD2/LFA-3 und
andere) vergédrken die Bindung und sind fir die wetere Aktivierung von entscheldender Be-
deutung [Wingren et d. 1995, Greenfidd et d. 1998]. Um diesen Aktivierungs-Prozel3 zu
vervollgandigen, mul3 die antigenprésantierende Zdle en zwetes Sgnd  aussenden, und
zwa in Form des Lymphokins Interleukin-1 (IL-1). Die T-Zelle produziet nach ausreichen
der Aktivierung durch Signd 1 und Signd 2 das Molekil IL-2 sowie dessen hochaffinen Re-
zeptor. Das serzernierte I1L-2 entfatet seine Wirkung sowohl autokrin - durch Bindung an die
produzierende Zelle, ds auch parakrin - durch Bindung an benachbarte aktivierte Zdlen. Die
Bindung von IL-2 fihrt im Sinne einer postiven Rickkopplung zu ener welteren Expresson
von IL-2 und seinem Rezeptor. Das Zusammenspid der verschiedenen Signde fuhrt schlie
lich zur Proliferation und klonelen Expansion der aktivierten Zellen [Wingren et d. 1995].

4.3.1. IP3/ DAG-Weg

Die TCR-Bindung fuhrt zur Aktivierung von Phospholipase C, welche die Produktion von
Inogtoltrisphosphat  (IPs) und Diazylglycerol (DAG) Uber die Hydrolyse des Phosphatidyl-
Inositoldiphosphats zur Folge hat. IP; initiet eine Fresetzung von C&* aus intrazelluldren
Speichern, wohingegen DAG an der Aktivieeung der Proteinkinase C (PKC) beteligt ist
[Gupta et d. 1989]. De Aktivierungsprozel3 efolgt unter Betelligung ener komplexen
Phosphorylierungsabfolge von TCR-Komponenten (CD3), CD4 oder CD8 sowie dem Leuko-
zytenantigen CD45. CD45 ist eine Phosphatase und mit CD4 assoziiert. Zusédtzlich zur PKC
snd an diesen Schritten zwei weitere Kinasen (p56'*, assoziiet mit CD4 oder CD8 und
p59"Y" ) beteiligt [Ledbetter et al. 1993, Fischer et a. 1994].
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5. Zielsetzung der Arbeit

Ausgehend von der Erkenntnis, dal3 zdlulére und humorde Abwehrresktionen ba der Krebs
erkrankung von Bedeutung sind, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einflul des
Tumors auf den Immungtatus be Patienten mit Plattenepithekarzinomen im Aerodigetivirakt
untersucht. Dabel wurden die Patienten unter Berticksichtigung von Tumorgrofde, Tumorme:
lignitdt und Lymphknotenmetastasen eingruppiert. Aul3erdem war der

Thergpiemodaitéten wie z.B. Operation, Chemo, Bedrahlungss und kombinierte Radio-
Chemotherapie auf die Phanotypen der Immunzdlen und auf die Funktion des Immunsystems
dieser Patienten von Interesse.

Hierfir sollen Subpopulationen peripherer Lymphozyten aus Vollblutproben durch die Ex-
presson von spezifischen Antigenen an der Zdlobeflache mit Hilfe fluorochrommarkierter,
monoklonaler AntikOrper identifiziert werden. Aufgabe war weiterhin, die Funktion der natir-
lichen Killerzdlen (NK) und Lymphokin-aktivierter-Killerzdlen (LAK) der Patienten mit
einem Zytotoxizitétstest zu bestimmen.

Da Zytokine Mediatoren snd, welche die Aktivitst der zdlul&en Immunabwehr stimulieren
konnen, sollte die Konzentration von Interleukin-2 (IL-2), das nach Kontakt mit antigenpré
sentierenden Zdlen von  T-Hdfezdlen fregesstzt wird, im Plasma von Pdienten mit
Fattenepithelkarzinomen gemessen werden. Die Bindung des serzenierten IL-2 an die dre
Ketten des IL-2R (V3, W und () regt die Proliferetion der T-Lymphozytenpopulationen an.
Bea der Aktivierung der Zelen kommt es zur proteolytischen Abspatung enes 42 kDa Frag-
ments der V§-Kette des IL-2 Rezeptors. Auch dieser 16diche IL-2 Rezeptor V§ 0l in Pas
maproben der Tumorpatienten bestimmt werden.

Da sch nur 2% dler mononukle&ren Zdlen im Blut befinden, haben auch die Zdlen, die sch
im Gewebe aufhdten, ene Bedeutung fir die Tumorabwehr. Platenepithdkarzinome im
HNO-Bereich snd sowohl um den Tumor herum, ds auch im Tumorstroma von mononukled-
ren Zdlen infiltriet. Daher sollten, Lymphozytenpopulaionen mittels monoklonaer Antikor-
per im Prim&tumor bzw. in metastaserten Lymphknoten untersucht werden. Durch Messung
der Markerantigene CD45, CD3, CD8 und HLA-DR auf infiltrierenden Lymphozyten aus
dem Primatumor und auf Lymphozyten aus Lymphknotenmetastasen bzw. peripheren Blut
sll die Egnung diesr Parametler ds prognostische Marker untersucht  werden.
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II. Material

[I. Material

1. Gerate

Gerate
Auflichtmikroskop

Begasungsbrutschrank

Brutschrank

elektrische Pipettierhilfe

Facscan, fluoreszenz-aktivierter Zellsorter
Fluorometer Arcus 1230

K hlschrank

mechanische Pipettierhilfe

Mikrowelle

Minifuge RF mit Plattenrotor

Photometer Model 550 (,, Elisa-Reader*)
Schuittler

sterile Werkbank (Sicherheitsstufe 1)
Thoma-Kammer

Tiefgefrierschrank (-20°C)

Vortex-Geré Circomix

Wasserbad

Zentrifuge

Hersteller
Olympus IM/Japan

Heraeus/Hanau
Heraeus/Hanau
Nunc/Wiesbaden
Becton-Dickinsorn/Heidelberg
LKB-Wallac; TurkwFinland
Bosch/Stuttgart
Nunc/Wiesbaden
Bosch/Stuttgart
Heraeus/Hanau

Bio Rad/Munchen
Heidolph/Kelkheim

Intermed und Ceag Schirp
Schreck/Hofheim
Bosch/Stuttgart

Braun/Me sungen
Gesdllschaft fur Labortechnik /Burgwedel

Heraeus/Hanau
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2. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial
Deckgléaschen fir Haemacytometer

Deckgl aser

Einmaltransferpipette
Eppendorf-Reagenzgeféalie

Immunomodule

Konisches Zentrifugenréhrchen; steril
Kryorohrchen

Mikrotiterplatten; polysorb unsteril
Monovetten; 1,6 mg Kalium EDTA/ml Blut
Objekttrager

Pipettenspitzen

Polypropylen Reagenzglas mit Rundboden
FACS-Rohrchen)

Polystrol Einmal pippetten
Polystyrol zelIkulturflasche

Zd lkulturflaschen mit integrierten
hydrophoben Filter in der Schraubdeckel

Multi-Adapter mit Luer-Konus

V enenpunktionsbesteck

Spezifizierung
20X 26 mm

25 x50 mm

3ml

15ml

8 x 12 Vertiefungen
11 ml, 50 ml

45ml, 1,8 ml

96 Vertiefungen,
27ml, 10 ml

76 X 26 mm

200 ni, 1000 m

12 X 75 mm

5ml, 10 ml
50 ml, 260 ml, 800 ml

260 mi

Hersteller
Menzeal-Glaser

Menzel-Gléaser
Elkay/Diezenbach
Eppendorf/Hamburg
Nunc/Wiesbaden
Nunc/Wiesbaden
Nunc/Wiesbaden
Nunc/Wiesbaden
Sarstedt/Nurmbrecht
Menzel-Glaser
Sarstedt/Nurmbrecht

Becton-Dickinson/
Heidelberg

Nunc/Wieshaden
Nunc/Wieshaden

Nunc/Wiesbaden

Sarstedt/N trmbrecht

Braun/Melsungen
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3. Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien

3-Amino-9-ethylcerbazol
Alkylphenylpolyethylenglykol
(Triton X-100)
Di-Natriumhydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat-
2-hydrat

Diethylentriaminopentaacetat
(DTPA)

Dimethylsulfoxid (DM SO)
Ethanal (70 %, 95 %, 100 %)

Europium (I11) acetathydrat
Formaldehyd (37 %)

Glyan
Hydroxymethylaminomethan
Kaciumchlorid
Kaium-Dihydrogenphosphat
Kdiumchlorid
Kdziumchlorid-2-hydrat
Magnesiumchlorid

Methanol

Formd

C14H 14N 2
C34H 62011

Na;HPO,
Na,HPO,* 2H,0

C14H23N3010

(CH;),SO
CH5CH,0OH

MG
(g/moal)

210,03
646,86

141,96
177,99

393,35

78,13
46,07

Eu (CHCOO), * H,0347

H,CO
C,HsNO,
CsHuNO;
CaCl,
KH,PO,

KCl

CaCl » 2H,0
MgCl,* 6H,0
CH,OH

30,03
75,07
121,14
110,99
136,06
74,55
147,02
203,30
32,04

Hersteller

Sigma/Deisenhofen
Merck/Darmstadt

Fluka/lNeu-UIm
Riedel-de-Haen/Seel ze

Aldrich/Stenheim

Merck/Darmstadt

Apotheke Klinikum
JW.G.Universitét

Aldrich/Steinheim
Merck/Darmstadt
Sigma/Deisenhofen
Riedel-de-Haen/Seelze
Merck/Darmstadt
Merck/Darmstadt
Riedel-de-Haen/Seelze
Merck/Darmstadt
Merck/Darmstadt
Riedel-de-Haen/Seelze
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Chemikalien/Reagenzien

N,N-Dimethylformamid

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-
ethansulfonsiure

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumchloridlésung; isotonisch

Natriumdi hydrogenphosphat-
2-hydrat

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydrogenphosphat-
Monohydrat

Natriumhydroxid

Penicillin G (25.000.000 U)
Schwefelsdure
Streptomycinsul fat
Tris-Hydrochlorid (TrisHCI)
Wasserstoffperoxid (30 %)
Xylal

Zitronensdure Monohydrat

Formd

C;H;NO
C8H18N204S

C,H3;NaO,

NaN;

Na,COs

NaCl

NaCl

NaH,PO, * 2H,0

NaHCO;
NaH,PO, » H,O

NaOH
C16H 17N 20204SN a
H,S0,

C4H11NO;z* HCI
H,O,

CsHio
CeHsO7H,0

MG
(g/mol)

73,09

82,03
65,01
105,99
58,44
58,44
156,01

84,01
137,99

40,00
356,4
98,08
1457,39
157,64
34,01
106,17
210,14

Hersteller

Sigma/Deisenhofen
Gibco BRL/Eggenstein

Riedel-de Haen/Seel ze
Merck/Darmstadt
Merck/Darmstadt
Roth/Karlsruhe
Braun/Melsungen
Merck/Darmstadt

Merck/Darmstadt
Merck/Darmstadt

Merck/Darmstadt
Sigma/Deisenhofen
Merck/Darmstadt
Gibco BRL/Eggenstein
Stratagene/Heidelberg
Merck/Darmstadt
Merck/Darmstadt
Roth/Karlsruhe

26



II. Material

Chemikalien/Reagenzien

Ficall-Histopague 1077 (d=1,077)

Aquatex (wassriges Eindeckmittel)
Desoxyribonukleinsaure (DNA)

Dextransulfat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Enhancement-L 6sung (Delfia)
Falin-Ciocalteus Phenol Reagenz

Fotales Kaberserum (FKS)

Hamalaun nach Mayer

L-Glutamin-Ldsung (200 mM)
Lysing-Solution

n-Interleukin-2 (2 x 10° U/ml)
Proteinase K
Rinderseruma bumin

Trypanblau

Hersteller

Sigma/Deisenhofen
Merck/Darmstadt
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Gibco BRL/Eggenstein
Pharmacia LKB/Freiburg
Merck/Darmstadt

Gibco BRL/Eggenstein

Apotheke Klinikum
JW.G. Universitét

Seromed/Berlin

Becton-Dickinson
Heidelberg

Biotest/Dreieich

Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
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4.  Antikorper und Elisa-Testsysteme

M onoklonale Antikér per
FITC-konjugiert Maus-anti-human
FITC-konjugiert Maus-anti-human
FITC-konjugiert Maus-anti-human
FITC-konjugiert Maus-anti-human
FITC-konjugiert Maus-anti-human
PE-konjugiert Maus-anti-human
PE-konjugiert Maus-anti-human
PE-konjugiert Maus-anti-human
PE-konjugiert Maus-anti-human
PE-konjugiert Maus-anti-human

Simultest-Doppel fluoreszenz (FITC-, PE-)
konjugiert Maus-anti-human

Simultest-Doppelfluoreszenz (FITC-, PE-)
konjugiert Maus-anti-human

Maus-anti-human
Maus-anti-human
Maus-anti-human; verdiinnt
Kaninchen-anti-human
Maus-anti-human
Maus-anti-human

Sekundarantik 6r per /konjugierte Enzyme

Ziege-anti-Maus konjugiert mit Biotin-SP
Maus-anti-Ziege konjugiert mit Biotin-SP

Ziege-anti-Kaninchen konjugiert mit Biotin-SP

Peroxidase konjugiert mit Streptavidin
ElisaTestsysteme
Interleukin-2-Rezeptor

Human IL-2 Immunoassay

Antigen
CD45
CD45 Ra
CD2
CD3
CD16
CD19
CD25
CD56
HLA-DR
CD45R0
CD4/CD8

CD3/CD19

CD8
CD45
CD45
CD3
HLA-DR
CD25

CD25
IL-2

Hersteller
Becton-Dickinson/Heildelberg
Immunotech/Hamburg
Becton-Dickinson/Heildelberg
Becton-Dickinson/Heildelberg
Becton-Dickinson/Heildelberg
Becton-Dickinson/Heildelberg
Becton-Dickinson/Heildelberg
Becton-Dickinson/Heildelberg
Becton-Dickinson/Heildelberg
Immunotech/Hamburg
Becton-Dickinson/Heildelberg

Immunotech/Hamburg

Dako/Hamburg
Immunotech/Hamburg
Immunotech/Hamburg
Dako/Hamburg
Dako/Hamburg
Dako/Hamburg

Hersteller
Dianova/lHamburg
Dianova/lHamburg
Dianova/Hamburg
Zymed/M Uinchen
Hersteller

Dako/Hamburg

R & D System/Wiesbaden
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5. Zellinien
Raji: Burkittlymphom ATCC/USA
K562: chronische myeloische Leukamie ATCC/USA

6. LOsungen

6.1. Vitalitatstest

0,5% ige Trypanblaulésung

09g NaCl

059 Trypanblaufarbstoff
auf 100 ml H,O dest auffillen und mit 0.45 mm-Filter filtrieren

6.2. Dichtegradientenzentrifugation

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) pH 7,2 (1)

137 mM NaCl

2,7mM KCl

05 mM MgCl,+ 6H,0
65 MM NaHPO,* 2H,0
15 mM KH,PO,

09 mM CaCl » 2H,0

6.3. Zytotoxizitatstest

Puffer A pH 7,4

50 mM HEPES

93 mM NaCl

5 mM KCI

2 mM MgCI2 « 6H20

Markierungspuffer fir Raji-Zellen

770m Puffer A
100 M DTPA (25 mM in 0,01 M NaOH)
100 m Eu-acetathydrat (10 mM)

I nkubationsmedium pH 7,2

Markierungspuffer fir K562-Zellen

870 m Puffer A
50m DTPA
50m Eu-acetathydrat

Waschmedium pH 7,2

DMEM DMEM

10 % FKS 10 % FKS

10 mM HEPES 10 mM HEPES
18 mM NaHCO; 18 mM NaHCO;,
100 U/ml Penicillin 1,6 mM CaCl,

100 ngy/ml Streptomycin
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6.4. Biotin-Streptavidin-Peroxidase Methode

Tris-gepufferte Kochsalzlosung (TBS) pH 7,4

0,05 M Tris’HCI
0,15M NaCl

Phosphatgepufferte K ochsalzZlosung (PBS) pH 7,2 (2)

123 mM NaCl
31 mM KH,PO,
104 mM Na,HPO,

Verdunnungspuffer Verdunnungspuffer

far Primér- und Sekundarantikor per far Streptavidin-Konjugat
100 mg NaN; 15m PBS
500 mg Rinderserumalbumin eine Spatelspitze DNA und
100 ml PBS Rinderserumalbumin

AEC-Substrat-L 6sung

4mg AEC in Iml N,N-Dimethylformamid
14 ml 0,1 M Azetatpuffer pH 5,2
150 m 30 %ige H,O, -Lbsung

Die AEC-Substrat-L 6sung wurde auf eine Temperatur von 19 - 20°C eingestellt und filtriert
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. Methoden

1. Patienten-und Kontrollgruppe
Von jedem Patient bzw. Proband wurde in regdmédgen Absténden von 4 - 6 Wochen Uber
enen Zetraum von einem Jahr aus der Vorderarmvene ca. 20 ml Vollblut enthommen. Damit

wurden folgende immunol ogische Untersuchungen durchgefihrt:

] Phénotypisierung der Lymphozyten Subpopulationen

1 Funktionsanayse der peripheren Blutlymphozyten (PBL)

1 Besimmung des Interleukin-2- und |6dichen IL-2Ra - Spiege im Plasma

Insgesamt wurden 47 Patienten (45 Ménner, 2 Frauen; Altersbereich 31 - 82 Jahre; mittleres

Alter 56 Jahre) mit Plattenepithelkarzinom im Bereich des oberen Aerodigestivtraktes fur die

Tellnehme an dieser klinische Studie ausgewdhlt (Tab.6a und Tab.6b). Die Patienten wurden
die aufgeklat. Die Probenentnahme efolgte an den Tumorsprechstunden der

HNO-KIlinik der Johann Wolfgang Goethe Universtét Frankfurt. Fir die Ermittlung der in

trandividudlen Schwankungen wurde en Kontrollkollektiv. mit 10 frewilligen gesunden

Probanden (5 Manner und 5 Frauen; Altersbereich 26 - 48 Jahre; mittleres Alter 37 Jahre)

aufgestelt (Tab.3).

Tab.3.: Untersuchungszeitraum, Geschlecht und Alter der gesunden Probanden.
Die Altersangabe ist auf den Untersuchungsbeginn bezogen.

Name Alter Untersuchungszeitraum
[Jahre]

S.M 25 04.05.1993 - 10.08.1994
N. M 46 18.05.1993-12.10.1994
K.R 33 24.05.1993 - 27.10.1994
P-M.M 31 15.06.1993-11.10.1994
B.M 32 16.06.1993 - 10.08.1994
B. Ma 47 23.06.1993 - 04.08.1994
B.R 39 29.07.1993-24.11.1994
A.S 30 29.07.1993 - 10.03.1995
B-P. A 30 19.08.1993-11.10.1994
S.A 26 19.08.1993 - 13.04.1995

1.1. Auswahl der untersuchten Patienten nach klinischen Gesichtspunkten
Zur genauen Diagnostik der Tumorerkrankung gehdrte neben Sonografie, Endoskopie oder
Computertomografie in der Regd auch eine Untersuchung des verdachtigen Gewebes durch
ene chirurgische Probeentnehme und anschliel¥ende feingeweblich-histologische  Begutach
tung. Die daraus resultierende Klassfizierung der Patienten unter Berlickschtigung des Pri-
méartumors erfolgte anhand der UICC-Eintalung (Tab.4).
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Tab.4.: Klassifikation der Tumorstadien nach UICC (1987)

T : GroReund Ausdehnung des Priméartumors:

TO : Keine Evidenz fur einen Primartumor

T1,T2, T3, T4 : Evidenz zunehmender Gréfe und/oder lokaler Ausdehnung des
Priméartumors

TX : Die Minimalerfordernisse zur Bestimmung des Ausbreitungsgrades des

Tumors liegen nicht vor

N : M etastasierung in den regionalen Lymphknoten

NO : Kein Hinweis auf einen Befall regionérer Lymphknoten

N1, N2, N3 : Evidenz zunehmenden Befalls regionérer Lymphknoten

N4 : Hinweis auf einen Befall juxta-regionérer Lymphknoten

NX : Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung regionarer Lymphknoten liegen
nicht vor

M : Anzahl der Fernmetastasen

MO : Keine Evidenz fur Fernmetastasen

M1 : Hinweis auf Fernmetastasen

Mx : Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung des V orhandenseins von

Fernmetastasen sind nicht verhanden

G : Malignitéatsgrad (Differ enzierungsverlust)
GL G2 G3 : Evidenz zunehmenden Differenzierungsverlustes
G : Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung des Differenzierungsverlustes

liegen nicht vor

Nach diesen Eintelungen richtete sch die Art der Thergpiee Am Anfang der Behandlung
dand be viden Tumorarten die Operation, in den megen Fdlen folgte eine Chemothergpie
oder Strahlenthergpie oder eine Kombination beider Therapiearten, tells zur hoheren Sicher-
heit, tells um verbliebene Tumorreste zu entfernen (Tab.5).

Tab. 5.: Radikale Operation des Tumors, Strahlentherapie mit Gammastrahlen und Strahlendosis, Polychemothe
rapie mit unterschiedlich wirkenden Substanzen.

Oper ative Entfernung des Tumors: Polychemotherapie:
— Laryngotomie — Cisplatin

— Pharyngotomie — Folinsaure

— Tracheotomie — 5-Fuoruracil (5-FU)
— Neck dissection — Fortecortin

(radikale Halslymphknoten-Ausraumung)
Frequenz: 5 mal pro Woche (4 Zyklen)

Strahlentherapie: Adjuvante Polychemotherapie:

— Strahlenqualitat Gammastrahlen — Cigplatin Cisplatin Cisplatin

— Einzeldosis 19bis51,3 Gy —-5Fu 5-Fu 5-Fu

— Kumulative Summendosis 71,3 Gy — Folinsdure Rescuvalin Folinsdure
— Dexametason Fortecortin

Fraktionierung: 5 mal pro Woche 3 Zyklen + additive Strahlentherapie
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Tab. 6a: Angaben zu den Patienten: Altersangabe bezogen auf den Untersuchungsbeginn, Tumorlokalisation,
Staging/Grading, Art der Tumorbehandlung (Operation, Chemotherapie, Strahlentherapie, kombinierte
Radio-Chemotherapie), Untersuchungszeitraum der einzelnen Patienten sowie Sterblichkeit wahrend

der Studie.
Name Alter Tumorlokalisation Staging/ Therapie Untersuchungszeitraum
[Jahre] Grading
B.K. 54 Larynx / Schilddrise T4N2M1G1 Operation, 09.06.1993 - 15.02.1995
Strahlentherapie
B.H. 61 Sinus piriformis/ Pharynx | TAN1IM0G2 Operation, 09.06.1993 - 05.12.1994
Chemotherapie
K.H. 57 unbek. Primarius TON2MXG1 Operation, 29.07.1993 - 14.09.1994
Lymphknoten Strahlentherapie
Schn.K.H 48 Zungenkdrper T4AN1IMOG2 Operation, 29.07.1993 - 02.11.1994
Zungengrund/Tonsille Chemotherapie
weicher Gaumen/Hals- | TON1IMOG1
lymphknotenmetastase
Scho.H. 49 Zungengrund T3N3MXG2 Operation, 29.07.1993 - 14.09.1994
Strahlentherapie
H.K. 62 Nasen-Rachenraum TIN3MOG2 Operation, 25.11.1993 - 15.02.1995
Strahlentherapie
T.D. 51 Stimmband T2NOMXG2 Operation, ohne 15.04.1994 - 12.07.1995
Nachbehandlung
M.L. 50 Mundboden/Zungenrand | T3SNOMXG2 Operation, 23.06.1994 - 20.09.1995
Chemotherapie
T.S. 41 Gaumenbogen TINOMXG2 Operation, 22.06.1994 - 25.10.1995
Chemotherapie
F.P. 58 Hypopharynx T4AN3MOG3 kombinierte 23.06.1994 - 01.11.1995
Therapie
S.B. 60 Primariuslokal. unklar TON3MOG3 Operation, 29.06.1993 - 10.01.1996
Chemotherapie
K.E. 67 Zungengrund TINIMXG3 Operation, 20.07.1993 - 15.11.1995
Chemotherapie
B.L. 48 Pharynxhinterwand T2N1MO Operation, 28.10.1993 - 07.02.1996
Chemotherapie
P.G. 61 Epiglottis/Sinus piriformis | T3N2MXG3 Operation, 29.10.1993 - 24.08.1994
Halslymphknoten kombinierte T (Juli 1995)
Therapie
M.Ha. 45 Tonsille TANIMOG2 Strahlentherapie |[25.11.1993 - 19.07.1995
K.K. 65 Stimmband TINOMOG2 Operation, ohne 16.12.1993 - 08.03.1995
Nachbehandlung
F.U. 37 Primariuslokal. unklar TXN2MXG3 Operation, 23.02.1994 -07.02.1996
kombinierte T (20.04.1996)
Therapie
H.A. 63 Epiglottis T2N1IMXG2 Operation, ohne 27.05.1994 -20.12.1995
Nachbehandlung
Schi.H. 54 Gaumenbogen/Tonsille | T3ANOMXG1 Operation, 22.06.1994 -10.01.1996
Zungengrund Chemotherapie
GJ. 48 Hypopharynx T2N2MXG2 Operation, 22.07.1994 -31.01.1996
kombinierte 1(10.07.1996)
Therapie
H.H. 55 Epiglottis TINOMOG1 Operation, ohne 22.07.1994 - 10.01.1996
Nachbehandlung
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Tab. 6b: Angaben zu den Patienten: Altersangabe bezogen auf den Untersuchungsbeginn, Tumorlokalisation,
Staging/Grading, Art der Tumorbehandlung (Operation, Chemotherapie, Strahlentherapie, kombinierte
Radio-Chemotherapie), Untersuchungszeitraum der einzelnen Patienten sowie Sterblichkeit wahrend

der Studie.
Name Alter Tumorlokalisation Staging/ Therapie Untersuchungszeitraum
[Jahre] Grading
KM. 38 Larynx T3N1IMOG2 Operation, 22.07.1994 - 10.01.1996
Strahlentherapie
R.H. 50 Stimmband TINOMOG2 Operation, ohne 23.02.1994 - 15.02.1995
Nachbehandlung
Sch.Ri 57 Supraglottis T3N2M0G2 Operation, 25.08.1993 - 18.11.1993
Strahlentherapie t(22.11.1993)
Sch.Ru 56 [ Supraglottis/Zungengrund | T4AN2M0G2 Operation, 29.06.1993 - 16.02.1994
kombinierte Therapie
WA. 51 Epiglottis/Halslymph- T2N2M0G2 Operation, 15.04.1994 - 25.05.1994
knotenmetastase kombinierte Therapie T (25.09.1994)
Sch.P. 52 Zungengrund TAN3MX Operation, 27.05.1994 - 02.11.1994
Sinus piriformis Strahlentherapie 1 (18.01.1995)
Schm.K 68 Stimmband T3NOMOG2 Operation, 30.06.1993 - 03.11.1993
Chemotherapie 1(10.02.1994)
S.D. 49 Stimmband T2NOMOG1 Operation, ohne 14.07.1994 - 01.02.1995
Nachbehandlung
St.F. 59 dorsale Pharynxwand T3NOMOG2 Operation, 17.08.1994 19.04.1995
Strahlentherapie
G. H. 49 Hypopharynx T4AN3M0G2 Operation, 23.02.1994 - 01.06.1994
kombinierte Therapie T (29.07.1994)
Ru. H. 49 Tonsille TINIMOG2 Operation, 29.04.1994 - 20.09.1995
kombinierte Therapie
W. M. 58 hintere Pharynxwand T4ANOMOG2 Operation, 27.05.1994-22.06.1994
Supraglottis kombinierte Therapie
R.L. 74 vordere Komissur T1INOMOG3 ohne Therapie 28.10.1993 - 28.10.1993
Ha. H. 68 Zungengrund TIN2MXG2 ohne Therapie 27.10.1993 - 27.10.1993
B. P. 68 Stimmband T3NOMO ohne Therapie 28.10.1993 - 28.10.1993
M. H. 82 Supraglottis/Halslymph- | TANOMOG2 ohne Therapie 18.05.1994 - 18.05.1994
knotenmetastase
Schm. Ro 57 Panlarynxgeal TAN2MOG2 ohne Therapie 03.03.1994 -03.03.1994
t(27.10.1994)
H.G. 67 weicher Gaumen T2N2MO0G2 ohne Therapie 14.07.1994 - 14.07.1994
Ro.H. 57 | Tonsille/Halslymphknoten| TAN2MXG2 ohne Therapie 29.04.1994 - 29.04.1994
T (16.10.1994)
R.R. 60 Hypopharynx/Lungen- TAN1IM1G3 ohne Therapie 27.05.1994 - 27.05.1994
Metastase 1 (17.06.1994)
R.K-D. 54 Hypopharyx TAN3MXG2 ohne Therapie 23.06.1994 - 23.06.1994
t(29.11.1994)
T.G. 68 unbekannt unbekannt ohne Therapie 25.11.1993 - 25.11.1993
KA. 31 unbekannt unbekannt ohne Therapie 23.02.1994 - 23.02.1994
H.S. 57 unbekannt unbekannt ohne Therapie 22.06.1994 - 22.06.1994
H.J. 62 unbekannt unbekannt ohne Therapie 23.11.1994 - 07.06.1995
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2.  Zellkultivierung

Alle Maiahmen fir die Kultivierung der Zdlinien (Raji und K562) und Lymphozyten wie
zB. Vorbereitung des Mediums oder Mediumwechsd wurden unter erilen Bedingungen
durchgefiihrt. Ein Mediumwechsa wird notwendig, wenn der Farbindikator Phenolrot von rot
nach geb umschléggt und damit enen absnkenden pH-Wet im Medium anzegt. Die
Zdlinien und Lymphozyten wurden in ener feuchten mit 5 % CO, angereicherten Atmosphé
rebea 37 °C kultiviert.

2.1. Kultivierung der Zellinien Raji und K562
Die Subkultivierung der Zdlinien Raji und K562 erfolgte dreima pro Woche. Hierbel wurden

die in Suspenson wachsenden Zellen mittels Zentrifugation (10 min, 350 @) sedimentiert und
in frischem DMEM-Medium (pH 7,2) resuspendiet und weiter kultiviet. Das DMEM-
Medium wurde komplementiert mit 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100
ng/ml Streptomycin, 10 mM HEPES, 18 mM NaHCOs;. Das im Kulturmedium enthdtene
FKS wurde zur Inaktivierung von Komplementkomponenten vor Gebrauch 30 min auf 56 °C
erhitzt.

2.2. Kultivierung der Lymphozyten

Die aus peripherem Blut isolieten Lymphozyten wurden 5 - 7 Tage im komplementierten
DMEM-Medium (dehe 111.2.1) kultiviet. Um die IL-2 Rezeptoren der Zelen zu aktivieren
und somit ene verdékte Proliferation und Zdltelung der LymphozytenZdlkultur zu ere-
chen, wurden 200 U/ml niL-2 zu dem Kulturmedium gegeben.

