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1. Einleitung

1. Einleitung

Tumorerkrankungen sind in den industrialisierten Landern nach Herz-Kreisauferkrankungen
die zweithaufigste Todesursache und trotz aller therapeutischen Bemihungen sterben ca. 20%
eines Jahrgangs an den Folgen einer Krebserkrankung. Fur die Bundesrepublik Deutschland
bedeutet dies jahrlich ca. 350.000 Neuerkrankungen und 220.000 Todesfélle.

Die hohe Letaité und das mit einer Krebserkrankung verbundene Leid machen es notwendig,
nach Therapiealternativen zu suchen, um die Schadigungen durch die Erkrankung bzw. die
durchgefuihrten Standardtherapien zu mildern und somit die Lebensqualitét der Patienten zu
verbessern.

Kernpunkt dieser Arbeit sind Untersuchungen zur Wirkung zweier systemischer, adjuvanter
Therapien, bestehend aus einer Enzymkomposition und hochdosiertem Vitamin-A, auf die
zirkulierenden, zelluldren Komponenten des peripheren Immunsystem bel Patienten mit
Tumoren im Kopf-/Halsbereich.

1.1 Plattenepitheltumor en im K opf-/Halsbereich

In den folgenden Abschnitten werden die Ursachen und Mechanismen der Tumorentstehung,
mit Schwerpunkt von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-/Halsbereich, die Therapie-
moglichkeiten und die Rolle des Immunsystems bel Tumorentstehung und -bekémpfung
ndher betrachtet.

1.1.1 Anatomie des K opf-/Halsbereichs

Der Larynx oder Kehlkopf ist der kranide, d.h. dem Kieferapparat zugewandte Teil der
Luftréhre mit der Doppelfunktion als Pfortner der unteren Luftwege und Apparat der
Stimmbildung. Er besteht aus einem Gerlist von Knorpeln, die durch Gelenke, Bander und
Membranen beweglich verbunden sind. Die Stellung der Knorpel und die Spannung der
Bander werden durch die quergestreiften Kehlkopfmuskeln reguliert. Die Kehlkopfhohle ist
von Schleimhaut ausgekleidet, die zwel Paare sagittal gestellter Falten bildet, eine obere Plica
vestibularis (Taschenfalte) mit Flimmerepithel und eine untere Plica vocalis (Stimmfalte) mit
Pattenepithel, in der das Ligamentum vocae (Stimmband) und der Musculus vocalis
(Stimmuskel) liegen.

Pharynx oder Rachen bzw. Schlund ist ein ca. 12-13 cm langer membrants-muskul&rer, von
Schleimhaut ausgekleideter Schlauch, der von der Schéadelbasis bis zum Osophagusmund in
Hohe des Ringknorpels reicht. Er bildet den gemeinsamen Teil des Atem- und Speisewegsim
Anschlul? an Nasen- und Mundhohle bis zum Eingang in Trachea bzw. Osophagus. Der
Pharynx wird in drel Etagen unterteilt: Pars nasalis (Epipharynx), Pars oradis
(Mesopharynx) und Pars laryngea (Hypophar ynx).
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Nasopharynx

Oropharynx

Laryngopharynx

Osophagus

Zunge

Epiglottis

Larynx

o !&\"\ 8 3 ; % Stimmband
aus Netter: Farbatlanten der Medizin Band 4 ,, Atmungsorgane*
Abbildung 1.1: Querschnitt des Kopf-/Halsbereichs. Lokalisation von Larynx, Pharynx und Stimmapparat.

1.1.2 Plattenepitheltumor en und prakanzer 6se L dsionen im K opf-/Halsbereich

Epithelgewebe ist ein geschlossener Zellverband, der innere oder aul3ere Kdrperoberflachen
bedeckt. Seine Funktionen sind Schutz, Stoffaustausch und Reizaufnahme. Es existieren zwel
Arten des Plattenepithels: Einschichtig, z.B. Peritoneum und mehrschichtiges, unverhorntes
Plattenepithel, welches z.B. Mundhohle, Osophagus, Vagina auskleidet (Abb. 1.2). Die
Epidermis wird von verhorntem Plattelepithel gebildet. Die unterste Zellage, das Stratum
basale, liegt der Basamembran auf, welche die Grenzflache zwischen Epithel und
Bindegewebe darstellt und sich vor allem aus Kollagen (Typ 1V), Glykoproteinen (Laminin,
Fibronektin, Entaktin) und sauren Proteoglykanen (Heparansulfat) zusammensetzt. Die Zellen
des Stratum basale sind zur Zellteilung befdhigt und ersetzen kontinuierlich abgeschilferte
Zellen der oberen Zellagen.

Stratum spinosum

Stratum basale

mehrschichtiges
Plattenepithel

Basamembran

Aus Pschyrembel Klinisches Worterbuch, 258. Auflage
Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau des mehrschichtigen Plattenepithels.

Das Plattenepithelkarzinom oder auch Epithelioma spinocellulare bzw. Spinaliom ist ein
maligner Tumor der Haut und Schleimhaut und mit Abstand die haufigste Tumorform im
Kopf-/Halsbereich. Plattenepitheltumoren entwickeln sich aus prékanzerdsen Vorstufen, den
sogenannten Dysplasien. Unterschieden wird zwischen drei Stufen mit steigendem

2



1. Einleitung

Malignitdtsgrad. Als einfache Dysplasie werden klinisch gutartige, reversible Hyperplasien
(Vergrolerung eines Gewebes durch Zunahme der Zellzahl bei unveranderter Zellgrof3e) ohne
Kernatypien bezeichnet. Die mittelgradigen Dysplasie ist gekennzeichnet durch Anderungen
in der Mitoserate, der Basalzellpolaritét und —form. Bei der hochgradigen Dysplasie ist die
Mitoserate deutlich erhoht, die Epithelschichtung gestért, und die Zellen sind polymorph.
Diese Storungen sind bei dem Karzinoma in situ stérker ausgeprégt, dieser Tumor ist noch
nicht invasiv.

Fur die weitere Klassifizierung der Tumoren wurde das TNM-System eingefhrt; , T (0-4)"
steht fur steigende Tumorgrofe, ,N (0-4)“ fur den wachsenden Befall |okoregionarer
Lymphknoten und ,M (0-4)“ fir den Metastasierungsgrad des Tumors.

Das invasive Wachstum von Plattenepithelkarzinomen ist stark vom benachbarten Gewebe
abhangig. Driusen, Muskeln und lockeres Bindegewebe dienen dem Tumor as Leitbahn.
Knochen, Knorpel, Membranen und Blutgefal3e hingegen bieten dem Tumor einen hohen
Widerstand. Etwa ein Drittel der Larynxkarzinome zeigten eine Infiltration der Membranen
und Blutgeféle. Metastasierung erfolgt meist Uber die Lymphgefée, ein Befal der
benachbarten Lymphknoten wurde in ca. 25% der Falle beobachtet. Metastasen in weiter
entfernten Organsystemen sind eher selten und treten anscheinend nur auf, wenn samtliche
lokoregionare Lymphknoten schon befallen sind. Von 600 untersuchten Patienten in Frankfurt
mit Larynxkarzinom konnten bei 13 Metastasen hauptsachlich in der Lunge festgestellt
werden (Meyer-Breiting, 1981). Bel Patienten mit Primartumoren des Hypopharynx konnte
ein Tumorbefall der Knochen, Wirbelsaule und des Schadels nachgewiesen werden (Ganzer
et al, 1982). Mikrosatellitenanalysen ergaben, dal3 Metastasen bei HNO-Tumoren sich in den
meisten Fallen von dem Primartumor ableiten lassen (Bedi et al, 1996).

Die Prognose ist stark abhangig von der Lokalisation des Primartumors, bei frihzeitiger
Diagnosestellung und der seltenen Fernmetastasierung ist sie z.B. bei dem Glottiskarzinom®
gunstig; beim supraglottischem Karzinom jedoch deutlich schlechter wegen schneller lokaler
Metastasierung in die Lymphknoten.

Lautet die Diagnose Hypopharynxkarzinom, so betragt die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate nur ca.
20 %.

1.1.3 Zdlulare Veranderungen bei Plattenepithelkar zinomen

Maligne Tumoren im Hals/Nasen-/Ohrenbereich (HNO-Tumore) stammen von einer
klonalen Population von Zellen und sammeln in ihrer Entwicklung eine Vielzahl genetischer
Anderungen in einem vielstufigen Prozef? an (Carey et al, 1993).

Mittels  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisation-(FISH)-Untersuchungen wurden bei  HNO-
Tumoren haufig komplexe Muster chromosomaler Deletionen, Translokationen und
Amplifikationen hauptsachlich auf den Chromosomen 3p, 59, 8p, 9p und 18q gefunden
(Carey et a, 1993, Van Dyke 1994). Es wird angenommen, dal3 die verlorengegangenen
Regionen maoglicherweise Tumorsuppressorgene, hoch amplifizierte Regionen madgliche
proto-Onkogene enthalten.

Die Region 11g13 ist oft bei HNO-Tumoren amplifiziert. Sie kodiert unter anderem fir
Cyclin D1, ein Protein, welches den Ubergang von der G1- zur S-Phase fordert. Cyclin D1
wird konstitutiv in HNO-Tumoren gebildet und konnte mit Tumorprogression und Mortalitét
in Zusammenhang gebracht werden (Callender et al, 1994; Jares et al, 1994).

Die bei HNO-Tumoren am héufigsten deletierte Region enthdlt das Gen pl6, welches as
wichtiger Inhibitor des Cyclin-CDK-Komplex fungiert (Kamb et al, 1994). Uber 90% der
HNO-Tumoren zeigen eine Telomeraseaktivitdt, die mit dem Malignitétsgrad korreliert

! Glottis=Stimmband
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werden kann. (Mutringura et a, 1996). Im Gegensatz zu anderen Tumorarten (Kolon-,
Lungen-, Schilddriisenkrebs) konnte das ras-Onkogen nur bei 5% der HNO-Tumoren
nachgewiesen werden (Sheng et al 1990).

Die Expression des Proteins p53, welches eine sehr wichtige Rolle bei der Zellreparatur
innehat und mit viele Proteinen, Wachstumsfaktoren, Onkogenen und Tumorsuppressorgenen
interagieren kann, ist bei HNO-Tumoren verandert (Rowley et al, 1997). Oft konnten
Mutationen des p53-Gens bei den Tumoren nachgewiesen werden (Rowley et al, 1998;
Schoelch et al, 1999).

Die Empfindlichkeit der Tumorzellen fur externe Proliferationssignale wird durch die starke
Exprimierung des Epidermalen-Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF-R) erhoht (Ishitoya et al,
1989). Die Expression von bestimmten Matrixmetalloproteasen, die fur Gewebeinvasion
mitverantwortlich sind (DeClerck, 2000), scheint mit der EGF-R-Genexpression assoziiert zu
sein (Kusukawa et al, 1996).

Viele der hier aufgefuhrten Veranderungen vermogen aleine noch kein Tumorwachstum
hervorzurufen. Treten sie jedoch gehauft auf, so werden zum einen die Mechanismen
inaktiviert, die eine Zelle vor Entartung schitzen, bzw. eine entartete Zelle kontrolliert
abtoten (Apoptose) und zum anderen die Regelkreise auller Kraft gesetzt, die die Mitose
regulieren.

1.1.4 Epidemiologie und Risikofaktoren

Die verschiedenen Krebsarten unterscheiden sich in ihrer Letalitdt und Haufigkeit. Tumoren
im Hals-/Nasen-/Ohrenbereich treten vergleichsweise selten auf, sie machen ca. 5% der
Krebserkrankungen in Europa aus, die Mortalitétsrate betragt ca. 30% (DeLaney et al, 1996).
Von Plattenepitheltumoren bzw. prékanzerésen Veranderungen im HNO-Bereich sind
hauptsachlich Manner in der 7. Lebensdekade betroffen. Der Anteil Frauen, die an dieser
Tumorart erkranken, betragt in der Bundesrepublik Deutschland nur 4% bis 8% (Schwab und
zum Winkel, 1975; Bohndorf und Hocker, 1976), fur andere Industrienationen konnten Werte
in dhnlicher GroRenordnung erhoben werden z.B. USA: 13% (Devesa und Silverman, 1978)
und Schweden: 9,7% (Olofsson und Van Nostrand, 1973). Der Anteil der Frauen bei den
Neuerkrankungen steigt jedoch an, diese Beobachtung wird in Zusammenhang mit einem
erhohten Tabakkonsum der weiblichen Bevolkerung gesehen (Ramadan, 1982).
Epidemiologische Untersuchungen im ehemaligen Jugoslawien, wo zur Zeit der Erhebung
offensichtlich kaum Unterschiede beziiglich der Rauchgewohnheiten und Arbeitsbedingungen
zwischen den Geschlechtern bestanden, ergaben ein prinzipiell erhdhtes Erkrankungsrisiko
fir Manner (Kambic et al, 1984). Die Haufigkeit von malignen Veranderungen korreliert
hierbei mit der Grofe des Larynx und der Lénge der Stimmbénder. Beides ist
hormonabhéngig und bei Mannern stérker ausgepragt als bei Frauen (Scott, 1976). Als
weitere endogene Risikofaktoren werden neben genetischer Pradispositionen bei ca. 1% der
Erkrankungen (Ankathil et al, 1996) eine Infektion mit humanen Papillomaviren (Brandwein
et a, 1993; Clayman et al, 1994) und Vitamin-A-Mangel (Graham et al, 1981) diskutiert.

Die klassischen exogenen Risikofaktoren fir Tumorerkrankungen im HNO-Bereich sind
Tabakkonsum und Alkoholmif3brauch. Starker Zigarettenkonsum fuhrt zu einem ein
sechsfach, hoher Alkoholkonsum zu einem fiinffach erhéhten Erkrankungsrisiko (Burch et al,
1981). Die Kombination von Alkohol und Zigarettenrauch hat einen leichten synergistischen
Effekt, das Tumorrisiko ist um 50% gegentiber der Summe der Einzelrisiken erhoht (Herity et
al, 1982). Es wird diskutiert, dal3 der Alkohol zum einen kanzerogene Substanzen aus dem
Zigarettenkondensat 16st und so dem Organismus verflgbar macht und zum anderen die
Lebensweise im Zuge einer Alkoholsucht zu einer Mangelerndhrung fuhrt (Maier et a, 1992).
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Deswelteren scheint die Inhalation von Noxen wie z.B Asbeststaube (Sturm et al, 1995) und
Dieselrauch (Muscat et al, 1995) das Erkrankungsrisiko leicht zu erhdhen.

1.1.5 Diagnose und Ther apie von Plattenepithelkar zinomen im K opf-/Halsber eich

Die Diagnose von HNO-Tumoren ist im Gegensatz zu Tumoren, die innere Organe befallen
haben, mit vergleichsweise einfachen Mitteln erreichbar. Die meisten neoplastischen
Veranderungen des Aerodigestivtraktes konnen laryngoskopisch aufgrund von Verdickungen,
farblichen Veranderungen und narbenartigen Vertiefungen der Schleimhaut identifiziert
werden. Zur abschlief?enden Beurteilung der Malignitdt ist jedoch eine histologische
Untersuchung einer Gewebeprobe notwendig. Ausdehnung, Grof3e und eventuelle Streuung
des Tumors werden derzeitig hauptsachlich mittels Computertomographie ermittelt.

In der klinischen Erprobung befinden sich Verfahren, z.B. radioaktiv markierte Antikorper
gegen EGF-R, die in Kombination mit Computertomographie und modernen bildgebenden
Verfahren die Detektion kleinerer neoplastischer Veranderungen erlauben.

Die Wahl der Tumortherapie richtet sich nach der histologischen und morphologischen
Zuordnung des Tumors. Als Behandlungsverfahren fir HNO-Tumoren stehen derzeit die
chirurgische Entfernung des Tumors, die Bestrahlung und in geringeren Umfang die
Chemotherapie zur Verfigung.

Die Chirurgische Therapie hat die vollsténdige Entfernung des Tumors und der
lokoregiondren Lymphknoten zum Ziel und ist bei lokal abgegrenzten Tumoren das Mittel der
Wahl. Je nach Lokalisation bzw. Zuganglichkeit des Tumors sind hierzu verschiedene
Operationstechniken anzuwenden. Bel der als Neck-dissection bezeichneten Operation
werden die Halsweichteile und je nach Ausdehnung alle Lymphknotengruppen und einige
nicht lymphatische Strukturen, z.B. Schilddruse, entfernt. Es wird dabel versucht, die
aufgrund der Radikaitét der Operation unvermeidlichen funktionellen Defekte mit
Transplantaten und anderen rekonstruktiven Mal3nahmen auszugleichen. Die chirurgische
Therapie bietet nur bei lokal begrenzten Tumoren gute Heilungsaussichten (Bootz et a,
2000). In ener Studie an 200 Patienten mit HNO-Tumoren betrug die 5
Jahrestiberlebenswahrscheinlichkeit nach chirugischer Behandlung 81% bei lokal begrenzten
Tumoren, 64 % bei zusdtzlichem Lymphknotenbefall und 21% bei metastasierten Tumoren
(Woolgar et al, 1999).

Bei der Radiotherapie werden die befalenen Arede intensiver RoOntgen- oder
Gammastrahlung ausgesetzt. Postoperativ eingesetzt, hilft sie versprengte Tumorzellen zu
eliminieren. Den Zellen in den bestrahlten Arealen werden schwere genetische Schaden
zugefugt, die direkt zum Absterben oder aber zur Auddsung der Apoptose fuhren. Im
allgemeinen verkraften gesunde Zellen eine Bestrahlung besser als Tumorzellen, so bleiben
nach einer Strahlenherapie die anatomischen Strukturen weitestgehend erhalten. Dies ist bel
Karzinomen im Larynx/ bzw. Pharynxbereich vorteilhaft, da dem Patient die Sprechfahigkeit
erhalten bleibt.

Die Gesamtdosis bei HNO-Tumoren betrégt im Schnitt 30 Gy (Gray = Jkg) verteilt auf 15
Sitzungen mit einer Dosis von 2 Gy, die 3-Jahres-Uberlebensrate liegt zwischen 35 — 65%
abhangig von Tumorart und —grof3e (Skolnik et al, 1975; Snow et al, 1980).