3. Routinemethoden

3.1. Bestimmung der Zellzahl mittels Thoma-Zahlkammer

Die Thomakammer besteht aus 9 grof¥en Quadraten. Jedes grolie Quadrat hat eine Flache von
1 mn?, dies ergibt bei einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 ni. Man z&hle mindestens
4 grofe Quadrate aus und errechne den Mittdwert. Dabei mul? darauf geachtet werden, dal
Zdlen, die auf den Linien liegen, nicht zwemd gezahlt werden. Dies kann dadurch vermie-
den werden, dal3 nur solche Zdlen mitgezéhlt werden, die beispidweise oben und links vom
Betrachter auf den Linien liegen.
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Zunéchs wurde die Oberfléche der Zéhlkammer mit 70 %igen Ethanol gut gereinigt. Das
ebenfdls mit Alkohol gerenigte Deckglas wurde leicht angefeuchtet und auf die Zahlkammer
gelegt. Das Erscheinen von sog. Newton'schen Ringen zeigte an, dal3 das Deckglas richtig
angebracht wurde. Danach wurde 20 ml Zdlsuspengon in die Zéhlkammer geflllt. Die Be-
simmung der Zellzahl wurde bei 400facher V ergrof3erung fol gendermalien vorgenommen:

Zellzahl / ml = gezahlte Zellen (Mittelwert) x 10* x (Verdinnungsfaktor)

Gesamtzellzahl = Volumen der Zellsuspension x Zellzahl/ ml

3.2. Vitalitatstest mittels Trypanblaufarbung

Der Test baset auf der Annahme, dald nur bel defekten oder toten Zelen besimmte Farb-
doffe in das Zdlinnere gdangen konnen, wahrend intakte Zdlen nicht angeférbt werden. Der
gebrauchlichgte Vitaitéistest ist der sog. Tryplanblauférbetest.

100 m der Zelsuspenson wurde mit gleichem Volumen ener 05 % (w/v) Trypanblauldsung
vorgchtig vermischt und ca 2 - 5 min ba RT inkubiert. Anschliel3end wurde der Tedtansaiz
nochma gut durchmischt und in der Thoma-Zahlkammer sofort ausgezédhlt, da Trypanblau
zytotoxisch fir die Zdlen id. Der Prozentsatz intekter Zdlen erechnet sch mit folgender
Formd:

ungefarbte Zellen
% lebende Zellen = x 100
ungefarbte Zellen  + gefarbte Zellen

3.3.  Kryokonservierung von Zellen
Nach 10 minutiger Zentrifugation ba 350 g wurde das Zdlpdlet in Einfriermedium (FKS mit

10 % Dimethylsulfoxid, DMSO) aufgenommen, portionsveise auf Kryordhrchen vertellt, bel

80 °C Uber Nacht tiefgefroren und schliefdich be -196 °C in flissgem Stickstoff aufbe-
wahrt. Die Gefrierschutzsubstanz DMSO verhindert die Krigdlbildung innerhdb und aul3er-
halb der Zelle sowie die partielle Dehydratation des Zytoplasmeas.
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4. Immunologische Methoden

4.1. Isolierung mononuklearen Zellen aus peripherem Blut mittels
Dichtegradienten- Zentrifugation (Ficoll-Hypaque)

Lymphozyten konnen von anderen Blut-Bestandtellen aufgrund ihrer spezifischen Dichte iso-
liet werden. Die Dichte des Lymphozyten Trennmediums (d = 1,077) it hoher ds die der
Lymphozyten und geringer ds die der Erythrozyten und Granulozyten. Dadurch reichern dch
die Lymphozyte/’ Monozyten an der Phasengrenze Blut/ Ficoll an, die dichteren Granulozy-
ten und Erythrozyten sedimentieren durch das Gradientenmedium auf den Boden des Zentri-
fugationsgefélies.

Die mononukledren Zdlen, Monozyten und Lymphozyten wurden mittds Gradienten
zentrifugdtion nach der Methode Boyum (1968) innerhdb 24 h nach Probenentnahme sepa
riet. Dazu wurde 20 ml EDTA-Blut in en 50 ml deriles, konisches Zentrifugationsrohrchen
Uberfiihrt und 10 min/ 350 ¢/ RT abzentrifugiert.

Das Uberstehende Plasma wurde abpipettiert und fir wetere Untersuchungen be -20 °C auf-
bewahrt (sehe 111.4.4). Das verbliebene Blutsediment wurde mit PBS 1:1 verdinnt und auf
das gleiche Volumen Trennmedium (Ficoll-Hypague) ohne Vermischung tUberschichtet.

Die Dichtezentrifugation efolgte fir 30 min be 350 g ba ungebremsten Audauf in ener auf
4 °C gekihlten Zentrifuge. Die mononukledren Zdlen, die sich in der Bande unmittelbar o-
berhdb des Trennmediums befanden, wurden langsam und vorschtig entnommen, zwemd
mit PBS 10 mir/ 350 ¢/ RT gewaschen und schliefdich in Kulturmedium in einer Konzentra-
tion von 2 - 4 x 10° Zdlen/ml aufgenommen.
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4.2. Charakterisierung der Lymphozytenpopulationen mittels
Durchflul3zytometrie

Mit der Durchflulzytometrie hat dch en Vefdren eabliet, das eine immunologische
Phanotypiserung von Zdlsuspensonen erlaubt. Es wird mittlerwelle insbesondere in der Kili-
nischen Diagnodtik, vor dlem zur Immunphénotypiserung von lymphatischen Zelen sowie
zur DNA-Andyse von Tumoren eingesetzt [Schmitz & Rothe 1993).

Zur Trennung im fluoreszensaktivierten Zdlsorter (FACS) missen die gewilnschten Zdlen
mit einem spezifischen Antikorper markiert werden, an den en fluoreszierender Farbstoff
(FHuorescein-isothiocyanat = FITC, Phycoerythrin = PE) gekoppdt ist. Die markierten sus-
pendierten Zelen werden durch Druckluft vom Probegefd3 in ene vibrierende Hielkammer
trangportiert. Dort werden se durch eine Dise gepref¥, so dal3 ein Strom einzelner Zellen ent-
deht. Ein in dem Geré integrierter Argonlaser, der Licht ener Wdlenldnge von 488 nm ge-
neriert, trifft auf die vorbeflielenden Zelen, wobe Photodetektoren die erzeugte Lichtstreu

ung und die Emission der verschiedenen Huoreszenzfarbstoffe messen.

Neben der Vorwérts-(FSC) und Seitwértdichtstreuung (SSC) ds Mal3 fur Grofe und Granula
ritde kénnen smultan drel verschiedene Huoreszenzspektren, FL1 (530 nm: grin), FL2 (585
nm: orange) und FL3 (> 650 nm: rot) gemessen werden, was eine Smultane Untersuchung
von drei Oberflichenantigenen erlaubt. Die Auswertung der Huoreszenzsg

ene genaue Typiserung der Zdlobeflache und damit eine quantitaive und quditaive
Untersuchung der jewelligen Subpopulation.

Die Informationen werden im Computer regidriert, aufgearbeitet und auf dem Bildschirm zu
unterschiedlichen Dargtellungen gebracht.
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4.2.1. Durchfihrung der Phanotypisierung

Pro Ansatz wurden Antikorper gegen zwel verschiedene Antigene eingesetzt. Jewells 5 i mit
unterschiedlichen Fluorochromen (FITC oder PE) markierte monoklonde Antikdrper wurden
in verschiedenen Kombinationen in en Zentrifugationsrohrchen enpipettiert:

CD4g 1c /CD8pg CD3 g 7c/CD19pe, CD16F 1c/CD56pg,
CD2fg 7c/CD25pg, CDA45f¢ tc/HLA-DRpe

Desweteren wurde fur die Detektierung der Antigene CD45RO (Antikorper-, PE* gekoppdlt)
und CD45RA (Antikorper ,,FITC* gekoppelt) ene Einfachmarkierung durchgefihrt.

Als negativ-Kontrolle diente eine Vallblutprobe ohne Primérantikorper. Zu den vorgelegten

m Vallblut hinzugegeben und grindlich mit dem Vortex-
Gerd gemischt. Die Resktion der fluoreszenzmarkierten Antikorper mit den Antigenen der
Zdle fand fur 30 min im Eisbad unter Lichtabschirmung dett. Erythrozyten wurden durch 10
min Inkubation bei 4 °C mit ener Lysing-Solution zerstort.

Um Uberflissige, nicht gebundene Antikorper sowie lyserte Erythrozyten zu entfernen, wur-
de der Testansatz 10 min bel 4 °C/ 350 g zentrifugiert und nach Dekantieren des Uberstands
zweima mit je 2 ml PBY 0,1% Natriumazid (v/g) gewaschen. Nach anschliel¥ender Fixierung
der Zelen mit 2 ml PBY 1,85 % Formadehyd/ 0,1 % Natriumazid (v/v/g) fir 30 min wurden
die Proben erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und das Sediment in 350 m PBY
0,1% Natriumazid aufgenommen, in FACS-Rohrchen Uberfihrt und mit dem Durchfluzyto-
meter (FACScan) gemessen.
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4.2.2. Auswertung
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Abb.3: a) Die einzelnen Zellpopulationen des peripheren Blutes werden in einem FSC / SSC-Koordinatensystem
lokalisiert, welche die Zellen nach GréRe (x-Achse) und Granularitat (y-Achse) trennt G: Granulozyten,
M: Monozyten, L: Lymphozyten b) Die zu untersuchende Zellpopulation (Lymphozyten) wird mit einem
Fenster (Gate) eingegrenzt. Alle weiteren Analysen der Daten beziehen sich ausschlie3lich auf die Zel-
len innerhalb der Grenzen des Gates.
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Abb.3: Messung der Lymphozyten-Oberflachenmarker eines gesunden Probanden. Die Zellen werden anhand
ihrer Fluoreszenzen, FL1 (FITC) gegen FL2 (PE) logarithmisch dargestellt. Durch Setzen eines Faden-
kreuzes wird das Diagramm in Quadranten unterteilt. Quadrant 1 enthalt die PE-positiven, Quadrant 2

PE- und FITC-doppelt-positiven, Quadrant 3 die negativen , Quadrant 4 FITC-positiven Zellen. c) unmar-
kierte Zellen als Negativ-Kontrolle d) Simultane Messung FL1: CD4 und FL2: CD8
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Abb. 3: Simultane Messung: e) FL1: CD3 und FL2: CD19 f) FL1:CD16 und FL2: CD56 g) FL1: CD2 und FL2:
CD25 h) FL1: CD45 und HLA-DR. Nichtsimultane Messung: i) FL2: CD45R0O k) FL1: CD45RA.
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4.3. Messung der Zytotoxizitdt mit dem Europiumfreisetzungstest
De Europiumfreisstzungsest wurde zur Bedimmung der  zdlvermittdten  zytotoxischen
Aktivitét peripherer Blutlymphozyten herangezogen.

De auf Volgmann und Mitarbeiter (1989) zurlickgehende Fuoreszenztes beruht auf der
Makierung dea Zidzdlen mit enem Europium-Chela-Komplex (Eudiethylentriaminpenta
acetat), welcher in die Zdlen engebracht wird und an Zytoplasmaproteine bindet. Die s
markierten Zidzdlen werden zusammen mit Effektorzellen inkubiet. Nach der Zytolyse,
verursecht durch die Effektorzellen, wird der Eu®*-Komplex durch die lysierten Zidzdlen in
den ZdlUberstand freigesetzt.

Die Zugabe von [Naphthoyltrifluoroacetat, das in der sogenannte ,,Enhancement*Ldsung
enthaten ig, induziet die Bindung enes fluorezierenden Cheates, welches mit einem Fluo-

rometer gemessen werden kann.

Die Ermittlung der lymphokin-aktivierten Killerzdlaktivitdt erfolgte mit ener NK-Zdl
ressente Myedom-Zdlinie (Raji), wahrend die NK-Zdlaktivitdt durch den Einsatiz der NK-
Zdl-sendblen  Erythroleukdmie-Zdlinie (K562) bestimmt wurde. Hierbe dienten die beiden
Tumorzdlinien as Zie zdlen und die eingesetzten Lymphozyten a's Effektorzdlen.

4.3.1. Vorbereitung der Zielzellinien
Die Vitditd der en Tag vor dem Europium-Freisstzungstest subkultivierten Zelinien wurde
wie zuvor beschrieben bestimmt (sehe 111.3.2). Danach wurden 1 x 107 / ml Raji- Zellen und

5 x 10%m K562-Zdlen entnommen und zweimd griindlich mit physiologischer NaCl gewa
schen. Die Zentrifugationsbedingungen waren 10 min bel 350 g. Nach dem letzten Waschen
wurde zu dem Zdlsediment Markierungspuffer, sowie 33 m Dextranlosung (100 mg/ mi
Dextranaulfat in H,O dest) zugefligt und vorschtig resuspendiet. Um ene optimde Euro-
pium-Markierung zu erhdten, wurde der Ansaiz 30 min im Eisbad inkubiert und in 10 min
Intervalen leicht geschiittelt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,1 M CaChk und 5 minii-
tiger Inkubetion gestoppt. Die mit Europium beadenen Zdlen wurden viermd in 10 mi
Waschmedium  aufgenommen und  zentrifugiert, im  Anschlu@ mit  friscchem Medium auf
d@ne Konzentration von 5 x 10* Zdlen/ ml eingestelt.
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4.3.2. Vorbereitung der Effektorzellen
4 x 10°-Effektorzellenyml wurden entnommen, bei 350 g / 30 °C / 10 min abzentrifugiert und
das Pellet in 2 ml Inkubationsmedium resuspendiert.

Vor der Zugabe der Zielzdlen wurde die Mikrotiterplatte wie folgt vorbereitet:

Um die spontane Freissizung von Europium festgelen zu konnen, wurden in drei Vertiefun-
gen je 100 M DMEM-Medium mit 10 % FKS angesetzt, drel watere Vertiefungen enthielten
100 M DMEM-Medium mit 5 % (v/v) Triton X-100, um die maximade Freisstzung von Euro-
pium zu erechen. Die Effektorzellen wurden in e@nem Volumen von je 100 ni in Drefachan
sizen in seridlen Verdiinnungen: 2,5 x 10%-, 5 x 10%, 1 x 10°-2 x 10°- Zdlen in die Vertie-
fungen gegeben. 5 x 10°-Zidzdlen wurden in 100 m Medium zu den Effektorzellen zugege-
ben, so dal? sch ein Verhdltnis von Effektor zu Zidzdlen 5:1, 10:1, 20:1 und 40:1 ergab.

Die Effektor-Zielzdlen wurden 25 h bei 37 °C im CO,-Brutschrank inkubiert, dann folgte die
Zentrifugation der Platten fir 10 min bei 400 g. 20 m des Uberstandes wurde aus jeder Boh
rung abgenommen und in ene Spezidmikrotiterplaite Ubergeftinrt. Hierzu wurden jewells 200
m Enhancementlésung zugeflgt. Die Proben wurden fluorometrisch gemessen. Die  spezifi-
sche Zidzdl-Lyse wurde nach der folgenden Formel berechnet (E = gemessene Extinktion):

% spezifische Lyse = E (Probe) - E (Spontan) x 100

E(Maximal) - E (Spontan)
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4.4. Quantitative Bestimmung des Interleukin-2 Proteins und léslichen
Interleukin-2-Rezeptors im Plasma mittels Sandwich-Elisa

Ba diesem Tedsystem ist die Mikrotiterplatte mit monoklonaen Antikorpern  (Fanganti-
korper) gegen ein Epitop des Tedtantigens beschichtet. Die zu bestimmende Probe und en
enzymmarkierter Antikorper (Detektorantikorper), der gegen ein anderes Epitop des Testanti-
gens gerichtet ist, werden hinzugefligt. Das Testantigen bindet an den Antikorper auf der Plat-
te, gebundenes Antigen wird anschlief3end durch den Detektorantikorper nachgewiesen.

Die Entwicklung enes farbigen Produktes wird durch die Oxidation des chromogenen Sub-
drats durch eine enzymkatalyserte Resktion erreicht. Die Menge des Testantigens wird Uber
eine photometrische Bestimmung des umgesatzten Enzym- Substrat- Komplexes gemessen.

4.4.1. Vorbereitung des Elisa-Testsystems

Zur Besimmung des Interleukin-2 Proteins und des lodichen IL-2 Rezeptors-a wurden zwel
verschiedenen Testsysteme verwandt. Die ba -20 °C tiefgefrorenen Plasmaproben wurden
enen Tag vor dem ElisaTest aufgetaut. Bendtigte Reagenzien wurden 30 min vor Gebrauch
auf Raumtemperatur angewarmt.

Die Antikorper-Antigen-Resktionen fanden in Mikrotiterplaten dait. Die unbekannte Kor-
zentration an IL-2-Protein bzw. lédichem IL-2Ra in den Plasmaproben wurde anhand einen
Standardkurve ermittelt. Der IL-2 Standard wurde mit 5 ml Kdibrator-Diluent fir 15 min
aufgdést und eine Verdinnungsrehe der Stammlésung mit den Konzentrationen: 2000 pg
/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml und 31,3 pg/ml, O pg/ml herge-
sdlt.

Funf separate IL-2Ra Standards in den Konzentrationen 3100 U/ml, 1680 U/ml, 740 U/ml,
360 U/ml, 200 U/ml und O U/ml waren im Lieferumfang enthalten.
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Tab.7: Vorbereitung der Mikrotiterplatten zu Bestimmung der IL-2 Protein und des l6slichen IL-2Ra (sIL-2Ra)

Interleukin-2 Protein

I6slicher IL-2R a

Verdlnnungspuffer

Antikdrper beschichtete Mikroti-
terplatte

- 100 m / Vertiefung

unbeschichtete Mikrotiterplate

- 200 m / Vertiefung

Standardproben und zu bestim-
mende Proben (Kontroll- und
Patientenproben) im Doppelansatz

- 100 m / Vertiefung, mischen, mit
einem Deckel schitzen, im Dun-
keln fir 2h / RT inkubieren

- 50 m / Vertiefung, mischen auf
einem Plattenschittler fir 3 min/
RT /210 Upm

Waschpuffer

- 3 x waschen

Peroxidase-Konjugat

(IL-2-Konjugat bzw. sIL-2Ra-
Konjugat)

- 200 m / Vertiefung der enzymkon-
jugierten polyklonalen Antikdrper

Antikdrper beschichtete Mikro-
testplatte

-100 m / Vertiefung enzymkonju-
gierte monoklonale Antikérper (vor-
her Verdiinnung in einem Verhaltnis
1:10)

- 100 ni / Vertiefung verdinnten
Proben,

2 h/RT inkubieren

Waschpuffer

- 4 x waschen

- 5 x waschen

Substrat-Lésung

- 200 m / Vertiefung fir 20 Min / RT

- 100 m / Vertiefungen, mischen 10
min im Dunkeln inkubieren

Stopp-Losung (2M H2S04)

- 50 m / Vertiefung

- 100 ni/ Vertiefung in einem Zeitin-
tervall von 1-2 min

Messung der Farbintensitat im
Photometer

- bei zwei Wellenlangen, innerhalb
30 min 450 nm und 570 nm

- bei zwei Wellenldngen innerhalb
von 1 h bei 450 nm und 620 nm

4.4.2. Erstellung der Standardkurve

Zur Ergdlung der Standardkurve wurden fir eine von der Firma vorgegebene Anzahl stan
dardiserter Konzentrationen (B) die Extinktionen (A) gemessen. Nachfolgend wurde die
Konzentration des Andyten (IL-2 Protein bzw. sIL-2Ra) in der Probe mittes linearer Regre-

ssion anhand der Standandardkurve errechnet.
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4.5. Nachweis von Lymphozyteninfiltration im Tumor mittels der
Biotin-Streptavidin-Peroxidase Methode

Zur Lokaiserung von Lymphozyten im Prim&tumor und in metastaserten Lymphknoten, die
betimmte Antigene exprimieren, wurde die Biotin-Streptavidin-Peroxidase Methode ver-
wendet.

Hiefir wird die garke Affinitd von Streptavidin (SA), enem Protein aus dem Bakterium
Streptomyces avidinii (Mr 60 kD), zu dem Vitamin Biotin (Mr 244 D) ausgenitzt. Die Affini-
tad i millionenfach gS&ker, as die Antigen-AntikOrper-Interaktion, so dald die Biotin-
Streptavidin-Bindung praktisch irreversbe i, SA bestzt je vier Bindungstdlen fir Biatin.
Aufgrund dieser multivdenten Bindungseigenschaft und der Tasache, dad Proteine (zB
Antikbrper oder Enzyme) mit mehreren der relativ kleinen Biotinmolekile gekoppelt werden
konnen, beruht der Verstérkereffekt des Streptavidin-Biotin-Systems.

Diesss Nachwesverfahren, das identifiziete Antigene dchtbar macht, arbetet mit enem
priméren antigenspezfischen monoklonden Antikorper. Im zweten Schritt wird en erder
Sekundérantikorper gegeben, der gegen die Spezies gerichtet, aus der der Primérantikorper
gammt. Der zwelte, sekundére biotinylierte Antikorper richtet sich gegen die Spezies, aus
welcher der erste Sekundarantikdrper stammt. Mit Peroxidase markiertes Streptavidin reagiert
mit dem biotinylieten zweiten Sekund&rantikOrper. Als  Substrat  kann  3-Amino-9-
ethylcarbazol (AEC) verwendet werden. Bel der Resktion entsteht ein braunes Prézipitat, das
sch unter dem Mikroskop leicht lokalisieren 8.

4.5.1. Entparaffinierung
Fir die immunhisgochemische Untersuchung wurden vier verschiedene paraffingangige mo-

noklonae Antikdrper gegen die Antigene CD45, CD3, CD8 und HLA-DR verwendet.

Damit die Antikorper in die Pr8parate eindringen konnten, wurde das Paraffin aus den Gewe-
beschnitten mit Xylol entfernt, welches seinersaits durch eine Serie von Waschschritten in
Alkohollésungen mit abnehmender Konzentration ausgewaschen wurde. Diessr Vorgang wird
as Rehydrierung bezeichnet.
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Entpar affinieren:

* 2X 5min/2x10 min Xylol
e 1x kurz/1x 10 min 100 % Ethanol
e 1x kurz/1x 10 min 95 % Ethanol

Nach der Rehydrierung wurde der Objekitréger zundchst fir 10 min in 3 % HO;, gdéd in
Methanol zur Hemmung von moglicher endogener Peroxidasesktivitét eingebracht und da-
nach im Pufferbad wie folgt gewaschen:

* 4 min 0,1 % Triton-PBS
e 4 min PBS

gut spilen in Leitungswasser

4.5.2. Vorbehandlung der Gewebeschnitte bei Einsatz von Anti-CD3- und
Anti-CD8-Antikorper

Damit der Antikorper an sain spezifisches Antigen CD3 in formdinfixiertem Gewebe besser
binden kann, wurde das Gewebe mit der Protease Proteinase K (0,01 % in PBS) fur 10 min
bei 37 °C in ener feuchten Kammer angedauit.

Eine Inkubation mit einem proteinabbauenden Enzym macht das Gewebe fir Antikdrper und
Nachweis-Reagenzien zuganglicher. Das Enzym bewirkt ene Spdtung der Formdin verur-
sachten Quervernetzungen der Proteine und setzt damit mehr antigene Bindungsstellen fral.

Fur einen efolgreichen Einsaiz des Anti-CD8 Antikorpers wurde 0,01 M Zitratpuffer (pH 6)
verwendet, um versteckte antigene Stelen zu enthlllen, ohne dabe die Morphologie des Ge-
webes zu beschédigen. Dabel wurden die Schnitte in ene mit 1:10 verdinnten Zitratpuffer
gefillte Kivette UberfUhrt und in der Mikrowelle zweima jeweils fir 5 min be 800 W er-
hitzt. Anschlief3end wurden die Gewebeschnitte 20 min bel RT abgekihlt.

Die vorbehanddten Prgparate wurden nachfolgend grindlich in Letungswasser gesplllt,
3 min mit 2 % Glydn-PBS behandeln und anschliel3ed 3 min mit PBS gewaschen.

Ba der Vewendung von Anti-CD45- und Anti-HLA-DR Antikorpern, bel denen eine Be-
handlung der Schnitte mit Proteinase K bzw. mit Zitratpuffer nicht notwendig war, entfid

dieser Waschvorgang.
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4.5.3. Antikdrperzugabe

Die verschiedenen Inkubationschritte wurden in ener 37 °C wamen, feuchten Kammer
durchgefiihrt. Die Zugabe der aktiven Reegenzien efolgte in der Rehenfolge Primérantikor-
per, 1. Sekundarantikorper, 2. Sekundarantikbrper und zuletzt PeroxidaseStreptavidin-
Konjugat. Die Inkubationsschritten wurden durch grindliche Waschschritte mit Puffer unter-
brochen, die Gberschiissiges, nicht gebundenes Reagenz entfernen sollten (Siehe Tab.8).

Tab.8: Zugabe der Antikérper und des Peroxidase-Streptavidin-Konjugats; jeweils 100 m in verschiedenen
Verdiinnungen (siehe Tab. Ergebnisse) unter Beriicksichtigung der Inkubationszeit. Alle Waschvorgange
nach Einsatz der aktiven Reagenzien wurden im Kivettenbad unter RT durchgefihrt.

A ™ B ™ C ™ D
Primérantikérper 1. Sekundar- 2. Sekundar- Peroxidase-Strept-
antikorper antikorper avidin-Konjugat
= 60 min = 30 min = 30 min = 30 min
Waschvorgang: Waschvorgang: Waschvorgang: Waschvorgang:
spilen in spule spilen in spilen in spilen in
Leitungswasser Leitungswasser Leitungswasser Leitungswasser
= 4 min Azetatpuffer =3 min PBS = 4 min Azetatpuffer = 3min PBS
pH=4 pH=4 » 4 min Azetatpuffer
= 3 min Triton-PBS = 3 min 1% Triton-PBS pH=4
=3 min PBS =3 min PBS
————————— ————————— —

4.5.4. Substratzugabe

Die Umsetzung des Substrats AEC durch Peroxidase unter Mitwirkung von H,O- (sehe .
6.4) vollzog dch in @nem Zdtintervdl von 6 - 12 min, abhangig von den eingesstzten Anti-
korpern. Als Resultat bildete sch en farbiger, unlédicher Niederschlag an der Stelle, an der
das Antigen lokaisiert wurde.

Da ba Vewendung von AEC das entstehende Resktionsprodukt in Alkohol und organischen
Lésungsmitteln 16dich ist, wurden die Objekttrager mit wd¥igem Hamadaun, weches die
Kerne und basophiles Zytoplasma blau farbt, fir 1 min gegengeférbt und mit enem wél¥igen
Eindeckmedium (Aquatex) eingedeckt. Zwischen den enzenen Arbetsschritten wurden die
Préparate vorschtig mit Letungswasser abgeplit. Beilm Eindecken wurde geachtet, dal3 unter
dem Deckglas keine Luftblasen verbleiben.
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455. Kontrolle

Als Podtiv-Kontrolle dienten identisch vorbehanddte Paraffinschnitte der Tondlle, die Im
munzellen beherbergen, die die fraglichen Antigene exprimieren.

Als Negativ-Kontrolle dienten Leerprgparate aus Primétumor bzw. Lymphknotenmestasia-
sent und Tongllengewebe, die angtelle des Priméarantikorpers mit Puffer behandelt wurden.

45.6. Verwendete Schnitte

Tab.9: Untersuchte Schnitte (Lymphknotenmetastasen und Primartumor) sowie Kontrollschnitte (Tonsillen), die
fur das immunhistochemische Verfahren benutzt wurden.

Lymphknotenmetastasen Primértumor Tonsille

N636a N257 Tu, Pharynxwand li N1025/95

N614al N259 PE, Sinus periformis N1026/95

N606a N260 PE, Hypopharynx N1118/95

N792c N797 Tu Sinus periformes N1119/95

N504b N799 Tu Oropharynxseitenwand N1208/95

N770c N1209/95

N835a N1238/95

N795 N1239/95
N276/95

4.5.7. Auswertung

Zunéchst wurde der Tumor im Prdparat unter 40-facher VergroRerung lokdisert und die pos-
tiven Zdlen innerhdb und unmittelbar aulferhdb des Tumors zu Berechnung miteinbezogen.
Insggesamt wurden 10 Gesichtfelder mit jeweils 100 Zdlen ausgezéhlt, daraus der Mittelwert
errechnet und aus der Gesamtzahl der Zdlen die antigenpostiven Zdlen in Prozent angege-
ben.
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5. Statistische Auswertung

Die datidische Auswertung der Daten efolgte mit dem Programmsystem Bias, Verson 6.
Die Uberprifung dle Daten auf das Vorliegen einer Normaverteilung wurde mit dem Kol-
mogorov- Smirnov-Goodness- of- At- Test vorgenommen

Aus den Einzeergebnissen der Versuchsserien wurden der Mittelwert + Standardabweichung,
der Median, 1.Quartil und 3.Quatil ermittdt. Die Mittedwerte dienten dem Vergleich mit an+
deren Arbeiten. Da die untersuchten Parameter nicht norma verteilt waren, wurden Mediane

zur Ergebnisdarstdlung in dieser Arbelt herangezogen.

Um die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der verschiedenen Gruppen zu beurtellen,
wurden zur Signifikanzprifung nichtparametrische  Testverfahren wie der  Kruska-Walis-
Test und der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test verwendet. Sie dienten dem Vergleich zweer
bzw. mehrere unabhdngiger Stichproben, die nicht die Voraussstzung der Normaverteilung

Ba den Korrdationsberechnungen wurde der Spearman Rang Korrdationskoeffizient ver-
wendet. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt.
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IV. Ergebnisse

Die Dargdlung der Ergebnisse beginnt mit der phénotypischen Charakteriserung der in der
Funktionsandyse ds Zidzdlen eingestzten Zdlinien Raji und K562. Zur Etsblierung der
Biatin- Streptavidin-Methode wurde eine Relhe von Vorversuchen durchgefihrt, die ermittel-
ten Verdinnungen und die optimale Behandlung der Schnitte werden in der Tabdle 11 aufge-
fuhrt.

Die klinische Sudie umfad die Daten der Immunphénotypiserung und der Funktions-
andysen von Tumorpatienten und Kontrollen. Die Patienten wurden nach folgenden Kriterien
verschiedenen Gruppen zugetellt: Tumorgrofde, Tumormdignitét, Vorhandensein von Lymph
knotenmetastasen und Thergpiemodaitdten. Die Ergebnisse werden graphisch présentiert,
hierbei werden fir jeweils zwel Immunparameter die Werte der Patientengruppen und Kon
trollen gegentbergestelIt.

Danach schliefd sch die Betrachtung der humoraen Parameter an. Dargestellt ist der IL-2-
Spiegd be Patienten mit Tumoren im Gaumen, bzw. Zugenbereich, die den Gruppen
T3 - T4, G2, Lymphknotenmetastasen, Chemo- und Bestrahlungstherapie zugeordnet wurden.

Zudem wird bel ausgewdhlten Patienten und Kontrollen der 1L-2 Spiegd im zdtlichen Ver-
lauf betrachtet. Bel der folgenden Dargellung der Daten fir die siL-2Ra-Besimmung erfolg-
te die Untertellung der Pdienten wiederum nach Tumorgrofle, Tumormaignité, Vorhanden
sein von Lymphknotenmetastasen und Thergpiemodalitéten.

In den Tabelen 50 bis 53 dnd die Korrdationsanaysen aufgefiihrt. Korreiert werden zum
enen die PBL-Phanotypen sowie die NK-Zdl, bzw. LAK-Zdlaktivitd be Peienten und
Kontrollpersonen, zum anderen die IL-2- bzw. sL-2Ra-Plasmakonzentrationen bel Petienten

und Kontrollpersonen mit den PBL - Phanotypen.