Die Radiotherapie birgt jedoch das Risko strahleninduzierter Sekundértumoren, die einige
Jahre nach Beendigung der Therapie auftreten kdnnen (Teo et al, 1999)
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Die Chemotherapie wird hauptsachlich bei schnell wachsenden Tumoren (z.B. Hodenkrebs)

eingesetzt oder um abgesiedelte Tumorzellen und Metastasen bekampfen zu koénnen. Die

Chemotherapeutika konnen nach ihrem Wirkmechanismus verschiedenen Gruppen

zugeordnet werden:

e Antimetabolite, z.B. 5-Fluoruracil (5-FU): Hemmung der Nucleotidsynthese

e Alkylierende Substanzen, z.B. Cisplatin: Einbau von Alkylgruppen in die DNA,
Quervernetzung der DNA-Strénge

e Pflanzliche Alkaloide, z.B. Taxol: Verhinderung der Zedlteilung durch Stérung der
Tubulinfasern

Zur Therapie von HNO-Tumoren werden oft Kombinationen verschiedener Zytostatika

eingesetzt: Eine verbesserte Ansprechrate und eine leicht erhohte Uberlebensrate wurde mit

einer Kombinationstherapie mit Cisplatin und Fluoruracil erreicht (Zidan et al, 1997).

Andere erreichten langere Uberlebenszeiten bei metastasierenden HNO-Tumoren mit einer

Kombination von Cisplatin, 5-FU und einem pflanzliches Alkaloid (Hussain et al, 1999).

Alternative Therapieansatze:

Die Schwere der Erkrankung zum Anla, wird derzeit eine Vielzahl verschiedener
Therapiestrategien im Tierversuch oder schon in klinischen Pilotstudien erprobt. Getestet
werden derzeit Gentherapien, Immuntherapien und Ansétze zur Chemopravention.

Die immunologischen Konzepte grunden auf der Hoffnung, eine Zerstdrung der Tumorzellen
durch Auslésung einer spezifischen Immunantwort gegen definierte Tumorantigene, der Gabe
spezifischer Antikorper, die z.B. den Epidermal-Growth-Faktor-Rezeptor (EGF-R) blockieren
(Knecht et a, 1997) oder aber einer algemeinen, systemischen Stimulierung des
Immunsystems z.B. durch Zytokine (IL-2), Mistelextrakte oder proteolytische Enzyme zu
erreichen.

Ein anderer Ansatz zielt auf eine Redifferenzierung, d.h. eine Normalisierung der entarteten
Zellen. Hier zu nennen ist das Vitamin-A und abgeleitete Retinoide. Neben der
Redifferenzierung der Tumorzellen wird ein Potential zur Chemoprévention maligner
Erkrankung im Kopf-/Halsbereich durch Vitamin-A vermutet.

1.1.6 Vitamin-A
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Abbildung 1.3: Strukturen des Vitamin-A (Retinol) und einiger Vitamin-A Metabolite (Retinsiure, Retinal, o-
14-hydroxy Retroretinal), 2 pflanzliche Carotinoide.
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Als Vitamin-A werden nach der UIPAC-Nomenklatur von 1991 alle natlrlichen
Verbindungen des Vitamin-A verstanden, die ale Vitamin-A-Wirkungen beinhalten. Dies
schliefdt eindeutig die Retinoide aus, denen definitionsgemald die Retinsdure (RA) und ihre
natUrlichen und synthetischen Derivate zugeordnet werden. Beispielsweise ist die RA in der
Spermatogenese und beim Sehvorgang nicht wirksam. Die geringere Wirkungsbreite der
Retinoide liegt darin begriindet, dald unter natirlichen Bedingungen RA nicht zu Retinol
(ROH) reduziert werden kann, wahrend aus ROH die ganze Spannbreite moglicher Derivate
im Stoffwechsel entstehen kann.

Vitamin-A ist beim Menschen entscheidend beteiligt an Sehvorgang (in Form von 11-cis-
oder al-trans-Retina) an Wachstum, der Entwicklung und Differenzierung von
Epithelgeweben,  Reproduktion  (Spermatogenese,  Entwicklung der  Plazenta,
Fetalentwicklung) und der Testosteronproduktion. Vitamin-A-Mangelkerkrankungen stehen
unter den Vitaminmangelzustdnden weltweit an erster Stelle. Durch langere Mangel- oder
Fehlerndhrung kann es zur Stérung der Dunkeladaptation bis Nachtblindheit as
Frihsymptom, zu Stérungen des Wachstums, der Differenzierung epithelialer Gewebe,
Xerophthalmie (Regenerationsstérung von Rhodopsin; Untergang von Photorezeptoren,
Epithelstérungen an Bindehaut u. Hornhaut), Verhornung der Talgdrisen, Atrophie der
Schleimdriisen und Schleimhaute, Stérungen der Knochenbildung, der Fortpflanzung
(Atrophie der Testes und Ovarien) und in der Schwangerschaft zu Fehlbildungen des Feten
kommen. Der tagliche Vitamin-A-Bedarf liegt bei Erwachsenen bei ca. 3.000-5.000 |.E
Retinol (entspricht 1,0 — 1,5 mg Retinolaquivalente/Tag) oder 6 mg all-trans-B-Carotin od. 12
mg anderer Provitamin-A-Carotinoide.

Vitamin-A aus natirlichen Quellen ist meist mit langkettigen Fettsduren verestert (haufig
Retinolpalmitat) und findet sich in tierischen Produkten wie z.B. Fischleberdl, Leber, Eier,
Milch und Milchprodukte, as Carotinoide in Gemuse und Obst.

1.1.6.1 Vitamin-A: Metabolisierung und Wirkmechanismen

Nach der Aufnahme mit der Nahrung werden Retinylester im Darm durch unspezifische
Esterasen gespalten und im Dunndarm resorbiert. In physiologischen Konzentrationen erfolgt
die Aufnahme des Retinols in die Mukosazellen durch einen passiven, energieunabhangigen
Proze3. Bei pharmakologischen Konzentrationen findet der Transport eher Uber einen
passiven Diffusionsvorgang statt. Innerhalb der Mukosazellen bindet das ROH an das
cytoplasmatische-retinolbindende-Protein 1l  (CRBP 1), wird erneut mit langkettigen
Fettsauren verestert und verpackt in sogenannte Chylomikronen Uber das lymphatische
System in die Blutbahn geschleust. In der Leber werden die Retinylester tUber spezifische
Rezeptoren in Kurzzeitspeicherzellen (Parenchymzellen) oder Langzeitspeicherzellen
(Stellatumzellen) aufgenommen. Die homoostatisch  kontrollierte  Freisetzung des
hydrolysierten ROH erfolgt 1 : 1 gebunden an das in der Leber synthetisierte retinolbindende
Protein (RBP). Im Blut bindet der RBP-Retinol-Komplex 1 : 1 an Transthyretin und wird zu
der Zielzelle transportiert.

B-Carotin wird nach Resorption durch das Enzym Dioxigenase in zwel Retinalmolekiile
gespalten, die weiter zu ROH oder RA verstoffwechselt werden kdnnen. Die Konversionsrate
betragt ca. 15% (Lorenz und Biesalski, 1993).

Hohe Vitamin-A-Plasmaspiegel fihren zu einer negativen Riickkopplung der Resorption und
der enzymatischen Konversion des 3-Carotins (Biesalski, 1990).

Uber einen bisher nicht exakt definierten Membranrezeptor gelangt ROH in die Zielzelle und
bindet dort an CRBP | bzw. CRBP Il oder wird zu RA oxidiert. Wahrend Uber die Funktion
des ROHs in der Zelle noch Unklarheit besteht, so hat man Uber die Wirkungsweise der RA
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mittlerwelle klare Vorstellungen. RA bindet an das zytoplasmatische retinsaurebindende-
Protein (CRABP), wird in den Zellkern transloziert und kann dort mit dem Kernrezeptor in
Verbindung treten. Es existieren zwei Familien der RA-Kernrezeptoren: RAR binden 9-cis
RA und al-trans RA (ATRA); RXR binden nur 9-cis RA mit hoher Affinitét. Jede der zwel
Familien hat drei Mitglieder, RAR o, B, Y bzw. RXR o, B, v. Zu jedem der Familienmitglieder
existieren zudem noch verschiedene Isoformen. RARs und RXRs weisen Homologien mit
anderen Mitgliedern der Kernrezeptorsuperfamilie auf, wie z.B. Steroidhormon-Rezeptoren,
Vitamin-D-Rezeptoren und Thyroidhormon-Rezeptoren. Wie diese enthalten sie 6 Doménen,
A-F (A/B: Ligandenunabhangige Transaktivierung; C: zwel Zinkfinger fir Bindung an DNA;
D: Verbindungsregion; E: Verantwortlich fur Dimerisierung, Liganden- und Cofaktor-
bindung, Ligandenabhangige Transaktivierung; F: unbekannte Funktion). Das RAR/RXR-
Heterodimer ist die aktive Form des RA-Rezeptors, der an spezifische DNA-Sequenzen, den
RA-responsiven Elementen (RARE) in der Promotorregion der Zielgene bindet. RXR kann
auch mit anderen Mitgliedern der Kernrezeptorsuperfamilie Dimere bilden.

Die molekulare Regulierung des RA-Signas erfolgt durch aktivierende (CoA) und
inhibierende (CoR) Kofaktoren, Proteinkomplexe, die sich jeweils aus mindestens drei
Proteinen zusammensetzen. Nach RA-Bindung an den RAR/RXR-Komplex dissoziiert CoR,
CoA kann durch Bindung an das Heterodimer Nukleosomen acetylisieren, somit die
Chromatinstruktur 6ffnen und durch Rekrutierung des Basistranskriptionskomplex die
Genexpression starten.

Durch die vielen Moglichkeiten der Heterodimerisierung zwischen diversen RAR- und RXR-
Typen bzw. mit anderen Mitgliedern der Rezeptorsuperfamilie kann eine grof3e Bandbreite
biologischer Antworten generiert werden (zusammengefalét nach Freedmann, 1999; Zhang et
al, 2000).

1.1.6.2 Vitamin-A und Vitamin-A-Derivate in Therapie und Chemopravention von
Tumoren des Aerodigestivtraktes

Nachdem in den achtziger Jahren epidemiologische Untersuchungen einen starken
Zusammenhang zwischen Plattenepithelkarzinomen des Aerodigestivtraktes und Vitamin-A-
Mangelerndhrung ergaben (Hong Kong Cancer Registry, 1982; Koo, 1988), wurde die Idee
geboren, die Tumorentstehung bei Risikogruppen durch eine ausreichende Versorgung mit
Retinoiden zu verhiten. Dieser Ansaiz wird as Chemoprévention bezeichnet.
Chemopravention beruht auf der Annahme, dal3 die Akkumulation biochemischer und
genetischer Schaden in den Zellen durch die regelméaidige Zufiihrung bestimmter Substanzen
zu verhindern bzw. zu verlangsamen ist und somit der Ubergang zu einer Krebszelle
aufgehalten oder zumindest verzogert werden kann.

Gestutzt wurde dieser Gedanke durch verschiedene Tierversuche. Hamster wurden
Carcinogenen ausgesetzt, digienigen mit ausreichender ROH-Versorgung bildeten keine
Plattenepitheltumoren aus, aufgetretene Tumoren in der Vitamin-A defizienten Gruppe
bildeten sich nach Vitamin-A-Gaben zuriick (Chu und Mamgren, 1965). Die protektive
Wirkung von Retinoiden konnte in spateren Studien fir andere Karzinogene bestétigt werden
(Goodwin et a, 1986; Inoe et al, 1993).

In den vergangenen Jahren wurden breit angelegten Studien zur Chemopravention von
P attenepithelkarzinomen mit ROH, RA (RA—Derivate) und -Carotin gestartet. Die Majoritét
der Studien beschrankt sich auf die Pravention von Rezidivtumoren, alerdings mit
unterschiedlichen Ergebnissen. Sankaranarayanan et al (1997) fanden in einer Studie mit
anfanglich 160 Patienten einen kompletten Tumorrtickgang in der ROH-Gruppe bei 52%, in
der Placebogruppe bel 10 % der Patienten. In einer anderen Studie konnten bei vergleichbaren
Patientengut 8hnliche Ergebnisse mit 13-cis-RA erreicht werden (Benner et a, 1994). In
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beiden Studien sprachen Patienten mit homogenen und kleineren Lasionen besser auf die
Behandlung an, nach Beendigung der Medikation traten bel der Halfte der erfolgreich
Behandelten erneut Tumorrezidive auf.

In einer weiteren Studie mit 93 Patienten konnte kein positiver Effekt einer ROH-Medikation
beobachtet werden (Jyothirmayi et al, 1996). Die 1988 begonnen EUROSCAN Studie zeigte
nach Auswertung von Uber 2.500 Patienten keine signifikanten Verbesserungen durch eine
praventive Behandlung mit Acetylcystein oder ROH bei Patienten mit friihen Stadien von
HNO- bzw. Lungenkrebs (Van Zandwijk et al, 2000). In der placebokontrollierten CARET-
Studie (Uber 18.000 Teilnehmern) wurde Risikopatienten ROH und B-Carotin verabreicht.
Nach 21 Monaten muldte die Studie nach deutlicher Zunahme der Todesfalle (+17%) und
Neuerkrankungen (Lungenkrebs, +28%) in der Verumgruppe abgebrochen werden (Omenn et
al, 1996).

1.1.7 Proteolytische Enzyme

Enzyme sind definitionsgeméa? Proteine, selten auch Ribonukleinsauren, die as
Biokatalysatoren chemische Reaktionen ohne Verschiebung ihres Gleichgewichts
beschleunigen. Die Funktion eines Enzyms ist an die Intaktheit seines raumlichen Aufbaus
gebunden, wobei durch die Anordnung mehrerer nicht benachbarter Aminoséurereste das
sogenannte Aktivitétszentrum gebildet wird, an das sich die an der Reaktion betelligten
Substanzen (Substrate) anlagern. Ein Enzym kann jewells nur eine der fir ein Substrat
moglichen Reaktionen katalysieren.

Im folgenden werden aus der Vielzahl der Enzyme nur die Proteasen Trypsin, Chymotrypsin
und Papain naher betrachtet, die die wirksamen Bestandteile der in dieser Arbeit untersuchten
Testmedikation darstellen.

Als Papain werden unterschiedliche Extrakte und Aufreinigungen des mexikanischen
Melonenbaumes Carica papaya bezeichnet, hier steht Papain fir ein gereinigtes und
getrocknetes Extrakt aus dem Milchsaft unreifer Frichte mit einem Molekulargewicht von
22,9 kDa. Papain wird der Klasse der Cysteinproteinasen zugerechnet (EC Nr. 3.4.22.2), die
in ihrem katalytisch aktiven Zentrum eine Cysteinhaltige SH-Gruppe besitzen. Eine
Substratspezifitét ist nur wenig ausgepragt, die hydrolytische Spaltung von Peptiden erfolgt
bevorzugt an der kovaenten Bindung der Carboxylgruppe der Aminosauren Arginin, Lysin
und Phenylalanin. Das Aktivitétsoptimum entfaltet Papain bel pH 6,4 und ist stabil bis 55°-
60°C, Inaktivierung bei Temperaturen hoher as 70°C. Spezifische Inhibitoren sind
Oxidationsmittel, Ubergangsmetalle und Jodacetat. Aktivierend wirken sich Reduktionsmittel,
-SH und EDTA aus.

Trypsin (EC Nr. 3.4.21.4) ist eine Serinprotease mit einem Molekulargewicht von 24 kDa.
Trypsin enthdlt in dem aktiven Zentrum eine Histidingruppierung, die gemeinsam mit einer
Seringruppe die Hydrolyse von Peptid-, Amid- und Esterbindungen bevorzugt an basischen
Aminosauren Arginin und Lysin katalysiert. Trypsin wird als inaktive Vorstufe (Trypsinogen)
aus einem Bauchspeicheldriisenextrakt von Schweinen oder Rindern durch fraktionierte
Falung isoliert und anschliefend im leicht akalischen pH-Bereich aktiviert. Der
isoel ektrische Punkt liegt bei pH 10,1 und das Aktivitatsoptimum im Bereich von pH 7-9.
Chymotrypsin (EC Nr. 3.4.21.1) ist ebenfalls eine Serinprotease, das Molekulargewicht
betragt ca. 25 kDa. Das Enzym spaltet Peptid-, Ester- und Amidbindungen an deren Bildung
die Carboxylgruppe der aromatischen Aminosauren Tyrosin, Tryptophan oder Phenylaanin
beteiligt sind. Chymotrypsin wird durch fraktionierte Féllung aus saurem Pankreassaft als
Chymotrypsinogen isoliert. Die Aktivierung zu Chymotrypsin erfolgt enzymatisch mit
Trypsin. Der isoelektrische Punkt liegt bei 8,5, das pH-Optimum zwischen pH 7-9 (van
Eimeren et a, 1994 (Papain, Trypsin, Chymotrypsin)).
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1.1.7.1 Grundlagen der systemischen Immuntherapie mit proteolytischen Enzymen,
Anwendungen proteolytischer Enzymein der Medizin

Der Beginn der medizinische Anwendung von Enzymen &3t sich bis in die Frihgeschichte
der Menschheit zurlickverfolgen. In Mittel- und Stdamerika benutzen Indianer seit jeher
Blétter und Frichte des Melonenbaums oder die Ananasfrucht zur Behandlung von Wunden
und Geschwiren. Die Nutzung des Feigenenzyms Ficin ist sogar biblisch verbirgt. Der
Prophet Jesgja heilte Hiskia durch Auflegen eines Feigenpflasters (2.Buch der Konige, 20.
Kapitel, Vers 7). Enzyme sind auch heute noch das Mittel der Wahl bei der Behandlung des
Ulcus cruris (Unterschenkel geschwiir).

Ende des 19. Jahrhunderts begann fir die Enzymtherapie eine neue Phase, statt topischer
Behandlung wurde durch den Arzt John Beard Tumorpatienten frischer, gereinigter
Pankreaspref3saft vends und in Tumornéhe injiziert und so der Krankheitsverlauf gebremst.
Dies war der Grundstein der systemischen Enzymtherapie, d.h. statt einer lokale Applikation
eines Medikamentes wird dieses Uber den Blutkreislauf an die Wirkorte transportiert.

Der Mediziner Wolf und die Zellbiologin Benitez nahmen die Idee der systemischen
Enzymtherapie auf und in langen Versuchsreihen ermittelten sie Enzymkombinationen, die
sich als besonders erfolgreich gegen kultivierte Tumorzellen erwiesen. Durch Kombination
pflanzlicher und tierischer Enzyme mit verschiedenen Spezifitdten konnen Proteine an
unterschiedlichen Stellen geschnitten werden, die Enzyme ergéanzen sich zudem hinsichtlich
ihrer Aktivitétsbereiche. Die in dieser Arbeit untersuchte Enzympraparation enthélt die
Enzyme Papain, Trypsin und Chymotrypsin im Verhadltnisvon 2.5: 1: 1 (g/g/g) und basiert auf
den Ergebnissen von Wolf und Benitez. Durch die systemische Applikation ist es moglich,
mit einem Therapieansatz ein breites Spektrum an Erkrankungen zu therapieren. Die
Bandbreite aktueller und etablierter Anwendungen ist in Tabelle 1.1 zusammengefal3t.

Der Einflul? einer systemischen Enzymtherapie auf die Komponenten des Immunsystems und
auf den Krankheitsverlauf bei Tumorpatienten wird ausfihrlich in der Diskussion behandelt.

1.1.7.2 Resor ption der Enzyme

Durch eine geeignete Umhillung der Dragees wird sichergestellt, dal’ die Enzyme erst im
Dunndarmbereich freigesetzt werden. Dies ist notwendig, da Trypsin im sauren Magenmilieu
innerhalb von 30 min und Chymotrypsin innerhalb von 180 min 90 % der Aktivitét einbuft.
Der Nachwels einer Resorption funktionsfdhiger Enzyme ist Gegenstand intensiver
Forschungsbemiihungen und gestaltet sich schwierig. Endogene, im Pankreasekret enthaltene
Hydrolasen haben eine biochemisch fast identische Wirkung wie die in der Medikation
enthaltenen Enzyme. Da aber auch Pankreasenzyme teilweise Uber den enteropankreatischen
Kreidauf rickresorbiert werden, ist mit der Bestimmung der enzymatischen Aktivitét im
Serum keine Trennung zwischen exogenen und endogenen Enzymen moglich. Zudem kdnnen
die in Blut und Lymphe enthaltenen Antiproteasen Antitrypsin und o2-Makroglobulin (o2-
Mg) nicht nur mit endogenen sondern auch mit resorbierten, korperfremden Proteasen
interagieren. Dies fUhrt zu einer Maskierung antigener Strukturen, so dal3 immunologische
Nachweisverfahren ebenso systematische Méangel aufweisen.

An Kanichen, Meerschweinchen und Ratten wurde die Resorption radioaktiv markierter
Enzyme untersucht. Die Plasmabestandteile wurden aufgetrennt und die Radioaktivitdt der in
der Grofenordnug der Enzyme liegenden Molekile bestimmt. Daraus wurden
durchschnittliche Resorptionsraten zwischen 11% (Steffen et al, 1979, 1985) und 21%
(Seiffert et a, 1979) errechnet. Fur die verschiedenen Enzyme ergaben sich nach Seiffert
unterschiedliche Resorptionsraten: Chymotrypsin 16%; Trypsin 29 %; Papain 7% (Seiffert et
a, 1979).
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Untersuchungen zur Enzymresorption bel Menschen beschrankten sich auf indirekte
Nachweismethoden, dem Rilckgang des o2-Mg-Serumtiters und Steigerung der
proteolytischen Eigenschaften des Plasmas aufgrund resorbierter Proteasen. Wie oben kurz
angesprochen, interagieren Proteasen mit o2-Mg, einem H-férmigen Protein mit zwel
Bindungstaschen fur Liganden. Ligandenbindung fuhrt zu einer Konformationsanderung, der
Komplex bindet an spezifischen Rezeptoren hauptsachlich auf Makrophagen und wird durch
Endozytose aus der Blutbahn entfernt (Feige et al, 1996). In kontrollierten Versuchen konnte
bei Probanden wiederholt jeweils 1 Stunde nach Enzymeinnahme ein Rickgang des o2-Mg-
Serumtiters um durchschnittlich 15 % beobachtet werden, Normalisierung des Titers erfolgte
nach ca. 24 h (Van Schaik, 1989).

Es wird angenommen, dal3 die Mgoritdt der Enzymmolekile auf zytopemptischem Weg
(Durchschleusung in Blaschen eingeschlossener geloster Stoffe durch die Zelle) von der
Mukosa- auf die Serosaseite des Darmes gelangen. Dieser vesikuldre Transport von
Makromolekilen ist in membrantsen Darmepithel- oder M-Zellen im Bereich der Peyer-
plagues besonders intensiv. M-Zellen nehmen ca. 25% der Flache des humanen Dinndarms
ein (Kleinmann und Walker, 1984).

Tabelle 1.1.: Einsatzgebiete der Enzymtherapie (Zusammenfaldt aus Wrba et al, 1998).

Fachgebiet Anwendung Autor
HNO/Zahnchirurgie | Besserung von chronischer Sinusitis Wohlrab R
Besserung des postoperativen Verlaufs nach Zahnextraktion und | Vinzenz K et al
Strahlenmukositis
Gynékologie Behandlung von Lymphddemen Wald M, Korpan M
Behandlung der fibrozystischen Mastopathie Adamek J
Behandlung bei Mastopathie und Adnexitis Rammer E
Schwellungsreduktion bei Episiotomie Baumgartner LN
Einsatz bei Endometriose Dittmar FW
Infektiologie Positiver Einfluld bei Lyme-Arthritis Gasser R
Schmerzreduktion bei Herpes Zoster Billigmann P
Neurologie Supportiver Einsatz bei Multipler Sklerose Baumhackl U
Onkologie Gute Erfahrungen bei supportiver Tumortherapie WrbaH
Therapiealternative beim multiplen Myelom im Anfangsstadium | Sakalova A
Supportive Therapie beim multiplen Myelom Desser L
Supportive Therapie bei Brustkrebs Rokitansky O
Reduktion von Strahlennebenwirkungen Beaufort F
Verringerung von Bleomycin induzierten Nebenwirkungen Stauder G
Phlebologie Positiver Einflul’ beim Postthrombotischen Syndrom Klimm HD
Rheumatologie Positiver EinfluR auf den Zytokinhaushalt bei rheumatischen | Kullich W
Erkrankungen
Traumatologie V erbesserter Hamatomabbau Kleine MW
Positiver Einflul3 auf Sportverletzungen Bachel N,
van Eimeren et a
Besserung von Schmerzen nach Sprunggel enktorsionen Rahn HD
Besserung bei Wirbel sdulenschmerzsyndromen Tischler H
Urologie Besserung von Behandlungsergebnissen  bei  chronischen | Schiliter P
Harnwegsinfekten
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1.2 Die zelluldren Bestandteile des | mmunsystems

In den folgenden Abschnitten werden die in dieser Arbeit untersuchten Leukozyten- bzw.
Lymphozytensubpopulationen und ihre Aufgaben im Immunsystem vorgestellt. Es kann
zwischen zwei Abwehrsysteme unterschieden werden. Dies ist zum einen die sogenannte
angeborene Immunitét, dessen Komponenten den Organismus bis zum Einsetzen der
spezifischen Immunantwort schiitzen und zum anderen die adaptive Immunabwehr, die durch
die klonale Selektion antigenspezifischer Lymphozyten vermittelt wird.

1.2.1 Die angebor ene | mmunabwehr

Die angeborene Immunabwehr umfaldt eine humorale Komponente, bestehend aus dem
Komplementsystem (KS), den akute Phase Proteinen (APP) und AntikOrpern gegen
Oberflachenantigene der haufigsten pathogenen Erreger. Die humoralen Bestandteile dienen
hauptsachlich zur Opsonierung d.h. Kenntlichmachung der eingedrungenen Erreger fur die
zelluldren  Komponenten, den  Phagozyten  (neutrophile  Granulozyten  und
Monozyten/Makrophagen) und Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) (Janeway und Travers,
1995).

1.2.1.1 Natirliche Killer zellen

Als Natirliche Killerzellen werden grof3e granulare Lymphozyten (LGL) mit einem
Durchmesser von 15 um, nierenférmigem Nukleus und oftmals 3 zytoplasmatischen Granula
bezeichnet. Wie Lymphozyten entstehen sie aus Vorlauferzellen im Knochenmark, fuhren
aber in ihrer Entwicklung keine Umordnung ihrer Gene fir antigenspezifische
Immunrezeptoren durch. Im Blut sind sie mit einem Anteill von ca 10%-20% der
Gesamtlymphozyten vertreten. DefinitionsgeméaR tragen sie den Phénotyp CD56" und/oder
CD16%, CD3.

Ilhren provokanten Namen verdanken sie ihrer Fahigkeit transformierte, virusinfizierte oder
antikdrpermarkierte Targetzellen (ADCC = Antikérperabhangige zelluldr vermittelte Zytoto-
xizitét) zu erkennen und sehr effektiv zu zerstéren. NK-Zellen sind durch die Sekretion vieler
Zytokine / Chemokine auf3erdem wichtige Regulatoren des Immunsystems. Unter anderem
sezernieren sie TNF-o, GM-CSF (Granul ozyten/M onozyten-K ol onie-stimulierender-Faktor),
IL-3, IL-5, IL-8, IL-10, IL-13, MIP1-a, MIP1-B (siehe Tabelle 1.3) (Lanier, 2000).

Ljungren et al (1985) entdeckten, dal3 NK-Zellen bevorzugt transformierte Zellen abttten, die
keine MHC-I-Expression zeigen. Daraus folgt, dal3 die Effektorfunktion der NK-Zellen von
einer Balance positiver und negativer Signale diktiert werden muf3. Ein positives Signal ist
notwendig, um die Sekretion von Zytokinen oder den zellytischen Prozef3 auszuldsen, dies
kann aber durch inhibierende Signale abgemildert oder verhindert werden.

Inhibierende Rezeptoren sind Glycoproteine, die as Killerzell-lmmunglobulin-ghnliche-
Rezeptoren (KIR) bezeichnet werden (friher Killerzell-inhibierender Rezeptor) und
bevorzugt die polymorphen MHC-I-Varianten HLA-B und HLA-C binden (Lanier et al,
1996). Um durch veréndertes oder Fremd-MHC-1 nicht inhibiert zu werden, existiert eine
zweite, HLA-E erkennende Variante des KIR, der die inhibierende zytoplasmatische Doméne
fehlt. Inhibierende KIR sind funktionell dominant Uber aktivierende KIR und andere
zytotoxizitatsausl 6sende Signale. Letztgenannte sind hauptsachlich Ligandenbindung an CD2,
CD16 (siehe Tabelle 1.2) und Fremd-MHC (Mason et a, 1996).
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Die NK-Zdl-Granula enthalten zwei Gruppen zytoxischer Substanzen: Perforine, die
porenbildende Proteine sind und die zu den Serinproteasen zadhlenden Granzyme. Die
zellytischen Substanzen werden gezielt in den interzellul&ren Spalt zwischen Effektor- und
Targetzelle sezerniert. Die Granzyme diffundieren durch die pordse Targetzellmembran und
|6sen einen internen, der Apoptose vergleichbaren Desintegrationsprozef? aus. Die Targetzelle
wird innerhalb von 4 Stunden zerstort. Die zytotoxische Antwort kann durch  Stimulierung
mit IL-2 und IL-12 verstarkt werden. (Warren und Smyth, 1999).

1.2.1.2 Neutrophile Granulozyten

Granulozyten oder polymorphkernige Leukozyten (PMNL) bilden die este
Verteidigungslinie gegen eingedrungene Mikroorganismen, die sie hauptséchlich durch
Phagozytose und Freisetzung von Sauerstoffradikalen bekdmpfen. Ihr Anteill an der
Gesamtleukozytenpopulation betragt ca. 60% - 70%. Die Granulozytenpopulation umfaldt die
Subpopulationen der neutrophilen- (90%), der eosinophilen- (2% - 4%) und der basophilen
(1%) Granulozyten. Die Abkirzung PMNL wird in dieser Arbeit synonym fur neutrophile
Granulozyten angewendet.

Sie werden in hoher Zahl (10"/Tag bei Erwachsenen) im Knochenmark gebildet und
entstammen der myeloischen Entwicklungslinie. Zirkulierende, reife PMNL (zPMNL) haben
eine durchschnittliche Halbwertszeit von 6 - 7 Stunden im Blut und sind nicht mehr in der
Lage sich zu teilen. Nach dieser Zeit wandern die Zellen in verschiedene Gewebe oder
werden durch chemotaktische Reize (IL-8, Endotoxin, Komplementkomponente Csa) zu
Entziindungsherden geleitet (Williams et al, 1990). Dort treten sie nach ein- bis zweitagiger
Verwelldauer in die Apoptose ein und werden wahrscheinlich von Makrophagen phagozytiert
(Savill et al, 1989). Der Ubertritt durch das Endothel in das Gewebe erfolgt in zwei Schritten,
dem Rollen auf dem Endothel unter Beteiligung der Selektine und dem Festkleben und der
Diapedese mit Beteiligung der Integrine (CD11b/CD18) seitens der PMNL und CD54
(ICAM-1) seitens der Endothel zellen (Panes und Granger, 1998).

Reife  PMNL konnen neben Proteasen (Elastase) eine Vielzahl hauptséchlich
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine synthetisieren und sezernieren: 1L-1f3, IL-3,
IL-8, TGF-B, TNF-0, GM-CSF (siehe Tabelle 1.3) (Cassatella, 1995).

Phagozytose und die gezielte Freisetzug von Sauerstoffradikalen, der sogenannte oxidative
Burst, sind Effektorfunktionen, die sich direkt gegen eingedrungene Erreger richten. PMNL
tragen Rezeptoren, die Antikorper (CD16, CD32, CD64) und Komplementfaktoren
(CD11/CD18, CD35) auf der Oberflache opsonierter Bakterien erkennen und binden kénnen.
Die adhérierenden Bakterien werden umschlossen und in die Zelle aufgenommen (Nussler et
al, 1999). Der Phagozytosevorgang fuhrt an der Plasmamembran der PMNL, die den
phagozytierten Erreger umschlief, zu ener Zusammenfohrung des aus mehreren
Untereinheiten bestehenden Komplex der NADPH-Oxidase. Dieser Komplex katalysiert die
Ubertragung eines Elektrons von NADPH auf molekularen Sauerstoff. Das entstehende
Superoxidanion O, dismutiert spontan oder katalytisch (Superoxid-Dismutase) zu H,Oo,
welches as Ausgangsmaterial fur die Synthese weiterer reaktiver Sauerstoffspezies dient oder
direkt in das Phagosom entlassen wird (Babior, 1999).

1.2.1.3 Monozyten

Monozyten sind grof3e (Durchmesser: 16-22 um) mononukledre Phagozyten, die sich von
granulopoetisch determinierten myeloischen Stammzellen unter dem Einflul humoraler
Faktoren (GM-CSF) zu Monozyten (oder PMNL) entwickeln. Nach 1-2 tagiger Zirkulation
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emigrieren sie in lymphoide und andere Organe (Leber, Darm, Lunge), wo sie zu
Makrophagen differenzieren. Ihr Anteill im peripheren Blut betrégt 2% - 5% (Cruse und
Lewis, 1999).
Monozyten/Makrophagen sind eine der Stitzen der adaptiven Immunabwehr, als antigen-
présentierende Zelle (APC) prozessieren sie aufgenommene Antigene von Erregern oder
Tumorzellen und présentieren sie T- bzw. B-Lymphozyten Uber das humane Leukozyten
Antigen DR (HLA-DR). HLA-DR setzt sich aus zwei Polypeptidketten zusammen und wird
auch as MHC-Klasse-1l-Molekill bezeichnet (Unanue et al, 1984). Es besteht ein starker
Zusammenhang zwischen Anzahl der HLA-DR-positiver Monozyten bzw. der HLA-DR-
Dichte auf Monozyten und der Auslésung einer spezifischen Immunantwort (Lechler et al,

1985).

Tabelle 1.2: Oberflachenrezeptoren auf L eukozyten; CD=Cluster of Differentiation

Rezeptor | Wird exprimiert auf: Funktion/ Ligand Aufbau
CD2 T-Zellen, manche NK- Leukozyten-Funktions-Antigen-2 (LFA- | 50 kDa Glykoprotein,
Zéellen 2), Adhéasionsmolekdl, bindet an LFA-3 | Einzelkette, 1g-
(CD58), kann T-Zellen aktivieren Superfamilie
CD3 T-Zellen Assoziiert mit T-Zellrezeptor (TCR), Komplex aus 5
notwendig fur TCR-Expression und Einzelketten: v, §, e=Ig-
TCR-Signaltransduktion Superfamilie;
{/m=verwandt mit FcRy
CD4 T-Helfer-Zellen, Corezeptor fur MHC-11-Molekile, 55 kDa, |g-Superfamilie,
M onozyten/Makrophagen stabilisiert APC-T-Zellbindung Einzelkette
CDS8 Zytotoxische T-Zellen, T- Corezeptor fur MHC-1-Molekile; bindet | 2 Ketten; 1g-Superfamilie
Suppressorzellen an cytoplasmatische Tyrosinkinase ick o+ je 32-34 kD
CDh14 PMNL, Monozyten Rezeptor fir Komplex aus Lipopoly- 53-55 kDa
saccharid (LPS, Bestandteil der Bakte-
rienwédnde) und L PS-bindendem Protein
(LPS-BP)
CD16 NK-Zellen, PMNL, Feyll1; niedrig-affiner Fc-Rezeptor; 50-80 kDa, IgSuperfamilie
Monozyten vermittelt Phagozytose und ADCC
CD18 T-Zellen, Monozyten, B2-Untereinheit der Integrine, bildet mit | 95 kDa
PMNL, NK-Zellen CD114a, b, ¢ Adhasions- und
K omplementrezeptoren
CD19 B-Zellen Bildet Komplex mit CD21 (Rezeptor fur | 90 kDa, 1g-Superfamilie
Komplement c3d); exprimiert in fast
allen B-Zellreifungsstadien
CD25 Aktivierte T-Zellen, o-K ette des | L-2-Rezeptor, assoziiert mit | 55 kDa,
aktivierte B-Zellen CD122 (B-Kette) und y-Kette CCP-Superfamilie
CD45 Alle Tyrosinphosphatase, erhéht 180-240 kDa
Leukozytensubpopulationen | Signalvermittlung Uber Antigenrezeptor
bei B- u. T-Z€llen, viele Isoformen
CD45R0 | T-Gedéachtniszellen, I soform des CD45, enthdlt nicht Exone 180kDa
B-Gedéchtniszellen A,B,C
CD5%4 NK-Zellen, PMNL, Interzellul&res Adhésionsmol ekl |g-Superfamilie
Monozyten (ICAM-I1), bindet LFA-1 (CD11a/CD18)
und Mac-1 (CD11b/CD18)
CD56 NK-Zellen Isoform des Neuronalen |g-Superfamilie
Adhé&sionsmolekills; Adhésionsmolekull
HLA-DR | Aktivierte B-Zellen, Antigenprasentation Glykoprotein, zusammen-

aktivierte T-Zellen,
Monozyten

gesetzt aus o-Kette (36
kDa) und B-Untereinheit
(27 kDA)
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1.2.2 Die adaptive | mmunantwort

Wéhrend die angeborene Immunnabwehr immer vorhanden ist, wird eine adaptive
Immunantwort erst nach Antigenkontakt generiert und beinhaltet die Bildung
antigenspezifischer Antikorper durch B-Zellen und die Vermehrung und Aktivierung
antigenspezifischer T-Zellen, die virusinfizierte Zellen abtéten oder andere Immunzellen
stimulieren kdnnen. Sie endet mit der Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses,
welches eine schnelle, spezifische Reaktion gegen einen erneuten Antigenkontakt erlaubt. Die
beteiligten Zellen, mit Hauptgewicht auf T-Lymphozyten und B-Lymphozyten werden in den
folgenden beiden Abschnitten vorgestellt.