Der Ergebnigell wird mit Untersuchungen zum Phénotyp tumorinfiltrierender Lymphozyten
beendet.
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1. Phéanotypisierung der Zellinien Raji und K562

Tab.10: Phénotypisierung der Raji und K562 Zellinien mit:CD4-, CD8-, CD3-, CD19-,CD16-,CD56-, CD2-,CD25-,
HLA-DR-, CD45-, CD45RA-, CD45 RO-Antikdrpern. Da die CD4, CD3, CD2,CD16 und CD25 Oberfl
chenmarker auf keiner der Zellinien nachweisbar waren, wurden diese nicht in der Tabelle berticksich-
tigt. MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung

[ %] CD8 CD19 CD56 HLA-DR CD45 CD45RA | CD45R0O
K562 (n=4)

MW + SD 01+008 |- 01+008 |- 16+ 35 - 0,7+ 04
Raji (n=4)

MW #* SD 01+004 |955+45 [(01+012 (74%+14 992+ 0,82 |74+ 157 -

2. Etablierung der Biotin-Streptavidin Methode

Tab.11: Verdinnungen der verwendeten Antikérper und des Peroxidase-Streptavidin-Konjugats, Art der Vorbe-
handlung der Schnitte sowie benétigte Zeit fir die AEC-Substratumsetzung durch Peroxidase

CD3 CD45 HLA-DR CD8
Vorbehandlung der Proteinkinase K keine keine Zitratpuffer
Gewebeschnitte
Primérantikérper Kaninchen Maus Maus Maus
anti-Human CD3 anti-Human CD45 | anti-Human HLA-DR anti-Human CD8
1:20 unverdinnt 15 1:10
1.Sekundérantikdrper | Ziege Ziege Ziege Ziege
anti-Kaninchen Anti-Maus anti-Maus anti-Maus
1:300 1:300 1:150 1:150
2.Sekundarantikérper | Maus Maus Maus Maus
anti-Ziege anti-Ziege anti-Ziege anti-Ziege
1:300 1:300 1:150 1:150
Peroxidase- 1:150 1:150 1:150 1:150
Streptavidin-Konjugat
Zeit der AEC- 6 Minuten 6 Minuten 12 Minuten 6 Minuten
Substratumsetzung
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3.  Zellulares Immunprofil

Um die Frage aufzukldren, inwiewet Parameter des zdlulé&en Immunsystems durch das Vor-
handensain eines Tumors be Pdienten (n = 47) mit higologisch gesicherten Plattenepithel-
karzinomen des Oropharynx, Hypopharynx und Larynx verandert werden kénnen, wurden die
Patienten nach TumorgrofRe (T), Tumormalignitét (G) und Vorhandensein oder Fehlen von
Lympknotenmetastasen eingruppiert. Hierbel wurden nur Werte vor der Operation in Betracht
gezogen. Weterhin interesserte die BeanfluBung des Immunsystems durch operaive Ein

griffe, Chemo-, Bestrahlungs- und kombinierte Radio- Chemotherapie.

3.1. Zellulares Immunprofil von Kontrollpersonen

Tab. 12: Normwerte der Kontrollpersonen (n=10). MW =Mittelwert; SD = Standardabweichung. Anzahl der Unter-
suchungen pro Parameter: M = 101; Bestimmung der LAK- und NK-Zellaktivitat: Effektorzellen:Zielzellen

=40:1
Antigen MW x SD Median Minimum Maximum 1. Quartil 3. Quartil
4] 4 4 4 4] 4]
CD4 36,4+ 10,7 |37 10 62 30,5 43
CD8 348+ 8,1 35 16 56 28 41
CD4™ CD8”™ 14+ 10 1 0 51 0,6 21
CD3 65,1+ 10,8 |66 30 84 59,5 73
CD19 9,7t 4 10 1 24 6,5 12
CD56 228+ 104 [21 4 64 15 28
CD2 76 = 7,7 77 54 91 71 81
CD25 19,7+ 7,5 19 4 35 14 26
CD2CD25" 3,7+ 20 4 0 10 2 5
CD2'CD25" 16 + 6,3 15 4 30 11 21
CD45 958+ 42 |97 80 100 94 98
HLA-DR 16,8+ 6,3 16 6 47 13 19,5
LAK-Zellaktivitat 18,8+ 11,3 (11 0 87 6 22,5
NK-Zellaktivitat 58,9+ 252 |65 2 100 37,5 77,5
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3.2. Zelluldres Immunprofil und TumorgrofRe

Tab. 13: CD4- sowie CD8-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen: keine Evidenz fir einen Primartumor (TO)
und mit zunehmender GréRe des Primartumors (T1 - T4). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung;
n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

To

T1-T2

T3-T4

CD4 [%] TO(n=3; M=3) T1-T2 (n=15; M=15) | T3-T4 (n =3; M=3)
MW+SD |(23+9,6 31,2+10,8 31,9+13,2
Minimum | 16 13 9
Maximum | 34 51 54
Median 19 33 35
1. Quartil |16 24 20
3. Quartil |34 37 42
CD8 [%] TO(n=3; M=3) T1-T2 (n=15;M=15) | T3-T4 (n =3; M=23)
MW+ SD |30,7+18 359+4 35+79
Minimum |17 21 18
Maximum |51 50 44
Median 24 34 35
1. Quartil |17 26 28
3. Quartil |51 45 42
CD4 CD8

40

30

20 10 0 5 10 15 20 25 30 35 40

% Lymphozyten (Median)

Abb. 4: Vergleich der CD4-Werte (T-Helferzellen) sowie der CD8-Werte (zytotoxische T-Zellen) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Keine Evidenz fiir einen Primartumor (T0), mit zunehmender
- T4) und Kontrollgruppe (K)

Abb. 4 zeigt ene dgnifikante Abnahme der CD4-Population nur bel der Gruppe TO (p < 0,04)
gegentiber der Kontrollgruppe. Bezliglich der CD8-Population bestehen keine sgnifikanten
Unterschiede zwischen den nach Tumorgrole engetelten Petienten und dem Kontroll-

kollektiv.

54



V. Ergebnisse

Tab. 14: CD4"CD8"-doppeltpositive Zellen und CD3-positive Zellen [%)] bei Patientengruppen: keine Evidenz fiir
einen Priméartumor (TO) und mit zunehmender Grof3e des Primartumors (T1 - T4). MW = Mittelwert;
SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD4'CD8™ [ %] TO(n=3; M=3) T1-T2 (n=15; M=15) | T3-T4 (n=3; M=3)
MW + SD 1,3+0,4 23+14 1,9+16
Minimum 0,8 0 0,4
Maximum 1,6 6,2 55
Median 1,5 25 1,6
1. Quartil 0,8 1,7 0,8
3. Quartil 1,6 29 2,1
CD3[%] TO(n=3; M=3) T1-T2 (n =15; M=15) | T3-T4 (n =3; M=3)
MW £ SD 49,3+ 20,5 58,7 + 16,7 58,2+ 19,2
Minimum 29 30 24
Maximum 70 81 87
Median 49 62 59
1. Quartil 29 45 44
3. Quartil 70 74 72,5
CDh4* cD8* CD3
K
To
T1-T2
T3-T4 [l
3 25 1,5 1 05 0 10 20 30 40 50 60 70

% Lymphozyten (Median)

Abb. 5: Vergleich der CD4"CD8"- Werte (doppeltpositive T-Zellen) sowie der CD3-Werte (T-Zellen) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Keine Evidenz fiir einen Primartumor (T0), mit zunehmender
Grof3e des Priméartumors (T1 - T4) und Kontrollgruppe (K)

Eine Erhohung der CD4"CD8"-positiven Zellen bel der Gruppe T1 - T2 (p < 0,005) gegen
Uber dem Kontrollkollektiv ist hier zu sehen. Die Erhthung der unreifen T-Zdlen ba den
Gruppen TO (1,5 %) und T3 - T4 (1,6 %) wich von den Kontrollwerte nicht sgnifikant ab.
Keine der Gruppen erreichte eine nennenswerte Verschiebung der CD3-postiven Zdlen zu
den Normawerten.
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- T4) und Kontrollgruppe (K)

Keine Unterschiede zu den Normwerten konnten bezlglich CD2-podtiver und CD25
positiver Zelen be dlen Petientengruppen beobachtet werden.



V. Ergebnisse

Tab. 16: CD2"'CD25"-doppeltpositive- sowie CD2” CD25"-einfachpositive-Zellen [%] bei Patientengruppen: keine
Evidenz fur einen Primartumor (T0) und mit zunehmender GréRe des Priméartumors (T1 - T4). MW = Mit-
telwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD2'CD25" [%] TO (n=3; M=3) T1-T2 (n =15; M=15) | T3-T4 (n=3; M =3)
MW £ SD 20,3+8,6 19,4+ 11 18,3+9,3
Minimum 11 6 2
Maximum 28 42 33
Median 22 14 16
1. Quartil 11 12 11,5
3 .Quartil 28 24 26
CD2CD25" [%] TO(h=3; M=3) T1-T2 (n =15; M=15) | T3-T4 (n=3; M =3)
MW + SD 46+2 42+27 47 +35
Minimum 3 0 1
Maximum 7 10 13
Median 4 4 3
1. Quartil 3 2 25
3. Quartil 7 7 7
CcDh2*cD25* CD2 CD25"

To
T1-T2 4
T3-T4
25 20 15 10 5 0 1 2 3 4 5
% Lymphozyten (Median)

Abb.7: Vergleich der CD25'CD2" -Werte (IL-2Ra auf B-Zellen) sowie der CD25'CD2"-Werte (IL-2Ra auf T-
Zellen und NK-Zellen) zwischen der Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Keine Evidenz fur einen
Primartumor (T0), mit zunehmender GroRRe des Primartumors (T1 - T4) und Kontrollgruppe (K)

Es konnte keine Verschiebung des Antells CD25-positiver T bzw. NK-Zdlen, sowie des Ay
tells CD25-postiver B-Lymphozyten im Verglech zu den Kontrollpersonen festgestellt wer-

den.
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V. Ergebnisse

Tab. 17: CD19- sowie CD56-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen: keine Evidenz fir einen Primartumor (TO)
und mit zunehmender GréRRe des Primartumors (T1 - T4). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung;
n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD19[ %] TO(h=3; M=3) T1-T2(n=15M=15) |T3-T4(h=3; M=3)
MW £ SD 18,6 + 24,7 11,8+9,3 13+12,8
Minimum 2 1 3
Maximum 47 28 48
Median 7 9 7
1. Quartil 2 4 5
3. Quatrtil 47 17 18
CD56[ % ] TO(h=3; M=3) T1-T2(n=15;M=15) |T3-T4(h=3; M=3)
MW £ SD 24 +125 29,5+18,1 26,7+ 154
Minimum 12 7 10
Maximum 37 66 68
Median 23 30 24
1. Quartil 12 11 14,5
3. Quartil 37 42 33,5
CD19 CD56

To

T1-T2

T3-T4

12 10 8 6 4 2 0 5 10 15 20 25 30 35
% Lymphozyten (Median)

Abb. 8: Vergleich der CD19-Werte (B-Zellen) sowie der CD56-Werte (NK-Zellen) zwischen Kontrollgruppe und
den Patientengruppen. Keine Evidenz fiir einen Primartumor (T0), mit zunehmender GréRe I-
tumors (T1 - T4) und Kontrollgruppe (K)

Zwischen den Patientengruppen und den Kontrollkollektiv konnten fir die Parameter CD19
und CD56 keine sgnifikanten Unterschiede gefunden werden.
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V. Ergebnisse

Tab. 18: CD45- sowie HLA-DR positive-Zellen [%] bei Patientengruppen: keine Evidenz fir einen Primartumor

(TO) und mit zunehmender Groél3e des Primartumors (T1 - T4). MW = Mittelwert; SD = Standardabwei-
chung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

Abb. 9:

CD45[ %] TO(h=3; M=3) T1-T2(n=15M=15) [T3-T4(n=3; M=3)
MW £ SD 97,3+1,2 943+74 97,6 +1,6
Minimum 96 71 95
Maximum 98 99 100
Median 98 98 98
1. Quartil 96 93 96
3. Quartil 98 99 99
HLA-DR[ %] TO (n=3; M=3) T1-T2(n=15M=15) [T3-T4(h=3; M=3)
MW £ SD 22,7+6,3 189+7.4 23,8+11
Minimum 19 5 5
Maximum 30 32 50
Median 19 17 22
1. Quartil 19 13 17,5
3. Quartil 30 25 31
CD45 HLA-DR
K
To
T1-T2
T3-T4

120 100 80 60 40 20 0 5 10 15 20 25

% Lymphozyten (Median)

Vergleich der CD45-Werte (Pan-Leukozyten) sowie der HLA-DR-Werte (MHC-Klasse Il) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Keine Evidenz fur einen Primartumor (T0O), mit zunehmender
- T4) und Kontrollgruppe (K)

De Antell CD45-podtiver PBL war be dlen Gruppen anndhernd gleich. Der Antell aktivier-
ter Lymphozyten (HLA-DR-positiv) war bel der Gruppe T3 - T4 (p = 0,003) gegentiber der
Kontrollgruppe erhoht.
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V. Ergebnisse

Tab. 19: LAK-Zell- sowie NK-Zellaktivitat [Zielzell-Lyse %] bei Patientengruppen: keine Evidenz flir einen Primar-
tumor (TO) und mit zu nehmender GréRRe des Priméartumors (T1 - T4). MW = Mittelwert; SD = Stan-
dardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

LAK-Zell-Aktivitat [ % ] TO(n=3; M=3) T1-T2(n=15M=15) |T3-T4(n=3; M=3)
MW £ SD 83+4 19,3+£19,9 10,4 +8,8
Minimum 6 0 0
Maximum 13 69 28
Median 6 13 10
1. Quartil 6 6 25
3. Quartil 13 25 16,5
NK-Zell-Aktivitat [ % ] TO (n=3; M=3) T1-T2(n=15M=15) |T3-T4(n=3; M=23)
MW £ SD 79,3+16,5 69 + 26,9 45,7 + 23,7
Minimum 61 18 5
Maximum 93 100 77
Median 84 78 54
1. Quartil 61 42 20
3. Quartil 93 92 65
LAK-Zellaktivitét NK-Zéellaktivitéat
K
To
T1-T2
T3-T4

14 12 10 8 6 4 2 0 20 40 60 80 100

% Zielzell-Lyse (Median)

Abb. 10: Vergleich der LAK-Zellaktivitat sowie der NK-Zellaktivitat zwischen der Kontrollgruppe und den Patien-
tengruppen. Keine Evidenz fur einen Primartumor (T0), mit zunehmender Gré3e einen Primartumor
(T1-T4) und Kontrollgruppe (K)

Die LAK-Zdl- sowie NK-Zdlaktivitdten der Petienten unterscheiden dch nicht Sgnifikant
von den Normwerten.
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V. Ergebnisse

3.3. Zellulares Immunprofil und Tumormalignitat

Tab. 20: CD4- sowie CD8-positive-Zellen [%)] bei Patientengruppen mit zunehmender Tumormalignitat (G1 - G3).
MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD4[%] Gl (n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3 (n =6; M=6)
MW + SD 33,2+6,1 30,5+11,6 29,2+ 13,6
Minimum 26 9 16
Maximum 42 51 54
Median 34 33 26,5
1. Quartil 27,5 20 18,2
3. Quartil 38,5 39 38,2
CD8[ %] Gl (n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3(n=6; M=6)
MW + SD 33,2+8,6 36+84 30,2+12,7
Minimum 24 21 17
Maximum 44 50 51
Median 35 35 30
1. Quartil 24,5 27 17,7
3. Quartil 41 42 39
CD4 CD8
K

G1

G2

G3

40

20 10

0 5 10 15 20 25 30 35 40

% Lymphozyten (Median)

Abb. 11: Vergleich der CD4-Werte (T-Helferzellen) sowie der CD8-Werte (zytotoxische T-Zellen) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten mit zunehmender Tumormalignitat (G1 - G3) und
Kontrollgruppe (K)

Die Erniedrigung der CD4-Werte gegeniiber den Kontrollen it fur die Gruppe G2 sgnifikant
(p = 0,04). Die Erniedrigung der CD8-Werte bel der Gruppe G3 war im Vergleich zu dem
Kontrollkollektiv gatistisch nicht abzusichern,
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V. Ergebnisse

Tab. 21: CD4"CD8"-doppeltpositive sowie CD3-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen mit zunehmender Tu-
mormalignitat (G1 - G3). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M =

Messwerte
CD4'CD8™ [ %] G1l(n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3(n=6; M=6)
MW £ SD 2+05 24+17 16+1
Minimum 1,4 0,4 0,6
Maximum 2,6 6,2 3,3
Median 2 2 1,5
1. Quartil 1,4 0,9 0,7
3. Quartil 2,4 29 2,4
CD3[ %] G1(n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3(n=6; M=6)
MW £ SD 70+ 12,6 57,5+17,9 50+ 14,5
Minimum 56 24 29
Maximum 84 87 74
Median 70 62 49,5
1. Quartil 57,5 41 41
3. Quartil 82,5 71 58,2

Cb4* cDs' CcD3

G1

G2

G3

2,5 2 15 1 0,5 0 10 20 30 40 50 60 70 80
% Lymphozyten (Median)
Abb. 12: Vergleich der CD4'CD8"-Werte (doppeltpositive T-Zellen) sowie der CD3-Werte (T-Zellen) zwischen der

Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten mit zunehmender Tumormalignitat (G1 - G3) und
Kontrollgruppe (K)

Es zeigte sch eine Erhdhung der unreifen TZellen bei der Gruppe G2 (p = 0,008) gegeniiber
den Kontrollen. Bei der Gruppe G1 und G3 war diese Erhohung nicht $gnifikant. Der CD3-
Wert von 495 % be der Gruppe G3 wa im Verglech zu Kontrollgruppe sgnifikant er-
niedrigt (p < 0,008). Die Erhthung der CD3-Werte bei der Gruppe G1 bzw. die Erniedrigung
bel der Gruppe G2 war nicht Sgnifikant gegentiber den Normwerten.

62



V. Ergebnisse

Tab. 22: CD2- sowie CD25-positive Zellen [%] bei Patientengruppen mit zunehmender Tumormalignitat
(G1 - G3). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD2[ %] Gl(n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3 (n =6; M=6)
MW + SD 79,8 +6,2 68,3+ 18,8 68,8+ 17,5
Minimum 71 31 36
Maximum 86 91 88
Median 82 77 72,5
1. Quartil 73,5 55 60
3. Quartil 85 83 79
CD25[%] |Gl(n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3 (n=6; M =6)
MW + SD 27,6 £10,7 229+125 23,3+6,8
Minimum 17 5 17
Maximum 43 49 35
Median 29 24 22
1. Quartil 17,5 11 17,7
3. Quartil 37 31 28,2
CD2 CD25
K
]

G1l

G2 2_4

G3 22!

100 80 60 40 20 0 5 10 15 20 25 30

% Lymphozyten (Median)

Abb. 13: Vergleich der CD2-Werte (Pan-T-Zellen, NK-Zellen) sowie der CD25-Werte (IL-2Ra) zwischen der Kon-
trollgruppe und den Patientengruppen. Patienten mit zunehmender Tumormalignitét (G1 - G3) und Kon-
trollgruppe (K)

Die datidische Auswertung der Mediane fir CD2 und CD25 in Abhéngigkeit der Tumor-
malignitét ergab keine sgnifikanten Unterschiede gegentiber dem Kontrollkollektiv.
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V. Ergebnisse

Tab. 23: CD2'CD25"-doppeltpositive- sowie CD2 CD2"-einfachpositive-Zellen [%] bei Patientengruppen mit zu-
nehmender Tumormalignitat (G1 - G3). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Pa-
tienten; M = Messwerte

CD2'CD25 [%] | G1(n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3(n=6; M=6)
MW £ SD 23,2+ 10,7 18,4 + 10,8 19+75
Minimum 12 2 11
Maximum 39 42 31
Median 21 16 19
1. Quartil 14 10 11,7
3. Quartil 335 24 24,2
CD2CD25 [%] |[G1(n=5;M=5) G2(n=19; M=19) G3(n=6; M=6)
MW £ SD 44+23 45+34 43+23
Minimum 2 0 1
Maximum 8 13 7
Median 4 3 4
1. Quartil 2,5 2 2,5
3. Quartil 6,5 7 7
CcD2'cD25 CD2CD25"

4
K I
4
G1
G2
o
G3 P

25 20 15 10 5 0 1 2 3 4 5
% Lymphozyten (M edian)

Abb. 14: Vergleich der CD2'CD25" -Werte (IL-2Ra auf B-Zellen) sowie der CD2'CD25"-Werte (IL-2Ra auf T-
Zellen und NK-Zellen) zwischen der Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten mit zuneh-
mender Tumormalignitat (G1 - G3) und Kontrollgruppe (K)

Sowohl fur CD25-Marker auf T-Zdlen bzw. NK-Zdlen ds auch fur CD25-Marker auf B-
Zdlen konnten keine sgnifikanten Unterschiede zu der Kontrollgruppe festgestel It werden.

64



V. Ergebnisse

Tab. 24: CD19- sowie CD56- positive-Zellen [%] bei Patientengruppen mit zunehmender Tumormalignitét
(G1 - G3). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

% Lymphozyten (M edian)

CD19[ %] Gl (n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3 (n =6; M=6)
MW + SD 9,6 +9,2 13,8+ 12,2 14,5+ 16,5
Minimum 4 1 2
Maximum 26 48 47
Median 6 9 10,5
1. Quartil 45 4 3,5
3. Quartil 16,5 19 21,5
CD56[ %] Gl (n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3 (n=6; M=6)
MW + SD 242+87 279+17,4 28,5+14,5
Minimum 11 7 11
Maximum 34 68 43
Median 23 24 315
1. Quartil 17 11 11,7
3. Quartil 32 39 42,2
CD19 CD56
K

G1

G2

63 31,5

12 10 6 4 2 0 5 10 15 20 25 30 35

Abb. 15: Vergleich der CD19-Werte (B-Zellen) sowie der CD56-Werte (NK-Zellen) zwischen der Kontrollgruppe
und den Patientengruppen. Patienten mit zunehmender Tumormalignitat (G1 - G3) und Kontrollgruppe

(K)

Es konnte kein sgnifikanter Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Patientent
gruppen fir den CD19-Maker festgestdlt werden. Mit zunehmender Mdignitét konnte ein,
Satistisch aber nicht absicherbarer, Anstieg der CD56-Werten beobachtet werden.
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V. Ergebnisse

Tab. 25: CD45- sowie HLA-DR positive-Zellen [%] bei Patientengruppen mit zunehmender Tumormalignitat
(G1 - G3). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD45[ %] Gl (n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3 (n=6; M=6)
MW + SD 98,6 +0,9 96,9+ 25 95,6 +4,5
Minimum 98 90 87
Maximum 100 100 99
Median 98 98 97
1. Quartil 98 95 93
3. Quartil 99,5 99 99
HLA-DR[ %] Gl(n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3(n=6; M=6)
MW + SD 21,4+121 22,3+9,9 20+2,2
Minimum 5 5 17
Maximum 34 50 23
Median 25 19 19,5
1. Quartil 9 16 18,5
3. Quartil 32 28 22,2
CD45 HLA-DR
K
25

G1

G2 19

63 19,5

120 100 80 60 40 20 O 5

% Lymphozyten (Median)

10 15 20 25 30

Abb. 16: Vergleich der CD45-Werte (Pan-Leukozyten) sowie der HLA-DR-Werte (MHC-Klasse Il) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten mit zunehmender Tumormalignitat (G1 - G3) und
Kontrollgruppe (K)

Die CD45-Werte dler Gruppen snd vergleichbar zu den CD45-Werten der Kontrollgruppe.
Eine starke Erhthung der HLA-DR-Werte konnte man bel der G1-Gruppe (p = 0,006) gegen+
Uber dem Kontrollkollektiv beobachten. Die Erhéhung bel den Gruppen G2 und G3 war nicht

absicherbar.
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V. Ergebnisse

Tab. 26: LAK-Zell- sowie NK-Zellaktivitat [Zielzell-Lyse %] bei Patientengruppen mit zunehmender Tumorm aligni-
tat (G1 - G3). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

% Zielzell-Lyse (Median)

LAK-Zell-Aktivitat[ %] |Gl (n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3(n=6; M=6)
MW + SD 3,8+47 18,5+18,1 16,3+ 16,7
Minimum 0 0 3
Maximum 11 69 41
Median 2 11 13
1. Quartil 0 8 5,2
3. Quartil 8,5 25 26,7
NK-Zell-Aktivitat [ % ] Gl(n=5; M=5) G2 (n=19; M=19) G3(n=6; M=6)
MW + SD 53+ 27,6 67,7 +30,1 64,5+ 24,6
Minimum 21 5 29
Maximum 84 100 93
Median 50 72 60,5
1. Quartil 26,5 41 46,2
3. Quartil 81 88 92,2
LAK-Z€llaktivitat NK-Z€dlaktivitat
K 65
50
G1
—
G2 &
60,5
G3
14 12 10 8 6 4 2 0 20 40 60 80

Abb. 17: Vergleich der LAK-Zellaktivitéat sowie der NK-Zellaktivitat zwischen der Kontrollgruppe und den Patien-
tengruppen. Patienten mit zunehmender Tumormalignitat (G1 - G3) und Kontrollgruppe (K)

Eine datistisch abscherbare Absenkung der LAK-Zdlaktivitdt konnte im Vergleich zu Konr
trollkollektiv nur bel der Gruppe G1 gefunden werden (p < 0,02). Die Eniedrigung der NK-
Zdlaktivitét bei G1 und G3, sowie die Erhéhung bel der Gruppe G2 waren nicht Sgnifikant.
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V. Ergebnisse

3.4. Zellulares Immunprofil und Lymphknotenmetastasen

Tab. 27: CD4- sowie CD8-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen: ohne Lymphknotenmetastasen (NO) und mit
Lymphknotenmetastasen (N1 - N2). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der
Patienten; M = Messwerte

CD4[%] NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW + SD 28,4+12,2 32,8+11
Minimum 9 16
Maximum 47 54
Median 275 33,5
1. Quartil 19 21,7
3. Quartil 38,2 41,2
CD8[ %] NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW + SD 36,8+ 7,5 32,9+10
Minimum 25 17
Maximum 50 51
Median 36,5 32
1. Quartil 32,2 25,2
3. Quartil 425 415
CD4 CD8

35

36,5

32

N1-N2

40 30 20 10 0 10 20 30 40
% Lymphozyten (Median)

Abb. 18: Vergleich der CD4-Werte sowie der CD8-Werte zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten-
gruppen. Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (NO), mit Lymphknotenmetastasen (N1 - N2) und
Kontrollgruppe (K)

Be Pdaienten mit Platenepithedkarzinom im Kopf-/Hasbereich wurde eine erniedrigte Zahl
der CD4"-Zdlen bei der Gruppe NO (p = 0,04) im Vergleich zum Kontrollkollektiv festge-
stelt, wahrend die Zahl der CD8"-Zdlen nicht verandert war.
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V. Ergebnisse

Tab. 28: CD4"CD8"-doppeltpositive- sowie CD3-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen: ohne Lymphknote nme-
tastasen (NO) und mit Lymphknotenmetastasen (N1 - N2). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung;
n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD4'CD8™ [ %] NO (n = 10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW + SD 23+1;3 21+15
Minimum 0,4 0,6
Maximum 5,4 6,2
Median 2,1 1,6
1. Quartil 1,5 1
3. Quartil 2,7 2,7
CD3[ %] NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW £ SD 55,6 + 20,9 60+154
Minimum 24 29
Maximum 84 87
Median 59 61
1. Quartil 31,7 49,2
3. Quartil 72,7 73,2
CD4'CDS8" CD3
66
K
59
No
61
N1-N2
25 2 15 1 05 0 10 20 30 40 50 60 70
% Lymphozyten (Median)

Abb. 19: Vergleich der CD4"CD8"-Werte (doppeltpositiven T-Zellen) sowie der CD3-Werte (T-Zellen) zwischen
der Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (NO), mit
Lymphknotenmetastasen (N1 - N2) und Kontrollgruppe (K)

Eine Zunahme unreifer Lymphozyten lief3 sch bel den Gruppen N1 - N2 (p = 0,03) und NO
(p < 0,03) im Vergleich zur Kontrollgruppe erkennen.
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V. Ergebnisse

Tab. 29: CD2- sowie CD25-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen: ohne Lymphknotenmetastasen (NO) und mit
Lymphknotenmetastasen (N1 - N2). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der
Patienten; M = Messwerte

CD2[ %] NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW + SD 66,9 +19,7 72,4 +16,1
Minimum 31 36
Maximum 86 91
Median 74,5 76,5
1. Quartil 51,5 67,2
3. Quartil 84,2 82,7
CD25[ %] NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW + SD 21,6 +11,7 24,8+10,9
Minimum 5 9
Maximum 43 49
Median 215 24,5
1. Quartil 12,7 16,2
3. Quartil 29,2 325
CD2 CD25
19
K
21,5
No
24,5
N1-N2
80 40 20 0 5 10 15 20 25 30
% Lymphozyten (Median)

Abb. 20: Vergleich der CD2-Werte (Pan-T-Zellen, NK-Zellen) sowie der CD25-Werte (IL-2Ra) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (NO), mit Lymph-
knotenmetastasen (N1 - N2) und Kontrollgruppe (K)

Weder fir CD2 noch fir CD25 konnten ggnifikanten Unterschiede zwischen Patienten

gruppen und Kontrollgruppe gefunden werden.
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V. Ergebnisse

Tab. 30: CD2"CD25"-doppeltpositive- sowie CD2"CD25"-einfachpositive-Zellen [%)] bei Patientengruppen: ohne
Lymphknotenmetastasen (NO) und mit Lymphknotenmetastasen (N1 - N2). MW = Mittelwert; SD =
Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD2'CD25 [%] | NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW + SD 17,5+ 10,6 20,1+9,7
Minimum 2 8
Maximum 39 42
Median 16 19,5
1. Quartil 10,5 11,2
3. Quartil 24 28
CD2CD25 [%] [ NO (n=10; M=10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW + SD 41+24 4,6+3,3
Minimum 0 1
Maximum 9 13
Median 4 3,5
1. Quartil 2,7 2,2
3. Quartil 52 7
CDh2*CcD25* CD2CD25"

3,5
N1-N2

25 20 15 10 5 0 1 2 3 4 5
% Lymphozyten (Median)

Abb. 21: Vergleich der CD2'CD25"-Werte (IL-2Ra auf B-Zellen) sowie der CD2"CD25"-Werte (IL-2Ra auf T-
Zellen und NK-Zellen) zwischen der Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten ohne Lymph-
knotenmetastasen (NO), mit Lymphknotenmetastasen (N1 - N2) und Kontrollgruppe (K)

Es konnten keine datigisch sgnifikenten Unterschiede beziiglich der Anteile von CD2°
CD25"- und CD2 CD25"-Zdlen zwischen den Patientengruppen und der Kontrollgruppe ge-
funden werden.
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Tab. 31: CD19- sowie CD56-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen: ohne Lymphknotenmetastasen (NO) und
mit Lymphknotenmetastasen (N1 - N2). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Pa-
tienten; M = Messwerte

CD19[ %] NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW £ SD 13+94 13+14
Minimum 1 2
Maximum 28 48
Median 11,5 7
1. Quartil 47 4
3. Quartil 20,7 16
CD56[ % ] NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW £ SD 32,7+20,1 24 +12,6
Minimum 11 7
Maximum 68 43
Median 27,5 235
1. Quartil 18,5 11
3. Quartil 45,7 36
CD19 CD56

N1-N2

/

12 10 8 6 4 2 0 5 10 15 20 25 30

% Lymphozyten (Median)

ADbb.22 : Vergleich der CD19-Werte (B-Zellen) sowie der CD56-Werte (NK-Zellen) zwischen der Kontrollgruppe
und den Patientengruppen. Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (NO), mit Lymphknotenmetastasen
(N1 - N2) und Kontrollgruppe (K)

Die B-Zdlanteile bel beiden Patientengruppe unterschieden sch nicht ggnifikant im Ver-
gleich zum Kontrollkollektiv. Fir NK-Zdlen mit CD56-Marker konnten ebenfdls keine
ggnifikanten Verénderungen zu den Kontrollen festgestdl It werden.
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Tab. 32: CD45- sowie HLA-DR-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen: ohne Lymphknotenmetastasen (NO)
und mit Lymphknotenmetastasen (N1 - N2). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der
Patienten; M = Messwerte

CD45[ %] NO (n =10; M = 10) N1 -N2 (n =20; M =20)
MW £ SD 97,1+2,7 96,7+ 3
Minimum 90 87
Maximum 99 100
Median 98 97,5
1. Quartil 96 95
3. Quartil 99 99
HLA-DR[%] | NO (n =10; M =10) N1-N2 (n =20; M= 20)
MW £ SD 19,9+8 22,5+9,6
Minimum 5 5
Maximum 34 50
Median 20 19
1. Quartil 15,2 16,2
3. Quartil 25,5 29,5
CD45 HLA-DR

N1-N2

120 100 80

40 20 0 5 10

% Lymphozyten (Median)

/

25

Abb. 23: Vergleich der CD45-Werte (Pan-Leukozyten) sowie der HLA-DR-Werte (MHC-Klasse Il) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (NO), mit Lymph-
knotenmetastasen (N1 - N2) und Kontrollgruppe (K)

Die CD45 Median-Werte waren in Bezug zu dem Kontrollkollektiv nicht verdndert. Dagegen
war der HLA-DR-Marker bei der Gruppe N1 - N2 gegentber den Kontrollen signifikant e-
hoht (p = 0,002).
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Tab. 33: LAK-Zell- sowie NK-Zellaktivitat [Zielzelll-Lyse %] bei Patientengruppen: ohne Lymphknotenmetastasen
(NO) und mit Lymphknotenmetastasen (N1 - N2). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung ; n = An-
zahl der Patienten; M = Messwerte

LAK-Zell-Aktivitat [ %] [ NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW £ SD 9,1+6,1 17,1+ 18,4

Minimum 0 0

Maximum 22 69

Median 9 12

1. Quartil 5 37

3. Quartil 115 24,2

NK-Zell-Aktivitat [ % ] NO (n =10; M = 10) N1 - N2 (n =20; M = 20)
MW £ SD 69,6 + 25 56,4 + 28,6

Minimum 21 5

Maximum 100 93

Median 74,5 59,5

1. Quartil 53,7 29,7

3. Quartil 88,7 83,7

N1-N2

LAK-Zellaktivitét NK-Zellaktivitét
65
K
74,5
No
59,5
14 12 10 8 6 4 2 0 20 40 60 80

% Zidl

zell-Lyse (Median)

Abb. 24: Vergleich der LAK-Zellaktivitat sowie der NK-Zellaktivitat zwischen der Kontrollgruppe und den Patien-
tengruppen. Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (NO), mit Lymphknotenmetastasen (N1 - N2) und
Kontrollgruppe (K)

Die Aktivitden der LAK- bzw. NK-Zdlen wiesen in keiner der beiden Gruppen dgnifikante
Unterschiede zu den Kontrollen auf.
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3.5. Zellulares Immunprofil und verschiedene Therapiemodalitéten

Tab.34 : CD4- sowie CD8-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen ohne Therapie, postoperativ, mit Chemothe-
rapie, Bestrahlungstherapie, kombinierte Radio-Chemotherapie. MW = Mittelwert; SD = Standardabwei-
chung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD4[%] | ohne Therapie postoperativ Chemotherapie | Bestrahlungs- Radio-Chemo-
therapie therapie
(h=7;M=33) (n=31;M=31) |(n=9;M=59) (n=11;M=58) |(n=5; M=14)
MW=+SD |32,7+11 33,8+95 34,7+ 135 22,6 +84 35,7+8,3
Minimum | 16 13 8 6 21
Maximum | 67 49 75 50 51
Median 31 35 35 21 36
1. Quartil | 24,5 26 25 18 30
3. Quartil | 40,5 41 39 25,2 42,2
CD8[ %]
MW=+SD [30,4+87 339+10/4 37+111 36,4+10,4 28+8,9
Minimum | 14 14 9 18 13
Maximum | 47 62 69 65 44
Median 30 33 38 36 28,5
1. Quartil | 24 29 29 29 21,5
3. Quartil | 38 42 44 44 35
CD4 CD8
. s
A 30
33
NOP
B 38
36
c H
b i 28,5
40 30 20 10 0 10 20 30 40
% Lymphozyten (Median)

Abb. 25: Vergleich der CD4-Werte (T-Helferzellen) sowie der CD8-Werte (zytotoxische T-Zellen) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten ohne Therapie (A), nach der Operation (NOP), mit
Chemotherapie (B), Bestrahlungstherapie (C), kombinierte Radio-Chemotherapie (D) und Kontrollgruppe
(K).