1.2.2.1 T-Zellen: Entwicklung und Funktionen bei einer spezifischen Immunantwort,
MHC-Restrinktion

T-Zellen wurden nach ihrem Reifungsort, dem Thymus benannt. Sie haben einen Anteil von
ca. 60-70% der zirkulierenden Lymphozyten, ingesamt befinden sich aber nur ca 5% der T-
Zellen im peripheren Blut.

Nach ihrer Enstehung im Knochenmark wandern sie in enem sehr frihen
Entwicklungsstadium in den Thymus. Dort erfolgt das Rearrangement der Gene fur den T-
Zelrezeptor (TCR), der antigenerkennenden Struktur der T-Zellen, nach einer genau
festgelegten Abfolge. Die Umstrukturierung zweier verschiedener Rezeptorgensétze fuhrt zu
der Entwicklung zweier verschiedener T-Zellsorten. Die v:8-T-Zellen sind spéter im Thymus
keiner Selektion unterworfen, ihre Funktion ist ungewil3. Der Antell der o:3-T-Zellen betragt
ca 95% (Winoto und Baltimore, 1989). Die Expression einer erfolgreich umstrukturierten [3-
Kette ist das Signa fur die Exprimierung der Corezeptoren CD4 und CD8 bzw. der
Umordnung der Gene der o-Kette. Sind ihre Gene ebenfalls erfolgreich arrangiert worden,
erfolgt die Selektion auf potentielle Liganden. T-Zellen, die Eigen-MHC erkennen, werden
zur Proliferation angeregt. Potentiell autoreaktive T-Zellen und T-Zellen, die Selbst-MHC
nicht erkennen, werden durch Apoptose eliminiert. Wahrend dieser Phase der Reifung
verlieren die T-Zellen einen ihrer Corezeptoren. T-Zellen, die Peptide an MHC-| detektieren,
tragen den Corezeptor CD8, CD4 hingegen, wenn sie Peptide an MHC-II gebundene Peptide
erkennen konnen (Teh et al, 1988). Der funktionstiichtige TCR ist mit den Ketten des CD3-
Komplex assoziert.

Naive T-Zellen treten in lymphatischen Organen auf professionelle antigenprasentierende
Zellen, den dentritischen Zellen und Makrophagen. Am MHC-I werden den CD8'-T-Zellen
Antigene prasentiert, die von Pathogenen stammen, die sich im Cytosol der APC vermehren.
Antigene, die von Pathogenen stammen, die sich in Vesikeln vermehren oder durch
Phagozytose aufgenommen wurden, werden den CD4*-T-Zellen am MHC-11 prasentiert. APC
muissen den stimulierenden Kofaktor B7 und die Adhésionsmolekile ICAM-I, ICAM-3 und
LFA-3 exprimieren, um eine passende T-Zelle zu aktivieren (Seventer et al, 1991).

Eine erfolgreiche Antigenprasentierung fuhrt zur Exprimierung des 1L-2-Rezeptors (IL-2R)
oder CD25 auf den T-Zellen. Der Kontakt mit B7 fuhrt zur 1L-2 Produktion und autokrinen
Stimulierung der T-Zelle. Die bel der nun einsetzenden klonalen Expansion entstehenden
Tochterzellen differenzieren zu Effektorzellen, die gezielt ihren Aufgaben nachgehen. CD4-
Helferzellen Typ | (Tyl) aktivieren infizierte Makrophagen, Ty2 stimulieren antigen-
spezifische B-Zellen zur Antikorperbildung (Janeway and Travers, 1995). Differenzierte
zytotoxische CD8'-T-Zellen (CTL) exprimieren CD2 und LFA-1 in groRer Dichte, dadurch
koénnen sie auch mit Targetzellen interagieren, die nur wenig ICAM oder LFA-3 auf ihren
Oberflachen tragen. Trégt eine Zielzelle das spezifische Antigen am MHC-I, so wird sie meist
durch Perforine und Granzyme (Apasov et al, 1993) oder durch rezeptorvermittelte Apoptose
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abgetttet (Rouvier et al, 1993). CD8 stabilisiert den TCR-MHC-I-Komplex (Garcia et a,
1996). Diese zellytische Aktivitét ist MHC-restringiert, d.h. die Anwesenheit von MHC-1 mit
spezifischem Antigen ist Voraussetzung (siehe auch 4.2).

Nach Beendigung einer Immunreaktion wandeln sich einige der antigenspezifische T-Zellen
in T-Gedachtniszellen um, die bei einer erneuten Infektion schneller eine spezifische
Immunantwort generieren konnen. Aktuelle Forschungen propagieren zwei Formen der
Gedachtniszellen, langlebige mit langsamer Antwort und kurzlebige Gedachtniszellen, die
eine schnelle Immunantwort ermdéglichen. B- und T-Gedéchtniszellen exprimieren eine
CDA45-1soform, das CD45R0 (Bell et al, 1998).

Tabelle 1.3: Funktion, Herkunft und Wirkung immunologisch relevanter Zytokine. IL=Interleukin
(zusammengestellt nach Cruse und Lewis, 1999)
Zytokin Wird sezerniert von: | Wirkt auf: Stoffklasse/
Grolie
IL-1B Monozyten, PMNL CD4'T-Zellen: Proliferation 17 kDa,
B-Zellen: Wachstum und Differenzierung Protein
Monozyten : IL-1B, IL-6 Synthese
Wird durch |6slichen IL-1Rezeptor antagonisiert
IL-2 CD4'T-Zellen, CD4'T-Zellen; (CD8'T-Zéllen): autokrine 15,5 kDa
(CD8+T-ZeIIen) Proliferationsstimulierung; parakrine Wirkung auf | Glycoprotein
benachbarte Zellen. Fordert IFN-y- und Lympho-
toxinsynthese
B-Zellen: Proliferation, Antikorpersynthese
NK-Zellen: in hoher Konzentation Forderung der
zytotoxischen Aktivitdt und Proliferation
IL-6 Monozyten, aktivierte B-Zellen: Proliferation, Differenzierung zur 26 kDa
Tu2-Z€llen, Plasmazelle Protein
Fibroblasten, Hepatozyten: Synthese von Akute Phase Proteine
Endothelzellen T-Zellen: kostimulatorisch mit anderen Zytokinen
Ausloser: IL'1B1 TNF-a. Hématopoetische Stammzellen:
Proliferationssteigerung mit anderen Zytokinen
IL-8 Makrophagen/Monozyten | PMNL: T-Zellen: Chemotaxis 8 kDa
PMNL, Endothelzellen PMNL: Induzierung der B1-Integrine, erleichterte | Protein
Adhasion
IL-10 Ty2-Zellen, Tul-Zellen: Inhibierung der Zytokinsynthese 18 kDa, ohne
Makrophagen/Monozyten, | Monozyten: Inhibierung der Zytokinsynthese (IL- | Karbohydrate
aktivierte B-Zellen, 1B, IL-6, TNF-o)
Keratinozyten
IL-12 B-Zelle, T-Zellen: Reifung zytotoxischer T-Zellen 35 kDa-K ette,
Makrophagen/Monozyten | NK-Zellen: Stimulierung der zytotoxischen 40 kDA-
Aktivitat Kette
TNF-q Monozyten/Makrophagen | Wirkung abhéngig von TNF-Rezeptoren: 157
(Tumornekrosefaktor) | (PMNL, T-Zellen, NK- TNF-R1 —Apoptose Aminosiuren
Zellen, B-Zellen) nach TNF-R2 — zellulére Aktivierung tber NFxB lang
Stimulierung mit oder Apoptose
bakteriellen Toxinen
IFN-y Aktivierte T1-Zellen Monozyten, NK-Zellen, PMNL: Aktivierung Glycoprotein
(Interferon y) Aktivierte NK-Zellen zytotoxischer Eigenschaften 21-24 kDa,
Erhdhung der MHC-I1-Expression Homodimer
B-Zellen, T-Zellen: Differenzierungsforderung
Hemmt virale Replikation
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1.2.2.2 B-Z€len: Entwicklung und Funktionen bei einer spezifischen | mmunantwort

B-Zellen sind nach dem Ort ihrer Entstehung bel V6geln, der Bursa Fabricii, benannt. Bei
Menschen entstehen sie aus lymphoiden Stammzellen im Knochenmark. B-Zellen
exprimieren in fast allen Entwicklungstufen CD19. Der Anteil CD19"-B-Zellen im peripheren
Blut betragt ca. 10% der Gesamtlymphozyten (Cruse und Lewis, 1999).

Jede B-Zdle tragt einen monospezifischen Rezeptor, in Form membranverankerter
AntikOrper der Subklassen IgD und IgM, der durch somatische Rekombination der
Immunglobulingene wéhrend der Entwicklung im Knochenmark gebildet wird. Nach
Eliminierung autoreaktiver Zellen werden B-Zellen in den Blutstrom entlassen bzw. wandern
in periphere Lymphgewebe aus. Aktivierung und Differenzierung zur antikorper-
sezernierenden Plasmazelle erfolgt durch  Antigenkontakt Uber die spezifischen
Membranrezeptoren (Rezeptoren werden internalisiert, das Antigen prozessiert und am MHC-
Il présentiert) und anschlief3ender Interaktion mit antigenspezifischen Ty2-Zellen tber MHC-
I1, die den Differenzierungsvorgang der B-Zellen durch kostimulatorische Rezeptoren und
Ausschittung von IL-2, IL-4 und IL-5 starten. Eine ausdifferenzierte Plasmazelle hat eine
L ebensdauer von 4 Tagen.

Y -formige Antikorper der haufigsten Subklasse IgG setzen sich aus zwei leichten (je 22 kDA)
und zwei schweren Polypeptidketten (je 55 kDa) zusammen, die Uber Disuldidbriicken mit
einander verbunden sind. An ihren Aminoenden tragen sie die antigenerkennende, variable
Region (Fab-Teil). Der konstante C-Terminus der schweren Ketten bestimmt die
Antikorpersubklasse (Fc-Teil). Antikdrper tragen auf drel verschiedene Weisen zur Immunitét
bei: Indem sie durch Bedeckung der Pathogene deren Eindringen in die Zielzelle verhindern,
indem Phagozyten und NK-Zellen Uber CD16 an IgG-markierte Pathogene binden und sie
zerstoren (ADCC), indem gebundene Antikorper das Komplementsystem aktivieren.

B-Zellen kdnnen entweder zur Plasmazelle oder zu einer B-Gedéchtniszelle differenzieren.
Die Gedéchtniszellenbildung wird vielleicht durch Ty-Zellen Gber das CD40-System initiiert
(Delves und Roitt, 2000a ; 2000b).

1.3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollte die Wirkung einer Enzymkomposition und Retinol im Rahmen einer
doppelblinden, randomisierten, placebo-kontrollierten Studie auf das zelluldre Immunsystem
des peripheren Blutes (PBL) und das Tumorgeschehen untersucht werden.

Da mit Chemo- bzw. Radiotherapie starke Beeintréachtigungen des Immunsystems
einhergehen, wurde untersucht, ob durch Verabreichung von proteolytischen Enzymen bzw.
Retinol die immunsuppressiven Wirkungen der konventionellen Tumotherapie abzumildern
sind und sich dadurch der Allgemeinzustand des Patienten verbessern 1813, Der Zustand des
Immunsystems im Verlauf der Erkrankung wurde durchfluf3zytometrisch anhand der
Oberflachenexpression definierter Rezeptoren und der Funktionstiberprifung peripherer
Blutlymphozyten bestimmt.

Im zweiten Teil sollte der Einflul® der Medikationen auf Funktion und Phanotyp peripherer
Leukozyten in vitro untersucht werden, um Erkenntnisse tUber Dosierungen, Wirkdauer und
Wirkmechanismen in vitro zu erlangen. Hierzu sollte ein Panel von durchfluf3zytometrischen
Methoden entwickelt bzw. etabliert werden, das eine genaue und effiziente Bestimmung der
Effektorfunktionen von NK-Zellen (ADCC und Targetzellyse), CTL und LAK
(Targetzellyse), PMNL und Monozyten (Phagozytose und oxidativer Burst) erlaubt.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien und Chemikalien

2.1.1 Gerate

Branson Sonifier-Cell-Disrupter
COy-begasbare Brutschranke fur die Zellkultur
Durchfluf3zytometer (FACScan)
Fluorometer (ELK)

Mikroskope

pH-Meter (pHM 84)

Spektral photometer
Steril-Werbank

Thomakammer

Vortex-Gerét

Zentrifugen

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
EDTA-Blutentnahmesystem (2,7 und 9 ml)
FACS-Probenréhrchen

Einmal pi petten, steril (5 ml, 10 ml)

Kryo-Rohrchen

Mikrotiterplatten (6, 24, 96 Vertiefungen)
Pasteurpipetten

Reaktionsgefalle

Sterilfilter (0,2 um Porengrof3e)

V ariopipetten

V enenpunktionsbesteck, Venofix
ZdlIkulturflaschen (25 cm?, 50 cm?)
Zentrifugenréhrchen (10 ml, 50 ml)

2.1.3 Chemikalien

all-trans Retinséure

BAEE (Benzoyl-L-Arginin-Ethylester)
BTEE (Benzoyl-L-Tyrosin-Ethylester)

Fa. Branson, Schwabisch Gmind
Fa. Heraeus, Hanau

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
Fa Wallac, Turku, Finnland

Fa. Olympia, Erfstadt-Lieblar

Fa. Radiometer, Kopenhagen

Fa Zeiss, Jena

Fa. Seag Envirco, Dortmund

Fa. Schreck, Hofheim

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Heraeus, Hanau

Fa. Sarstedt, Nurmbrecht

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
Fa. Nunc, Roskilde, Dénemark
Fa Nunc, Roskilde, Danemark
Fa. Nunc, Roskilde, Danemark
Fa. Sarstedt, Nurmbrecht

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Sartorius, Gottingen

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Braun-Melsungen, Melsungen
Fa. Nunc, Roskilde, Danemark
Fa. Nunc, Roskilde

Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa Sigma, Deisenhofen

Fa. Sigma, Deisenhofen
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CaCl,

Chymotrypsin

DELFIA-Enhancement-Solution

Dextransulfat, MG 50.000

Dihydrorhodamin 123 (DHR123)
3,3-Diooctadedyl oxacarbocyanin-perchlorat (DiO)
Dimethylsulfoxid (DM SO)
Diethylenetriaminpentaacetic-Acid (DTPA)
Ethylendiamin-tetraessi gsdure-dinatriumsal z-dihydrat
Europium(ll1)acetat

Ethanol

Ficoll-Histopagque 1077

N-2-Hydroxyethyl piperazin-N-2-Ethansulfonsaure
Interleukin 2 (nlL-2)

KCl

KHCO;

KH,PO,

L-Glutamin

Methanol

MgCl; x 6 H,O

N,N-Dimethylformamid

NaCl

NaHPO, x 2H,0

NH4CI

Papain

Penicillin/Streptomycin

Pl (Propidiumjodid)

Polymorphprep™

Retinol
p-Toluene-Sulfonyl-L-Arginin-Methylester (TAME)
TRIS

Trypanblau (0,5%)

Trypsin

Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02%)

Fa Merck, Darmstadt
Fa. Mucos, Geretsried

Fa. Wallac Oy, Turku, Finnland

Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa Sigma, Deisenhofen
Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa Sigma, Deisenhofen
Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. Merck, Darmstadt
Fa Sigma, Deisenhofen
Fa Gibco BRL, Eggenstein
Fa. Biotest, Dreieich

Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstagt
Fa. Merck, Darmstagt
Fa. Seromed, Berlin

Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstagt
Fa Riedel de Haén, Seelze
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstagt
Fa. Mucos, Geretsried
Fa. Seromed, Berlin

Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. Nycomed, Norwegen
Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. USB, Cleveland, USA
Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. Mucos, Geretsried
Fa. Seromed, Berlin
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2.2 Zellinien und Zelkultur

2.2.1 K562 und Raji

K562-Zellen (ATCC CCL 243) stammen von einer 53-jdhrigen Frau mit chronischer
myeolischer Leukamie im Endstadium. Sie wurde 1975 von Lozzio und Lozzio etabliert
(Lozzio und Lozzio, 1975). Die Zellen sind hochgradig undifferenziert und sind entspringen
der myeolischen Entwicklungslinie. Sie exprimieren keine MHC I-Antigene auf ihren
Oberflache und sind daher als in vitro-Target zum Nachweis der NK und der NK-LAK-
Aktivitét geeignet.

Raji-Zellen (ATCC CCL 86) wurden 1963 von einem 11-jdhrigen Schwarzen mit Burkitt-
Lymphom etabliert (Pulvertaft, 1964). Diese Zellen exprimieren MHC |-Antigene in hoher
Zahl und sind daher NK-Zell resistent. Sie werden zur in vitro-Bestimmung der Aktivitét
nicht-MHC-restringierter-T-Lymphozyten bzw. zur Aktivitdtsbestimmung nicht-MHC-
restringierten Lymphokin-aktivierten-Killerzellen (LAK) eingesetzt.

Beide Z€linien wurden in einem Gasbebritungsschrank bei 37°C und einem 5%igen CO,-
Gasanteil mit DMEM+10% FCS in Zellkulturflaschen (80 cm?, Nunc, Wiesbaden) kultiviert.
Bel beiden Zellinien wurde dreimal wochentlich das Medium ausgetauscht. Hierzu wurden
die Zellsuspensionen bel 350 g zentrifugiert und das Pellet in 50 ml frischem Medium
resuspendiert und in die Zellkulturflasche Gberfihrt.

2.2.2 A431

A431-Zdlen (ATCC CRL 1555) wurden aus einem epidermalen Tumor einer 85-jdhrigen
Frau etabliert. Sie tragen in hoher Dichte EGF-Rezeptoren. Diese adhédrente Zellinie wird in
dieser Arbeit zur Bestimmung der ADCC eingesetzt.

Diese Zellinie wurde unter den gleichen Bedingungen und mit dem selben Medium kultiviert
wie Raji und K562.

Die Zdlkultur mufte zweimal wochentlich geteilt werden. Hierzu wurde das Néhrmedium
abgesaugt und 3ml Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02%; g/g) hinzugefigt und 5 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 ml DMEM+FCS abgestoppt.

Die Zellen wurden einma gewaschen (10 min, 350 g), in Nahrmedium resuspendiert und in
neue Kulturgefalde Gberfihrt.

Wurden Zelen fir enen Versuch zur ADCC-Bestimmung benttigt, wurde die
Trypsinierungszeit auf 30 s beschrankt.

2.2.3 Nahrmedium fiir die Zellinien und L ymphozytenkultivierung

Nahrmedium: Dulbecco’'s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM), pH 7,2, mit folgenden
Zusatzen:

— 10 % v/v fotales Kéalberserum (FCS)

2mM L-Glutamin

1000 E/ml Penicillin/Streptomycin

10 mM HEPES

18 mM NaHCO;
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2.2.4 Kryokonservierung

Die Zellen wurden abzentrifugiert (350 g, 10 min, 4°C). Das Pellet wurde in Einfriermedium
bestehend aus DMSO 10% / FCS 90% (v/v) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in
Kryoréhrchen Gberfuhrt und Gber Nacht bei -80°C gelagert. Danach wurde das Kryorohrchen
in flissigen Stickstoff (-196°C) Uberfuhrt.

2.2.5 Kultivierung kryokonservierter Zelen

Der Inhalt des Kryorthrchens wurde unter handwarmen, flieRendem Wasser aufgetaut. Der
Inhalt wurde in ein 15 ml Zentrifugationsrohrchen Uberfihrt und auf 10 ml mit
Komplettmedium aufgefiillt. Die Zellen wurden zentrifugiert (350 g, 10 min, 4°C), das Pellet
in 5 ml Komplettmedium resuspendiert und auf eine Dichte von ca 5 x 10° Zelen/ml
eingestellt.

Die Zellsuspension wurde in eine Zellkulturflasche (80 cm?) tberfiihrt und im Brutschrank
(37°C, 5% CO,) bis zur Weiterverwendung kultiviert (siehe 2.2.1 und 2.2.2).

2.2.6 Vitalitatstest und Zdlzahlung

Die Zdlsuspension wurde 1:1 mit einer 0.5%-igen Trypanblaulésung vermischt. Dieser
Farbstoff kann nur durch defekte Zellmembranen in die Zellen diffundieren. Ungeféhr 10 pl
Zellsuspension wurden in eine Thomakammer gegeben und bei 400-facher VergrofRerung
mikroskopisch ausgezahit.

Der Anteil der defekten Zellen berechnet sich nach der Formel:

geférbte Zellen x 100%
Gesamtzellzahl

defekte Zellen % =

2.2.7 Mykoplasmentest

Die Zdlinien wurden regelmaig auf Mykoplasmenbefall getestet. Hierzu wurde ein
kommerziell erhdtlicher Mykoplasmentest-Kit (Mykotest, Gibco BRL, Eggenstein) verwandt.
Der Test wurde gemd des Herstellerprotokolls durchgefiinrt. Mykoplasmen-positive
Zellinien wurden aussortiert.

2.3 Isolierung peripherer Lymphozyten aus Vollblut bzw. Buffy-Coat? und
| solier ung polymor phkerniger Granulozyten aus Vollblut

2.3.1 Isolierung von PBL

Die Isolierung der peripheren Blutlymphozyten (PBL) aus Vollblut (Patienten- und
Kontrollkollektiv) bzw. aus Buffy-Coat erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation.
Plasmafreies Buffy-Coat wurde von dem Blutspendedienst des Landes Hessen bezogen. Die
Verarbeitung erfolgte am Tag der Blutabnahme.

“Als Buffy-Coat bezeichnet man das Leukozytenkonzentrat einer Blutspende.
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20 ml der Vollblutprobe, bzw. Buffy-Coat wurden in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen
vorsichtig auf das gleiche Volumen Ficoll-Histopaque (8=1,077 g/cm®) geschichtet. Der
Gradient wurde 30 Minuten bei 350 g und 4°C im Schwenkbecherrotor ungebremst
zentrifugiert.

Der an der Phasengrenze auf dem Ficoll aufschwimmende Lymphozytenring (PMNL und
Erythrozyten befinden sich unterhalb des Ficolls im Pellet) wurde vorsichtig mit einer sterilen
Pasteurpipette abgesaugt und in ein frisches 50 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Dieses
wurde auf 30 ml mit sterilem PBS aufgeftllt und 10 Minuten bei 350 g und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 30 ml sterilem PBS resuspendiert und
erneut abzentrifugiert.

Das PBS wurde dekantiert und das Pellet in 5 ml Komplettmedium resuspendiert und in ein
ZellkulturgefaR (80 cm?) Uberfiihrt. Dieses wurde auf 25 ml (Vollblut) bzw. 75 ml (Buffy-
Coat) mit Komplettmedium aufgefullt.

Den PBL aus den Patienten- bzw. Kontrollproben wurden zusétzlich 200 units/ml 1L-2
zugegeben.

2.3.2 I solierung von polymor phker nigen L eukozyten

10 ml Vollblut wurden tiber 10 ml Polymorphprep (6=1,138 g/cm®) geschichtet und 30 min
bei 350 g und Raumtemperatur zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation sind zwei Banden sichtbar: Die untere, auf dem Gradientenmedium
aufsitzende Bande, enthélt PMNL, die obere Bande beinhaltet PBL und Monozyten.

Die PMNL-Bande wurde abgesaugt, die Weiterverarbeitung erfolgte wie fur PBL in 2.3.1
beschrieben.

2.3.3 Losungen fir die L eukozytenisolierung und -K ultivier ung

Phosphat-gepufferte Salzl6sung (PBS), pH 7,2

136 mM NaCl 794/
3mM KCl 0,22 g/l
05mM MgCl,x 6H,0 0,19/l
6,5 MM NaHPO,x 2H,0 1,15 gl
1,5 MM KH,PO, 0,249/l
1,0 MM CaCl, 0,08 g/l

2.4 Europiumr elease-Assay (Funktionsanalyse)

Mit dieser Methode wurde die Funktion von IL-2 stimulierten PBL von Patienten bzw.
Kontrollen bestimmt. Als Targetzellen wurden zwei kommerziell erhéltliche Zellinien (K562
und Raji) eingesetzt. In diese wurde ein Europiumkomplex eingeschleust. Durch Effektorzell-
vermittelte Targetzellyse wurde der Europiumkomplex freigesetzt. Die Menge des
freigesetzten, fluorometrisch nachweisbaren Europiumkomplexes verhielt sich proportional
zur Zahl der lysierten Targetzellen.
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Tabelle 2.1: Killerzellaktivitaten (Detailsin 4.2):
Erklarung: CIK=Zytokin-induzierte Killerzellen; CTL=zytotoxische T-Lymphozyten; LAK=Lymphokin-
aktivierte Killerzellaktivitéat; NK=Naturliche Killerzellen

Effektorzellen | Targetzellen | Targetzellyse wird ver mittelt von Bezeichnung

PBL K562 NK-Zellen (Inhibition durch MHC-I-Molekiil€e) NK-Aktivitat

PBL Raji nicht-MHC-restringierte CTL [CD3'CD56'CD8"] CTL-Aktivitat

PBL+IL-2 K562 lymphokinaktivierte NK-Zellen, geringer CIK-Anteil NK-LAK-Aktivitat

PBL+IL-2 Raji Pradominant lymphokinaktivierte NK-Zellen, geringerer | LAK-AKktivitat
CIK-Anteil, ohne MHC-1-Restrinktion-/Inhibition

2.4.1 Durchfuhrung des Eur opiumr el ease-Assay

Am Vortag wurden die Targetzellen mit frischen Nahrmedium versorgt. Vor Testbeginn
wurden die Targetzellen einer Vitalitatsprifung unterzogen, Zellkulturen mit mehr als 25 %
defekter Zellen fanden keine Verwendung. 1 x 10° Zellen Raji bzw. 5 x 10° Zellen K562
wurden den Kulturgefé3en entnommen und zweimal in physiologischer Kochsalzldsung
jeweis 10 Minuten bei 400 g gewaschen. Die Pellets wurden in jeweils 1 ml Labelpuffer
resuspendiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden jeweils 30 ul CaCl, [0,1 M]
zugegeben und weitere 5 min inkubiert. Es schlossen sich vier Waschschritte an; die Zellen
wurden jewells in 10 ml DMEM+10% FCS+0,16% CaCl, [1 M] resuspendiert und 10 min
bei 300 g zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Targetzellen auf 5 x 10*
Zellen/ml eingestellt. Jeweils 100 ul der Targetzellsuspension wurden in 18 Vertiefungen
einer 96-Loch-Mikrotiterplatte vorgelegt. In die ersten drei Vertiefungen, die spéter die Werte
fur den Spontanrelease lieferten, wurden je 100 ul Kulturmedium zugegeben. In die drel
folgenden Vertiefungen wurden 100 ul einer einprozentigen Triton X-100 Ldsung (Serva)
pipettiert, diese lieferten spdter den Totalrelease. In zwOlf der Vertiefungen wurden vier
verschieden stark konzentrierte  Effektorzellsuspensionen in  dreifachen  Ansatz
(Effektor/Targetratio= 5:1, 10:1, 20:1, 40:1) eingebracht.

Danach schlof3 sich eine 2%2-stiindige Inkubation im Brutschrank bel 37°C und 5% CO, an.
Nach dieser erfolgte eine Zentrifugation der Mikrotiterplatten ( 10 min, 400 g). Aus jeder
Vertiefung wurden 20 ul Uberstand in eine Vertiefung eines Mikrotiterstreifens
(Immunomodule, Fa. Nunc) transferiert.

Pro Vertiefung wurden 150 ul DELFIA-Enhancement-Solution gegeben. Nach einer
zehnminutigen Reaktionszeit erfolgte die Messung in einem Fluorometer.

Die Messwerte wurden in Bezug zum Nullwert (,, Spontanrelease”) und dem 100%-Wert
(, Totalrelease”) gesetzt, so dal’ die spezifische Effektorzell-vermittelte Lyse nach folgender
Formel berechnet werden konnte.

(Messwert -, Spontanrelease”) x 100%
(, Totalrelease” -, Spontanrelease”)

Spezifische Lyse [%]=

2.4.2 L 6sungen fur den Europiumr €l ease-Assay

Puffer A > pH 7.4:

50 mM HEPES 11.95g/l
93 mM NaCl 5.435 g/l
5mM KCI 0.373g/I

2 mM MgCl*6 H,0 0.407 g/l
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Label puffer:
Fur Raji: 770 ul Puffer A + 100 ul Europiumldsung + 100 ul DTPA + 33 ul Dextran

Fur K562: 870 ul Puffer A + 50 ul Europiumlésung + 50 pul DTPA + 33 ul Dextran

Europiuml 6sung: Europium(lll)acetat [10 nM] in aqua dest.
DTPA: Diethylenetriaminpentaacetic-Acid [25 mM]

in 0.01 n NaOH
Dextran: 10 mg Dextransulfat MG 50.000 / ml aqua dest.

2.5 lmmunfluor eszenzanalysen

2.5.1 Grundlagen der Dur chfluf3zytometrie

Ein Durchfluf3zytometer ist ein optisches Mef3system das Streulicht- und Fluoreszenzsignale
einzelner in einem Flussigkeitsstrom fokussierter Partikel mittels eines Laserstrahls analysiert.
Bel den derzeit aktuellen Geréten der verschiedenen Hersteller dient zur Anregung ein Laser,
der Licht einer Wellenlange von 488 nm in konstanter Stérke emittiert.

Die GrofRe einer Zelle wird im Durchlicht durch die Vorwartdlichtstreuuung (FSC), die
Granularitét durch eine 90°-Ablenkung durch die Seitlichtstreuung (SSC) gemessen.

Drei Detektoren fur verschiedene Wellenlangenbereiche erlauben die simultane Messung der
Fluoreszenz von unterschiedlichen Fluorochromen.

Detektor 1 (FL-1) ist empfindlich fur grine Fluoreszenzen (um 520 nm), Detektor 2 (FL-2)
far oranges Licht (um 580) und Detektor 3 (FL-3) fur rotes Fluoreszenzlicht (> 600 nm)
(Abbildung 2.1).

Fluorescein-lsothiocyanat (FITC) ist ein gebréuchlicher Farbstoff fur grine Fluoreszenz
(Emission: 520 nm), Phycoerythrin (PE) fUr orange-rote Fluoreszenz (Emission: 580 nm).

Die Fuoreszenzintensitdt eines Ereignisses ist abhangig von der Zellsorte, Anzahl der
gebundenen, fluoreszenzgekoppelten Antikorper, den Fluoreszenzqualitéten des Farbstoffs
(Excitation und Emissionswellenlange), der Gute des Lasers und der angeschlossenen
optischen Systeme und der angelegten Verstdrkungspannung der Photomultiplier. Die
Instrumenteneinstellungen fir unterschiedliche Tests und Immunférbungen sind daher
geratespezifisch.

Die an den Rechner weitergel eiteten elektrischen Impulse werden entsprechend ihrer Voltzahl
256 Klassen zugeordnet. Ereignissen mit der geringsten Spannung wird Kanal 0, denen mit
der hochsten Spannung Kanal 255 zugeteilt.

Die Mefidaten konnen als Einparameter-Histogramm oder a's 2-Parameter-Dotblot dargestellt
werden. Bei der Histogrammdarstellung werden in jedem Kanal die Ereignisse identischer
Grole addiert. Sie zeigt z.B. an, wievie Antikdrper an eine Zelle gebunden haben, das
Ergebnis wird as mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) / Zelle angegeben.

Bel der Zweiparameter-Darstellung (Dotblot) werden pro Partikel zwel Mel3parameter
gegeneinander aufgetragen, zum Beispiel ZellgrofRe gegen Zellgranularitét. Nur in dieser
Darstellung ist die Unterscheidung verschiedener Leukozytenpopulationen mdaglich. Werden
zwel  Fluoreszenzen aufgetragen, konnen in dieser Darstellung Zellen, die beide
Fluoreszenzen tragen, unterschieden werden von Zellen, die nur fir jeweils einen Marker
positiv sind.
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Markieren eines Zellgemischs mit
fluoreszierenden Antikérpern

FL-1 Detektor (grine Fluoreszenz}—

FL-2 Detektor (orange Fluoreszenz)

Jojndwon)

—

Argonlaser (488 nm)

Messung:

FL-1 FI

Laser-
strahl

FL-2
Anti-CD25-Antikérper Flu6reszenz

Ein T-Lymphozyt (CD2-positiv) mit IL-2-Rezeptor
(CD25-positiv) durchquert den Laserstrahl innerhalb
der Mefklvette. An den Anti-CD2-Antikorpern ist ein
grinfluoreszierender Farbstoff (z.B. FITC), an den
Anti-CD25-Antikorpern ein orange fluoreszierender
Farbstoff (z.B. PE) gekoppelt.

Das von den Farbstoffen emittierte Licht und das von
der Zelle gestreute Laserlicht wird simultan von den
entsprechenden Detektoren gemessen.

Q
ebkUvette V - efektor (rote Fluoreszenz)
MeBkivette | T FL-3 Detekt
Ce » Vorwdrtsstreulicht (ZellgréBe}

=~ ~A seitliches Streulicht= = = = |

(Granularitét der Zelle)

Auswertung:

»

A

CDh2
negativ
CD 25
positiv.

CD2
positiv

CD 25
positiv

FL-1 und FL-2
doppelt positiv

FL-2 positiv

CD 2
positiv
CD 25

negativ.

Fluoreszenzintensitét (FL-2, orange)

unmarkierte Zellen FL-T positiv >
Fluoreszenzintensitat (FL-1, grin)

Die Zellen sind nach ihren Fluoreszenzen in einem
Zweiparameter-Dotblot-Diagramm dargestellt. Durch
setzen eines Quadranten (Kreuz) kénnen die Anteile
der einzelnen Lymphozytensubpopulationen getrennt
voneinander berechnet werden. In diesem Beispiel ist
auf der Abszisse die griine Fluoreszenzintensitat (FL-
1), auf der Ordinate die orange Fluoreszenzintensitat
(FL-2) aufgetragen.Nicht aktivierte B- und NK-Zellen
(CD2) befinden sich links unten, solche mit IL-2-
Rezeptor (CD25 positiv) links oben. T-Zellen (CD2
positiv) ohne IL-2-Rezeptor werden rechts unten, mit
IL-2-Rezeptor rechts oben abgebil det.

Abbildung 2.1: Funktionsprinzip eines Durchfluf3zytometers
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2.6 Phanotypisierung peripherer Lymphozyten mittels monoklonaler Anti-
Kor per

Das Immunsystem reagiert auf Infektionen und korperlichen Stref? in einer Form, die von
geprégten und genetischen Faktoren abhangt. Immunsuprimierende Therapien fihren
ebenfalls zur Verringerung der Immunreaktionen. Das Instrument der Phanotypisierung von
Lymphozyten erlaubt eine sensitive Bestimmung der Immunlage.

Die Markierung bestimmter Leukozytenoberfl&chenantigene durch fluoreszenzkonjugierte
Antikorper und eine anschlieffende Messung mit einem Durchflul3zytometer ermdglicht die
Unterscheidung und Charakterisierung der verschiedenen Leukozytensubpopulationen aus
einer Vollblutprobe.

Es konnen somit Aussagen Uber Reifegrad und Aktivierungszustand der einzelnen
Leukozytenpopul ationen eines Probanden oder Patienten getroffen werden.