Es konnte eine dgnifikante Absenkung der T-Heferzelpopulationen (Tw) nur bel der Gruppe
C im Vergleich z1 Kontrollpersonen (p < 0,001) beobachtet werden. Gegenliber der Kontroll-
gruppe waren die CD8-Werte bel den Gruppen A (p < 0.03) und D (p < 0.02) erniedrigt. Ka-
ne sgnifikanten Unterschiede gab es zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen NOP, B
und C.
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Tab.35: CD4"sowie CD8"-doppeltpositive-Zellen [%] bei Patientengruppen ohne Therapie, postoperativ, mit
Chemotherapie, Bestrahlungstherapie, kombinierte Radio-Chemotherapie. MW = Mittelwert SD =
Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD4"CD8" [ %] ohne Therapie | postoperativ Chemotherapie |Bestrahlungs- | Radio-Chemo-
therapie therapie
(n=7;M=33) (n=31;M=31) | (n=9; M=59) (n=11; M=58) | (n=5; M=14)
MW = SD 25+24 1,7+11 2,718 32+31 1612
Minimum 0 0 0 0 0,4
Maximum 13 3,9 95 12 5
Median 1,7 15 2,2 19 11
1. Quartil 1,4 0,9 1,3 0,9 0,9
3. Quartil 31 2,6 39 4.6 2
CD3[ %]
MW + SD 52,8 +13,9 60,5+ 15,7 63,6 £12,5 50+15,1 57,1+10
Minimum 13 30 31 16 43
Maximum 78 88 86 78 80
Median 51 61 64 51,5 56,5
1. Quartil 45,5 51 54 36,7 47,7
3. Quartil 63 74 74 63 64
CD4" CD8" CD3"
K 66 I
A 51
NOP o1

B ; 64

c 51,5

D . 5?’5

2,5 2 15 1 0,5 0 10 20 30 40 50 60 70

% Lymphozyten (Median)

Abb. 26: Vergleich der CD4"CD8"-Werte (doppeltpositive Zellen) sowie der CD3-Werte (T-Zellen) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten ohne Therapie (A), nach der Operation (NOP), mit
g(r;emotherapie (B), Bestrahlungstherapie (C), kombinierte Radio-Chemotherapie (D) und Kontrollgruppe

Im Vergleich zu Kontrollen kam es bel chemothergpeutisch behanddten Patienten zu ener

Verdoppelung der doppeltpositiven CD4" CD8" -Thymozyten von 1% auf 2,2 % (p < 0.001).

Sowohl Gruppe A mit 1,7 % (p = 0,001), als auch Gruppe C mit 1,9 % (p <0,001) wiesen

dgnifikant erhbhte Antele unrefer T-Zdlen auf. Beé den Patienten konnte postoperativ keine

nennensverte Veranderung diessr Population im Vergleich zu Kontrollen gefunden werden.

Waéhrend bei Patienten der Gruppen NOP und B die CD3-Werte anndhernd Normawerte e-

reichten, wiesen Patienten der Gruppe A (p < 0,001), C (p <0.001) und D (p < 0,02) eine

sgnifikante Abnahme der T-Lymphozyten gegeniiber den Kontrollen auf.
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Tab. 36: CD2- sowie CD25-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen ohne Therapie, postoperativ, mit Chemothe-
rapie, Bestrahlungstherapie, kombinierte Radio-Chemotherapie. MW = Mittelwert SD = Standardabwei-
chung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD2[ %] ohne Therapie postoperativ Chemotherapie [ Bestrahlungs- Radio-Chemo-
therapie therapie
(h=7;M=33) (n=31;M=31) [(n=9;M=59) (n=11; M=58) |(n=5; M=14)
MW £ SD 72,2 +16,2 76+ 12,1 76,4+ 9,3 68+ 12 70,7+ 8
Minimum 8 49 53 41 57
Maximum 86 94 92 90 89
Median 76 78 77 70,5 70,5
1. Quartil 68,5 67 70 59,2 65,7
3. Quartil 83 86 83 76,2 74,5
CD25[ %]
MW £ SD 30,8+£9,2 26,1+£11,8 24.8+99 21,3+9,3 315+£11,1
Minimum 6 5 5 7 9
Maximum 44 45 43 48 44
Median 31 28 25 19 34
1. Quartil 25,5 17 18 14 19,5
3. Quartil 38,5 37 34 27 40,2
CcD2 CD25
K 19
A 31
NOP 28:

B 25

c 19

D Sad o

100 80 60 40 20 0 5 10 15 20 25 30 35 40

% Lymphozyten (Median)

Abb. 27: Vergleich der CD2-Werte (Pan T-Zellen, NK-Zellen) sowie der CD25-Werte (IL-2R a) zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen. Patienten ohne Therapie (A), nach der Operation (NOP), mit
Chemotherapie (B), Bestrahlungstherapie (C), kombinierte Radio-Chemotherapie (D) und Kontrollgruppe

(K).

Ein Vergleich mit der Kontrollgruppe ergab fir Gruppe C (p < 0,001) und Gruppe D
(p < 0,03) sgnifikant verringerte CD2-Werte, wéhrend Gruppe NOP, A und B Normawerte
ereichten. Eine dgnifikante Zunahme der IL-2Ra-Expresson im Vergleéch zum Kontroll-
kollektiv konnte bel Patienten der Gruppen NOP (p = 0,004), A (p < 0.001), B (p = 0,002
und D (p < 0,001) gefunden werden. Patienten unter Bestrahlungstherapie zeigten keine Ver-

anderungen gegeniiber den Kontrollwerten.
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Tab.37 : CD2°CD25"- einfachpositive- sowie doppeltpositive CD2*CD25"-Zellen [%)] bei Patientengruppen ohne
Therapie, postoperativ, mit Chemotherapie, Bestrahlungstherapie, kombinierte Radio-Chemotherapie.
MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD2'CD25" |ohne Therapie postoperativ Chemotherapie [ Bestrahlungs- Radio-Chemo-
[%] therapie therapie
(h=7; M=33) (n=31;M=31) [(n=9;M=59) (n=11;M=58) | (n=5 M=14)
MW £ SD 26,4 + 8,7 22,2 +10,2 20,7+ 8,5 17,1+ 8,2 26,3+ 8,9
Minimum 5 4 3 5 6
Maximum 39 40 38 44 36
Median 27 23 20 16 29,5
1. Quartil 21,5 13 14 11 18,5
3. Quartil 33,5 30 27 21 33
CD2°CD25"
[%]
MW + SD 45+2 39+29 4,1+27 42+25 51+28
Minimum 1 1 0 0 1
Maximum 8 13 12 11 9
Median 4 4 4 4 6
1. Quartil 3 2 2 2 2
3. Quartil 6 4 6 6 7,2
CD2'CD25" CD2CD25"
K 4
A 4
NOP 4

B 4

c 4

D 6_. E

35 30 25 20 15 10 5 0 1 2 3 4 5 6 7
% Lymphozyten (Median)
Abb. 28: Vergleich der CD2'CD25"-Werte (IL-2Ra auf B-Zellen) sowie der CD2"CD25"-Werte (IL-2Ra auf T-
Zellen und NK-Zellen) zwischen der Kontrollgruppe und den Patientengruppen: Patienten ohne Therapie

(A), nach der Operation (NOP), mit Chemotherapie (B), Bestrahlungstherapie (C), kombinierte Radio-
Chemotherapie (D) und und Kontrollgruppe (K)

Der Antell IL-2Ra-postiver T-Lymphozyten war im Vergleich zu der Kontrollgruppe bei
Patienten der Gruppe NOP (p = 0,001), B (p = 0,001), D (p < 0,001) und A (p < 0,001)
datistisch sgnifikent erhoht. Die Gruppe C bliebh mit einem Median von 16 % im Normbe-
reich. Fir die IL-2Ra-pogtiven B-Lymphozyten konnte zwischen den Gruppen keine sgnifi-
kanten Unterschiede festigestel It werden.
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Tab. 38: CD19- sowie CD56-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen ohne Therapie, postoperativ, mit Chemo-
therapie, Bestrahlungstherapie, kombinierte Radio-Chemotherapie. MW = Mittelwert; SD = Standardab-

weichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD19[%] |ohne Therapie postoperativ Chemotherapie [ Bestrahlungs- Radio-Chemo-
therapie therapie
(h=7;M=33) (n=31;M=31) [(n=9;M=59) (n=11; M=58) |(n=5; M=14)
MW £ SD 748 9+59 88+55 94+79 9,6+59
Minimum 1 2 2 1 3
Maximum 19 24 26 36 21
Median 5 8 8 8 8
1. Quartil 3 4 4 3 5,2
3. Quartil 11 13 11 12,5 12,5
CD56[ %]
MW £ SD 31,2+111 26,7 £11,7 27,1+£10,9 29,7+117 25,5+6,3
Minimum 9 6 6 5 15
Maximum 48 54 56 58 38
Median 29 26 26 29,5 26,5
1. Quartil 26,5 18 20 21,7 19
3. Quartil 41 32 34 38,2 29,2
CD19 CD56
21
K : :
A 20
26
NOP
B 26
c 29,3

12 10 8 6 4 2 0 5 10 15 20 25 30 35
% Lymphozyten (Median)
Abb. 29: Vergleich der CD19-Werte (B-Zellen) sowie der CD56-Werte (NK-Zellen) zwischen der Kontrollgruppe

und den Patientengruppen. ohne Therapie (A), nach der Operation (NOP), mit Chemotherapie (B), Be-
strahlungstherapie (C), kombinierte Radio-Chemotherapie (D) und Kontrollgruppe (K).

Es konnte im Verglech zu den Kontrollen ene starke Minderung des B-Lymphozytenanteils
be Patienten ohne Thergpie (p =0,002) und ene leichte Erniedrigung bel Petienten unter Be-
grahlungstherapie (p = 0,03) festgestdlt werden. Keine dgnifikanten Unterschiede konnte fir
die Gruppen NOP, B und D gefunden werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde ene
Erhthung der NK-Zelpopulation bei den Gruppen A (p < 0,001), B (p < 0,009) und C
(p < 0,001) gemessen. Die Gruppen NOP und D unterschieden sich nicht sgnifikant von der
Kontrollgruppe.
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Tab. 39: CD45- sowie HLA-DR-positive-Zellen [%] bei Patientengruppen: ohne Therapie, postoperativ, mit Che-
motherapie, Bestrahlungstherapie, kombinierte Radio-Chemotherapie. MW = Mittelwert; SD =
Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

CD45[ %] ohne Therapie postoperativ Chemotherapie | Bestrahlungs- Radio-Chemo-
therapie therapie
(n=7;M=33) |(h=31;M=31) [(n=9;M=59) |(h=11;M=58) [(n=5 M=14)
MW £ SD 94,3+ 8,4 945+7,1 95+ 8,5 92977 95,8+ 4,8
Minimum 63 71 54 73 84
Maximum 100 100 100 100 100
Median 98 97 98 96 97,5
1. Quartil 94 92 94 90,7 93,7
3. Quartil 99 99 99 98 99
HLA-DR[ %]
MW £ SD 19,37 18,6 +5,2 17,4+7,2 21,3+£85 21,5+54
Minimum 9 9 6 7 14
Maximum 50 29 44 42 31
Median 19 18 17 21 21,5
1. Quartil 15,5 15 12 14,7 17
3. Quartil 21 22 22 27,2 25,5
CD45 HLA-DR
16
K ]
A 19
18
NOP

B 17

c 21

b 21,..5

120 100 80 60 40 20 O 5 10 15 20 25
% Lymphozyten (Median)
Abb. 30: Vergleich der CD45-Werte (Pan-Leukozyten) sowie der HLA-DR (MHC-Klasse-ll-Komplex) zwischen

der Kontrollgruppe und den Patientengruppen: Patienten ohne Therapie (A), nach der Operation (NOP),
mit Chemotherapie (B), Bestrahlungstherapie (C), kombinierte Radio-Chemotherapie (D) und Kontroll-

gruppe (K).

Keine dgnifikanten Unterschiede der CD45-Werte der Patientengruppen konnten im Ver-
glech zum Kontrollkolektiv festgestellt werden. Wie in der Tabdle erschtlich, kam es zu
ener dgnifikenten Erhthung der HLA-DR-Werte bei den Gruppen A (p < 0,03), C
(p <0,001) und D (p = 0,005) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Tab. 40: LAK-Zell- sowie NK-Zellaktivitat [Zielzell-Lyse %] bei Patientengruppen ohne Therapie, postoperativ, mit
Chemotherapie, Bestrahlungstherapie, kombinierte Radio-Chemotherapie. MW = Mittelwert; SD =
Standardabweichung; n = Anzahl der Patienten; M = Messwerte

LAK-Zellaktivitat | ohne Therapie [postoperativ Chemotherapie | Bestrahlungs- | Radio-Chemo-
[%] therapie therapie
(n=7,M=33) [(n=31,M=31) |(n=9;M=59) |(n=11; M=58) |(n=5; M=14)
MW £ SD 16,9+ 18 13,8+12,3 10,8+ 11,6 13,6 + 15,8 21+15.2
Minimum 0 1 0 0 0
Maximum 72 62 59 83 46
Median 12 11 7 8 15,5
1. Quartil 45 6 4 2,7 10
3. Quartil 23,5 16 13 17,2 35,7
NK-Zellaktivitat
[%]
MW £ SD 54,9 + 28,7 58,7+ 21,8 56,5 + 26,7 52,9+ 28,8 51+25.2
Minimum 1 16 5 4 0
Maximum 100 94 100 100 89
Median 62 61 57 56 50,5
1. Quartil 28,5 42 33 26 34,5
3. Quartil 80 78 78 77,5 75,5
LAK-Zellaktivitat NK-Zellaktivitat
K 65
62
A
NOP o1
57
B
c 56:

% Lysis (Median)

16 14 12 10 8 6 4 2 0 10 20 30 40 50 60 70

Abb. 31: Vergleich der LAK-Zell- sowie der NK-Zellaktivitat zwischen der Kontrollgruppe und den Patientengrup-
pen Patienten ohne Therapie (A), nach der Operation (NOP), mit Chemotherapie (B), Bestrahlungsthe-
rapie (C), kombinierte Radio-Chemotherapie (D) und Kontrollgruppe (K).

Periphere  Blutlymphozyten von Patienten unter Chemothergpie (p= 0,02) zeigten ene
stérkere LAK-Zdlaktivitédt ads Lymphozyten von Kontrollpersonen. Die Werte der anderen
Therapiegruppen blieben im Normbereich. Eine veranderte NK-Zdlaktivité wurde bel kener

Patientengruppe beobachtet.
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4. Interleukin-2 Spiegel
In diesem Abschnitt wurde untersucht, ob die Interleukin-2-Konzentration durch bestimmte

Tumorstadien und verschiedene Thergpiemodalitéten verandert wird.

4.1 Interleukin-2 Spiegel bei Tumorpatienten

Tab. 41: Interleukin-2-Konzentration [pg/ml] bei Kontrollen und Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Aero-
digestivtraktes. MW = Mittelwert; SD= Standardabweichung; n = Anzahl der Probanden; M = Anzahl der

Messwerte
IL-2 Kontrollpersonen Tumor-Patienten
[pg/ml] (n=4; M =16) (n=7; M =26)
MW £ SD 25,3+95 24 £125
Minimum 13,7 38
Maximum 45,8 65,6
Median 23,6 23,6
1. Quartil 16,8 18
3. Quartil 33,5 26

Tab. 42: Interleukin-2-Konzentration [pg/ml] bei Kontrollen und Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Aero-
digestivtraktes in Abhangigkeit vom Tumorstadium. MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n =

Anzahl der Probanden; M = Anzahl der Messwerte

IL-2 Kontrollpersonen T3-T4 G2 mit Lymphknoten-
[pg/ml] metastasen

(n =4; M =16) (n=5M=7) (n =4; M =5) (n=6; M=8)
MW=+SD |253+95 28,8+34 22,1+ 37 20,274
Minimum | 13,7 16,2 16,2 3.8
Maximum | 45,8 26 26 26
Median 23,6 23,6 23,6 23,6
1. Quartil 16,8 21,1 18,7 16
3. Quartil 33,5 26 24,8 254

Tab. 43: Interleukin-2-Konzentration [pg/ml] bei Kontrollen und Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Aero-
digestivtraktes unter EinfluR verschiedene Therapiemodalitaten.MW = Mittelwert; SD = Standardabwei-
chung; n = Anzahl der Probanden; M =Anzahl der Messwerte.

IL-2 Kontrollpersonen postoperativ Chemotherapie Bestrahluns-

[pg/ml ] therapie
(n=4; M=16) (n=7,M=7) (n=5 M=7) (n=2;M=3)

MW+SD |25,3+95 21,1+ 9.3 26,4+18,8 35,9+113

Minimum 13,7 6,3 6,3 26

Maximum | 45,8 35,9 65,6 48,3

Median 23,6 21,1 23,6 33,5

1. Quartil 16,8 13,7 16,2 26

3. Quartil 33,5 26 28,5 48,3

Ba der Gegentberstdlung der Kontrollpersonen und der HNO-Tumorpatienten zeigten Sch
keine Unterschiede in der IL-2-Konzentration. Auch blieben die Werte der Patienten durch
bestimmte Tumorstadien und Thergpiemodalitéten unbeainflult.
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4.2. Interleukin-2 Spiegel und Besonderheiten des Kontrollkollektivs

Tab. 44: Interleukin-2-Konzentrationen [pg/ml] innehalb des Kontrollkollektivs. MW = Mittelwert; SD = Standard-
abweichung; n = Anzahl der Probanden; M = Anzahl der Messwerte

IL-2 [pg/ml] Kontrollpersonen Kontrollpersonen Personen mit bekannte
Insgesamt chronische Entziindung
(n=6; M =23) (n=4; M =16) n=2;M=7)

MW + SD 52,7+454 25,3+9,5 115,4+ 27,1

Minimum 13,7 13,7 80,5

Maximum 147,3 45,8 147,3

Median 33,5 23,6 112,6

1. Quartil 18,6 16,8 85,2

3. Quartil 85,2 335 144.8

Bea zwe Kontrollen (M = 7) konnte ein deutlich héherer Interleukin-2-Spiege im Vergleich
zu den anderen Kontrollwerten (p < 0,001) gefunden werden. Diese Kontrollpersonen litten
nach egenen Angaben an einer chronischen Entzindung. Da die Werte durch die Personen
mit chronischer Entzindung stark beanflul® wurden, erschien es snnvoll, Se bel diesen Un
tersuchungen aus dem Kontrollkollektiv auszauschlief3en.
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4.3. Interleukin-2 Spiegel im zeitlichen Verlauf

IL-2 pg/ml
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Abb. 32: IL-2 Profil im Verlauf: Kontrolle 1 und
Kontrolle 2 ohne bekannte chronische Ent
ziindung an vier Messtagen
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Abb. 34: IL-2 Profil im Verlauf: Kontrolle 5 und
Kontrolle 6 mit bekannter chronischer Ent-
ziindung an drei bzw. vier Messtagen
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Abb. 33: IL-2 Profil im Verlauf: Kontrolle 3 und
Kontrolle 4 ohne bekannte chronische Ent
zundung an vier Messtagen

Jede Kontrolle zeigte en individudles IL-2-Profil, weches um enen betimmten Mittedwert
schwankte. K1 = 17,3 pg/ml, K2 = 27,9 pg/ml, K3 = 23,5 pg/ml, K4 = 32,2 pg/ml, K5 = 90,3
pg/ml, K6 = 134,2 pg/ml. Die Erhthung der IL-2-Werte innerhdb enes Profil 4% auf ene

Infektion schlief¥en.
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Abb. 35: IL-2 Profil im Verlauf: Patient 7 und Patient
8, drei bzw. fiinf Messtage. Pfeil: Radiothe-
rapie
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Abb. 37: IL-2 Profil im Verlauf: Patient 11 und Pati-
ent 12, drei Messtage. Pfeil von links nach
rechts. Operation,Chemotherapie, Radio-
therapie
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Abb. 36: IL-2 Profil im Verlauf: Patient 9 und Patient
10, drei bzw. vier Messtage
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Abb. 38: IL-2 Profil im Verlauf: Patient 13, vier
Messtage

Die individudlen IL-2-Profile der HNO-Patienten schwankten um folgenden Wertee P7 =
24,3 pg/ml P8 = 21,1 pg/ml, P9 = 19,4 pg/ml, P10 = 19,2 pg/ml, P11= 31 pg/ml, P12 = 18,3
pa/ml und P13 = 392 pg/ml. Die IL-2 Verlaufsprofile be HNO-Tumorpatienten zeigten
durch operative Eingriffe, Chemothergpie und Betrahlungstherapie drastische Verénderungen.
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5. Loslicher Interleukin-2-Rezeptor a

Tab. 45: Léslicher IL-2Ra (sIL-2Ra)- Konzentration [U/ml] bei Patientengruppen mit zunehmender Gré3e des
- T3). MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; M = Anzahl der Messwerte

siL-2Ra Kontrollpersonen T1-T2 T3
[U/mlI] (n=10; M = 34) (n=6; M=6) (n=5;M=5)
MW £ SD 738 £ 196 686 £ 93 1294 + 166
Minimum 437 571 1079
Maximum 1094 788 1459
Median 694 698 1336
1. Quartil 615 591 1122
3. Quartil 844 771 1445
J mil e &)
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Abb. 39: sIL-2Ra [U/ml] bei Patientengruppen mitzunehmender GréRe des Primartumors. Median-Werte

Eine dgnifikante Erhthung der dL-2Ra-Konzentration gegentber den Kontrollpersonen
wurde be Patienten mit Primdrtumoren der Grole T1 - T2 (p < 0,005) trotz ahnlicher
Medianwerte gefunden. Die Erhthung der Werte bel der Gruppe T3 gegentiber den
Kontrollen konnte ebenfalls statistisch abgesichert werden (p < 0,001).
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Tab. 46: sIL-2Ra-Konzentration [U/ml] bei Patientengruppen mit zunehmenden Malignitatsgrad (G1 - G3). MW =
Mittelwert; SD = Standardabweichung; n =Anzahl der Probanden; M = Anzahl der Messwerte

siL-2Ra Kontrollpersonen | G1 G2 G3
[U/ml] (n=10; M =34) (n=3; M=3) (n=4; M=4) (n =4; M=4)
MW + SD 738 £ 196 1122 + 456 941 + 346 865+ 300
Minimum 437 598 750 571
Maximum 1094 1432 1459 1165
Median 694 1336 77 862
1. Quartil 615 598 754 590
3. Quartil 844 1432 1291 1143
L/l {recdiEm )
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1000
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] 777

600 694
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Abb.40 : sIL-2Ra [U/ml] bei Patientengruppen mit zunehmenden Malignitatsgrad. Median-Werte

Hohere Konzentrationen des I6dichem IL-2Ra wurden ba Patienten mit enem Tumorma-

lignitdtsgrad G1 im Vergleich zu Kontrollpersonen gefunden. Der Befund lief3 9ch aber nicht
Satistisch absichern.
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Tab. 47: sIL-2Ra-Konzentration [U/ml] bei Patientengruppen ohne Lymphknotenmetastasen und mit Lymphkno-
tenmetastasen. n = Anzahl der Probanden; M = Anzahl der Messwerte; MW = Mittelwert; SD =
Standardabweichung

siL-2Ra Kontrollpersonen ohne Lymphknotenme- mit Lymphknoten-
[U/mlI] (n=10; M =34) tastasen (n=6; M=6) metastasen (n =5; M =5)
MW+ SD | 738 + 196 1057 + 392 850+ 262
Minimum | 437 598 571
Maximum | 1094 1459 1165
Median 694 1051 788
1. Quartil | 615 712 609
3. Quartil | 844 1439 1122
J o ek
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800 _ 788
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Abb. 41: sIL-2Ra [U/ml] bei Patientengruppen, ohne Lymphknotenmetastasen und mit Lymphknotenmetastasen.
Median-Werte

Weder Paienten mit bzw. ohne Lymphknotenmetastasen zeigten datistisch Sgnifikante Un-
terschiede der 1L-2 Konzentration im Vergleich zu den Kontrollpersonen.
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Tab. 48: sIL-2Ra-Konzentration [U/ml] bei Patientengruppen, ohne Therapie und unter verschiedenen Therapie-
arten. MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Probanden; M = Anzahl der Mess-

werte
slL-2Ra | Kontroll- ohne postoperativ Chemo- Bestrahlun- Radio-
[U/ml] personen Therapie (NOP) therapie gstherapie Chemo-
therapie
(n=10; M=34) [(n=5M=7) |(n=11;M=11) | (n=7; M=25) | (n=5;M=24) |(n=2; M=4)
MW+ SD [ 738 £ 196 1205 + 464 1115 + 387 1254 + 577 861 +43 1027 + 46
Minimum | 437 735 706 395 525 979
Maximum [ 1094 1729 1886 2158 1381 1073
Median |[694 969 1058 1400 840 1027
1. Quartil |615 802 802 676 636 983
3. Quartil | 844 1702 1430 1828 1070 1069
J 7 irecler;
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Abb. 42: sIL-2Ra [U/ml] bei Patientengruppen: ohne Therapie und unter verschiedenen Therapiearten. Median-
Werte

Im Plasma der Petienten wurden erhdhte Konzentrationen von lédichem IL-2Ra nach der
Operation ( p < 0,001) und unter dem Einfluld von Chemo-(p < 0,002 ), Bestrahlungs-
(p = 0,05 und kombinierter- (p = 0,005 ) Radio-Chemothergpie im Vergleich zu Kontroll-

personen gefunden. Auch die Werte der Patienten ohne Therapie (p < 0,003) lagen hoher ds

die der Kontrollen.
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5.1. Loslicher Interleukin-2-Rezeptor a und Besonderheiten des

Kontrollkollektivs

Tab. 49: unterschiedliche 16sliche Interleukin-2-Rezeptor a (slL-2Ra)-Konzentrationen [U/ml] innerhalb des

Kontrollkollektivs. MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Probanden; M = Anzahl

der Messwerte

siL-2Ra Kontrollpersonen

Kontrollpersonen

Personen mit bekannter

[U/ml] Insgesamt chronischer Entziindung
(n=12; M=47) (n=10; M = 34) (n=2;M=13)

MW+ SD | 1416 + 1140 738 + 196 3111 + 565

Minimum | 437 437 2366

Maximum | 4171 1094 4171

Median 795 694 2995

1. Quartil | 642 615 2626

3. Quartil | 2510 844 3611

Ahnlich wie der Interleukin-2-Spiege war die sIL-2Ra-Konzentrationen bel zwei Kontroll-

personen gegeniber den anderen Probanden mit

aner

Irrtumswahrscheinlichkeit  von

p < 0,001 erhtht. Da diese Personen eine chronische Entziindung hatten und diese Eigen+
schaft die gesamten Werte des Kontrollkollektivs beeinflu@en, wurden se nicht in der Aus

wertung berticksichtigt.
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6.