2.6.1 Durchfuihrung der Antikorperfarbung

Tabelle 2.1: Spezifitét, Isotyp und Ursprung der verwandten monoklonale Antikorper (Maus-anti-human)

Abk.: FITC=Antikorper ist Fluorescein-isothiocyanat konjugiert; PE=Antikorper ist mit Phycoerythrin
konjugiert
Antigen Beschreibung Klon Isotyp Bezugsgelle
Anti-CD 2 pan T-Zell Marker S5.2 1gG1g7c | Fa Becton Dickinson
Anti-CD 3 T-Zell-Rezeptor Komplex | SK7 IgG1ytc | Fa Becton Dickinson
Anti-CD 4 T-Helferzellen SK3 IgG1g7c | Fa Becton Dickinson
Anti-CD 8 zytotoxische T-Zellen SK1 19G1pe Fa. Becton Dickinson
Anti-CD 14 L PS-Rezeptor UCHM1 19G2a... |Fa Dianova, Hamburg
Anti-CD 16 FCylll-Rezeptor CB16 IgG1gtc | Fa Dianova, Hamburg
Anti-CD 18 B-2 Integrin, Untereinheit | MHM23 I9G1qtc | Fa Dako, Hamburg
Anti-CD 19 B-Zellen 4G7 10G1pe Fa Becton Dickinson
Anti-CD 25 IL-2 Rezeptor, o-Kette 2A3 10G1pee Fa. Becton Dickinson
Anti-CD 45 pan Leukozyten Marker | 2D1 IgG1e7c | Fa Becton Dickinson
Anti-CD45R0 | T-Gedéachtniszellen UCHL-1 |1gGlee Fa. Becton Dickinson
Anti-CD45RA | naive T-Zellen L48 IgG1q7c | Fa Becton Dickinson
Anti-CD 54 ICAM-| LB-2 19G1pe Fa. Becton Dickinson
Anti-CD 56 N-CAM, NK-Zéllen MY 31 19G1pe Fa Becton Dickinson
Anti-HLA-DR [MHCII L243 19G1pe Fa Becton Dickinson
Anti-EGFr Epidermal-Growth- MAB7000 |1gG1 Fa. Merck, Darmstagt
Factor-Receptor humanisiert
Anti-EGFr Epidermal-Growth- MAB42500 | IgG2a Fa. Merck, Darmstadt
Factor-Receptor

Die Steuerung des Durchfluf3zytometers, die Messungen und Auswertungen wurden mit den
Programmen Consort 30 (Becton-Dickinson, bis Mitte 1995) und Lysys || (Becton-Dickinson)
durchgefuhrt.

Jeweils 5 ul der Antikorperlésung wurden in FACS-Probenréhrchen vorgelegt. Daraufhin
wurde jeweils 100 ul EDTA-Blut zugegeben und vermischt. Der Kontrollansatz enthielt nur
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die Blutprobe. Alle im Folgenden genannten Inkubationszeiten fanden unter Lichtabschluf
statt. Jede Zentrifugation dauerte 10 min bei 350 g und 4°C.

Daran schlof3 sich eine 30 minltige Inkubationszeit bei 4°C an. Durch Zugabe von jeweils 2
ml Lysing-Solution (Becton-Dickinson, 1 : 10 mit HyO piges (V/V) verdinnt) wurden die
Erythrozyten wahrend einer 10 minutigen Inkubation bel Raumtemperatur lysiert. Es schlof3
sich eine Zentrifugation an. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen zweimal mit
jeweils 2 ml PBS/0,1% Natriumazid (v/g) gewaschen.

Es folgte die Fixierung der Leukozyten in jeweils 2 ml PBS /2,0% Formaldehyd /0,1%
Natriumazid (v/v/g) fur 30 Minuten bei 4°C. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde das
Pellet in 300 ul PBS0,1% Natriumazid (v/g) resuspendiert und bis zur Messung im
Kuhlschrank aufbewahrt.

Bel jeder Messung wurden 5000 Zellen registriert.

2.6.2 Auswertung

Die die zu untersuchende Leukozytenpopulation wurde im FSC-SSC-Dotblot (Zellgrofie
gegen Zellgranularitét) durch Umfahren mit dem Cursor markiert. Dieser Vorgang wird as
gating, der markierte Bereich als Gate oder Region bezeichnet. (Abbildung 2.2.a).

In der weiteren Auswertung wurden nur die Zellen in dem gesetzten Gate beriicksichtigt. Um
die Autofluoreszenz der jeweiligen Leukozyten zu bestimmen, wurden die Mef3daten des
Kontrollansatz (Negativkontrolle) in einem FL-1-FL-2-Dotblot (grine Fluoreszenz gegen
orange Fluoreszenz) aufgetragen. Anhand der Negativkontrolle wurde ein Quadrant gesetzt
(Abbildung 2.2.b).

Ereignisse, die nur eine FITC-Fluoreszenz aufweisen, erscheinen immer im 4. Quadranten,
solche mit einer PE-Fluoreszenz nur im 1. Quadranten. Doppeltpositive Ereignisse befinden
sich im 2. Quadranten (Abbildung 2.2.c.).
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Abbildung 2.2: Immunphénotypisierung, Auswertung einer Vollblutprobe. FSC=ZellgroRRe, SSC= Zell-
granularitét, FL-1=FITC-Fluoreszenz, FL-2=PE-Fluoreszenz. a) Definition des Lymphozytengate R1. b)
Unmarkierte Lymphozyten als Negativkontrolle. ¢) FL-1: CD3-FITC; FL-2: CD19-PE

Um die relative numerische Regulierung definierter Antigene bestimmen zu kdnnen, wird die
interessierende Zellpopulation (PBL, PMNL oder Monozyten, Abb. 2.2) in einem der
Antikorperfluoreszenz (FL-1 oder FL-2) entsprechenden Histogramm dargestellt. Die
Software ermdglicht die Berechnung des Histogramm-Mittelwertes. Die Hohe des
Mittelwertes ist direkt proportiona zu der Anzahl an das jeweilige Antigen gebundener,
fluoreszenzmarkierter Antikorper. Von diesem Wert wird der Mittelwert des Kontrollansatzes
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(Probe ohne Antikérper) subtrahiert (Abb. 2.3). Das Ergebnis wird as die mittlere
Fluoreszenzintensitét (MFl) bezeichnet.
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Abbildung 2.3: Bestimmung der relativen Rezeptordichte (CD18) auf PMNL.

Auswertung einer Vollblutprobe. Dargestellt sind die Zellen der Granulozytenpopulation in Histogramm-
darstellung. &) Negativkontrolle ohne spezifische Antikorper. b) CD18-positive Granulozyten.
FL-1=FITC-Fluoreszenz, Events = Ereignisse.

2.7 Funktionsanalyse am Dur chfluf3zytometer (FACSCAN)

Bel der durchflulRzytometrischen Bestimmung der Lymphozytenaktivitdt ergibt sich das
Problem der Trennung von Effektor- und Targetzellen. Die Unterscheidung wird durch die
Farbung der Targetzellen mit dem Membranfarbstoff DiO® erméglicht. Dessen
Anregungswellenlange betragt 485 nm, die Emmissionswellenlange 504 nm.

Bel der Messung kdnnen somit die fluoreszierenden Targetzellen eindeutig von den nicht-
gefarbten Effektorzellen unterschieden werden. Registriert werden nur die DiO-geférbten
Targetzellen.

Defekte Targetzellen werden durch Inkorporation von Propidiumjodid (Pl) nachgewiesen. Pl
ist ein interkalierender DNA (RNA)-Farbstoff und kann nur durch eine beschédigte Membran
in das Innere einer Zelle gelangen. An DNA bzw. RNA gebundenes PI wird durch den
Argonlaser des Facscan (488 nm) zu einer Rotfluoreszenz (617 nm) angeregt.

Beschédigte Targetzellen weisen eine Rot- und eine Grinfluoreszenz auf und sind eindeutig
von unbeschadigten Targetzellen (nur Grinfluoreszenz) zu unterscheiden.

2.7.1 Praparation der Tarqgetzellen

Pro ml Zellsuspension (ca. 5 x 10° Zellen/ml) der am Vortag versorgten Targetzellinien (K562
und Raji, siehe 2.2.1) wurden 20 ul (K562) bzw. 25 pl (Raji) DiO-Stammlésung [3 x 10° M]
gegeben. Anschlief?end wurden die Zellsuspensionen gut durchmischt, 15 Minuten bei 37°C
im Brutschrank inkubiert und anschlief3end zweimal in PBS gewaschen (10 min, 350 g).

Die Pellets wurden in Einfriermedium resuspendiert. Aliquots mit jeweils 10° Zellen in 200 pl
Einfriermedium wurden bei -80°C eingefroren (siehe 2.2.4).

pio: 3,3-Diooctadedyl oxacarbocyanin-perchlorat; CszHgsCIN,Og
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2.7.2 Durchfuhrung der durchfluRzytometrischen Funktionsanalyse

Die eingefrorenen Targetzellen wurden im Wasserbad bel 37°C aufgetaut und einmal mit
Komplettmedium (DMEM+10% FCS) gewaschen (10 min, 350 g). Das Pellet wurde in 1 ml
K ompl ettmedium resuspendiert und auf eine Dichte von 1 x 10* Zellen pro 100 ul eingestellt.
Zu den Ansitzen wurden jeweils 4 x 10° Effektorzellen in 150 pl Komplettmedium
zugegeben (Effektor/Targetratio = 40:1). Pro Targetzellinie wurde ein Kontrollansatz zur
Bestimmung der Spontansterblichkeit ohne Effektorzellen angesetzt.

Die Ansdtze wurden mittels Vortex gut gemischt und fur drei Minuten bei 120 g zentrifugiert.
Danach schlof3 sich eine vierstiindige Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
an.

Nach Beendigung der Inkubation wurden die Ansdtze mittels Vortex grindlich resuspendiert
und auf Eis gestellt, es wurden jeweils 5 ul Propidiumjodidlsung zugegeben und nochmals
far 10 Minuten auf Eisinkubiert.

2.7.3 Messung

Im ersten Schritt wurde ein Gate (Targetzellgate) auf die grinfluoreszierenden Targetzellen
des Kontrollansatz im FL-1-Histogramm gesetzt (Abb. 2.4).

Bel den folgenden Messungen wurden nur die Ereignisse berlicksichtigt, die innerhalb des
Targetzellgates lagen.

Nicht grinfluoreszierende Zellen (Effektorzellen) wurden somit von der Messung
ausgeschl ossen.

2.7.4 Auswertung

Die aufgenommenen Daten wurden in einem FL-3-Histogramm (rote Fluoreszenz)
aufgetragen. Abbildung 2.5 zeigt ein typisches FL-3- Histogramm zur Bestimmung der toten,
bzw. defekten Targetzellen im Kontrollansatz. Der Anteil der spontan beschéadigten
Targetzellen wurde durch Setzen eines Auswertemarkers M1 Uber den Bereich der hoheren
FL-3-Fluoreszenzsintensitét (von 10" bis 10%) bestimmt.

Die Bestimmung der defekten Targetzellen im Testansatz (Abb. 2.6) erfolgte analog der
Bestimmung der Spontansterblichkeit durch Messung des prozentualen Anteils der defekten
Zéllen innnerhalb der Markerregion M 1. Die prozentuale Lyserate wurde durch die Differenz
von Kontrollwert (Targetzellen ohne Effektorzellen) und Testwert (Targetzellen mit
Effektorzellen ermittelt.
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2.7.5 Ermittlung der DiO-K onzentrationen

Abbildung 2.4: FL-1-Histogramm (grine Fluoreszenz).
Bestimmung der Targetzellfluoreszenz und Definition des
Targetzellgates im Kontrollansatz.

Auf der Abszisse ist die relative Intensitét der
Grunfluoreszenz logarithmisch aufgetragen.

Durch das setzen enes ,LiveGates' Uber die
grinfluoreszierenden Targetzellen (K562) des
Kontrollansatzs (nur Targetzellen) wurden nur Ereignisse
mit dieser Fluoreszenzeigenschaft bei der Messung
registriert.

Abbildung 2.5: FL-3-Histogramm (rote Fluoreszenz).
Auswertung des Kontrollansatzes (nur Targetzellen) zur
Bestimmung des Anteils spontan defekter Targetzellen
(K562). Der Peak geringer Rotfluoreszenz (von O bis 10%)
représentiert die Population intakter Targetzellen. In dem
sich bei einer Fluoreszenzintensitst von ca 107
abzeichnenden Peak werden die Ereignisse mit einer
hohen Rotfluoreszenz summiert, dies ist der Anteil der
spontan defekten Targetzellen. Durch das Setzen eines
Markers (hier M1 genannt) kann die Software den
prozentualen Anteil defekter Zellen berechnen.

Abbildung 2.6: FL-3-Histogramm (rote Fluoreszenz).
Auswertung eines Testansatzes, dieser enthdlt Effektor-
und Targetzellen.

Zerstorte Targetzellen inkorporieren Propidiumjodid und
weisen eine hohe Rotfluoreszenz auf. Der Marker Uber
dem Peak der defekten Targetzellen (hohe
Rotfluoreszenz) ermdglicht die Berechnung des
prozentualen Anteils defekter Targetzellen. Fur die
Auswertung wurde von diesem Wert der prozentuale
Anteil spontan defekter Targetzellen subtrahiert.

Die Targetzellinien (A431, K562, Raji) wurden in Komplettmedium mit aufsteigenden DiO-
Konzentrationen (5 pl, 10 ul, 15pul, 20 ul, 25 ul DiO-Férbeldsung/ml Zellsuspension/5x10°
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Zellen) jeweils 15 min geféarbt. Nach 2 Waschschritten mit PBS (Zentrifugation jeweils 8 min
bei 350 g) wurde das Pellet in 500 ul PBS resuspendiert und 5 pl Pl-Lésung [10 pg/mi]
zugegeben. In einem FL-1-Histogramm wurde die Intensitét der DiO-Farbung gemessen, in
einem FL-3-Histogramm die Vitalitdt der Zellen.

2.7.6 Ermittlung der Effektor-Tar getzell-l nkubationszeit

Hierzu wurden ein Europiumrelease-Assay und die durchflufRzytometrische Methode parallel
nach oben beschriebenen Protokollen durchgefihrt. Die Effektor-Targetzell-Inkubationszeiten
betrugen bei der FACS-Methode 2h, 3h und 4h.

2.7.7 Effektor zellférbung durch DiO-Diffusion aus zer storten Tar getzellen

Ca. 5 x 10° Dio-gefarbte K562-Zellen in Komplettmedium wurden mittels Ultraschall zerstort.
Nach 1h wurden die Zellfragmente bei 5000 g abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert.
PBL wurden fiir 4h in dem Uberstand inkubiert. Die PBL wurden am FACS im Vergleich zu
unbehandelten PBL auf erhdhte Grinfluoreszenz untersucht.

2.7.8 L 6sungen fur die Funktionsanalyse am Dur chfluRzytometer

DiO-Farbel 6sung (geséttigr): 3 mg DiO [3x10°M] wurdenin 100 pl DMSO und 900
ul absoluten Ethanol gelost,
zuriickbleibende Kristalle wurden abfiltriert.
Die Loésung wurde bei -20°C gelagert.

DNA-Farbel 6sung: Propidiumjodid [10 ug/ml] in PBS.

Komplettmedium: DMEM + 10% FCS (v/v)

2.8. Bestimmung der ADCC am Durchflu3zytometer

Als ADCC (antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitéat) wird die Reaktion natlrlicher
Killerzellen und Makrophagen gegen Zellen bezeichnet, die mit Antikorpern der Klasse 1gG
opsoniert sind.

Die Zellyse durch NK-Zellen ist ein mehrstufiger Prozel3, der mit der Bildung eines stabilen
Komplex zwischen NK-Zelle und Zielzelle beginnt. Drei Oberfléachenstrukturen auf den NK-
Zéellen sind daf ir notwendig: CD2, CD11/CD18 und CD16 (Fcylll, IgG-Rezeptor).

Die Immunzellen binden Uber ihre Fcylll-Rezeptor an den konstanten Teil der auf den
Zielzellen gebundenen Antikorper der Klasse IgG.

Dies|0st die Aktivierung der zellytischen Prozesse aus und die Targetzellen werden zerstort.
Als Targetzellen dienen Zellen der Linie A431. Diese Zellen weisen eine hohe EGF-
Rezeptordichte auf auf. Die eingesetzten Antikorper binden hochspezifisch an der Mitogen-
Bindungstelle des EGF-Rezeptors. Sie existieren in zwei Varianten, die jedoch identische
Antigenerkennungsregionen besitzen:
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EMD 72000, IS0typ: human 1gG1 (Merck AG, Darmstadt)
Mabgzs000, 1SOtyp: Maus IgG2a (Merck AG, Darmstadt)

Humane NK-Zellen kdnnen tber ihre Fecylll-Rezeptoren (CD16) an den konstanten Bereich
von EMD72000 binden, jedoch nicht an den murinen Mabazsogo. Mit Mabgosgoo markierte Zellen
dienen as Negativkontrollen. Um den Einflu der murinen Antikérper im Assay zu
bestimmen, wurden unmarkierte A431-Zellen als zusétzliche Negativkontrolle eingesetzt.

2.8.1 Durchfilhrung der durchfluRzytometrischen ADCC-Messung

Die Targetzellen wurden durch leichtes trypsinieren (30 s) aus der Kulturflasche geldst und
far 30 min in DMEM+10% FCS bei 37°C inkubiert. Danach wurden sie einma mit PBS
gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert.

In ersten Schritt wurden die Zellen mit dem grinfluoreszierenden Membranfarbstoff DiO
[20 ul/ml DiO-Stammldsung] analog zu 2.7 Funktionsanalyse am Facscan eingefarbt.

Danach schloR sich die Opsonierung der Targetzellen an. Von circa 1.5x10° Zellen wurde ein
Drittel mit EMD72000 [1 ng/mi], en weiteres Drittel mit Mabgosoeo [1 ug/ml] markiert, der
Rest blieb unbehandelt. Die 30 minltige Markierung erfolgte bel RT in einem Volumen von 1
ml in PBS. Danach erfolgten 2 Waschschritte mit PBS. Nach Beendigung der Waschschritte
wurden die Zellen in 1 ml Komplettmedium resuspendiert. Die Targetzellen wurden gezahlt,
pro Ansatz wurden 1x10* Zellen in FACS-Probenrohrchen pipettiert und auf ein Volumen von
100 ul mit Komplettmedium aufgefillt. Um Monozyten durch Adhésion zu depletieren,
wurde die frisch isolierte Leukozytenpréparation 2h in einer Petrischale inkubiert, die im
Uberstand befindlichen PBL wurden weiter kultiviert. Lymphozyten wurden zu den Zielzellen
in einem Verhdtnis von 10:1 in einem Volumen von 150 ul in Komplettmedium zugegeben
und gut durchmischt, es schlof3 sich eine drei3igminttige Inkubationszeit bei 37°C an.

Nach der Inkubation erfolgte die Zugabe von 10 ul Propidiumjodidiésung [10 ug/ml in
PBS] zu jedem Ansatz.

Die Messung und Auswertung fand am Durchfluf3zytometer statt und erfolgte wie in 2.7
Funktionsanalyse am Facscan beschrieben.

Das Ergebnis der Negativkontrolle (unmarkierte bzw. mit MAB42s000 OpSonierte A431) wurde
von dem Testwert subtrahiert.

2.8.2 Ermittlung der optimalen Antikorperkonzentration

Jeweils 5 x 10° DiO-gefarbte A431-Zellen wurden mit EMD72000-Antikorpern in Konzen-
trationen von 0,001 ug, 0,01 ug, 0,1 ug, 1ug, 4ug, 8 ug/m fur 30 min opsoniert.
Durchftihrung und Auswertung des Tests erfolgte wie oben beschrieben.

2.8.3 Ermittlung der Effektor-Tar get-l nkubationszeit

Hierzu wurden jeweils 5 x 10° DiO-gefarbte A431-Zellen, die mit EMD7xg00 [1 pg/ml]
markiert worden sind, Uber 30 min, 60, min und 120 min mit Effektorzellen (E:T=10:1)
inkubiert. Weitere Durchfihrung und Auswertung des Tests erfol gte wie oben beschrieben.
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2.8.4 Spezifitat des Assays fiur ADCC durch NK-Zellen

PMNL haben eine hohe CD16-Expression und konnen ebenfalls an IgG markierte Ziele
binden und diese Uber andere Effektormechanismen (z.B. O, -Bildung) zerstéren. In dem
Experiment wurde untersucht, ob PMNL EMD7,000-0psonierte A431-Zellen zerstéren kdnnen.
PBL und PMNL wurden aus Vollblut isoliert (siehe 2.3) und in Verhaltnissen von PBL :
PMNL =4 : 1 bzw. PBL : PMNL = 1 : 1 as Effektorzellen in dem Test eingesetzt.
Targetzellen waren DiO-gefarbte EMD7yp00-Opsonierte  A431-Zellen. Das Effektor-
Targetzellverhdtnis betrug 10 : 1. Die weitere Versuchsdurchfihrung erfolgte nach oben
beschriebenem Protokoll (siehe 2.8.1.).

2.9 Bestimmung der Phagozytoseleistung peripherer Granulozyten und
M onozyten am Dur chflul3zytometer

2.9.1 Opsonierung und Farbung der Bakterien

Falls nicht anders angegeben, wurde PBS ohne Ca®*, Mg** verwandt. Es wurden 50 mg
lyophilisierte E.coli (Sigma; Strain K12) fur 24 h bei 37°C in 50 ml DMEM inkubiert. Die
Bakterien wurden mit PBS gewaschen und die Zahl photometrisch bestimmt (Extinktion von
0.1 bei 350 nm entspricht ca 3x10’ Bakterien). Die Bakterien wurden 6 min bei 4000 g
abzentrifugiert und in frischen, gepoolten Humanserum (nicht hitzeinaktiviert) in einer
Konzentration von ca. 4 mg/ml resuspendiert. Es folgte 40 Minuten Inkubation im Wasserbad
bei 37°C. Die opsonierten Bakterien wurden zweimal mit PBS gewaschen und in einem
Endvolumen von 5 ml PBS resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe von 150 ul DiO-Lésung
[3mg/ml]; Endkonzentration [90 ug/ml] und 15 min Inkubation im Wasserbad bei 37°C. Die
Bakterien wurden einmal mit PBS gewaschen und in 10 ml Einfriermedium resuspendiert,
aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.9.2 Dur chfiihrung des Phagozytoseassay

Ein Bakterienaliquot wurde im Wasserbad bel 37°C aufgetaut; es wurden 900 ul PBS
hinzugefigt, die Bakterien resuspendiert und 5 min bei 5.000 g zentrifugiert.

Das Pellet wurde in 500 ul PBS sorgféltig resuspendiert und auf Eis gekihlt. Zu jeweils 100
wl Blut (auf 4°C gekiihlt), (bzw. 5x10° Leukozyten in 100 pl Komplettmedium) wurden
jeweils 20 ul Bakteriensuspension zugegeben. Dies entsprach ungeféhr einem Verhéltnis von
ca. 50 Bakterien zu einem Leukozyten. Ein Ansatz verblieb als Negativkontrolle auf Eis, ein
zweiter als Testansatz im Wasserbad bei 37°C. Die Reaktionszeit betrug 12 min.

Nach der Inkubation wurde zu jedem Ansatz 100 ul Trypanblau [0,5%] (4°C) gegeben.
Danach folgten 3 Waschschritte: Die Probe wurde in jeweilsin 3 ml PBS resuspendiert und 8
min bei 350 g zentrifugiert. Bei der Untersuchung von Vollblutproben wurden die
Erythrozyten durch die Zugabe von jeweils 2 ml Lysing-Solution wahrend einer 10 minitigen
Inkubation bei Raumtemperatur lysiert. Das Erythrozytenlysat wurde durch zwei
Waschschritte entfernt (3 ml PBS; 8 min bel 350 g). Es folgte die Fixierung der Leukozyten in
jeweils 2 ml PBS/2,0% Formaldehyd/0,1% Natriumazid (v/v/g) fur 30 Minuten bei 4°C. Nach
einem Zentrifugationsschritt (8 min, 350g) wurde das Pellet in 300 ul PBS/0,1% Natriumazid
(v/g) resuspendiert, pro Ansatz wurden 10 ul PI-Ldsung [10 ug/ml in PBS] zugegeben und
bis zur Messung auf Eis gelagert (max. 60 min).
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2.9.3 Messung

Im FL-2-Histogramm wurde ein Live-Gate Uber den 2. DNA-Peak (diploide Zellen) gesetzt.
Nur diploide Zellen wurden somit bei der Messung registriert. Einstreuende Bakterien wurden
von der Messung ausgeschlossen (Abb. 2.7).

Abbildung 2.7: FL-2-Histogramm; Live-Gate Uber
DNA-Peak der Leukozyten

Durch dieses Gate wurde verhindert, daf3
Bakteriencluster in die Granulozytenwolke einstreuen
und das Ergebnis verfé schen.
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2.9.4 Auswertung

Um die Phagozytoseleistung der Granulozyten bestimmen zu kdnnen, wurde im FSC-SSC-
Dotblot-Diagramm ein Polygon-Gate tiber die Granulozytenpopulation gelegt (Abb. 2.8).

Im néchsten Schritt wurde dieselbe Datei mit aktiviertem Granulozytengate (R1) als SSC-FL-
1-Dotblot-Diagramm dargestellt.

Zur Auswertung wurde ein Quadrant so gesetzt, dald beide Populationen getrennt waren.
Anhand des Quadranten konnte die Software den Anteil der phagozytierenden Zellen und
deren MFI berechnen. Diese gilt als Mal3 fur die Menge der aufgenommenen Bakterien.

Das Ergebnis errechnete sich aus der Differenz von Testwert (Granulozyten/Monozyten bei
37°C) und Kontrollwert (Granulozyten/Monozyten bel 4°C) (Abb. 2.9).

Abbildung 2.8: FSC-SSC-Dotblot-Diagramm;
Zellgrofe (FSC) gegen Zellgranularitét (SSC).
Granulozyten-Gate (R1) im Kontrollansatz.
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Abbildung 2.9: Phagozytierende Granulozyten;
Dotblot-Diagramm:  Zellgranularitdt (SSC) gegen
W R grune Fluoreszenz (FL-1).

Es sind zwei getrennte Populationen sichtbar. Die
untere Population (FL-1: 0 bis 10%) repréasentiert nicht
phagozytierende Zellen, die Granulozyten in der
oberen Population weisen durch die Aufnahme
geféarbter Bakterien eine hohere Fluoreszenz auf. Der
Quadrant erlaubt der Software die Berechnung des
Anteils phagozytierender Zellen und deren mittlere
Fluoreszenz ads ein Mal fir die Menge der
aufgenommenen Bakterien.
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2.9.5. Bestimmung der DiO-K onzentration

Die Bakterien wurden in DMEM mit aufsteigenden DiO-Konzentrationen (5 ul, 10 ul, 15 pl,
20 pl, 25 pl, 30 ul DiO-Farbel sung/ml Zellsuspension/1x10° Zellen) jeweils 15 min geférbt.
Nach 2 Waschschritten mit PBS (Zentrifugation jeweils 8 min bei 350 g) wurde das Pellet in
500 ul PBS resuspendiert und 5 ul PI-Lésung zugegeben. In einem FL-1-Histogramm wurde
die Intensitét der DiO-Farbung gemessen, in einem FL-3-Histogramm wurde die Vitalitét der
Bakterien kontrolliert.

2.9.6 Optimierung des Verhéaltnis L eukozyten : E.coli

Hierzu wurde der Phagozytosetest nach dem oben beschriebenen Protokoll mit variierender
Leukozyten : Bakterienratio durchgefiihrt. Die Leukozyten : Bakterienverhdltnisse betrugen
1:50, 1:25, 1:12,5, 1:6,25, 1:3,125.

Die eingestellten Verhdltnisse wurden mittels FACS-Analyse Uberpruft. Hierzu wurden die
geférbten Bakterien zu einer bekannten Anzahl fixierter Leukozyten gegeben. Es wurden
jeweils 10.000 Leukozyten gemessen. Uber ein FL-1-Histogramm wurde das Verhaltnis von
nicht fluoreszierenden Partikeln (fixierte Leukozyten) zu fluoreszierenden Partikeln (= E.coli)
berechnet.

2.9.7 Optimierung der Phagozytosedauer

Hierzu wurden Leukozyten und E.coli fur 2,5 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min miteinander
bei 37° C im Wasserbad inkubiert. Die weitere Verarbeitung erfolgte nach dem oben
beschriebenen Protokoll.

2.9.8 Losungen fur die Bestimmung der Phagozytosaleistung peripherer Granulozyten
und M onozyten

Einfriermedium: 90% Humanserum (gepoolt, nicht hitzeinaktiviert)
10% DM SO
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DiO-Féarbel 6sung: 3 mg DiO (Sigma) [3*10°m] in 100 ul DMSO + 900 pl Ethanol
(abs.)

Fixierlésung: 2% Formal dehydlésung in PBS ohne C&**, Mg?*

Quenchldsung: Trypanblau [0,5%]

Lysing-Solution:

0,155M NH,CI 8,29 g/l

0,01 M KHCO; 1,09/l

0,0001 M EDTA 0,04 g/l

Propidiumjodid-Lésung: ~ [10pg/ml], in PBS ohne C&*, Mg

2.10 DurchflulRzytometrische Messung der phagosomalen Wasser stoff-
per oxid-Produktion durch Granulozyten und M onozyten

Die Bildung des Superoxidanions durch PMNL und Monozyten nach Stimulierung mit E.coli
wurde nach der Methode von Rothe und Vaet (Rothe et al, 1991) gemessen. Dieser Nachwels
basiert auf der Oxidation von Dihydrorhodamin-123 (DHR123, Sigma) zu Rhodamin-123
(R123) durch das Superoxidanion (O,), R123 wird durch die Emission griner Fluoreszenz
bei Anregung durch Licht der Wellenldnge 488 nm nachgewiesen. Die R123-Bildung verhalt
sich proportional zur Sauerstoffradikalmenge.

2.10.1 Prapar ation der Bakterien

Zentrifugiert wurde jeweils fir 6 min bei 5000 g. Falls nicht anders angegeben, wurde PBS
ohne Ca®*, Mg?* verwandt.

E.coli (Strain K12, Sigma) wurden fur 24h bei 37°C in DMEM inkubiert. Die Bakterien
wurden zweima mit PBS gewaschen. Nach den Waschschritten wurde das Pellet in PBS
resuspendiert. Bestimmung der Bakterienzahl und Opsonierung erfolgten analog zu 2.9.1. Die
Bakterien wurden auf eine Dichte von 3 x 10° Zellen / ml eingestellt und bei -20°C gelagert.

2.10.2 Durchfuihrung

Zu 100 pl Vollblut bzw. Leukozytensuspension (5 x 10° Zellen/ml) in DMEM + 10% FCS
wurden 10 pl der Bakteriensuspension (Testansatz) bzw. 10 ul PBS (Kontrollansatz)
zugegeben. Dies entspricht einem Verhéltnis von E.coli:Leukozyten = 40-50:1. Nach einer
15 mindtigen Inkubation bei 37°C wurden 10 ul DHR123 [1,1 mM] in 990 ul PBS zu den
Ansétzen gegeben und gemischt. Nach weiteren 15 Minuten Inkubation bel 37°C wurden zu
den Ansétzen jeweils 2 ml PBS ohne Ca**, Mg®* gegeben und die Proben 10 Minuten bei 350
g zentrifugiert. Danach folgten 2 Waschschritte: Die Probe wurde in jewells in 3 ml PBS
ohne Ca®*, Mg* resuspendiert und 8 min bei 350 g zentrifugiert. Zur Untersuchung von
Vollblutproben wurden die Erythrozyten durch die Zugabe von jeweils 2 ml Lysing-Solution
wahrend einer 10 mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur lysiert. Das Erythrozytenlysat
wurde durch zwei Waschschritte entfernt (3 ml PBS ohne Ca?*, Mg?*; 8 min bei 350 g). Es
folgte die Fixierung der Leukozyten in jewels 2 ml PBS/2,0% Formaldehyd/0,1%
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Natriumazid (v/v/g) fur 30 Minuten bei 4°C. Nach einem Zentrifugationsschritt (8 min, 350 Q)
wurde das Pellet in 300 ul PBS resuspendiert, pro Ansatz wurden 10 ul Pl-Lésung zugegeben
und bis zur Messung auf Eis gelagert (max. 60 min).

2.10.3 Auswertung

Im FL-2-Histogramm wurde ein Live-Gate Uber den 2. DNA-Peak (diploide Zellen) gesetzt
(siehe 2.9.3)

Im zweiten Schritt wurden die interessierenden Zellpopulationen im FSC-SSC-Diagramm
durch das Setzen entsprechender Gates selektiert (Abbildung 2.10). Daraufhin wurde dieselbe
Datei mit aktiviertem Granulozytengate (R1) (oder Monozyten-Gate (R2)) als SSC-FL-1-
Dotplot-Diagramm dargestellt. Anhand der Negativkontrolle wurde ein Quadrant gesetzt
(Abb. 2.11), durch den die Software den Anteil der O, -produzierenden-Zellen und deren MFI
berechnen konnte. Diese gilt als Mal3 fir die Menge der erzeugten Sauerstoffradikale (Abb.
2.12).

Das Ergebnis errechnete sich aus der Differenz von Testwert (Granulozyten/Monozyten mit
E.coli) und Kontrollwert (Granulozyten/Monozyten ohne E.coli).

Abbildung 2.10: FSC-SSC-Dotblot-Diagramm;
Z€llgrofRe (FSC) gegen Zellgranularitét (SSC)
Granulozyten-Gate (R1) und Monozyten-Gate (R2) im
Kontrollansatz.
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8.5% 0.0% Abbildung 2.11: Kontrollansatz; SSC-FL-1-Dotblot-
Diagramm; Zellgranularitdt (SSC) gegen grine
Fluoreszenz (FL-1)

Anhand der Negativkontrolle wurde ein Quadrant
gesetzt.

Die ungtimulierten Granulozyten weisen nur eine
geringe Grinfluoreszenz auf. Sie haben kaum O,-
Radikale gebildet, das DHR123 wurde nicht oxidiert.
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95.0% 0.0% Abbildung 2.12: Testansatz; SSC-FL-1-Dotblot-
o Diagramm;  Zelgranularitét (SSC) gegen grine
Fluoreszenz (FL-1)
Nach Stimulierung mit E.coli wurde das DHR123
n ot durch die gebildeten O, -Radikale oxidiert.
7 . Die Granulozyten weisen eine hohe Grinfluoreszenz
L e auf.
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2.10.4 L 6sungen fiir die Bestimmung der phagosomalen W asser stoffper oxid-Produktion

DHR123-Ldsung DHR123[1,1 mM] in N,N-Dimethylformamid
Lysing-Solution:

0,155 M NH4CI 8,29 g/l

0,01 M KHCO; 1,09

0,0001 EDTA 0,04 g/l

Fixierlésung: 2% Formal dehydlésung in PBS ohne C&**, Mg?*

Propidiumjodid-L 6sung: PI-Stamml 6sung (100 ug/ml)
1:10 mit PBS ohne C&**, Mg** verdiinnt

2.11 Enzymaktivitdten

2.11.1 Herkunft der Enzyme

Das Chymotrypsin wurde, nach Herstellerangaben, aus dem Pankreas von Rindern gewonnen,
das Trypsin aus dem Pankreas von Schweinen aus kontrollierten Zuchten. Das Papain stammt
aus Milchsaft der unreifen Fruchte von Carica papaya Linné.

Die hier beschriebenen Methoden wurden dem Worthington Manual entnommen.

2.11.2 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat von Chymotrypsin

Zur Bestimmung der Chymotrypsinaktivitét wurde die Hydrolysierungsrate von Benzoyl-L-
Tyrosine-Ethylester (BTEE) als eine Anderung der Absorbtion bei einer Wellenlange von 256
nm gemessen. Eine Einheit entspricht der Hydrolysierung von 1 umol Substrat in einer
Minute bei einem pH von 7.8 und einer Temperatur von 25 °C.
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In zwel Kivetten wurden jeweils 1,5 ml des Puffersund 1,4 ml der Substratl 6sung vorgel egt.
In die Kontrollkivette wurde 100 ul 0,001 M HCI gegeben und gemischt. In die Testkivette
wurde 10 pl der zu untersuchenden Enzyml6sung [0,1 pug Enzym/1 pl] in 90 pl 0,001 M HCI
gegeben.

Es wurde die Absorbtion bei 256 nm in 30 Sekunden-Intervallen tiber einen Zeitraum von 5
min protokolliert.

Die Enzymaktivitét wurde nach folgender Formel berechnet:

. AAz¢/min x 1000 x 3.0
units'mg Enzym =964 x mg eingesetztes Enzym

»964* entspricht dem molaren Extinktionskoeffizienten von N-Benzoyl-DL-Tyrosine bel 254
nm.