Korrelationsanalysen

Tab. 50: Korrelation der PBL-Phénotypen sowie der NK-Zell- und der LAK-Zellaktivitat untereinander bei den
Kontrollpersonen. Leeres Feld = keine Korrelation. Die Tabelle beriicksichtigt nur vorhandenen Korrelat-

onen.
?§
& = !
+ ~ o=
fe'o) ™ 2 8 o & N g Q < X (:U N ;
o] o (o] (o] [a)] o [aya) a)] — < © ¥ X
O O O O O (@] (NS} O T N Z <
cD4 r=0,7 r= 0,7 r=-0,7 r= 0,4 r= 0,4
p<0,001 [p< 0,001 p< 0,001 [p< 0,001|p< 0001
r=-0,4 r= 0,6 r= 0,3
CD8 p< 0,001 p< 0,01 p< 0,001
cD3 r=-0,3 r=-0,6 r= 0,7 r=-0,4 r=-0,4 [r= 0,3 r= 0,2
p< 0,01 [p< 0,001 |p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001fp< 0,03 |p< 0,03
r= 0,4 r= 0,6
CD19 p< 0,001 p< 001
r=-0,3
CD56 p< 0,007
r=-0,3 r=-0,4
CD2 p< 0,01 p< 0,001
r= 0,2
CD25 p< 0,04
CD2+ r= 1 r= 05 |(r= 0,2
CD25+ p< 0,001|p< 0,001|p< 0,05
r= 0,2
CD45 p< 0,04
LAK-Zell- r= 0,6
aktivitat p< 0,001

Tab. 51: Korrelation der PBL-Phanotypen untereinander bei Patientengruppen ohne Therapie, postoperativ, mit
Chemotherapie, Bestrahlungstherapie, kombinierte Radio-Chemotherapie. Leeres Feld = keine Korrela-
tion. Die Tabelle bertcksichtigt nur vorhandenen Korrelationen.

CD3 CD19 CD56 CD25 CD2
Operation
r= 0,97
CD2+CD25+ p< 0,001
Chemotherapie
CD4+ CD8+ r= 05
p< 0,001
Radio-Chemotherapie
CD3 r= 07
p= 0,001

Bestrahlungstherapie
CD4 r= 05 r=- 05

p< 0,001 p= 0,001
CD3 r=- 04

p< 0,001

CD56 r=-0,3

p= 0,02
Ohne Therapie
CD8 r= 05

p< 0,006
CD3 r=-03
p< 0,05

CD2+ CD25+ r= 05

p= 0,004
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Tab. 52: Korrelation der IL-2-Plasmakonzentration mit PBL-Phanotypen und der NK- sowie der LAK-Zellaktivitat.
Leeres Feld = keine Korrelation. Die Tabelle beriicksichtigt nur vorhandene Korrelationen. Da bei den
Patientengruppen unter Bestrahlungstherapie und G2 zu wenig Messwerte vorhanden waren, konnten

fur diese keine Korrelationsanalysen durchgefiihrt werden.

CD8

CD4" CD8"

CD3

CD56

NK-Zell-
Aktivitat

LAK-Zell-
Aktivitat

Kontrollpersonen
(n=4; M =16)

holinl

ool CD19
o
a1

Personen mit bekannter
chronischer Entziindung
(n=2,M=7)

r= 0,75
p= 0,05

r=
p:

0,89
0,02

mit Lymphknoten-
metastasen
(n=6; M=8)

T -
1 1

r=- 0,97
= 0,02

Chemotherapie
(n=5M=7)

r= 0,74
p=

0,05

Tab. 53: Korrelation des sIL-2Ra mit PBL-Phanotypen und der NK-Zellaktivitat. Leeres Feld = keine Korrelation.
Die Tabelle beriicksichtigt nur vorhandene Korrelationen. Da bei den Patientengruppen G1 und kombi-
nierte Radio-Chemotherapie zu wenig Messwerte vorhanden waren, konnten fir diese keine Korrela-
tionsanalysen durchgefiihrt werden. n = Anzahl der Probanden; M = Anzahl der Messwerte; RD = Re-

zeptordichte

CD8

CcD3
CcD4*
cbs*

CD19

CD56

CD45

cb2*
CD25"

CD2-
CD25*

CD25

CD25 RD

NK-Zell-
Aktivitat

Kontroll-
personen
(n =10; M = 34)

r=-0,4
p < 0,02

r=-0,3
p <0,05

r=-0,7
p =0,02

Personen mit
chronischer
Entziindung
(n=2; M=13)

r=-0,6
p = 0,05

TumorgroRe
T1-T2
(n=5,M=5)

T=-0,9
p=0,02

mit Lymphkno-
tenmetastasen
(n=5; M=5)

ohne Therapie
(n=5M=7)

r=0,9
p=0,02

r=-0,8
p =0,05

r=04

Chemotherapie
p =0,05

(n=7; M =25)

r=0,6
p=0,01

r=-0,6
p=0,01

Bestrahlungs-
therapie

r=0,6
p=0,01

(n=5; M =24)

r=0,5
p =0,02

r=-0,4
p =0,05

r=0,5
p=0,02

r=0,5
p =0,02

r=0,5
p=0,02

r=-0,5
p =0,05
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7. Untersuchung immunkompetenter Zellen innerhalb
des Tumors und im peripheren Blut

7.1.

Lymphozyten-Infiltrate im Prim&artumor und metastasierten Lymphknoten

Tab. 54: Leukozyten und T-Zell-Subpopulationen [%] im Primartumor bei Patienten mit Plattenepithelkarzimomen
des Aerodigestivtraktes. MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung n = Anzahl der Probanden;
M = Anzahl der Messwerte

n=6;M=6 MW % SD | Minimum | Maximum | Median 1. Quartil | 3. Quartil
CD45 7+6,8 2,3 20,5 4,2 3,1 10,5
CD3 8+6,3 0 18 74 2,7 13

CD8 12,4+22 |98 15,2 12,4 9,9 147
HLA-DR 3,32 0 5,4 3,2 19 5,3

Tab. 55: Leukozyten und T-Zell- Subpopulationen [%] im metastasierten Lymphknoten bei Patienten mit Platte-
nepithelkarzimomen des Aerodigestivtraktes. MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung n = Anzahl
der Probanden; M = Anzahl der Messwerte

% Lymphozyten (Median)

n=8; M=8 MW % SD | Minimum | Maximum | Median 1. Quartil | 3. Quartil
CD45 13,8+8,2 (0 27,7 14,5 8,8 18,7
CD3 15,6 +4 9,2 21,9 16 12,5 18,7
CD8 10,3+4,8 |49 18 8,4 6,2 14,9
HLA-DR 3334 [0 10,7 21 13 5
20
15 |
10}
5[
0
CD45 CD3 CD8 HLA-DR  ETumor
OLymphknoten

Abb. 43: Anteile [%] der in den Primartumor- und metastasierten Lymphknoten infiltrierten Lymphozyten mit
CD45-, CD3-, CD8-, HLA-DR-Oberflachenmarker. Medianwerte [siehen Auswertung 111.4.5.7.]

Im Primétumor konnte im Veglech zu metastaseten Lymphknoten eine starke Erniedri-
gung der CD3-pogtiven Zdlen (p < 0,03) festgestellt werden. Die in der Grgphik gezeigte
Erhdhung der MedianWerte fir CD8 und HLA-DR, sowie die Erniedrigung der CD45-
Population im Primatumor war gegeniber den Werten der Lymphknotenmetastasen nicht

ggnifikant.
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1.2.

Tab. 56: Leukozyten und T-Zell-Subpopulationen [%] im peripheren Blut bei Kontrollpersonen. MW = Mittelwert;

Periphere Blutlymphozyten bei Patienten mit Primartumor und
Lymphknotenmetastasen

SD = Standardabweichung n = Anzahl der Probanden; M = Anzahl der Messwerte

n=10; M=101 (MW £ SD |Minimum Maximum [ Median 1. Quartil 3. Quartil
CD45 95,8+42 |80 100 97 94 98

CD3 65,1+ 10,8 | 30 84 66 59,5 73

CD8 348+81 [16 56 35 28 41
HLA-DR 16,8+6,3 |6 47 16 13 19,5

Tab.57: Leukozyten und T-Zell-Subpopulationen [%] im peripheren Blut bei Patienten mit Primartumor ohne
Metastasen. MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Probanden; M = Anzahl der

Messwerte
n=6;,M=6 MW % SD | Minimum Maximum [ Median 1. Quartil | 3. Quartil
CD45 935+16 |92 95 93,5 92 95
CD3 751 74 76 75 74 76
CD8 40 £ 24 18 62 40 18 62
HLA-DR 17,5+ 6 12 23 17,5 12 23

Tab. 58: Leukozyten und T-Zell-Subpopulationen [%] im peripheren Blut bei Patienten mit Lymphknotenmetasta-
sen. MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; n = Anzahl der Probanden; M = Anzahl der Messwer-

te
n=8 M=8 MW # SD |Minimum | Maximum |Median 1. Quartil | 3. Quartil
CD45 97,1+25 |93 100 98 95 99
CD3 64,6 + 14,4 |36 75 72,5 53,2 74
CD8 31,1+10,7 |18 47 31 19,7 39,7
HLA-DR 229+115 (15 50 20,5 15,2 23
120
100
80
60
40
20
0 B Kontroll
CD45 CD3 CcD8 HLA-DR ontroile
OPrimar-Tumor
ELymphknoten

% Lymphozyten (Median)

Abb. 44: Anteile [%] der im peripheren Blut zirkulierende Lymphozyten mit CD45-, CD3-, CD8-, HLA-DR-
Oberflachenmarker. Von links nach rechts jeweils Kontrolle (dunkel Saule), Patienten mit Primartumor
(hellgrau), Patienten zuséatzlich mit Lymphknotenmetastasen (mittelgrau). [siehen Auswertung 111.4.5.7.]

94



V. Ergebnisse

Der Antell CD3-podtiver PBL war be Patienten mit Primatumor dgnifikent erhtht gegen-
Uber den Kontrollen (p <0,008). Die CD45-Werte hingegen waren ba diesen Patienten signi-
fikent erniedrigt gegenlber den Kontrollen (p <0,02). Patienten mit Lymphknotenmetastasen
hatten eine dgnifikant erhdhte HLA-DR-Expresson auf PBL (p <0,05) gegentber den Kon
trollen.

Die CD3-Werte der Gruppe Primértumor waren signifikant erhht gegentiber der Patienten
gruppe mit Lymphknotenmetastasen (p = 0,04). Be den Letztgenannten war der Anteil CD45
positiver PBL dgnifikant hoher, as be Patienten mit Priméatumor (p <0,02). Fir die Marker
CD8 und HLA-DR konnte zwischen diesen beiden Gruppen keine dgnifikanten Unterschiede

gefunden werden.

7.3. Korrelationsanalysen

Tab. 59a: Korrelation der Phanotypen CD45, CD3, CD8 und HLA-DR zwischen PBL und tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (TIL) bei Patienten nur mit Primartumor. Leere Felder = keine Korrelation; n = Anzahl der
Probanden; M = Anzahl der Messwerte

Patienten mit Priméartumor | CD45 CD3 CD8 HLA-DR
PBL — TIL r= 0,9
(n=6; M=6) p= 0,05

Tab. 59b: Korrelation der Phanotypen CD45, CD3, CD8 und HLA-DR zwischen PBL und Lymknotenmetastase-
ninfiltrierenden Lymphozyten (LNML) bei Patienten mit Lymphknotenmetastasen. Leere Felder = keine
Korrelation; n = Anzahl der Probanden M = Anzahl der Messwerte

Patienten mit Lymphkno- CD45 CD3 CD8 HLA-DR
tenmetastasen
PBL — LNML
(n=8; M=8)
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V. Diskussion

1. Methoden

1.1. Europiumfreisetzungstest

Die Ubliche Standardmethode zur Messung der zytotoxischen Aktivitét von Makrophagen,
CTL-, NK- und LAK-Zdlen ist der ®Chrom:Freisetzungstest, der von Brunner et a. (1968)
entwickelt wurde. Diesr Methode liefert akzeptable Ergebnisse, ist @er mit dem Problem
des Umgangs mit einem radioaktiven | sotop, welches g- Strahlen emittiert, behaftet.

Zur Funktionamessung zytotoxischer Lymphozyten dehen dternative, nicht  radioaktive
Techniken zur Vefigung, zB. Durchflulzytometrie, sofortige FHuorometrie, Enzymfreiset-
zungstests und zeitlich aufgel 6ste Fluorometrie [Lovgren, et a. 1994)].

Um die héheren Risken der Arbeit mit *'Chrom zu vermeiden wurde der nichtradioaktive
Europiumfreisetzungdest fir die Bestimmung der 2zytotoxischen LymphozytenAktivitdt in
dieser Arbet ausgewdhit, der sch neben ener hohen Sengtivité auch durch kurze Inkuba-
tionszeiten auszeichnet [Volgmann et d. 1989, von Zons et a. 1997].

Durch in vitro Stimulation von PBL mit nIL-2 kann LAK-Zdlaktivitd induziet werden, wah
rend NK-Zdlen auch ohne vorherige Stimulierung oder Anwesenheit von MHC-Molekilen
Zidzdlen lyseren [Ahrens et d. 1993).

Da nicht dle Zdlentypen von NK-Zdlen lyset werden, mul¥e eine geeignete Zidzdle,
K562, fur die Funktionsanayse peripherer Blutlymphozyten eingesetzt werden. Die kontinu-
iediche Zdline K562 wurde aus dem Pleuraerguld einer 53 Jahre dten Frau mit chronischer
myedoischer Leukdmie im teminden Blagendadium edbliet [Lozzio & Lozzio 1975]. Die
Zdlpopulaion wurde ds hochgradig undifferenziet und zur Granulozytenrehe gehdrig be-
schrieben [Lozzio & Lozzio 1979]. Die K562 Zdlinie ha wete Vewendung ds hochsengti-
ve in vitro Zidzdle fir den NK-Zdl-Assay gefunden [Ortaldo et a. 1977]. K562 Zdlen snd
NK-Zdl-sengtiv und MHC-Klasse- | negativ.

Zdltotungstests fir LAK-Zdlen unterscheiden dch etwas von den Tedts fur die Bestimmung
der NK-Zdlaktivitd. Man nimmt an, dal3 es sch be den Vorlaufern von LAK-Zdlen in erder
Linie um NK-Zdlen handdt.
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Deshdb ig zu ewaten, dad auch nach ene Aktivierung dieser Zedlen mitteds ener min
dengtens 24 stindigen Inkubation mit IL-2 en Rest von Zdlen zurtickblelbt, der nach wie vor
NK-Aktivitét bedtzt. Damit das Ergebnis kene Mischung aus NK- und LAK-vermitteter
Zdltotung dargtdlt, wurde die NK-ressente Raji-Zdlinie ds Zidzdle fir die Zytotoxiz-
tdstests ausgewdhlt. Die Zdlen der Raji-Linie snd Lymphoblasten-8hnlich und wurden von
Pulvertaft (1964) aus einem Burkittlymphom des Oberkiefers eines 11 Jahre dten schwarzen
Jdungen etabliert. Als waltere Eigenschaft der Raji-Zdlen it die sarke Expresson von MHC-

Klasse-1- Rezeptoren zu nennen.

Die Zidzdlen K562 und Raji wurden durch das im Markierungspuffer enthatene Dextrant
qulfat permesbilisert. Dadurch waren Se in der Lage, den Eu-DTPA-Komplex zu inkorpo-

rieren.

Die Stabilitdtskongtante des Eu-DTPA-Komplexes i hoch genug, da3 keine Bindung an
nicht-spezifisches Materid, wie z.B. Proteine oder Zdlfragmente, dtettfindet, die eine Freise-
zung des Europiumkomplexes aus der lysierten Zelle stéren wiirde [Blomberg et d. 1986].

Die Zidzdlen wurden zusammen mit PBL von Patienten mit Patenepithdkarzinom des Ae-
rodigestivtraktes bzw. mit PBL von Kontrollpersonen inkubiert. Das dabel aus den lyserten
Zidzdlen fregestzte Eu-DTPA bildet nach Zugabe ener FHuoreszenz-verstarkenden soge-
nannten ,,Enhancement-L6sung®  einen sabilen Chelatkomplex, der fluorometrisch  bestimmt
wird [Hemmila et a. 1984, Volgmann et a. 1989].
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1.2. Sandwich Elisa zum Nachweis von Interleukin-2 und lIoslichem
Interleukin-2-Rezeptor a

Unter dem Begriff Enzymimmunoasssy (EIA) werden dle Immunoassays zusammengefdy,
be denen die Konzentration des Andyten Uber die Aktivitdtsbestimmung enes Markeren
zyms emittedt wird. Bem EIA finden somit zwel Resktionen dait, die immunologische und
die enzymatische.

Die EIA-Techniken kaon man nach immunologischen Resktiongprinzipien entelen. Es gibt
enersats kompetitive Techniken, bel der sowohl Makromolekiile, as auch Haptene mit nur
enem resktiven Epitop quantifiziert werden konnen, anderersaits den nichtkompetitiven EIA,

der mindestens zwei Epitope am zu bestimmenden Molekil voraussstzt.

Die nichtkompetitiven EIA snd samtlich Festphasenassays und werden auf Grund ihres Re-
aktionsaufbaus auch as Sandwich-Tests bezeichnet. Zum Nachwels von dL-2Ra wurde in
der vorliegene Arbeit eén symmetrischer Sandwich-Test benutzt. Die Mikrotiterplaite war mit
monoklonden Antikorpern gegen das Tedantigen beschichtet. Das Testantigen wurde hinzu-
gefigt und band an den Antikorper auf der Platte. Gebundenes Antigen wurde anschlief3end
durch Zugabe eines monoklonden Antikorpers, der ein anderen Epitop von siL-2Ra erkennt,
nachgewiesen. Dieser AntikOrper it mit Peroxidase konjugiert [Kazim et d. 1998a, Kazim et
al. 1998h].

Die Quantifizierung des Interleukin-2-Proteins erfolgte dagegen durch einen asymmetrischen
Sandwich-Elisa unter Anwendung eines monoklonaden Fangantikorpers und eines Peroxidase
konjugierten polyklonaen Detektorantikorpers [Gehman et d. 1984, Brandt et d. 1986]. Die-
* Methode is spezifischer ads die gebrauchlichen Bioassays zur Quantifizierung von 1L-2,
be denen der mitogene Effekt von IL-2 auf ene gedignete Zdlinie gemessen wird [Gehman
et a. 1984].

Waéhrend bel dem Nachweis von sIL-2Ra die zu bestimmende Probe und der enzymmarkierte
AntikOrper smultan pipettiert werden, efolgte bel der Interleukin-2-Protein-Betimmung ene
sukzessve Zugabe des Anayten und des enzymmarkierten Antikorpers.

Die Nachweisgrenze des Kits lag fur die Bestimmung von dL-2Ra be 30 U/ml. Der Bereich

der Standardkonzentrationen betrug bei Versuch 1. 0 bis 3100 U/ml, be Versuch 2. 0 bis
3150 U/ml und bei Versuch 3: 0 bis 2940 U/ml.
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Die Nachweisgrenze bei quantitativer Analyse des IL-2 Proteins lag be 10 ng/ml mit enem
Standardkonzentrationsbereich von 0 bis 2000 pg/ml.

Die auf dL-2Ra und IL-2 untersuchten Plasmaproben wurden nach dem Auftauen nur enmd
fir die ElisxVersuche verwendet, da durch mehrmdiges Einfrieren und wieder auftauen die
Peptide degenerieren. Dies wurde anhand eines Vorversuches zur Konzentrationsbestimmung
von dL-2Ra bestdtigt, da die gemessenen Konzentrationen nach Verwendung der selben Pro-
be von 3508 U/ml auf 5489 U/ml bzw. von 3714 U/ml auf 5401 U/ml nach zweimdigen Auf-
tauen zunahmen. Dieses Phanomen [&3 sch so erkldren, dal3 Bruchstiicke des zerfdlenden
Proteins ebenfdls von dem Test erfasst wurden und somit falsch-positive Ergebnisse lieferten,

1.2.2. Beschichtung einer Mikrotiterplatte mit monoklonalen Antikérpern gegen
CD25-Antigen zum Nachweis des |Idslichen Interleukin-2-Rezeptors

Nachdem die Konzentrationen von siL-2Ra der Plasmaproben mit dem Kit der Firma Dako
bestimmt worden waren, ergab sich die Frage, ob en sdbst hergestellter Kit reproduzierbare
Ergebnisse liefern konnte. Fir dieses Vorhaben wurde die Mikrotiterplaite zum Nachweis von
slL-2Ra mit monoklonden Antikérpern gegen das CD25-Antigen beschichtet und die erfolg-
reiche Beschichtung durch die hochge dL-2Ra-Standard-Konzentration (3100 U/ml) der
Firma Dako Uberprift.

Zuerd wurden die Antikorper mit Beschichtungspuffer (15 mM NaC03/35 mM NaHCOz pH
9,6) in einem Verhditnis 1:.10, 1:20, 1:30 und 1:40 versetzt. Danach wurden 100 m der ge-
l6sten Antikdrper im Doppelansaiz in jede Vertiefung einer 96 Mikrotestplatte einpipettiert
und der Inhdt auf enem Pattenschittier 30 min/RT/210 Upm gemischt. Damit die Antikor-
per an der Platte besser haften konnten, wurde Uber Nacht bel - 4 °C im Kihlschrank inku-
biert.

Nach Beendigung des Inkubationsvorganges am folgenden Tag wurden freie Liganden dre-
ma mit 10x Waschpuffer (1,45 M NaCl /50 mM Tris /0,05 % Tween-20) ausgewaschen und
HUssgkeitsreste durch kréftiges Klopfen auf ein sauberes, trockenes Tuch entfernt.

Alle freigebliebenen Bindungsstdlen wurden 1h bei 37 °C mit 200 ml Nachbeschichtungs-
puffer, sog. Blockierungspuffer (50 mM Phosphatpuffer pH 7,4/ 1 % BSA), belegt.
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Nachdem die Mikrotiterplatte erneut drema mit dem gleichen Puffer gewaschen wurde,
wurden 100 m Antigen-Losung (3100 U/ml) in jeden Napf hinzugegeben. Die Bindung des in
der Probe vorhandenen slL-2Ra mit den an die Mikrotiterplatte angdagerten Antikorpern

vollzog sch im Dunklen fir 25 W 37 °C. Ungebundene Proteine wurden anschlief3end durch
dreimaliges Waschen entfernt.

Zum Schiuld wurden 100 mi Peroxidase-Konjugat pro Vertiefung zugegeben. Nach 1h bel
37°C und anschlielfendem dreimaligen Waschen wurden 100 m Subdgrat hinzugeben und die
Enzym-Resktion nach 10 min durch Zugabe von 50 m Schwefelsdure (0,5 M H:S04) beendet.

Die Fabintengtd wurde smultan be den Wdlenlggen 450 nm und 620 nm im Photometer
gemessan.

Eine Extinktion von 0,863 wurde bel einer Beschichtung der Mikrotiterplaite mit monoklona-
len Antikdrper gegen CD25-Antigen (1:40; 0,15 mg/ml) ezdt, die ene dL-2Ra-
Konzentration vom 2940 U/ml entspricht. Die Beschichtung der Mikrotiterplatte, unter den
angegebenen Bedingungen, war somit erfolgreich.

100



V. Diskussion

2. Diskussion der Ergebnisse
2.1. Phanotypisierung der Raji und K562

Tab. 10

Um das Wirkprinzip von Raji- und K562 ds Targetzdlen in enem zytotoxischen Test verste-
hen zu kdnnen, mul3 man sch mit den Oberfléchenrezeptoren diessr Zdlen beschéftigen. Zur
Charakteriserung der Zdlinien Raji und K562 wurden die Zdlen wie unter Punkt I11 2.1. ke
schrieben, kultiviet und vier Tage lang die Expresson der folgende Oberfléchenantigene mit
dem Durchflul3zytometer (sehe 11l 4.2.1) gemessen: CD4, CD8, CD3, CD19, CD16, CD56,
CD2, CD25, HLA-DR, CD45, CD45RA und CD45RO.

Rath (1997) wies die Genexpresson des CD45-Molekills auf der myeoischen K562 Zdlinie
mittds RT-PCR nach. In der vorliegende Arbeit wurden mittels FACS 16 % CDA45-positive
Zdlen und 0,7 % Gedéchtniszdlen (CD45RO) gefunden. Wie auch andere Studien zeigten,
werden weder CD19- noch HLA-DR-Antigen auf der Oberflache der K562-Zdlen exprimiert
[Mahmoud et a. 1996].

Die Expresson der Oberfléchenmolekile CD19, HLA-DR und CD45 auf Raji Zdlen wurde
von Aberer et d. (1987), Harris et d. (1995) und Mahmoud et d. (1996) auf genetischer Ebe-
ne detektiert. Nach durchflul3zytometrischen Untersuchungen in dieser Arbat exprimieren die
Raji-Zdlen CD19- zu 95,5 %, HLA-DR- zu 99,2 %, CD45- zu 99,2 % und CD45RA-Antigen
Zu 74 %. CD45 RO-postive Zdlen sind nicht vorhanden.

T-Zdimarker wie CD4, CD3, CD2, NK-Zdlmaker CD16 und Aktivierungsmarker CD25
wurden bel keiner der untersuchten Zdlinien nachgewiesen. Die Oberflachenmarker CD8 und
CD56 wurden von beiden Zdlinien mit je 0,1 % postiven Zdlen nur minimd exprimiet. Die

positive Bewertung dieser Resultate mul3 durch weitere Versuche verifiziert werden.
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2.2. Etablierung der Biotin-Streptavidin Methode

Tab. 11

Alle fir die Biotin-Streptavindin-Methode verwendeten Primérantikorper gegen menschliches
CD45, CD3, CD8 und HLA-DR-Antigene egneten sch fir Untersuchungen an formadadde-
hyd-fixiertem Paraffinmateria [Adams et d. 1983, Mason et d. 1992, Leong 1993].

Um die in der Tab. 11 aufgefihrten optimaen Verdinnungen der verschiedene

zur Detektion mononuklegrer Zdlen im Tumor- und in Lymphknotenmetastasen zu ermitteln,
mulde eine Rethe von Vorversuchen durchgeftihrt werden. Die verschiedenen Verdinnungen
wurden aufgrund des reichen Vorkommens an mononuklegren Zellen an Tonsllenschnitten
ausprobiert. Diese Tondllenschnitte wurden nach der Etablierung der  Biotin-Streptavidin-
Methode ds Postiv-Kontrolle eingesetzt. Die Ermittlung der geeigneten Verdinnung fir den
Einsstz von paraffingdngigen monoklonden Antikorpern gegen die Antigene CD45, CD3,
CD8 und HLA-DR vollzog sch nach folgende Mudter:

Tab. 60: Verdliinnungsmuster am Beipiel der Primarantikdrperverdiinnung (Verhaltnis 1:50)

Primé&rantikérper 1:50 1:50 1:50
1. Sekundarantikérper 1:300 1:300 1:150
2. Sekundarantikdrper 1:300 1:150 1:150
Peroxidase-Streptavidin 1:150 1:150 1:150
Konjugat

Die Vedinnung der Primé&antikorper wurde von niedrigen zu hoheren Konzentrationen im
Verhditnis 1:50, 1:40, 1:30, 1:20, 1:10, 1.5, be gleichbleibender Verdinnung des 1. Sekundé-
rantikorpers, des 2. Sekundérantikdrpers und des Peroxidase-Streptavidin-Konjugats (Tab.
60) vorgenommen. Um ene moglichst grofRe Spezifitd zu gewdhrleisten, wurde as passende
Verdinnung digenige gewdhlt, die ba ener geingen Antikdrper Konzentration eine ver-
gleichsweise intensve Farbung der Zdlen erlaubte.

Wéhrend der Fixierung, meistens mit Formdin, entsehen Aldehydvernetzungen, welche ene
Bindung des Antikorpers verhindern konnen. Auch kann sch dadurch die dreidimensionde
Struktur eines Proteins (Antigens) verandern und so fir den Antikorper nicht mehr erkennbar
sein (Antigenmaskierung) [Shi et d. 1997].
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Ein Begpid hiefir waren die CD8- und CD3-Antigene, be denen eine Detektion anfangs
unmoglich war. Die Behandlung der Prparate mit enem proteolytischen Enzym, in diessm
Fdl Proteinkinase K [Miller et d. 1995], machte das Epitop fur den Einsatz der anti-CD8 An+
tikorper zugangig. Ebenfdls wurden Bindungen nach Formadehydfixierung durch intendves
Waschen der Paraffinschnitte mit Zitratpuffer gelost [Leong et a. 1996], was die Immunresk-
tivitst fir die Verwendung der anti-CD3 Antikérper verbesserte. Anscheinend werden sowohl
CD45, ds auch die HLA-DR-Molekile durch die genannte Fixierung nicht bentréchtigt, so
dass hier keine V orbehandung bendtigt wurde.

Dea Begriff , paaffingangige’ Antikorper it irrefihrend, denn die Antikdrper missen nicht
das Paraffin passeren, da dieses durch das Xylol bereits herausgelost wurde. Viemehr ist
damit gemeint, dad die Antikorper an formdinfixietem Materid und nachfolgender
Paraffineinbettung zum Einsatiz kommen. Das Problem fir die AntikOrper ist dso nicht das
Paraffin, sondern das Formdin.

Niederschlége kénnen mit postiver Anférbung verwechsdt werden, deswegen wurde ds Ge-
genmalinahme das Chromogen vor Gebrauch filtriert. Im Gewebe vorhandene Enzyme resgie-
ren mit dem Subgrat und bewirken ene podtive Anférbung, deswegen wurde die endogene
Peroxidasesktivitét zu Beginn des Testansatzes unterdriickt [Shi et a. 1997]. Die Umsetzung

den Nachwels von HLA-DR-postiven Zdlen dauerte vergleichsweise
doppelt solang (12 min) wie der Nachweis von CD45-, CD3- und CD8- podtiven Zdlen.

2.3. Zellulares Immunprofil

Besonders bel Patienten mit Pattenepithelkarzinomen des Kopf-/Hasbereichs snd immuno-
logische Funktionsstérungen bekannt [Gottschlich et d. 1997]. Im Rahmen der Tumorerkran
kungen enes Paienten hat man mit zumindest drel individudlen Stdlgliedern zu tun, die dch
innerhalb der Erkrankung telwese eigengandig entwicken und somit die Tumorerkrankung
immer wieder neu beainflussen und veréndern konnen: den Tumor mit seinen unterschiedli-
chen Vaianten, den Patienten mit seinem individudlen Verhdten sowie das Immunsystem
des Patienten. Die Tumorerkrankung koordiniert diese verschiedenen Stelglieder so, dal3 die
Tumorentwicklung mehr oder weniger ungehindert fortschreiten kann [Klehr 1992].
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Die von den Patienten wahrgenommenen entziindlichen Resktionen am Ort des Tumors bzw.
dessen Metastasen und die hieraus resultierenden Verdnderungen des Schmerzcharakters in
loco gehen im unmittelbaren Zusammenhang mit der Immunresktion [Klehr 1992].

Hier spiden die Lymphozyten in der Regulaion der Immunantwort eine zentrde Rolle und
konnen daher ds repréasentativ fir das gesamte Immunsystem angesehen werden. Unter Zuhil-
fenehme des Blutes ds Trangportweg zirkulieren de kontinuierlich zwischen lymphatischen
und nicht lymphatischen Organen [Pabst e d. 1988, Westermann et d. 1990].Verénderte
Lymphozyten-Subpopulationen kdnnen daher fir die Diagnose, Prognose und thergpeutischen
Fragen in der klinische Onkologie hilfreich sein. Die Untersuchung der Lymphozyten wurde
schon in friheren Studien ds niztliches prognostisches Indrument bel Tumorerkrankungen
beschrieben [Koldovsky et a. 1987, Donnerstag et a. 1993a, Donnerstag et al. 1994].

2.3.1. Zellulares Immunprofil von Kontrollpersonen

Tab. 12
Die hier ermittdten Normwerte der Antelle der Lymphozytenpopulationen simmen mit den
von Henzd (1995) dargestellten Median Werten Uberein.

Tab. 61: Vergleich der Lymphozytenpopulationen [% Medianwerte] bei Kontrollpersonen, jeweils linke Spalte:
eigene Werte. Jeweils rechte Spalte: Henzel (1995)

Ccb4 CD8 CD4CD8”__ [ CD3 CD56 ch2
P4 |37 [375 |35 [365 |1 [25 |66 |70 |21 |22 |77 |83
CD25 CD2CD25 | CD2'CD25 | CD45 HLA-DR
Pa |19 [22 |4 |4 15 [19 |97 [99 |16 [20 [

Da die Vaidionen in der Vertelung von Lymphozyten Subpopulationen des peripheren Blu
tes jedoch nicht notwendigerweise auf pathologische Veranderung anderer Organe hinweisen
[Westermann et d. 1992], ig es essantidl, zusdzlich zur Phénotypiserung auch die zytotoxi-
sche Aktivitét der PBL zu ermitteln [Donnerstag et d. 1993a, Donnerstag et d. 1994].

Bidang exidiet nur eine Langzetdudie in der periphere Blutlymphozyten phénotypisch che-
rekteriset und smultan die LAK- und NK-Zdlaktivitd ba gesunden Frewilligen im Zeit-
verlauf bestimmt worden ist [Henzel 1995).
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Um die ba der Untersuchung des Patientenblutes erhatenen Werte vergleichen zu kodnnen,
wurden ebenfdls Normwerte im Verlauf erstellt.

Die von Henzd (1995) eddlte Erhebung der zytotoxischen Lymphozytenfunktion kam zu
erniedrigten MedianWerten der NK-Zdlaktivitéat (49 % gegentiber 65 % in der vorliegenden
Arbeit). Die hier ermittdte LAK-Zdlaktivitét von 11 % war vergleichbar mit den Werten von
Henzd (10 %).

Die von Donnerdag et d. (1993b) ermittelte Funktion der zytotoxischen Lymphozyten ohne
MHC-Redriktion ergab hohere Aktivitdten ds die hier aufgefihrten: fir die LAK-Zdlen wird
im Median eine Lyssrate von 21,4 % und fir die NK-Zélen 77,4 % genannt.

Die Mediane der NK-Zdl- und LAK-Zdlaktivitét der erwdhnten Autoren liegen jewells zwi-

schen dem unterem und dem oberem Quartil der in dieser Arbelt ermittelten Werte:
NK-Zdlaktivitét = 37,5 %-77,5 % und LAK -Zdlaktivitat = 6 % - 22,5 %.

Da die be der vorliegenden Arbet préasentieten Ergebnisse der Funktionsanadyse peripherer
Blutlymphozyten be Kontrollpersonen genauso wie be Henzd (1995) in regdmdlgen Ab-
danden im Zetverlauf gewonnen wurden und die Probenanzail in etwa Uberengimmt, kon
nen die differierenden Werte der NK-Zdlaktivitdt mit Verdnderungen, z.B. Alterung der Zel-
line K562, erklart werden. Diese Zdlen werden Uber Jahre in permanenter Kultur gehalten.

Die niedrigere Werte gegeniber Donnerstag (1993b) kommen wahrschenlich dadurch zu-
dande, dal3 in der vorliegenden Arbet der Immundatus von 10 Frewilligen im regedmadigen
zaitlichen Abgtand untersucht wurde. Daher gingen auch z.B. durch grippae Infekte bean
flute Werte mit in die Auswertung en, wahrend Donnerstag (1993b) die Probanden nur ein
maig auf ihre immunologischen Paameter hin untersuchte. Auch die Tasache, da3 in der
vorliegenden Untersuchung fast doppelt so vide Daen in die Auswertung mit eingingen, mag
zu den differierenden Werten beigetragen haben.

Ein dhnlicher Mittdwert von 58 % fur die NK-Zdlaktivitét ba Probanden wurde von Blom-
berg und Mitarbeiter (1986) beobachtet, die mittlere NK-Zdlaktivitét betrégt in meiner Arbeit
57,2 %.
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Auffdlig is der extrem niedrige Antell der CD4-Population bel der Gruppe ohne Evidenz auf
ginen Primatumor TO (n = 3; M = 3) und die starke Generierung doppetpositiver CD4*
CD8*-Zdlen be der Patienten-Gruppe T1 - T2 (n = 15; M = 15). Zusitzlich wurde eine Erh
hung von HLA-DR auf den Immunzellen bel der Gruppe T3 - T4 (n = 3; M= 3) festgestellt.

Tab. 20 — Tab. 26 (Abb. 11 - Abb. 17)

Abhangigkeit von der Tumormalignitat

Eine deutliche Erhdhung der HLA-DR-Werte und ene Absenkung der LAK-Zdlaktivitét
konnte bei der Patienten-Gruppe G1 (n = 5, M = 5 ) emittedt werden. Petienten im G2-
Stadium (n = 19; M = 19) efahren zudem sowohl eine Erniedrigung der CD4-Population, ds
auch ene Erhthung der unrefen T-Zdlen. Be Patienten mit eéne Tumormdignitéd G3 (n = 6;
M = 6) i ene Reduzierung der CD3-Population zu verzeichnen.

Tab. 27 - Tab. 33 (Abb. 18 - Abb. 24)

Abhangigkeit von Lymphknotenmetastasen

Tumor-Peatienten ohne Befdl regiondrer Lymphknoten NO (n = 10; M = 10) zeigten ene e-
niedrigte Zahl von CD4-podtiven Zdlen sowie ene Zunshme unrefer T-Lymphozyten. E-
benfdls konnte eine Zunahme der unrefen T-Lymphozyten, sowie eine Erhohung des HLA-
DR-Markers bel der Patientengruppe N1 - N2 (n = 20; M = 20) festgestelIt werden.
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Tab. 62: Analyse peripherer Blut-Lymphozyten-Subpopulationen mittels FACScan bei Patienten mit Platten-
epithelkarzinomen im Kopf und Hals-/Bereich. (=) = Ph&notypen wurden nicht untersucht.

& o 5
= d= B
o 2 59 3 g 52
3 S IiC N 2 @
N I SN 4 By 5 3
- - N+~ z m Io
Dawson (1985) | normal normal normal normal normal normal
Th1: ernied-
rigt
Furusaka (1986) | normal normal normal - - -
Wolf (1987) normal normal normal normal - -
Gonzalez (1994) | erniedrigt erniedrigt - - - -
Eskinazi (1987) | normal normal normal erhoht normal -
Farace (1994) erniedrigt - - - - -
(z-Kette)
Dammer (1997) | normal normal normal normal erniedrigt erhoht
Kuss (1999) erniedrigt erniedrigt normal - - -
(z-Kette)
Penna-Martinez | erniedrigt erniedrigt normal normal normal erhoht
(2001)

In eénem Punkt simmen dle Autoren Uberein, dad der Antel der zytotoxischen T-
Zd I populationen in HNSSC-Patienten Normawerten entspricht.

Eskinazi et d. (1987) konnten im Gegensatz zu den in meiner Arbeit vorgestditen und in der
Tab.62 zusammengefal¥en Daen einen erhdhten prozentuden Antell von NK-Zdlen bel Ka-
zinompatienten ermitteln. Der genannte Autor benutzte fir die Detektierung der NK-
Zdlpopulation einen Antikorper, der sch gegen das CD57-Molekil richtete. Da dieser Anti-
korper nicht nur an Oberflachenmarker von NK-Zdlen, sondern auch an T-Zdl-Subgruppen
binden kann, it anzunehmen, dal} diese Zdlpopulaion in der Phénotypiserung miterfald
wurde und daher erhdhte NK-Zdl-Werte lieferte.

Mit Ausnahme von Dammer e d. (1997) wurde in dlen Verdffentlichungen keine Anderung
der B-Zdlanteile ba HNO-Tumorpatienten gefunden. Der Autor Dammer untersuchte 46
Patienten mit manifesten orden und oropharyngedlen Plattenepithelkarzinomen, dle Ubrigen
Arbeiten dagegen befad¥en sch mit verschiedenen Pattenepithekarzinomen des Aerodi-
gedtiviraktes. Vidleicht is die von Dammer beobachtete Minderung der B-Lymphozyten fir
die untersuchte Tumorenart spezifisch.
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Wie bereits in Untersuchungen von Dammer et d. (1997) gezeigt wurde, erzidten die HNO-
Tumorpatienten be dem Gruppenvergleich charakterisisch hthere HLA-DR-Werte. Der er-
wahnte Autor wahlte im Gegensatz zu dieser Arbet ds Vergleichgruppen Alkoholiker, Rau
cher und Pr&karzinompatienten. Dammer et d. (1997) beobachtete, dal3 hauptsichlich T-
Lymphozyten HLA-DR exprimieren. In meiner Studie konnte man leider nicht unterscheiden
ob T-Lymphozyten oder B-Lymphozyten HLA-DR podtiv dnd, da bei der Messung HLA-
DR auf Lymphozyten ohne eine weitere Differenzierung bestimmt worden is.

Studien von Dawson et a. (1985), Furusska et a. (1986), Wolf et a. (1987) Eskinazi et 4.
(1987) und Dammer e d. (1997) berichten Uber enen normden T-Zdl- und T-
Heferzdlantell bei Peaienten mit HNO-Tumoren. Abgesshen von Wolf et d. (1987) und in
meiner Arbet unterteilte niemand die Patienten gezidt nach der Tumorgrol}e, dem Tumorme:
lignitdtsgrad und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen. So konnte in meiner Doktorar-
beit erst be Pdienten mit enem héheren Mdignitétsgrad G3 eine Reduzierung der CD3-
Lymphozytenpopul ationen beobachtet werden.

Wolf et d. (1987) berlickschtigten bel der Eintellung der Patienten die Ausdehnung des Tu
mors und die befdlenen Lymphknoten. Da der Differenzierungsgrad des Tumors nicht be-
ricksichtet worden ist, wurde die Minderung der CD3-podtiven Zdlen nicht gefunden. Er
beobachtete jedoch, dal3 die Zunahme der CD4-Population mit einer Zunahme der Tumorgro-
;e und dem Befdl der Lymphknoten in Verbindung seht. Auch in meiner Arbeit konnte die
gleiche Tendenz fedgedtelt werden. Die CD4-Lymphozyten Antelle betrugen be  den
Gruppen TO=19%, T1 - T2 =33 %, T3 - T4 = 35 % und Gruppen NO = 27,5 %, N1 - N2 =
33,6 %. Die CD4-Lymphozytenpopulationen in den Grading Gruppen verhdten sich dagegen
umgekehrt: G1 = 34 %, G2 = 33 %, G3 = 26,5 %. Weiterhin beobachteten Dawson et dl.
(1985) keine Verdnderung der CDA4-Population, jedoch eine Minderung einer Subpopulation
der T-Heferzdlen, die IL-2 produzieren.

Nachdem ene dlgemeine Ausainandersetzung mit der Literatur beziiglich der Lymphozyten
im peripheren Blut durchgefiihrt worden ist, erscheint es von Interesse, die von Veranderun
gen betroffenen  immunkompetenten Zdlen be Pdienten mit Pattenepithdkarzinomen im
K opf-/Hashereich im enzenen zu diskutieren:
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T-Lymphozyten
Ba dem Gruppenvergleich wurde in der vorliegende Arbet ein T-Zdl-Mangd be den
Karzinompatienten mit ener Tumormaignitét G3 festgestellt.

Die Zdloberflachenexpresson des TCR-Molekils, wie auch seine Funktion be der Aktivie-
rung der T-Zdlen ig vom CD3-Antigen abhangig. Dieser Oberflachenmarker i ein Komplex
bestehend aus vier bis funf Proteinen. Einer davon ist die e-Kette [Borst et d. 1984], die mit
dem in dieser Arbeit verwendeten Antikorper detektiert wurde. Whiteside et d. (1999) zeigten
im peripheren Blut von HNO-Tumorpetienten genau wie hier eine reduziete Anzahl von Zel-
len, die die e-Kette exprimierten. Auch Uber die Expresson der z-Kette, enen weteren Tell
des CD3-Rezeptor-Komplexes, deren Hauptantell im  Zytoplasma liegt und fir die
Signdtransduktion benttigt wird, [Sussmann e d. 1988] wurde auf zrkulierenden Lympho-
zyten von HNSCC-Patienten berichtet. Die reduzierte Expression der z-Kette ist sowohl be
CD8"-, ds auch CD4"-T-Zdlen wie auch be CD3CD56'CD16™-NK-Zdlen nachweisbar
[Kuss et a. 1999]. Die Vedanderung der Expresson der z-Kette bel peripheren T-
Lymphozyten be Patienten mit Kopf-Has-Tumoren wird mit den Untergang diese Population
durch Apoptosein Verbindung gebracht [Saito et . 1999].

T-Helferzellen

Eine S6rung des Glechgewichts im Immunsysems innerhadb des Patientenkollektiv wird
gschtlich anhand des sgnifikanten Abfdls des Antels peripherer CD4*-Zdlen in den
Gruppen TO, G2 und NO und der Zunahme unreifer CD4"CD8*-Zdlen in den Gruppen T1 -
T2, G2, NO.

Naive T-Hdferzdlen produzieren nach enem erden Antigenkontakt hauptsichlich [L-2.
Kurze Antigengimulaion fihrt zur Entwicklung von TyO-Zdlen, die en wetes Spektrum
von Zytokinen freisetzen konnen. Nach chronischer Stimulation entstehen die spezidiserten
Thlund Th2-Zdlen.

Einige Zytokine werden von beiden Zdltypen freigesetzt (IL-3, GM-CSF und TNFa). Tyl-
Zdlen setzen IL-2 und IFNg frei, wdhrend T42-Zdlen IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 produzieren
[Romagnani et d. 1991, Mosmann &t d. 1996]. Die beiden Zdlsorten beeinflussen sch derart,
dal? IFNg die Proliferation von Ty2-Zdlen und IL-4 zusammen mit IL-10 die Funktionen von
Tw1-Zdlen hemmen [Mosmann et d. 1996].
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Dawvson d d. (1985 dent spezidl ene Minderung der IL-2 produzierenden CDA4-T-
Hdferzdlen, Vetto et d. (1997) welsen auf ene GM-CSF-Produktion durch inaktivierte CD4-
Populationen im peripheren Blut der Tumorpatienten hin.

Die T-Hdferzdlen produzieren, wie bereits erwdhnt, nach ihrer Aktivierung ene Vidzahl
von Zytokinen und spiden ene wichtige Rolle ds Tyl-Zdlen in der zdlvermittdten Immuni-
tdd be der Aktivierung und/oder Proliferation zytotoxischer T-Lymphozyten, anderer T-
Hedferzdlen und Monozyte/ Makrophagen. Die Ty2-Zdlen hdfen B-Zdlen Antikorper zu
bilden [Abbas et d. 1996]. Wichtig i, dal?3 vide Tumorzdlen IL-10 synthetiSeren und sezer-
nieren, d.h. en Ty2-Zytokin, das die Tyl-Effektorzdlen inhibiet und damit die antitumorde
Aktivitdt des Immunsystems behindert [Birk et a. 2001].

CD8"-T-Lymphozyten sind zytotoxische T-Lymphozyten, die Targetzellen Uber den direkten
Zdlkontakt lyseren und ene Rolle ba der Abtdtung virusnfizieter Zelen oder Tumorzelen
siden. Wahrend se sdbst durch T-Hdferzdlen aktiviert werden, Uben se im Sinne enes
negativen  Riickkopplungsmechanismus  eéine hemmende Wirkung auf  CD4'-T-Lymphozyten
[Nollert et a.1999]. Dies kénnte die CD4* Minderung bei Tumorpatienten erklaren.

Zudem konnen CD4'-T-Zdlen ds Induktoren ene Immunantwort vom Typ der verzigerten
Hypersengtivitét entwicken und darauf hin  Lymphokine wie Granulozyten-Makrophagen
koloniestimulierende-Faktor (GM-CSF), IFNg und IL-2 freisstzen. Diese Zytokine aktivieren
ungpezifische, tumortoxische Effektorzelen, wie Makrophagen und NK  Zdlen. T-
Helferzdlen haben somit ene wesentliche Bedeutung bel der Tumorabwehr, unabhdngig da-
von, ob auch CTL-Antworten die TumorabstolRung beeinflussen [Wustrow et al. 1995].

Im Unterschied zu Wolf et d. (1987), Strome et d. (1987) und Eskinazi (1987) konnte eine
Verdnderung der CD4/CD8-Retio be den untersuchten Tumorpatientengruppen nicht bestd-
tigt werden. Unterschiede ergaben sich aber in der Zunahme der unreifen T-Zdlen.

Heranrefende Thymozyten exprimieren sowohl CD8 ds auch CD4-Molekile auf ihre Ober-
fliche. Die Interaktion dieser Molekile mit HLA-Molekllen verursacht eine Herunterregulie-
rung der enen und ene Hochregulierung der anderen Molekile. Daraus resultieren refe
T- Zellen des CD4'CD8 - oder CD4 CD8"-Typus [Goldrath et a. 1999]. Da weniger CD4"-T-
Zdlen zu finden sind, wird moglicheweise das CD4-Resarvoir mit heranreifenden T-Zdlen
aufgefillt.
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LAK-Zéellen
Die Simulierung der CD3™ CD16" CD56'-Zdlen durch geniigend hohe Konzentrationen von

Interleukin-2, Uber wenigden 48 Stunden, bewirkt ihre Differenzierung zu zytotoxischen
Lymphokin-aktivierten Killerzdlen [Ortaldo et a. 1986]. LAK-Zdlen wesen ene gedegerte
zytolytische Aktivitd und eine sehr brate Zidzdl-Spezifitéd auf und snd zur Lyse ener gro-
fen Auswvahl neoplasischer und normder Zdlen, enschliedich Epithezdlen, befahigt.
Demnach ddlen LAK-Zdlen wahrschelich keine eigene Zdlinie dar, sondern erlangen diese
Quditat ds Folge der Aktivierung [Herberman e a. 1987]. Unterschiede in der Spezifitét
konnten ebenfdls vom Aktivierungsgrad abhéngen, auferdem noch von der Vertellung von

Die Unterdriickung der zelvermittdten Immunitd is héufig be Patienten mit Kopf-Has-
Tumoren zu finden und is charakteriget durch ene Ungleichgewicht der T-Zdl-
proliferativen Antwort wie auch der NK-Zdl- und LAK -Aktivitét [Bugis et d. 1990].

In meiner Arbeit wird ene Reduzierung der LAK-Zdlaktivitd im peripheren Blut et bel
HNO-Tumor-Petienten im G1- Stadium deutlich. Dies kann man folgendermal3en erkl&ren.

In der Rege werden in enem Zytotoxizitdistes PBMC ungerenigt as Effektorzdlen ver-
wendet, d.h. es handdt sch hier um eine Mischpopulation von Monozyten und Lymphozyten
[Lotzerich et d. 1997]. Die Monozyten wurden durch Adh&enz an das Kulturgefd3 kurz vor
Versuchsbeginn  depletiert.  Insbesondere Monozyten konnen durch die Produktion von
Progaglandin-E2 NK-Zdlen in ihrer Funktion besintr&chtigen [Baxevanis et a. 1993]. Die
aus peripheren Blut isolieten mononukledren Zdlen wurden 7 Tage ds Mischkultur kulti-
viet, s0 dad man annehmen konnte, dal3 die Monozyten in der Kultur diese hemmenden
Prostaglandine serzenierten.

Da sowohl mononukledre Zellen von Kontrollpersonen, ds auch von Patienten den gleichen
Bedingungen ausgesatzt worden dnd, i zu vermuten, dal3 vidleicht eine erhthte Anzahl von
Monozyten bzw. ene erhthte Prostaglandin-Produktion durch Monozyten fir die reduzierte
LAK-Zdlaktivitét bei den Petienten verantwortlich gemacht werden kann.

Die LAK-Zdlaktivitdt von PBL von Pdienten mit cervicaden und bronchiden Karzinomen ist
mit Kontrollpersonen vergleichbar, unabhéngig vom Kranhetsstadium. Dennoch haben ande-
re Forschungsgruppen ene reduziete LAK-Zdlaktivitdt bel Patienten mit bronchid- und

fortgeschrittenen kolorektalen Karzinom sowie Meanomen gefunden [Brittenden et d. 1996].
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Die suppressven hiologischen Effekt erscheinen aber auch durch Faktoren im Serum ausge-
62 zu werden [Bugis 1990]. Einige Zytokine, wie z.B. transformierender-Wachstumsfaktor
(TGF-b) und Interleukin-10 induzieren &hnliche immunsuppressive Effekte.  Interleukin-10
wird as moglicher Mediaior der Immunsuppresson bel Patienten mit Kopf und Hals-
Tumoren angesehen [Avadopoulos et a. 1997].

Die durchflulzytometrische Bestimmung des NK-Zdlantels ergab, genau wie bei Dammer et
a. (1997), aber anders as Eskinazi et d (1985), keinen erhdhten prozentuaen Antell der NK-
Zdlen ba Karzinompatienten.

Bel Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf und Has Bereich haben andere Autoren
ene dgnifikante Supprimierung der NK-Zdlaktivitéd im peripheren Blut im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Tumor festgestellt [Wustrow et a. 1985, Mickd et d. 1988, Schantz et
a. 1986, Schantz et 1989, Lakhdar et a. 1989, Kumazawa et a.1991]. In der vorliegenden
Arbeit konnte dieser Befund nicht bestétigt werden. Der Grund konnte darin liegen, dal3 den
Autoren mehr Tumorpatienten im  fortgechrittenen  Tumorgtadium zur Verfigung standen.
Hier waren die Untersuchungen nur auf 3 Patienten beschrénkt.

2.3.3. Zellulares Immunprofil in Abhangigkeit verschiedener konventioneller

Es ig bekannt, dal3 konventionelle Behandlungen von Tumoren, s& es durch enen chirurg-
schen Eingriff, Chemo- oder Strahlenthergpie, die Immunabwehr der Patienten schwéchen
und besonders Subpopulationen der T-Lymphozyten beeinflussen. Durch Operation verur-
sachte Immundefekte snd im Gegensatiz zu Immundefekten die durch Radio- und Chemothe-
rapie vermittelt werden, von kurzer Dauer [Hadden et a. 1997].

Der Einflud des chirurgischen Eingriffs der Chemo-, Radio- sowie einer Kombination aus
Chemo- und Radiothergpie bel Patienten mit Tumoren im Kopf-/Hdsbereich auf die zdlul&
ren immunologischen Parameter wurde bidang kaum untersucht, und war unter anderem Ge-
gendand der vorliegenden Arbeit. Ba 49 Pdienten (M = 195) mit Plattenepithelkarzinomen
des Oropharynx, Hypopharynx und Larynx wurden im Verlauf der Thergpie, eénem Zetraum
vondrei Monaten, die Lymphozyten Subpopul ationen phénotypisch untersucht.
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Das Ausma? der Immunsuppresson as Folge der verschiedenen konventionelen Thergpien
im Kopf-/Hdsbereich 1&% dch in dieser Studie anhand von bestimmten Immunparametern
des peripheren Blutes rdativ gut dargdlen. Alle Thergpien verursachen einen hochsgnifikan
ten Abfal bzw. Zunahme simtlicher Lymphozyten Subpopul ationen.

Die Immunparameter reagierten thergpiesbhéngig ser differenziert. Die sgnifikanten Verdn
derungen der Lymphozytenpopulationen unter Einflud ener besimmten Thergpieform wer-
den im Folgenden diskutiert:

Tab. 34 - Tab. 40 (Abb. 25 - Abb. 31)

Operation
Nach enem operdtiven Eingriff nimmt die IL-2R-a-Expresson besonders auf CD2-pogtiven
Zdlenim Verglech zum Kontrollkollektiv zu. Diese Zdlen snd vermutlich T-Lymphozyten.

In der Studie von Heimlich et a. (1999) wurden die Auswirkungen der chirurgischen Behand-
lung von Kopf-Has-Tumoren insbesondere auf das zdlul&re Immunsysem dargestdit. Be
Operationen, die langer ds 7 Stunden andauerten, kam es postoperaiv zu einem sgnifikanten
Abfal der Gesamt-Lymphozyten, der CD4'-T-Lymphozyten und der CD8'-T-Lymphozyten
in pahologische Bereiche unterhdb der Normwerte. Die von den erwdhnten Autoren beo-
bachtete Abnahme der T-Lymphozyten konnte durch Blutverlust oder einen Verdinnungsef-
fekt durch intraoperative Blut- oder Volumensubtitution erklat werden [Dietz et d. 2000].
Die Gesamt-Lymphozytenzahl und die CD4-Population erreichten bereits nach 7 Tagen, die
CD8-Populaion erst nach 4 Wochen postoperativ den Normwert [Heimlich et d 1999, Dietz
et a. 2000].

In meiner Studie konnte der Abfal der Lymphozytenanteile nicht beobachtet werden, da die
Uberprifung des Immunstatus vier Wochen nach der Operation vorgenommen worden ist, um
deren Einflud auf immunologischen Parameter auszuschdten [Colacchio e d. 1994]. Trotz
der schon genannten Malinahme blieben immer noch, aufgrund des operativen Eingriffs, rest-
liche Verdnderungen, die sch in einer darken Aktivierung der T-Lymphozyten manifedtier-
ten. Die Beobachtung des Antells CD25-postiver Zelen und anderer Aktivierungsmarker

innerhab von sechs Monaten nach einem operativen Eingriff ware snnvall.
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Chemotherapie
Die Chemotherapie bewirkt sowohl ene starke Erhdhung der Expression des CD25-Molekiils

auf T-Zdlen oder NK-Zdlen, ds auch ene Erhthung der Zahl unreifer T-Lymphozyten. Be-
sonders interessant i die Zunahme der NK-Zdlpopulation bel einer gleichzatigen Zunahme
der LAK-ZdIfunktion.

Die von Dammer e d (1997) gefundenen erniedrigten Antele von T-Zdlen bzw. T-
Heferzdlen sowie ein dgnifikanter Abfdl des B-Zdlantells snd hier nicht beobachtet wor-
den. Da aber die zdluldren Verdnderungen im Blut nach Chemotherapie bekanntermal3en von
der Art, Doserung und Kombination der eingesetzen Zytodaika abhéngig snd, snd die
divergierenden Ergebnisse dieser Arbeit und der von Dammer damit erklérbar. Die in meiner
Studie regidrieten Verdnderungen der Antelle bestimmter immunkompetenter Zelen der
Pdienten ig unter der Gabe eine Polychemothergpie mit Cigplatin, Folinsdure, 5-FU, Forte-
cortin zu beobachten.

Schantz et d. (1989b) fanden bei 43 Patienten nach neoadjuvanter Chemothergpie mit Cispla-
tin, 5-FU und Bleomycin keine Beziehung zwischen der zdlul&en Immunantwort und dem
Angprechen der Chemothergpie. In ihrer umfassenden Studie erwies sch lediglich die Aktivi-
td der Komplementkomponente C1lq mit einer Signifikanz von p < 0,001 ds verwertbarer
Parameter fir die Vorhersage der Ansprechbarkeit der Zytostatika. Es gibt hierzu zwel Fakto-
ren, die differenziert betrachtet werden missen: Zum enen die Ansprechbarkeit der Zytosta
tika mit resultierendem Rickgang eines Tumors, zum anderen die begleitenden Verdnderun
gen von immunkompeten Zdlen, die durch die Zytodatika Therapie hervorgerufen werden.
Fehlende Anderungen der Lymphozytenpopulationen im Blut bei einer bestimmten Zytostati-
ka-Kombination, ebenso eine gute Ansprechbarkeit sowie eine hohere Lebenserwartung be
den Tumorpatienten kdnnte auf eine gute Wirkung einer Zytostatika- Kombinetion hindeuten.

Die von Okamoto et a. (1998) beschriebene Verstdrkung der LAK-ZdI-Generierung durch 5
FU und Cisplatin konnte hier ebenfdls beobachtet werden. Obwohl die Mechanismen der
immunmodulatorischen Effekte dieser Substanzen immer noch ungekl&t sind, wurde berich
tet, dal} die Behandlung von PBMC mit Cisplatin das intrazeluldre Caf*, den ATP-Spiegd
und die Proteinkinase-C-Aktivitd deiget. Diese Faktoren sand unerl&dich fir die Aktivie-
rung von Makrophagen und NK-Zelen [Pa et d. 1992]. Die deutliche Zunahme der CD56'-
Zdlpopulation und der IL-2-Rezeptor-Expresson wurde auch be PBMC von Patienten mit
KolonTumoren, die mit 5-FU behandelt wurden, nachgewiesen [Holcombe et a. 1994]. Cis-
plain und 5-FU induzieren die Freisstzung eniger Zytokine, wie z.B. IFN-g, TNFa, -b und

114



V. Diskussion

IL-1b, IL-6 und IL-12, a@ber nicht von IL-2, IL-4, IL-10 und IL-15 [Okamoto et al. 1998]. Das
CD25-Molekll wurde in meiner Arbeit in Kombination mit dem CD2-Molekiil bestimmt.

Da NK-Zdlen ebenfdls CD2 und nach Aktivierung zusitzlich CD25 exprimieren konnen
[Bieger et d. 1997], ist zu vermuten, dal3 die Zunahme der CD2'CD25"postiven Zelen ein
Ausdruck der Aktivierung von NK-Zédlen sain kdnnte.

Bestrahlungstherapie

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal3 die Bedrahlungstherapie eine sgnifikante Abnahme des
Antells der T-Lymphozyten, besonders der CDA4-T-Hdferzdlen, ba gleichzatiger Zunahme
der CD4" CD8"-podtiven Zdlen bewirkte. In Folge diessr Therapie konnte eine Minderung
der B-Zdlen sowie eine Erhthung der NK-Zdl-Population beobachtet werden.

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurde bel den Peatienten, unabhégig von der Vor-
behandlung, ene dggnifikante Reduktion der CD3-podtiven Lymphozyten sowie des B-
Lymphozytenantells nach radioaktiver Bedrahlung ermittdt. Dies findet in der Literatur Bes
tétigung [Gray et a. 1985, Dammer et a. 1997]. Die Abnahme der CD4-T-Héferzelen wird
durch Daten von Maier et d. (1995) und Tisch et d. (1998) unterstiitzt. Die hier deutlich zu
erkennende Zunahme der NK-Zedlen wird in keiner diessr Arbeiten e'wdhnt. Louagie und
Mitarbeiter (1999) fanden dle bisher genannten Verdnderungen der Lymphozytenpopulatio-
nen. Se beobachteten zudem, dald eine unterschiedliche Apoptoseinduktion durch Einwirkung
vom g-Strahlen in vitro ba PBL exidiet. Demnach dnd die B-Lymphozyten radiosengtive
Lymphozyten und die NK-Zélen radiores stente Zdllen.

Radio-Chemotherapie

Die Daen der vorliegenden Studie zeigen deutlich, dal3 ene Radio-Chemothergpie zu enem
dgnifikenten Abfdl der T-Lymphozytenanteile (CD3-, CD2-Oberflachenmarker), besonders
der zytotoxischen T-Zdlpopulation, sowie zu ene Erhdhung der IL-2Ra exprimierenden
Zdlen fihrt.

Die Zunahme der NK-Zdlpopulation war sowohl unter Chemo- ds auch Bestrahlungstherapie
deutlich. Die B-Zdlantel war unter Radiothergpie vermindert. Diese Veranderungen konnten
bel Petienten mit kombinierter Thergpie nicht beobachtet werden.

115



V. Diskussion

Nollert et d. (1999) untersuchten den Einflul der primédren akzderierten Radiochemothergpie
mit Caboplatin auf zdlulde und subzdlulé&re immunologiche Parameter be  Patienten mit
fortgeschrittenen Pattenepithelkarzinomen des Kopf-/Hasbereichs und erhidten vergleichba
re Ergebnisse. Sie beobachteten zusétzlich eine starke Absenkung der CD4-Population.

Die in der vorliegende Arbeit eingesatzte adjuvante Polychemotherapie beinhdtete ein Zysto-
tatikaeGemisch aus Cigplatin, 5-FU, Folinsdure, Dexametason, Rescuvolin und Fortecortin,
die in dra Zyklen gopliziert worden dnd. Unverandert blieb die Gabe von Cisplatin und 5-
FU, wéhrend die anderen Zytodtatika anders kombiniert wurden. Zum Schiul? wurde eine al-
ditive Strrahlenthergpie eingesstzt. Der Unterschied in Bezug auf die CD4-Population unter
Radio-Chemotherapie zwischen meiner Arbeit und der von Nollert et a. (1999) konnte auf
der Kombination verschiedener Zytodtatika beruhen.

Ohne Therapie

Um die direkten Auswirkung der Tumorerkrankung auf das Immunsystem feststdlen zu kon-
nen, wurden immunkompetente Zdlen ener Gruppe von Tumor-Petienten ohne Therapie ver-
folgt. Ba Pdatienten ohne Thergpie (M = 33) kommt es zur Abnahme des Antels CD3-
positiver Zdlen, inshesondere der Zelen, die CD8-Oberflchenmarker tragen, bel gleichzeiti-
ger Zunahme des Antells IL-2Ra pogtiver Zelen, der in diessr Studie ohne Unterschied zwi-
schen T- oder NK-Zdlen bestimmt wurde. Eine erhthte Anzahl unreifer T-Zdlen und ene
Zunahme der NK-Zdl-Populationen sowie eine Minderung der B-Lymphozytenanteile wurde
beobachtet.
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2.4. Interleukin-2 Spiegel

Das Zytokin IL-2 und sen Rezeptor gdlen en inzwischen gut charakterisertes Ligand-
Rezeptor- Sytem dar, dem eine wichtige Bedeutung innerhab des Immunsystems zukommnnt.

Wéhrend die Spezifité ener zdlulde Immunresktion durch den T-Zdl-Rezeptor gegeben i,
besimmt IL-2 hauptsichlich die Dauer und Stérke der Immunantwort [Cantrell et d. 1984,
Breidenbach et a. 1998].

In diesr Arbeit wurde der Aktivierungsmarker CD25 auf T-Lymphozyten, B-Lymphozyten
und NK-Zdlen besimmt. Durch die Messung der IL-2-Spiegd kann die Stimulierung bzw.
die Supprimierung hauptsichlich der T-Zellen beobachtet werden, da die T-Zdlen die Haupt-
IL-2-Produzenten snd. Der IL-2-Spiegd wurde bel Patienten mit HNO-Tumoren im Tumor-
dadium T3-T4, G2 und mit Lymphknotenmetastasen verfolgt. Dazu wurde der Einflu® der
IL-2- Freisetzung ba chirurgischem Eingriff, Chemo- und Bestrahlungstherapien beobachtet.

2.4.1. Interleukin-2 Spiegel und Tumorpatienten

Die IL-2 Spiegd im Plasma wurden bei sechs Tumor-Patienten (M = 26) und sechs tumor-
freen Kontrollen (M = 23) gemessen. 98,5 % der Interleukin-2 Spiegel der getesteten Proben
lagen oberhalb der von der Firma angegebenen Nachweisgrenze von 10 pg/ml. Nur 1,5 %
lagen unterhab der Nachwel sgrenze.

Tab. 41-Tab. 43

Es wurden keine sgnifikanten Unterschiede in den IL-2-Plasmakonzentrationen zwischen der
Kontrollgruppe (M = 16, Median = 23,6) und Tumorpatienten (M = 26, Median = 23,6) fest-
geddlt. Die Ergebnisse zeigten welter, da3 die dlenige Bestimmung des Interleukin-2 Prote-
ins keine Auskunft Uber die Wirkung des Tumors und der verschiedenen Thergpiemodaitéten
(Operation, Chemo- und Bestrahlungstherapie) auf Bildung und Sekretion dieses Peptids gibt.
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Wustrow et d. (1989) fanden keine Unterschiede in der IL-2-Konzentration bel Petienten mit
Laynxkazimomen, jedoch ene dgnifikeante Reduktion be Patienten mit  Oropharynx-
kazinomen und be Paienten mit tumorbefdlenen Lymphknoten im Has Die IL-2-
Konzentration wurde bel dieser Untersuchung anhand des Wachstums einer 1L-2 abhangigen
Maus-Zdlinie (CTLL) begtimmt. Dies |d% auf enen Enflu? von Paitenepithekarzinomen
im Orophaynx auf das Immunsysem schlief?en. Der Oropharynx i in unmittelbarer Néhe
von lymphatischen Geweben und zahlreiche Gefden im Wadeyerschen Rachenring der Ton-
dllen zu finden. Interessanterweise hette keiner der Petienten in meiner Arbeit, die fur die IL-
2 Besdimmung ausgewdhlt wurden, einen Tumor im Oropharynx, sondern im Gaumen und
Zungenbereich. Heimda et d. (1998) fanden in enem gewissen Grade eine verminderte IL-2-
Konzentration bei Kopf-Has Karzinom:Petienten mit Lymphknotenmetastasen.

Hemlich e d. (1999) konnten genau wie in meiner Studie keine durch tumorchirurgischen
Eingriff bedingten dgnifikanten Vednderungen des IL-2 Proteins messen. Nollet et d.
(1999) fanden nach Radiochemotherapie stark gestreute IL-2-Werte, die keine systematische
Tendenz zeigten.

Orditura et d. (2000) wiesen einen erhohten 1L-2-Spiegd be Patienten mit fortgeschrittenem
Lungen-Krebs unter Behandlung mit Chemotherapie nach. Tumorpatienten im Stadium 1V
ereichten niedrigere IL-2-Werte ds Patienten des Tumorgtadiums Ill. Es gab auch ene ernt-
scheidende Differenz zwischen Peatienten, die auf eine Chemothergpie angprechen (erhdhte
IL-2-Spiegd) und Peienten, die nicht auf ene Chemothergpie anprechen (niedrige IL-2-
Spiegel). Patienten mit erniedrigten IL-2-Konzentrationen haiten eine kiirzere Uberlebenzeit,
as digenigen mit erhdhtem Spiegd.

In einer Pilotstudie der Phase Il be Pdienten mit fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen
im Kopf -und Has-Bereich wurde Megastrolacetat zwischen drel Zyklen Chemotherapie ad-
minidriert und dabel dessen Toxizitdt untersucht. Magestrolacetat fordert den Appetit und die
Zunahme des Korpergewichts. Keine dgnifikanten Effekte wurden wéhrend der Thergpie
gefunden, die IL-2-Werte waren jedoch vor der Therapie mit Megastrolacetat erhdht [Manto-
vani et a. 1995].

Auch wurde eine Zunahme des IL-2-Spiegels bal Patienten unter photodynamischer Thergpie
mit fortdauernden und rezidivierenden nasopharyngedlen Karzinomen beobachtet [La et
a.1997]. In einer Studie von Prasad et d. (1997) wurde gefunden, dal3 unter Zinkmangd Pati-
enten enen niedrigeren |L-2- Spiegel aufwiesen ds Patienten ohne Zinkmange.
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2.4.2. Interleukin-2 Spiegel und Besonderheiten des Kontrollkollektivs

Tab. 44

Bea den IL-2-Bestimmungen hatte sch ergeben, dald IL-2-Konzentrationen von zwel Kontroll-
personen (K5 und K6) im Vergleich zu anderen Kontrollwerten und den Peatienten deutlich
hoher lagen. Bel K5 und K6 kann der Angtieg der IL-2-Werte Uber die Norm mdglicherwelse
en Ausdruck ener akuten Infektion sein. Es ist bekannt, dal3 der Proband K6 in kindlichem
Alter unter ener chronischen Snugtis gditten hat. Auch aktudl wurde ene Nelgung zu rez-
divierenden Entzindungen der Nebenhthlen angegeben. Bel der zweiten Kontrollperson lie-
gen dagegen keine Hinweise fir eine chronische Infektneigung vor, es bestent aber en Ver-
dacht. In der Literatur wird Uber IL-2-Spiegd be Patienten mit chronischer Snugtis nichts
berichtet.

Der Veglech der IL-2-Werte der Kontrollen-Gesamt (M = 23, Median 33,5) mit den Patien
tenwerten (M = 26, Median 23,6) ergab einen sgnifikanten Unterschied von p = 0,04. Diese
Unterschied beruhte auf den Kontrollpersonen mit erhohten IL-2-Werten. Daher wurden die
Kontrollpersonen in zwe Gruppen untertalt:

Kontrollpersonen:  Kontrollen ohne chronische Entziindung, die fir den Vergleich mit Tu
morpatienten herangezogen wurden und Personen mit  bekannter chronischer  Entziindung:
Diese wurden aufgrund der erhthte IL-2-Werte fir den Vergleich mit den Pdienten ausge-

schlossen.

2.4.3. Zeitlicher Verlauf des Interleukin-2 Spiegels

Da ba nicht zatlich affgddster Dargtdlung die IL-2 Medianwerte bel Patienten und Kontrol-
len &nlich and, i¢ die Berachtung des zatlichen Velaufs interessant. Verlaufsbestimmun:
gen des IL-2-Spiegels im Plasma wurden bel sieben Patienten, vier Kontrollen ohne kekannte
chronischen Entziindung und zwel Kontrollen mit bekannter chronische Entzindung  durch
gefuhrt
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Abb. 32 - Abb. 34

Kontrollpersonen

Im Allgemenen hat jede Kontrollperson en individudles IL-2-Profil, das jewels um enen
bestimmten Gleichgewichtswert sreut . Diese Niveaus lassen dch be den Kontrollen durch
die Ermittlung der Mittelwerte finden. K1 = 17,3 pg/ml, K2 = 27,9 pg/ml, K3 = 35 pg/ml,
K4 = 32,2 pg/ml. Die Erhthung der IL-2-Werte innerhalb jedes Profil: K1 auf 23,6 pg/ml, K2
auf 359 pg/ml, K3 auf 359 pg/ml, K4 auf 458 pg/ml konnte mit ener virden Infektion in
Zusammenhang stehen.

Be Kontrollpersonen mit chronischer Entziindung liegt das individudle Profil im Mittd vid
héher as bei Kontrollen ohne eine chronische Entziindung: K5 = 90,3 pg/ml und K6 = 134,2
po/ml. Auch hier lassen sch Erhdhungen unter dem Einflud enes grippden Infekts erkennen:
be K5 auf 1052 pg/ml und K6 auf 147,3 pg/ml. IL-2-Werte von Personen mit chronischer
Entzindung liegen in enem Bereich vom 805 - 147,3 pg/ml. Trotzt externer Einfllisse unter-
liegen die IL-2 Spiegel beider besprochenen Gruppen geringeren Schwankungen, ds die IL-2-
Spiegd der Tumorpatienten.

Abb. 35- Abb. 38

Tumor patienten
Das individudle IL-2-Profil be Patienten mit Platenepithdkarzinomen im Kopf-/Has- Be-

reich schwankt um die Werte: P7 = 24,3 pg/ml P8 = 21,1 pg/ml, P9 = 19,4 pg/ml, P10 = 19,2
po/ml , P11= 31 pg/ml, P12 = 183 pg/ml und P13 = 39,2 pg/ml. Die Werte snd tendenzil
niedriger s be den Kontrollen.

Auffdlig i der dradtische IL-2 Angieg (656 pg/ml) be Patient 11. Hier ist es natirlich
wichtig, den klinischen Verlauf dieses Patienten zu betrachten. Einige Tage vor der dritten
Blutentnahme wurde bei dem Pdienten mit dem ersten Zyklus einer Chemotherapie begon-
nen. Diese Beobachtung deckt sich mit der Aussage von Orditura et d. (2000), der einen e-
héhten 1L-2-Spiegd be Petienten mit Lungenkarzinomen unter Chemotherapie fand. Manto-
vani et d. (1995) beobachteten dies bel Patienten mit Has-Nasen-Tumoren. Die massive 4/-
tokinfreisetzung berunt htchstwahrscheinlich auf der ZerstGrung von Lymphozyten.
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Die dragtische Abnahme des IL-2-Spiegels bel Patient 11 auf ein Wet vom 38 pg/ml ig
wahrschenlich auf enen operativen Eingriff zurtickzufGhren.

Weiterhin i ene drastische Abnahme der IL-2-Spiegel unterhab der Nachweisgrenze bel
Paient 8 auf 6,3 pg/ml, Patient 12 auf 6,3 pg/ml hervorzuheben. Beide Patienten erhielten
zum Abnahmezatpunkt eine Radiotherapie.

2.5. Loslicher Interleukin-2-Rezeptor a

Bea der Aktivierung lymphoider Zdlen kommt es zur proteolytischen Abspdtung enes 42
kDa Fragments von der a-Kette des Interleukin-2-Rezeptors, das ds |6dicher Interleukin-2-
Rezeptor a (slL-2Ra) im Blut nachzuweisen i [Rubin et a.1985]. Der sIL-2Ra-Spiegd im
Serum wird ds en sendtiver und quantitativer Marker fir die Aktivierung zirkulierender PBL

-2Ra den Aktivierungszustand des Immunsystems in anderen
Geweben und Flissgketskompartimenten widergeben, da siL-2Ra von diesen Orten in den
Zirkulationpool eintreten kann [Rubin et a.1990].

Die Bestimmung des dL-2Ra wurde be Paienten mit Autoimmun- und Infektions-
krankheiten, madignen hématologischen Erkrankungen sowie Leber- Brust- und Lungent
tumoren durchgefiihrt [Rubin et a. 1990]. Weterhin snd slL-2Ra-Messungen be Petienten
mit Neoplasen des Gadrointestindtraktes, des Kolons und des Ovariums dokumentiert wor-
den [Murakami et al.1994a, Murakami et a.1994b, Hurteau et a.1995].

Waéhrend dlL-2Ra bel anderen Krebserkrankungen bereits frihzeitig untersucht wurde, liegt
bis heute nur ene geingere Zahl von Untersuchungen ba Petienten mit Tumoren des
Kopf-/Hasbereiches vor [Dadian et a. 1993, Hsu et a.1995, Gottschlich et a.1997, Tartour
et d.1997]. Bidang gibt es nur wenige Arbetsgruppen, die dL-2Ra-Konzentrations-
bestimmungen ohne vorherige Simulierung des Immunsystems mit IL-2 oder anderen Sub-
stanzen durchfihren. Auf3erdem beschrénken sch die meisen Studien auf die Wirkung ener
einzigen Thergpieart.
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In meiner Arbeit wurde die Konzentration von siL-2Ra im Plasma bel Pdienten mit Plaitene-
pithedkarzinomen des oberen Aoerodigestiviraktes unter Berticksichtig

Tumormdignitét, Lymphknotenmetastasen sowie verschiedener  Thergpiemodditdten  be-
dimmt. Aul}erdem war die Beziehung der dL-2Ra-Konzentration zu den zdlul&ren Immun-

parametern von Interesse.

2.5.1. Loslicher Interleukin-2-Rezeptor a bei Kontrollpersonen

Die Serumkonzentration von sL-2a erecht wérend der friheren Kindhet ihr Maximum,
fdlt bis zum 10.Lebengar auf den typischen Erwachsenenspiegd kontinuierlich ab und
deigt be dteren Personen wieder an. Geschlechtsunterschiede exigtieren nicht [Nelson et d.
1987, Kloster et a.1987, Komp et al.1988]. Die altersbedingte Verdnderung des siL-Ra wur-
de bei der Auswahl der Kontrollkollektive mitberticksichtigt.

Pasma-Spiegel zwischen 437 und 1090 U/ml ( Mittelwert: 738 + 196, Median: 694) wurden
be den Probanden (n = 10; M = 34) fedgedtdlt. Diese Ergebnisse simmen mit publizierten
Daten von gesunden Erwachsenen Uberein, bel denen Bereiche zwischen 404 und 942 U/ml,
sowie zwischen 50 und 919 U/ml angegeben wurden [Komp et . 1988, Dadian et a. 1993].

Wesentlich niedrigere Mittelwerte (< 738 U/ml) im Verglech zu den hier dargestelten wur-
den in Arbeiten von La et d. (1991), Hsu et d. (1995) und Gottschlich et d. (1997) gefun-
den. Die Blutentnahme und Isolierung des Plasmas be meiner Studie wurde ohne Berticksch
tigung ener grippden Infektionen durchgefihrt, im Gegensatz dazu bevorzugten beispids
weise La und Mitarbater (1991) infektionsfreie Intervale. Dies kann eine Erkléaung dafir
sin, warum die hier vorgestdlten Mittelwerte der Kontrollen wesentlich héher liegen ds die
in der oben genannten Literatur beschriebenen. In der Literatur snd auch Werte zu finden, die
deutlich Uber den hier gemessenen Werten (dL-2Ra 1315 + 861 U/ml) liegen [Gooding et
a.1995]. Die dort gefundenen erhohten Werte kdnnen mit der geringeren Anzahl der Kon-
trollproben (n = 5) erklat werden. Eine wetere Ursache der erhdhten Werte kann zum Tall
auf die Messmethode zurtickgefuhrt werden. In meiner Arbet wurde die Messung mit einem
Spektralphotometer be ener Wedlenldnge von 450 nm und 620 nm (Korrekturwdlenlange)
durchgefuhrt.
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Die Messung nur bel 450 nm ohne Korrektur kann zwar angewendet werden, doch sind die
Ergebnisse hoher. Zusétzlich spiden noch weltere Faktoren, die zu den differierenden Resul-
tatlen be der Bestimmung von Zytokinen und IGdichen Proteinen beitragen konnen, ene
wichtige Rolle Hier zu nennen snd die Probensammlung und -aufbereitung sowie die Stan
dards der Tegkits, die von Firma zu Firma variieren konnen. Wichtig ist auch die Tatsache,
dald die Zytokin- oder |6diche Faktor-Konzentrationen im Plasma hoher ds im Serum sind
[Azizetd. 1999].

2.5.2. Loslicher Interleukin-2-Rezeptor a und Tumorstadium

Tab. 45-Tab. 47 (Abb. 39 - Abb. 41)

slL-2Ra -Konzentration in Abhangigkeit von der Tumorgroiie

Es wurde ene ggnifikente Erhthung der sIL-2Ra-Konzentration mit zunehmender Grof3e des
- T2 und T3 im Vergleich zu den Kontrollpersonen festgestdlt. Die Fre-

setzung des dL-2Ra verhdt sch proportiond zu der Grole des Primédtumors. So fand sich

be Patienten mit T1 - T2-Tumoren eine niedrigere Konzentration (Median = 698 U/ml) des

l6dichen Rezeptors (p = 0,004) im Vergleich zu Patienten mit T3-Tumoren (Median = 1336

U/mi).

slL-2Ra -Konzentration in Abhangigkeit von der Tumor malignitat
Hier konnten weder Unterschiede zu Kontrollpersonen noch Unterschiede zwischen den ein-

zelnen Gruppen beziiglich der dL-2Ra -Konzentration festgestel It werden.

slL-2a in Abhé&gigkeit von Lymphknotenmetastasen

Weder Petienten mit, noch Patienten ohne regiondare Lymphknotenmetastasen wiesen Veran
derungen der SlL-2Ra-Konzentration untereinander und gegentber dem Kontrollkollektiv
auf.

Die verantwortlichen Mechanismen fiur die Zunehme der Sekretion des sIL-2Ra bel Patienten
mit solider fortgeschrittener Neoplase snd bisher noch unklar. Verschiedene Autoren glau-

ben, dal3 die siL-2Ra-Blutkonzentration ein Ma3 fir die Lymphozytenproliferation dargelt,
- Lymphozyten.
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Einige expeimentele Beobachtungen suggerieren, dad die slL-2Ra-Fresgtzung von viden
komplexen regulatorischen Interaktionen zwischen den Immunzellen abhédngig i und Mono-
zyten das Absondern des slL-2Ra von den Lymphozyten simulieren [Crispino et d. 1993].

Vitolo e d. (1993) zegten, dad HNSCC in dtu vide infiltrierende mononukledren Zdlen
enthdten, die IL-2R exprimieren. Auch snd menschliches HNSCC-Zdlinien und in stu Tu
moren in der Lage, die drei Ketten @, b, g) des IL-2R zu exprimieren [Weldmann et d. 1992,
Yasumuraet a. 1994).

Dea Angieg der Serum bzw. Plasma dlL-2Ra-Konzentration mit fortschreitender Tumor-
grolke, die bei Kopf-Has-Karzinomen in den Untersuchungen von Tartour et d. (1997) und in
meiner Arbeait beobachtet werden konnte, spricht dafir, dald auch vom Tumor sIlL-2Ra frege-
setzt werden konnte. Hsu et a. (1991) fanden bei Petienten mit Nasopharyngedkarzinom und
Gottschlich et d. (1997) be Patienten mit Plattenepithelkarzinom des Aerodigestiviraktes
ene Korrdation zwischen Tumordadium [-IV und der Zunshmen der dL-2Ra-
Konzentration. Beziiglich des Tumormadignitdtsgrads fanden Gottschlich et d. (1997) eben
fdls keine Beziehung zur dL-2Ra - Konzentration.

Murakami et d. (1994a 1994b) fanden, anders ds in mener Untersuchung, ene sgnifikante
Erhohung des lodichen dL-2Ra be kolorektaden und Magen-Krebspatienten mit Lymphkno-
tenmetastasen und erklat diese Erhdhung dadurch, dal3 die T-Lymphozyten in regionden
Lymphknoten von den metasaserenden Krebszdlen simuliet werden, eine gro3e Menge

slL-2Ra zu produzieren.

IL-2 hat eine direkte Wirkung auf IL-2R positive HNSCC-Tumorzdlen, wie z.B. die Inhibi-
tion des Tumorwachstums oder ene Zunahme der Sendtivitdt der Tumorzdlen fir die zyto-
toxische Aktivitét anderer Zytokine. Injektion von IL-2 in Nacktiméuse induziet die Regre-
ssion von xenotransplantierten menschlichen HNSCC. Be  Kopf-Hds-Karzinom Petienten,
behanddt mit IL-2, wurde ene partielle klinische Antwort beobachtet. Hohere slL-2Ra-
Spiegd  konnten mit den verschiedenen antitumoralen Aktivitéten von IL-2 durch die Verhin
derung der IL-2-Bindung an den IL-2 Oberfl&chenrezeptor interferieren [Tartour et a. 1997].
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Durch enzymatische Spdtung des Zdloberfléchenrezeptors wird dlL-2Ra freigesetzt. Die fir
die Freisstzung verantwortlichen Enzyme wurden auch bel anderen l6dichen Zytokinrezepto-
ren identifiziert, wie zB. STNF-R oder sIL-6R, welche die Antitumoresktivité der zugehori-
gen Zytokine behindern [Bazil et d. 1995]. Die Blockierung dieser Enzyme konnte einen
neuen thergpeutischen Ansatz zur Steigerung der Zytokinaktivitét dardellen [Tartour et 4.
1997].

2.5.3. Loslicher Interleukin-2-Rezeptor-a-Konzentration unter dem Einfluf3
verschiedener Therapiemodalitaten

Tab. 48 (Abb. 42)

Die Konzentration von dL-2Ra im Plasma von Pdienten mit Platenepithdkarzinomen des
Aerodigestiviraktes unter Chemo-, Bedrahlung- und Radio-Chemotherapie erreichte wesent-
lich hohere Werte im Vergleich zu den Kontrollen. Der niedrigde Spiegd fand sch bel
Petienten unter Bestrahlungstherapie (Median = 840 U/ml), gefolgt von der Patientengruppen
mit Radio-Chemotherapie (Median = 1027 U/ml), mit chirurgischer Thergpie (Median = 1058
U/ml) und abschliefRend mit Chemotherapie (Median = 1400 U/ ml).

Plasma-Untersuchungen be Patienten mit Lungenkarzinomen zeigen podoperativ énen An-
dieg der sL-2Ra-Werte gegenlber den préoperativen Werten [Tis e d. 1992]. Die in mei-
ner Arbeit gemessenen dlL-2Ra-Konzentrantion tendieren postoperativ (préoperativ: Median
= 788 U/ml, postoperativ: Median = 1058 U/ml) zu hoheren Werten, die jedoch ohne statisti-
sche Signifikanz bleiben.

Untersuchungen des dL-2Ra-Spiegeds vor der Behandlung bel Patienten mit Hodgkin-
Lymphom und nasopharyngeslem Karzinom haben gezeigt, dal? niedrige Konzentretionen des
dL-2Ra mit ener guten Ansprechbarkeit der Behandlung enhergehen, wéhrend dies bal ho-
heren Konzentrationen nicht der Fall ist [Gause et d. 1991, Lai et d. 1991].

Be Lymphomen und Leukdmien kann der dL-2Ra-Spiege as en prognosischer Marker
eingesetzt werden [Barak et d. 1992]. Hier dient die sIL-2Ra-Konzentrationsbestimmung as

Kontrolle nach einer Chemo- und/oder Radiotherapie. Nicht sdten konnen Rezidive und Me-
tadasen ba enem dnnvollem Einsatz der Tumormarker schon Monate vor ener klinischen

Manifegtierung erkannt und somit eine Therapieanderung rechtzeitig eingeleitet werden.
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In der Untersuchung vom Nollert und Mitarbeiter (1999), in der unter anderem lodiche Zyto-
kinrezeptoren z.B. der SIL-1R-Antagonist, SL-2Ra oder sIL-6R bestimmt wurden, fand man
keine Veranderung in der Konzentration des slL-2Ra unter Radio-Chemothergpie. Als Zytos-
tatikum wurde Carboplatin infundiert, dies hatte ene Erhthung der Serumkonzentration des
dL-1R-Antagonigs zur Folge. Dieser Mediator wird von Monozyter/Makrophagen sezerniert
und deutet auf eine gesteigerte Aktivierung dieser Zdlen hin.

Die in mener Arbet applizieten Chemothergpeutika waren dagegen Cisplatin, 5-FU, Folin
sdure, Dexametason, Rescuvalin und Fortecortin. Anscheinend haben einzelnen oder mehrere
dieser Zytodtatika einen steigernden Einflufld auf die Produktion von sIL-2Ra durch T-Zdlen.

2.5.4. Losliche Interleukin-2-Rezeptor-a-Spiegel und Besonderheiten
des Kontrollkollektivs

Der durchschnittliche dL-2Ra Spiegd wurde bel gesunden erwachsenen Probanden unter-
sucht und gdlt einen Bads-Spiegd der Immunektivierung unter normaen  physologischen
Bedingungen dar. Da dich der dL-2Ra-Spiegel durch klinisch unscheinbare exogene und en
dogene Faktoren dndert und dies wiederum die Interpretation erschweren wirde, [Komp et
a.1988], wurden in meiner Arbeit sark erhdhte sIL-2Ra-Spiegel bel 13 Kontrollproben von 2
Kontrollpersonen (Median = 2995, Bereich: 2366 - 4171) nicht in die Auswertung enbezo-
gen. Die gleichen Kontrollpersonen zeigten in der |L-2- Bestimung ebenfdls erhéhte Werte.

Uber den slL-2a-Spiegd be dner chronischen Sinustis liegen keine Publikationen vor. Bei
Virus- infizieten Petienten wird en Mittdwert £ SD von 1658 + 164 (Bereich: 1230 - 2000)
angegeben [Noronha et a. 1990].
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2.6. Korrelationsanalyse

50 - Tab. 53

Dre Parameter snd fir die Regulation der T-Zdlvermehrung nach enem Antigenkontakt
wichtig, die Konzentration von IL-2, die Dichte der Rezeptoren fur IL-2 auf der Zelober-
flache, die nach Kontakt mit dem Antigen erst exprimiert werden, und die Dauer des Kontak-
tes zwischen IL-2 und seinem Rezeptor [Cantrell et ad. 1984]. Da die Menge von siL-2Ra
proportional zu der CD25-Rezeptordichte auf der Zdloberflache ist [Rubin et d. 1985], wur-
de dieses Molekil mit dem Antel CD25-exprimierender Lymphozyten und der CD25
Rezeptordichte verglichen. Die Andyse der Membranexpresson von CD25 auf den Blutlym-
phozyten zeigte keine Korrdation mit der dlL-2Ra-Konzentration im Plasma, weder bel Tu-
mor-Patienten, noch bel Kontrollen. Diese Beobachtung unterstiitzt die Hypothese von Klos-

ter et a. (1987), dad Produktion und Regulation beider Proteine unabhangig voneinander
snd.

Die Auschittung des IL-2-Proteins durch T-Hdferzdlen geit ba dem Immunsysem der
Kontrollpersonen, wie in diessr Arbeit gezeigt wurde, in Beziehung zum B-Zdlantel (CD19-
Marker). Weiterhin konnte bei den Kontrollpersonen eine negative Korreation zwischen slL-
2Ra und den Antellen CD19- und CD45-postiver Zellen festgestel It werden.

Be Petienten mit der TumorgrélRe T1 - T2 besteht jedoch eine negative Korrelation zwischen
der slL-2Ra-Konzentration und der CD25-Rezeptordichte. Man kann daher vermuten, dal3
eine Digregulation in der T-Zdlvermehrung oder -entwicklung vorliegt.

De Interleukin-2 Plasmaspiegel korrdiert ba Patienten mit  Lymphknotenmetastasen  postiv
mit dem Antel CD3-exprimierender Zelen sowie negativ mit dem Antel CD56-postiver
Zdlen. Die gefundene negative Korrdation zwischen der dL-2Ra-Konzentration und dem
Antell CD8-podtiver Zdlen be Pdienten mit Lymphknotenmetastasen deutet auf en Un-
deichgewicht in der Hamatopoese von T-Zdl-Subgruppen [Sharma et d. 1991]. Dieses Un
gleichgewicht konnte durch ene dgnifikante Erhdhung der dL-2Ra-Konzentration verur-
sacht werden, die in meiner Arbeit bel Petienten mit Lymphknotenmetastasen nicht detektiert
wurde, aber bel Murakami et d. (1994a, 1994b). Lodicher IL-2Ra kann moglicherweise den
Einstrom von aktivierten Lymphozyten in den Tumor verhindern [Sharmaet a. 1991].
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Obwohl unter Operation, Betrahlungsthergpie und Radio-Chemothergpie die prozentuden
Antelle bestimmter Immunzellen verandert werden, werden die Interaktionen zwischen den
immunkompetenten Zdlen nicht beeintréchtigt. Die gefundenen Korrdationen zwischen den
Immunzellen der Petienten unter den schon genannten Behandlungsmdglichkeiten sind eben-
falsbea der Kontrollgruppe wiederzufinden.

Es konnte eine Korrdaion des Anteils CD4'CD8*-Zdlen mit dem Anteil der NK-Zelen
(r =05 p < 0001 ba Paienten mit Chemotherapie beobachtet werden. Weiterhin sind
Korrelationen zwischen dem Interleukin-2 Plasmaspiege und dem Anteil CD4'CD8™-Zdlen
(r = 0,75, p = 0,05 zu verzeichnen. Eine Korrdation zwischen diesen Parametern ist be der
Gruppe der Kontrollen nicht zu finden. Petienten unter Chemotherapie, speziel mit Cigplatin
und 5-FU, efahren, wie im Abschnitt 3.3 beschrieben, ene starke Zunahme des Antells von
NK-Zdlen und der LAK-Zdlaktivitd. Cisplatin und 5-FU induzieren die Freisszung von ei-
nigen Zytokinen, wie z.B. IFN-g, TNFa, -b, IL-1b, IL-6 und IL-12 aber nicht von IL-2, IL-4,
IL-10 und IL-15 [Okamoto et a. 1998]. Das durch aktivierte Monozyten freigesetzte IL-12 it
genau wie IL-2 in der Lage NK-Zdlen zu gimulieren [Trinchieri et d. 1998]. Es ig somit
anzunehmen, dal es ein Ungleichgewicht zwischen IL-2 produzierenden CD4"-positiven Zel-
len und IL-12 produzierende Monozyten unter dem Einsatz vom Cisplatin und 5FU gibt. Die
NK-Zdl-Vermehrung wird mehr durch die Monozyten beainflu®. Der Rickgang des Antells
CD3"*-Lymphozyten bei den Patienten ohne Therapie im Vergleich zu den Kontrollen konnte
mit dem Tumor in Verbindung gebracht werden. Die Korrdation des CD3-Antels mit

CD2*CD25"-postiven Zdlen (r = 0,5 p = 0,004) ist nicht bei Kontrollen zu finden.

Die dL-2Ra-Konzentration be Patienten ohne Thergpie, unter Chemo- und Betrahlungsthe-
rgpie korrdiert podtiv mit dem Antell CD3-podtiver Zdlen, jedoch negativ mit dem Antell
CD56-podtiver Zdlen. Zusdtzlich zeigten dch Korrddionen be Patienten unter Chemothe-
rgoie mit dem Antell CD8-postiver PBL, unter Betrahlungstherapie mit dem Antel CD19-
und CD25-podtiver Zdlen sowie der CD25-Rezeptordichte. Hinzu kommt bel der Bedrah
lungstherapie eine negative Korrdation zwischen der dL-2Ra-Konzentration und der NK-
Zdlaktivitét. Alle diese Korrdationen snd bel dem Kontrollen nicht zu finden. Die Korrda-
tion des dL-2Ra mit zdlul&en Immunparametern hilft somit gestorte Interaktionen zwischen
den Zdlen besser zu erfassen.
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2.7. Untersuchung immunkompetenter Zellen im Priméartumor,
in metastasierten Lymphknoten und im peripheren Blut

Der prozentudle Antel immunkompetenter Zelen in sechs Gewebeproben aus dem Primér-
tumor und acht Gewebeproben aus regiondren metastasierten Lymphknoten von Patienten mit
Fattenepithelkarzinom im  Kopf-/Hasbereich wurden immunhistochemisch  untersucht.  Von
besonderem Interesse war die Lokaiserung der Phanotypen: CD45, CD3, CD8 und HLA-DR
von TIL und von metastasierten Lymphknoten Lymphozyten (MLNL). Es wurde die Strepta
vidin-Biotin-Peroxidase Methode angewandt. Die gleichen Antigene wurden bel peripheren
Blutlymphozyten der sdben Peienten vor der Operation mittes fluoreszenz-gekoppelter mo-
noklonder Antikorper bestimmt. Die prozentuden Antelle an Lymphozyten in peripheren
Blut ba Paienten mit Primatumor und Lymphknotenmetastasen wurde verfolgt. Anschlie-
fend wurden die Korrdationen zwischen peripheren Blutlymphozyten und Lymphozyten im
Tumor sowie in metagtas erten Lymphknoten anaysiert.

2.7.1. Lymphozyten-Infiltrate im Primartumor und metastasierten Lymphknoten
Das Vorhandensain von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) kann sowohl ds unspezifi-
sche Entziindungsresktion, ds auch ds lokde Antitumorantwort angeschen werden [Wustrow
1995]. Ein vermehrtes Vorhandensein von TIL ist mit einer verbesserten Prognose und Uber-
lebensrate verbunden [Kreider et a. 1984, Wolf et a. 1986, Marrogi et a. 1997, Naito et 4.
1998]. Demzufolge wird den mononukledren Zdlen, die sch im Gewebe aufhdten, eine be-
sondere Bedeutung fur die Tumorabwehr zugeschrieben.

Fattenepithelkarzinome im HNO-Bereich snd sowohl um den Tumor herum, ds auch im
Tumorstroma mit mononukleéren Zdlen infiltriet. Es handdt sich dabel vor dlem um CD3'-
T-Lymphozyten [Hiratsuka et a. 1984, Wolf et a. 1986, Guo et a. 1987, Ogawa et a. 1987]
und enige Makrophagen [Svennevig et d. 1979]. B-Zdlen dnd sehr sdten und NK-Zdlen
sind nur in geringer Zahl vorhanden [Vose et d.1985, Wolf et d. 1986].

Die Magoritdt der T-Zdlen im Tumorgewebe und im Tumor umgebenden Gewebe be
Petienten mit Pattenepihekarzinomen des Aerodigestiviraktes exprimieren den ab-TCR,
wéhrend gd-TCR-postive Zelen weniger ds 1,6 % der T-Zdlen représentieren. Die Anzahl
sowohl von ab- ds auch von gd-T-Zdlen is im Tumorgewebe im Vergleich zum Tumor um-
gebenden Gewebe erniedrigt [Liavaag et al. 1994].
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Tab. 54 - Tab. 55 (Abb. 43)

Der Antel infiltrierender CD3*-Lymphozyten im Primértumor, identifiziet mit enem Anti-
korper gegen die e-Kette, ig dgnifikent erniedrigt im Vergleich zu metastaserten Lymphkno-
ten. Die hier beobachtete Erniedrigung des Antells CD3-pogtiver Zdlen im Tumor konnte auf
enen Defekt in einer der finf Proteine des CD3-Moleklls hinweisen, zum Beispid der e-

oder z-Ketten.

Die verlorengegangene oder erniedrigte Fahigkeit zur Expression der z-Kette ist besonders in
TIL ausgepragt [Reichert et a. 1998]. Diese Beobachtung und der Nachwes ener sgnifikan
ten Abnahme oder des Nichtvorhandenseins der z-Kette in T-Zdlen, die mit Tumorzdlen
koinkubiert wurden, legen nahe, dal? diese Anderung durch den Tumor induziet wurde
[Rabinowich et a. 1998].

Die Ergebnisse von Reichert et d. (1998) zeigen zudem, dald Patienten mit Tumorgtadium 111
oder IV mit fehlender oder erniedrigter Expresson der z-Kette bel TIL ene auferst schlechte
Uberlebenschance im Vergleich zu Patienten mit normaen z-Kette-Expression haben. Eine
normae Expresson der TCR-Rezeptor-asoziierten z-Kette in TIL wird von Reichert et 4d.
(1998) mit enem niedrigen Tumorstadium, gering entwickdten Knoten und der Abwesenheit
von Fernmetastasen bel Patienten mit ordem Pattenepithelkarzinom in Verbindung gebracht.
Dagegen ig ene niedrige z- Expresson mit entwickdtem, fortgeschrittenem Lymph
knotenbefdl, htherem Priméatumorstadium sowie der Anwesenheit von Fernmetastasen asso-
Ziient.

Alle untersuchten Primértumor-Gewebe in meiner Arbeit sammten von Pdienten mit einen
Tumorgrad G3 und vorhandenen Lymphknotenmetastasen, so dal3 man vidlecht annehmen
kann, dal3 auch die Expresson der e-Kette durch den Tumor erniedrigt ist. Dies wirde die
eniedrigte Anzahl CD3-podtiver TIL erkldren. Anwesende T-Zdlen kdnnen demnach von
dem Antikorper nicht detektiert werden.

Da sch dle Arbeten mit der Expresson der z-Ketten beschéftigen, wird in der folgenden
Diskussion hauptsachlich auf diese Kette eingegangen.

Die fir den Zefdl der z-Kette der im Tumor befindlichen Lymphozyten verantwortlichen
Mechanismen sind noch unklar.

130



V. Diskussion

Es werden vom Tumor freigesetzte Faktoren [Rabinowich et a. 1998], von Makrophagen
stammende Enzyme [Kono et d. 1996] oder Produkte wie HO, [Loeffler et d. 1992] ds hier-
fur verantwortlich diskutiert.

Die biologischen Folgen der z-Expressons-Abnahme be Immunzellen snd schwerwiegend,
da dieses Protein eine Schitissdrolle in der Vermittlung des T-Zdl-Rezeptor- oder FcgRIII-
Signds audiibt [Correa et a. 1997)].

Ob das Fehlen oder die erniedrigte z-Ketten-Expresson ein Resultat der progressven
Tumorerkrankung ist oder zur Progresson dieser Krankeit beitragt oder aber beides zutrifft
bleibt unklar. Studien weisen darauf hin, dal3 der Zefal des z-Proteins in TIL oder zirkulie-
renden T-Zelen be Krebs Pdienten mit einer tumorinduzierten Apoptose der Effektorzdlen
verbunden ist [Reichert et al.1998].

In meiner Arbeit wurde gefunden, dald in Tumorgewebe infiltrierende Lymphozyten enen

D8'-T-Lymphozytenanteil haben, ds metastasierten Lymphknoten, die relativ we-
nig von dieen Zdlen enthdten. Im Verglech zu metastaserten Lymphknoten wurde im Pri-
métumor ein hoherer Anteil an aktivieten (HLA-DR')-T-Zdlen und en niedrigerer Antell
der CDA45-Population gefunden. Obwohl dle besprochenen Verdnderungen keine datistische
Sgnifikanz aufwiesen, sollen se kurz kommentiert werden:

Shyderman et d. (1991) erhidten bei der durchfluizytometrischen Untersuchung von Int
munzelen isoliet aus Tumorgewebe, tumorbefdlenen und nicht befdlenen Lymphknoten,
ungefdhr zu mener Studie vergleichbare Ergebnisse. Im  Tumorgewebe beobachteten sSe
ginen gaingeren CD4'- und dnen erhdhten CD8'-T-Zdlantel im Vergldch zu tumorbefale-
nen und nicht befdlenen Lymphknoten. Die immunhistochemische Untersuchung von zehn
Geweben mit Platenepithelkarzinomen des Kopf-/Hasbereiches und 41 Gewebeproben mit
zervikaen Lymphknotenmetastasen von Horst et a. (1991) |&8% ebenfdls be Gegeniber-
gdlung von Primé&tumoren mit entorechenden zervikden Lymphknotenmetastasen enen
Unterschied in der Vertellung der CD8- bzw. CD4-Zd|populationen erkennen.

Das zur Tumornekrosefaktor-Rezeptorfamilie gehdrende OX-40 Glykoprotein wird in erser
Linie auf aktivieten CDA4'-T-Zelen exprimiet. TIL und Lymphozyten aus drainierenden
Lymphknoten (DLN), jedoch nicht PBL von Pdienten mit Pattenepithekarzinom im Kopf-/
Halshereich, weisen das OX-40-Molekul auf ihrer Zelloberfléche auf.
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Desweiteren sezernieren CDA4™-T Zdlen, isoliert aus DLN, TH1 Zytokine (IL-2, g-Interferon).
TIL und PBL setzen T2-Zytokine frel [Vetto et d. 1997].

2.7.2. Periphere Blutlymphozyten bei Patienten mit Primartumor
und Lymphknotenmetastasen

Tab. 56 - Tab. 58 (Abb. 44)

Mene Untersuchungen der peripheren Blutlymphozyten be Peienten mit Primétumor erga
ben ene dggnifikante Erhdhung der CD3-Population be gleichzatiger Erniedrigung der
CD45-podtiven Zdlen. Interessanterweise it der Anteil infiltrierender  CD3'-Lymphozyten
im Prim&tumor eniedrigt. Bel Pdienten mit Metastasenbefdl der Lymphknoten ist keine
nennenswerte Anderung festzugtellen.

2.7.3. Korrelationanalysen

Tab. 59a - Tab. 59b

Es bestand fir CD45 pogtive Lymphozyten ein sgnifikanter Zusammenhang zwischen peri-
pherem Blut und Tumorinfiltrierenden Lymphozyten von Patienten mit  Primétumor  mit
enem Sperman Rang Korrdationskoeffizient von r = 0,9; p = 0,05. Beziiglich der Ober-
flachenmolekile CD8, CD3 und HLA-DR konnten keine sgnifikanten Korrdationen gefun-
den werden.

Waéhrend die immunhistochemische Andyse dle Leukozyten umfade, wurde bel Auswertung
der durchfluzytometrischen Daten gezidt die Population der Lymphozyten untersucht. Aber
es ig anzunehmen, dad auch andere Leukozytenpopulationen involviert sind, die spezifische
Korrdation liefern konnten. So sollten zudem weitere PBL-Phénotypen und sezernierte Lym+
phozyten-Faktoren, die Auskunft Uber den Verlauf der Tumorerkrankung geben konnten, un

tersucht werden.

Eine Korrdation zwischen PBL von Patienten mit Lympknotenmetastasen und im Lymph
knoten befindlichen Lymphozyten beziglich der Oberflichenmarker CD8 ,CD3, CD45 und
HLA-DR war nicht zu finden. Von den genannten Antigenen eignet sch nur CD45 ds prog-
nostischer Marker.
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VI. Zusammenfassung

Im Rahmen ene klinische Studie wurden bel Pdienten mit Platenepithekarzinomen im
Kopf-/Hdsbereich  Lymphozyten-Subpopulationen  phéanotypisch und  funktionell  charakteri-
deat sowie deren Aktivierungszustand anhand der Bestimmung des Interleukin-2-Titers und
der Konzentration von lodichem Interleukin-2-Rezeptor a (SlL-2Ra) im Plasma gemessen.
Hierbel interesserte der Einflul des Tumors bzw. der Therapieformen wie Operation, Che-
mo-, Besrahlungstherapie und kombinierte Radio-Chemothergpie auf diese immunologischen

Parameter.

Die Zusammensetzung der Populationen peripherer Blutlymphozyten wird durch die Grofe
und Mdignitét des Primétumors sowie durch Lymphknotenmetastasen beanfluld. In der An-
fangsphase, bel ener Tumormdignitét G1, is eine Sarke Reduzierung der LAK-Zdlaktivitét
zu sehen, was mit suppressven Faktoren, wie zum Beipid Prostaglandin-E2, abgesondert von
Monozyten, in Verbindung gebracht werden konnte. Der Anteil CD3-postiver Zdlen ig im
G3-Stadium ser gark erniedrigt und deutet auf eine Herunterregulierung der zu dem CD3-
Komplex gehdrenden e-Kette hin. Weiterhin war bel den HNO- Tumorpatienten der Anteil der
CD4-Lymphozyten auffdlig erniedrigt, wahrend die Zahl der doppdtpositiven CD4'CD8*-
Zdlen sowie die HLA-DR-Werte erhoht war.

Einen Monat nach einem operaiven Eingriff lie? dch ene dake Zunahme der CD25
Expresson, besonders auf T-Lymphozyten erkennen. Die Chemothergpie mit Cisplatin, Fo-
linsaure, 5-FU, Fortecortin - eine sogenannte Polychemothergpie - bewirkte eine starke Erho-
hung der NK-Zdlpopulation und eine hohere Expresson des CD25-Markers auf NK-Zdlen
sowie ene Zunahme der LAK-Zdlfunktion. Die Veranderung der NK-Zedlpopulation ist
wahrschenlich auf den Einsstz von Cigplain und 5-FU zurlickzufUhren. Die Bestrahlungsthe-
rapie bewirkte eine dgnifikate Abnahme der T-Lymphozyten, besonders der CD4-T-
Hdfarzdlen, be glechzetiger Zunsghme der CD4'CD8'-podtiven Zdlen. B-Zdlen snd
g-Strahlen sengtiv, so dald unter Bedtrahlung ihr Antell vermindert wird. Die Erhdhung der
NK-Zdlpopulation is wahrscheinlich auf ene Radioresstenz dieser Lymphozytensubpopula
tion zurlckzufthren. Die Radio-Chemotherapie beinhdtet dre Zyklen mit enem Zytodaika
gemisch: Cisplatin, 5-FU, Folinsdure, Dexametason, Rescuvolin und Fortecortin und  an+
schliel¥ender Behandlung mit g- Strahlen.
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Die Daen der vorliegenden Studie zeigen deutlich, dal3 es unter dieser Radio-Chemotherapie
zu e@nem dggnifikanten Abfdl der CD3- und CD2-postiven Zdlen, besonders der zytotoxi-
schen T-Zd lpopulation, sowie zu einer Erhdhung der CD25-exprimierenden Zdlen komnt.

Die Beziehungen der Zdlen unteréinander snd unter Operation, Betrahlung- und Radio-
Chemothergpie nicht verandert, die Chemothergpie verursacht jedoch vermutlich en Un
glechgewicht zwischen T-Heferzdlen und Makrophagen bezlglich der Vermehrung von
NK-Zédlen. Be Patienten ohne Thergpie kam es zu ener Abnahme der CD3-pogtiven Zdlen.
Dies unterstiitzt die Hypothese der Herunterregulierung der e-Kette des CD3-Komplexes

unter Tumoreinwirkung.

Die Ergebnisse zegen water, dal3 die dleinige Bestimmung des Interleukin-2 Proteins keine
Auskunft Uber die Wirkung des Tumors auf die Sezernierung dieses Peptids bel ener
Tumorlokaisation im Gaumen und Zungenbereich gibt. Ers im Verlauf der Erkrankung
konnen Anderungen durch virde Infektionen und der EinfluR verschiedener Therapiemodali-
téten beobachtet werden.

Die Konzentration von slL-2Ra verhidt sch proportiona zur Tumorgrole. Dies unterstiitzt
die Hypothese, dal? dieser Rezeptor eher vom Tumor abstammt und nicht von den infiltrierten

Lymphozyten.

Die Konzentration von dL-2Ra im Plasma war abhdngig von der Thergpieart. Sie ereichte
wesentlich hthere Werte be Tumorpatienten im Vergleich zu den Probanden. Der niedrigste
Spiegel bel Pdienten fand sch bel Besrahlungsthergpie (Median = 840 U/ml), die héchsten
Werte ba Patienten mit Chemotherapie (Median = 1400 U/ml).

Infiltrierende  CD3"-Lymphozyten im Priméartumor, identifiziet mit denen Antikorper gegen
die e-Ketten, snd im Vergleich zu metastaserten Lymphknoten sgnifikant erniedrigt. Unter-
suchungen der peripheren Blutlymphozyten be Patienten mit Primé&rtumor ergaben eine Sgni-
fikante Erhchung der CD3-Populationen be glechzetiger Erniedrigung des Antells CD45
postiver Zdlen. Es bestand fur CDA45-postive Zdlen en dgnifikenter Zusammenhang zwi-
schen peripheren Blutlymphozyten und tumorinfiltrierenden Lymphozyten.
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Anhang

Standardkurve zur Bestimmung vom IL-2 Protein und
|6slichen IL-2Ra

Standardkurve fir IL-2 Protein

Extinktion (A) Konzentration (B)

pg/ml
0,053 62,5
0,080 125
0,120 250
0,204 500
0,382 1000
0,840 2000

Standarkurve fur I6sliche IL-2Ra

1. Versuch

2. Versuch

Extinktion (A) | Konzentration (B) Extinktion (A) | Konzentration (B)

U/ml U/ml
0,0105 100 0,038 110
0,046 360 0,167 410
0,129 740 0,433 860
0,318 1680 0,832 1740
0,734 3100 1,603 3150

3. Versuch

Extinktion (A) Konzentration (B)
U/ml
0,0095 110
0,058 400
0,1445 830
0,374 1740
0,823 2940

155



Danksagung

Men besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. L. Tréger, der mir die Mdglichket gab, am Zent-
rum der Biologischen Chemie des Universtétsklinikkums Frankfurt am Man zu promovieren.
Fir seine immer freundliche und in jeder Hindgcht hilfrache Unterstiitzung, fir zahlreiche
anregende Diskussionen, fir seine jederzeit fundierte und konstruktive Kritik.

Waiterhin danke ich Herrn Prof. Dr. Brendd fir die Ubernahme der Betreuung dieser Arbeit
im Fachberech Biologie, dessen Seminare mir fur meine Doktorarbeit Motivation und ldeen
lieferten.

Bei Frau Dr. B. Donnerstag bedanke ich mich fir die Uberlassung des Themas.

Herrn PD Dr. R. Knecht bin ich tief verbunden fur die sehr gute Zusammenarbeit, fir die Be-
reitddlung der Pdientenproben und fir zahlreiche kompetente Anregungen zur Erhdlung
klinischer Aspekte.

Allen menen Kollegen und Kolleginnen an Zentrum der Biologischen Chemie, mit denen
ich Hohen und Tiefen des Forschungsdltags teilte, danke ich fir kooperative Zusammenar-
bet, die anregenden fruchtbaren fachlichen Diskussionen und das nette Arbeitsklima.

Ein Dankexchon geht an die medizinischrtechnischen Assstenten Frau B. Wittke, Frau C.
Gobd , Frau A. Diehl, Frau E. Weit und Frau H. Baumann fur die praktische Untersititzung
und Hilfsbereitschaft.

Ganz besonders herzlich mochte ich zwe lieben Freunden und Kollegen, V. Buchta und D.
Henrich danken fir die Geduld, die Se mir bel der Abfassung dieser Arbeit entgegenbrachten
und for die kritische Lektire und Verbesserungsvorschidge. Schligldich gilt mein ausdriickli-
cher Dank mit dieser Arbait meinem Freund und Partner Dirk Henrich fir seine in jeder Hin
scht vergdndnisvolle Unterstiitzung, die mich vor dlem nie aufgeben lief.

156



Hiermit erklére ich an Eides Statt, dald ich mene Dissertation selbstdndig und nur mit den
angegebenen  Hilfamitteln  angefertigt und  noch  keinen  Promotionsversuch — unternommen
habe.

Frankfurt am Main, den 06.08.2001

157



LEBENSLAUF

Name: Penna Martinez
Vornamen: Marissa Susana
Geburtsdatum: 19.06.1962
Geburtsort: Vdpaaso/Chile
Staatsangehdrigkeit: deutsch
Familiengand: ledig

SCHULISCHER WERDEGANG

1969 - 1974 Grundschulein Vinadd Mar/ Chile

1975 Hauptschule Schule Nr.13 in Tacal Chile

1975 - 1976 Hauptschule Friedrich Stolze- Schule in Frankfurt/ M
1976 - 1983 Gesamtschule Erngt-Reuter-Schule in Frankfurt/ M

mit Abschlul3 Abitur: Note gut

AKADEMISCHER WERDEGANG

1983 Aufnahme des Studiums der Biologie an der Johann
Wolfgang Goethe-Universtét in Frankfurt/ M

1986 Vordiplom in den Féchern:
Zoologie, Botanik, Chemie und Physik

1986 Hauptstudium mit folgenden Schwerpunkten:
Hauptfach:  Humangenetik und Anthropologie
Nebenfacher: Zoologie und Anatomie

1990 Beginn der Diplomarbat mit dem Thema
Isolierung und Kultivierung von lymphoiden Zdlen mit
bestimmten Oberflachenrezeptoren
Betreuer: Dr. J. Cinatl
Sept 1991 Abschluf’ des Diplom Studiums mit der Note sehr gut
Juli 1993 Aufnahme des Promotionsstudiums an der JW.Goethe Universté im

Fachbereich Biologie mit dem Arbeitditel:

Untersuchung zdluldrer und humorder Immunparameter bel  Petienten
mit Pattenepithelkarzinomen im  Kopf-/Hdsberech in  Abhangigkeit
von Tumorgtadium und Therapieform

Betreuer: Prof. Dr. M. Brendd und Prof. Dr. L. Trager



BERUFLICHER WERDEGANG

1987

Okt/Nov 1989

1990

seit Okt 1992

April/Mai 1993

st Juli 1993

st 1994

21.-24. Sept 1994

7.-11. Mérz 1994

Okt 1993 - Febr 1995

3.- 4. Juni 1996

April/duli 1997

Okt 1998

30. Sept - 2.0kt

Studentische Hilfskraft, zusténdig fur die Literaturrecherche
bel Prof. Dr. med. H. Braak (Zentrum der Morphologie)

Studentische Hilfskraft, zugtéandig fur die Organisation der
Fuhrungen bel der Senckenberg Naturforschungsgesellschaft

Studentische Hilfskraft, zustandig fur die Vorbereitung von
Zdlkulturen fir Routineuntersuchungen be  Prof. Dr. med.
H. W. Doerr (Zentrum der Hygiene)

Dozentin fur Zytologie und Histologie in der Krankenpflege-
schule der Schwesterschaft vom Roten Kreuz

Wissenschaftliche Mitarbeiterin im Zentrum der Hygiene,
Abt. Med. Virologie, zugténdig fur die Isolierung von HIV-
Petientenisolaten, Etablierung biologischer Testsysteme zur
Charakteriserung therapieres stenter HIV-Viren bel Prof. Dr.
med. H. W. Doerr

Wochenend- und Feertagsdienste im Krankenhaudabor
GmbH der Kliniken des Hochtaunuskreises Bad Homburg, zu-
sandig fir Routine Untersuchungen

Mitglied der Gesdllschaft fir Immunologie

Telnahme: 25. Jahrestagung der Gesdllschaft fir Immunologie,
Universtét Konstanz

Tellnahme: 21.Deutscher Krebskongrel3, Hamburg

Dozentin in dem Fachern Anatomie, Physiologie in
der Krankenpflegeschule St. Markus-Krankenhaus

Telnahme: Tagung ,, Anwendung der Durchflul3zytometrie
Ingtitut fir Trandfusonamedizin und Trangplatations mmunolo-
gie, Wedtflische Wilhdms-Universitéat, Minster

Dozentin im Fach Immunologie an der saatl. Lehrangtalt der
Uni-Klinik, Frankfurt/ M

Aushilfgétigkeit in der Praxis fur padiatrische Endokrino-
logie, zugandig fir die quantitative Bestimmung von Hormon-
parameter mittels Immulite, bei Priv. Dov. Dr. K. Hartmann

Telnahme: Laborseminar PCR,
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg



sat Januar 1999

29. - 30. April 1999

ab Mai 1999

03. - 05. Mai 2000

sait Sept 2000

Mitglied der Robert-K och-Stiftung

Tellnahme: Seminar, Quantitative PCR,
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg

Wissenschaftliche Mitarbeterin im Zentrum der Innere
Medizin, Abt. Endokrinologie, zustandig fur Etablierung

und Arbelt an verschiedenen Zd lkultursystemen, Immunhisto-

chemie, Evauierung von Labormethoden zur Diagnostik von
Autoimmunerkrankungen bel Frau Prof. Dr. med. P.-M .
Schumm-Dr aeger

Tellnahme: Fortbildungsverangtaltung gemaR § 15 GenTSV
mit dem Thema,, Gentechnikrecht”

veranddtet von der¢ DECHEMA eV., Frankfut am Main in
Karl-Winnacker-Inditut

Mitglied der Deutschen Gesellschaft fir Endokrinologie



Veroffentlichungen

M. Penna-Martinez

Isolierung und Kultivierung von lymphoiden Zellen mit bestimmten Oberflachenrezeptoren
(1993)

Diplomarbeit im Fachbereich Biologie der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt /M

M. Penna-Martinez, B. Donnerstag, R. Knecht, L.Trager, C. v. llberg (1994)
Charakterisierung der Lymphozyten-Populationen von Patienten mit Plattenepithelkarzino-
men des oberen Aerodigestivtraktes.

VIII. Arbeitstagung ,,Anwendung der Durchflu3zytometrie in der Klinischen Zelldiagnostik*
Regensburg, Abstraktband S. 40

B. Donnerstag, R. Knecht, M. Penna-Martinez and C. v. llberg (1994)
Evaluation of the immunological stage in patients with head and neck cancer
J. Cancer Res. Clin. Oncol. 120 Suppl. : 130

M. Penna-Martinez, M. Skierlo, B. Donnerstag, R. P. Baum, R. Knecht, G. Hor, C. v. llberg

Evaluation of Interleukin-2 levels in the sera of Patients with head and neck
cancer and ovalian cancer
XVI International Cancer Congress New Delhi, abstract

B. Donnerstag, R. Knecht, M. Penna-Martinez, L.Trager (1994)

Immunologische Profil von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen- |. Methodik

Deutsche Gesellschaft fiir Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Kopf- und Hals-Chirurgie Jahres-
versamlung in Chemnitz, Vortrag

R. Knecht, B. Donnerstag, M. Penna-Martinez, C. v. llberg (1994)

Immunologische Profil von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen- Il. Klinik

Deutsche Gesellschaft fur Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Kopf- und Hals-Chirurgie Jahres-
versamlung in Chemnitz, Vortrag

M. Penna-Martinez, B. Donnerstag, R. Knecht, L. Trager, C .v .llberg (1994)

Interleukin-2 Spiegel im Serum von Patienten mit HNO-Plattenepithelkarzinome
Deutsche Gesellschaft fur Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Kopf- und Hals-Chirurgie Jahres-
versamlung in Chemnitz, Poster und Vortrag

M. Penna-Martinez, G. Caspar, K.H.Usadel, P.-M.Schumm-Draeger (1999)
Untersuchungen zur Expression von TSH-Rezeptoren in Thyreozytenzellkulturen
15. Arbeitstagung experimentelle Schilddriisenforschung Berlin, Vortrag

M. Penna-Martinez, G. Caspar, K. H. Usadel, P.-M. Schumm-Draeger (2000)
Expression of TSH-receptor in cultured cells from benignen thyroid tissue
Experimental and Clinical Endocrinology Suppl. 1: 145

M. Penna-Martinez, G. Caspar, K. H. Usadel, P.-M. Schumm-Draeger (2000)
Determination of TSH-receptor in cultured cells from benign thyroid tissue using
RT-PCR

The Endocrine Society’s 82nd Annual Meeting in Toronto, Abstrakband S. 386



G. Caspar, W. Joba, M. Penna-Martinez, A. E. Heufelder, J. Morris, P.-M. Schumm-Draeger
(1999)

Untersuchungen zur Expression von NIS (Natrium-lodid-Symporter) am Schilddrisentrans-
plantat im Xenotransplantationsmodell der thymusaplastischen Nacktmaus

15. Arbeitstagung experimentelle Schilddriisenforschung Berlin, Vortrag

G. Caspar, W Joba, M. Penna-Martinez, K Jungheim, J. C. Morris, AE Heufelder, PM
Schumm-Draeger (2000)

Sodium-lodide-Symporter expression in xenotransplanted thyroid tissue

Experimental and Clinical Endocrinology Suppl. 1: 51

G. Caspar, K Jungheim, M. Penna-Martinez, M Kock, KH Usadel, P.-M. Schumm-Draeger
(2000) Boosting of lymphocyte homing and characteristic autoimmune feature in xe-
notransplanted thyroid tissue by prestimulation with Graves sera

Experimental and Clinical Endocrinology Suppl. 1: 105

G. Caspar, K. Jungheim, M. Penna-Martinez, K. H. Usadel, P.-M. Schumm-Draeger (2000)
Prestimulation with graves’ sera enhances lymphocyte homing and characteristic autoimmu-
ne features in xenotransplanted thyroid tissue

The Endocrine Society’s 82nd Annual Meeting Toronto, Abstraktband S. 586

G. Caspar, W. Joba, M. Penna-Martinez, K. Jungheim, J.C. Morris, A.E. Heufelder, P. M-
Schumm-Draeger (2000)

Expression of sodium-iodine-symporter in human thyroid xenotransplants

The Endocrine Society’s 82nd Annual Meeting Toronto, Abstraktband S. 591

K. Jungheim, G. Caspar, M. Penna-Martinez, M. Kock, K. H Usadel, P.-M. Schumm-Draeger
(2000) Inhibition of lymphocyte homing, characteristic fer thyroid autoimmune disease in xe-
notransplanted thyroid tissue by LFA-1 and ICAM-1-antibodies

Experimental and Clinical Endocrinology Suppl. 1: 105

K. Jungheim, G Caspar, M. Penna-Martinez, K.H. Usadel, P.-M. Schumm-Draeger (2000)
Inhibition of lymphocyte homing in xenotransplanted thyroid tissue by LFA-1 and ICAM-1-
autoantibodies

The Endocrine Society’s 82nd Annual Meeting Toronto, Abstraktband S. 586

G. Caspar, W. Joba, M. Penna-Martinez, K. Jungheim , A.E. Heufelder, P.-M. Schumm-
Draeger (2001)

Expression des Natrium-Jodid-Supporters bei M.Basedow: Stimulation von Schilddrisen-
transplantaten durch Basedow Seren und Basedow Lymphozyten

45" Annual Meeting of the German Society of Endocrinology Magdeburg, Poster

G. Caspar, W. Joba, M. Penna-Martinez, K. Jungheim, K.H Usadel, A.E. Heufelder, P.-M.
Schumm-Draeger (2001)

Hemmung der Expression von Adhésionsmolekulen (ICAM-1/LFA-1) durch spezifische Anti-
korper vermindert die Expression des Natrium-Jodid Symporter (NIS)

45" Annual Meeting of the German Society of Endocrinology Magdeburg, Vortrag

M. Penna-Martinez, G. Caspar, K.H. Usadel, P.-M. Schumm-Draeger (2001)
Expression of thyroid specific genes in cultured cells from benign thyroid tissue
27" Annual meeting of european thyroid association Warschau, Poster