2.11.3 L 6sungen fiir die Chymotrypsinbestimmung

Substrat:
BTEE, 0,00107 M in 50% Methanol g/g

Puffer:
Tris, 0,08 M
CaCl,, 0,1 M
pH 8,1

Methanol:
Methanol 50% g/g 63 ml Methanol zu 50ml H,O

2.11.4 Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt von Trypsin

Als Mal3 fir die Trypsinaktivitdt wird die Hydrolyse von TAME (p-Toluene-Sulfonyl-L-
Arginin-Methylester) als Zunahme der Absorption photometrisch bei 247 nm gemessen.

Eine Enzymeinheit wird definiert als die Hydrolyse von 1 umol TAME pro Minute bel einem
pH von 8,1 und einer Temperatur von 25°C.

In zwel Kivetten wurden jeweils 1,5 ml des Puffersund 1,4 ml der Substratldsung vorgel egt.
In die Kontrollkvette wurde 100 pl 0,001 M HCI, 0,3 ml Substrat und 2,6 ml Puffer gegeben
und gemischt. In die Testkuvette wurde 0,3 ml Substrat, 2,6 ml Puffer und 10 pl der zu
untersuchenden Enzymlésung [0,1 ug Enzym / pl] in 90 pl 0,001 M HCI gegeben.

Es wurde die Absorption bei 247 nm in 30 Sekunden-Intervallen Uber einen Zeitraum von 5
min protokolliert.

Die Enzymaktivitét wurde nach folgender Formel berechnet:

AA2:/min x 1000 x 3.0
540 x mg eingesetztes Enzym

units/mg Enzym =

»240" entspricht dem molaren Extinktionskoeffizienten von p-Toluensulfonyl-L-Arginin bel
247 nm.
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2.11.5 L 6sungen fir die Trypsinbestimmung

Substrat:
TAME, 0,01 M 37,9 mg TAME in 10 ml H,O

Puffer:
Tris, 0,046 M, pH 8,1
CaCl,, 0,0115 M

2.11.6 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat von Papain

Eine Einheit Papain entspricht der Hydrolyse von 1 pumol Benzol-L-Arginin-Ethylester
(BAEE) in einer Minute bei 25°C.

Das Papain wurde in einer Konzentration von 100 pg/ml in dem Diluent gel6st.

Die Messung erfolgte an einem pH-Meter in einem Becherglas unter permanenten Rihren. 5
ml Substrat, 5 ml HO, 5 ml 3M NaCl und 1 ml Enzymverdinnung wurden in ein Becherglas
gegeben. Es wurde das Volumen [mI] 0,01 M NaOH notiert, welches pro Minute benttigt
wurde, um den pH-Wert bel 6,2 zu haten. Es wurde Uber einen Zeitraum von 5 Minuten
gemessen.

Die Enzymaktivitét wurde nach folgender Formel berechnet:

m = mi/minx M NaOH x 1000
mg eingesetztes Enzym

units/mg Enzy

2.11.7 L 6sungen fiir die Papainbestimmung

Enzymdiluent:

H,O 70 mi

EDTA, 0,01 M 10 ml
Mercaptoethanol, 0,06 M 0,1 ml
Cystein, 0,05 M 10 ml
Substrat:

BAEE, 0,041 M in 30 ml H,O
EDTA, 0,01 M 1,6 ml
Cystein, 0,05 M 1,6 ml

pH-Wert auf 6,2 einstellen, auf 42 ml mit H,O auffillen

NaCl, 3,0M
NaCH, 0,01 M
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2.12 Versuchsanordnungen

2.12.1 Einflull von Enzymen auf Funktion und Phanotyp von PBL, PMNL und
M onozyten in vitro

Die lyophylisierten Enzyme wurden in den entsprechenden Konzentrationen in PBS gelOst
und sterilfiltriert. Die filtrierten Lésungen wurden sogleich in den Experimenten eingesetzt.
Die Enzymmischung enthielt Papain: Trypsin: Chymotrypsin in einem Verhdtnisvon 2,5:1:1
(9/d/g) analog zu dem in der klinischen Studie eingesetzten Préparats.

Die Lymphozyten wurden aus Buffy-Coat isoliert (siehe 2.3) und in Komplettmedium auf 1 x
10° Zellen/ml eingestellt, jeweils 10 ml wurden in eine Bohrung einer 6-Lochplatte gegeben.
Die entsprechenden Enzymansdtze wurden in Konzentrationen von 40 ug/ml, 80 ug/ml,
160 pg/ml, 320 ug/ml zugegeben und vermischt.

Nach 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden wurden die Lymophzyten gezéhlt und die fir die Test
notwendige Anzahl entnommen. Die PBL wurden in den oben beschriebenen
Funktionsanalysen (ADCC, Zytotoxizitéts-Assays) und Immunph&notypisierungen eingesetzt.
Bel einigen Experimenten erfolgte nach 72 Stunden eine zweite Enzymzugabe in den
genannten Konzentrationen. Es folgten weitere Messungen 96 und 120 Stunden nach
V ersuchsbeginn.

In einem anderen Versuch wurden téglich die Enzyme in Konzentrationen von 40 ug/ml,
80 ug/ml, 160 ug/ml zugegeben. Zur Bestimmung der NK-LAK, bzw. LAK-AKktivitét wurden
die PBL 3 Tage vor Enzymzugabe mit IL-2 [200 units/ml] vorinkubiert.

Zur Bestimmung von Phagozytose und oxidativem Burst wurden PMNL wie in 2.3.
beschrieben, isoliert und in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen /ml mit Komplettmedium
in 6-Lochplatten kultiviert. Die Enzyme wurden in Konzentrationen von 40 ug/ml, 80 ug/ml,

160 pug/ml zugegeben. Nach 24h wurden die Funktionstests und Immunphénotypisierungen
durchgefuhrt.

2.12.2 Messungen der Enzymaktivitdten

Hierzu wurden die Enzyme (Papain, Trypsin, Chymotrypsin) und die Enzymmischung in
Konzentrationen von 100 ug/ml in H,O, PBS, DMEM, DMEM+10% FCS gelost. Die
Aktivitdtsmessungen wurden sofort, 60 min, 24h, 48h nach Enzymzugabe durchgefiihrt.

2.12.3 EinfluR von Retinol und all-trans Retinsaure auf Funktion und Phanotyp von
PBL in vitro

Retinol bzw. all-trans Retinsdure wurden unter Lichtabschlul? und sterilen Bedingungen in
einer Endkonzentration von 10°M in DMSO geldst. Aliquots beider Lésungen wurden in
Kryoréhrchen bei -80°C bis zum Gebrauch gelagert

Die Lymphozyten wurden aus Buffy-Coat isoliert (siehe 2.3) und in Komplettmedium auf 1 x
10° Zellen/ml eingestellt, jeweils 10 ml wurden in eine Bohrung einer 6-Lochplatte gegeben.
Retinol bzw. all-trans-Retinsdure wurden in Konzentrationen von 10°M, 10°M, 10°M
zugegeben und vermischt. Die DM SO-Konzentration wurde bei allen Ansétzen auf 0,1 %o v/v
eingestellt. Zusétzlich wurde eine DM SO-Kontrolle [0,1%o] angesetzt.

Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden die Lymophzyten gezéhlt und eine entsprechende Menge
entnommen. Diese wurden in den oben beschriebenen Funktionsanalysen (ADCC,
Zytotoxizitéts-Assays) und Immunphanotypisierungen eingesetzt.
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2.13 Klinische Pilotstudie , Wirksamkeit und Vertraglichkeit einer Enzym-
oder Vitamin-A-Therapie bel Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im
K opf-/Halsbereich

2.13.1 EinschluRkriterien fur die Patientenstudie

In die Studie aufgenommen wurden freiwillige Probanden, die folgende Bedingungen

erfullten:

e Patienten mit histologisch oder zytol ogisch nachgewiesenen Plattenepithelkarzinom im
Kopf-/Halsbereich

e TNM Klassifikation: Tis, T1, T2, T3; NO bisN2; MO

e mannliche oder weibliche Patienten zwischen 18 und 65 Jahren, die aufgekléart wurden und
ihr Einverstandnis erklart haben

2.13.2 AusschluRkriterien fur die Patientenstudie

bekannte Enzym- und /oder Vitamin-A-Unvertréglichkeit

bekannte Unvertréglichkeit gegen einen in der Prifmedikation enthaltenen Hilfsstoff
schwere Gerinnungsstérungen

Frauen im gebarfahigen Alter ohne ausreichende K ontrazeption

Frauen im gebarfahigen Alter, die zu Studienbeginn einen Schwangerschaftstest ablehnen
Puerperium / Schwangerschaft / Still zeit

Karnofsky Index <50%

stark eingeschrankte Leberfunktion

stark eingeschrankte Nierenfunktion

behandlungsbedirftige systemische Erkrankungen (z.B. Diabetes mellitus)
behandlungsbedurftige Hypertriglyceridamie, Hypercholesterindmie, Hyperkalziamie
Glaukom

Teilnahme an einer klinischen Studie innerhalb der letzten 30 Tage

e gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Studie

Bel Auftreten von unerwinschten Begleiterscheinungen, die in enem kausalen
Zusammenhang mit der Prufmedikation stehen, erfolgte der Auschlul® des Patienten aus der
Studie.

Fir jede Gruppe (Enzyme, Vitamin A, Placebo, Kontrollen) wurde eine Anzahl von 15
Probanden geplant.

2.13.3 Medikation

Die Tagesdosis Retinol betrug 150.000 IE/d (A-Mulsin, Retinolpalmitat, Fa. Mucos,
Geretsried), Enzyme (WobeMugos, Fa. Mucos, Geretsried) wurden 3 x téglich a 4 Dragees
appliziert (proteolytische Aktivitét: 20880 F.I.P.-E/d). Ein Dragee enthdlt 100 mg Papain,
jeweils 40 mg Trypsin bzw. Chymotrypsin. Die Compliance®, wurde bei den monatlichen
Tumorsprechstunden kontrolliert.

Die,, Placebo”-Tabletten sind von identischem Aussehen und enthielten nur die Hilfsstoffe.

“Compliance = , Vertrauenswiirdigkeit*; Prozentsatz der eingenommenen Medikation; gesamte Medikation
eingenommen = 100%
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Tabelle 2.2: Diagnose, Prifmedikation, Therapie, Untersuchungszeitraum und Daten der Patienten. Die
Altersangabe bezient sich auf den jeweiligen Studienbeginn. Abk.. m=mannlich; w=weiblich;
PleK a=Plattenepithelkarzinom; Hypopha=Hypopharynx

Patient | Nummer | Ge- Alter® | Gruppe | histolog. L okali- Status Thera- | Untersuchungs
schlecht Befund sation TNM pie® zeitraum
E.H. 504 m 53 Enzym | PleKamaig | Oro- T3/NLU/MO | Radio/ 03.02.1995-
differenziert pharynx Chemo |[08.12.1995
O.H. 508 m 62 Enzym | PleKamaig |Larynx- T4/N3IM1D | ---- 25.04.1995-
diff., G2 Hypopha. 13.12.1995
K.H. 509 m 53 Enzym | PleKamittel Larynx- T3/N3/MO | Radio/ 10.05.1995-
diff., G2 Hypopha Chemo | 05.06.1996
SG. 513 m 52 Enzym | PleKagering |Larynx- T3/N3/MO | Radio/ 17.07.1995-
verhornt Hypopha. Chemo | 23.01.1996
B.A. 517 m 66 Enzym | PleKaschle- Larynx- T2/NU/MO | Radio/ 23.09.1995-
cht diff., G3 Hypopha. Chemo | 13.12.1995
H.K. 505 b m a4 Enzym | PleKa Oro- T3/N2/MO | Radio/ 25.10.1995-
pharynx Chemo | 17.05.1996
N.J. 519 m 46 Enzym | PleKamaig |Larynx- T3INUMO | Chemo | 13.12.1995-
diff., G2 Hypopha. 05.06.1996
SH. 521 m 60 Enzym | PleKa Oro- TLUNO/MO | ---- 22.01.1996-
pharynx 03.06.1996
T.U. 523 m 55 Enzym | PleKa invasiv | Larynx- T2/NO/MO | ---- 15.02.1996-
Hypopha 03.06.1996
K.I. 501 w 49 Vitamin- | PleKa, gering | Oro- T3/N3/MO | ---- 07.01.1995-
A diff. pharynx 15.02.1995
W.P. 507 m 61 Vitamin- | PleKa, invasiv | Larynx- T3/NO/MO | ---- 25.04.1995-
A Hypopha 15.01.1995
W.L. 512 m 54 Vitamin- | PleKa, maRig | Oro- T3/N3/MO | Radio/ 07.07.1995-
A diff. pharynx Chemo | 13.12.1995
B.M. 514 m 58 Vitamin- | PleKamalig | Oro- T3/N3/MO | Radio/ 23.08.1995-
A verhornt pharynx Chemo | 06.12.1995
H.F. 515b m 60 Vitamin- | PleKa Larynx- TXINX/IMX | ? 13.12.1995-
A Hypopha 31.01.1996
H.K. 520 m 65 Vitamin- | PleKa Larynx- TO/NO/MO | ---- 15.01.1996-
A Hypopha 06.03.1996
F.E. 516 m 54 Placebo | PleKa, Oro- T3/N3/MO | Radio/ 23.09.1995-
ul zeriert pharynx Chemo | 02.05.1996
R.K. 518 m 64 Placebo | PleKa, Larynx- TUN2/MO | ---- 25.10.1995-
schlecht diff. | Hypopha 06.02.1996
M.W. |503b m 59 Placebo | PleKa, invasiv, | Larynx- T4/NUMO | Chemo | 25.10.1995-
G3 Hypopha. 03.06.1996
A.H. 502 m 57 Abbruch | PleKa, masig | Mundhd., | T4/N1/MO | ----
diff. Orophx.
K.K. 503 a m 53 Abbruch | PleKa,breit Mund- T3/NO/MO | ---- —---
invasiv, G1 hohle
H.G. 505 a w 48 Abbruch | PleKamalig | Oro- T4/N2/MO | ----
diff., G2 pharynx
H.H. 506 m 78 Abbruch | Basaloides Oro- T3INUMO | ---- -—--
Karzinom pharynx
S.H. 510 m 59 Abbruch | PleKa, Mund- T3/N2/MO | ---- —---
schlecht diff. | hohle
SF. 511 m 43 Abbruch | PleKa, Oro,-Lar- [ T2/N1/MO | ----
schlecht diff. | Hypophx
D.D. 515a m 49 Abbruch | PleKa,schlecht | Larynx- T4/N2/MO | ---- —---
diff., G3 Hypopha
P.T. 524 m 53 Abbruch | PleKa ? T2/NO/MO | ----

®Alter bei Studienbeginn
®Wahrend der Studie
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2.13.4 Gruppeneinteilung

Die Patienten wurden gemai3 ihrer Prifmedikation drei verschiedenen Gruppen zugeteilt.
Die erste Untersuchung der Patienten fand préoperativ statt, die Einahme der Prifmedikation
begann ca.7-14 Tage nach der Operation.

Tabelle 2.3: Gruppenzusammensetzung der zur Auswertung gelangten Patienten, Alter und Prifmedikation.
Alter [Jahre]: Mittelwert + Standardabweichung. Als Verum wird die wirksame Priifsubstanz bezeichnet.

Gruppe Alter Anzahl der Patienten | Enzym Vitamin-A
Enzym 54+7 8 Verum Placebo
Vitamin-A |57+5 5 Placebo Verum
Placebo 59+ 4 3 Placebo Placebo

2.13.5 Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv umfaldte 15 freiwillige, gesunde Probanden, die Gber einen Zeitraum
von einem Jahr in 6-wdchigen Absténden untersucht wurden und mit dem Tagesbedarf an
Vitamin-A (5.000 IU) versorgt wurden. Das Kontrollkollektiv umfalite 6 Frauen, Alter 36 +/-
9 Jahre und 9 Ménner, Alter 40 + 14 Jahre.

Tabelle 2.4: Untersuchungszeitraum und Daten des Kontrollkollektivs. Die Altersangabe bezieht sich auf den
jeweiligen Studienbeginn. Abk.: m=ménnlich; w=weiblich

Name |Geschlecht |Alter [Jahre]” | Untersuchungszeitraum

B.H. W 29 02.11.1994 - 08.09.1995
B.C. w 32 20.10.1994 - 30.10.1995
BM. [m 39 09.11.1994 - 26.11.1995
D.F. m 33 06.10.1994 - 17.10.1995
G.C. w 31 06.10.1994 - 09.10.1995
H.D. m 26 06.10.1994 - 09.10.1995
J.P. m 24 18.11.1994 - 20.11.1995
L.C. m 48 19.10.1994 - 22.09.1995
L.E. m 61 26.10.1994 - 07.11.1995
0.J. m 32 06.10.1994 - 26.09.1995
R.F. w 28 08.11.1994 - 10.11.1995
S.B. w 39 03.11.1995 - 29.11.1995
S.J. m 24 02.11.1994 - 07.11.1995
T.L. m 63 26.10.1994 - 23.10.1995
W.B. |w 55 19.10.1994 - 18.10.1995

2.13.6 Probenentnahme

Fur die Untersuchung der immunologischen Parameter wurden den Patienten bzw. den
Kontrollen mittels Butterfly-Venenpunktionsbesteck 2 x 10 ml Blut (fur die Funktions-
analyse) und einmal 3 ml Blut (fir die Immunphénotypisierung) in EDTA-RGhrchen
Monovetten, 1,6 mg EDTA/mI Blut) entnommen und bis zur Aufbereitung bei 4°C gelagert.
Die Zeit bis zur Weliterverarbeitung betrug in der Regel nicht mehr als 2h.

"Alter zu Studienbeginn
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2.13.7 lmmunologische Unter suchungen

Es wurden folgende Doppel markierungen durchgefihrt:

CD4¢7c/CD8pe : T-Helfer-Zellen (CD4"); Zytotoxische-/Suppressor-T-Zellen (CD8")

CD3g7c/CD19%¢ : reife T-Zellen (CD3Y); frihe und reife B-Zellen (CD19")

CD2¢1c/CD25p - aktivierte T- und NK-Zellen (CD2'/CD25"), aktivierte B- und NK-
Zellen (CD2/ CD25")

CD45g7c/HLA-DRgx : Leukozyten (CD45"), aktivierte B- und T-Lymphozyten

Einfachmarkierungen wurden fur folgende Parameter durchgefhrt:
CD56p : Natrliche Killerzellen (CD56%)
CD45R0p: : B- und T-Gedéchtniszellen (CD45R0")

Als Ergebnis wurde der prozentuale Anteil der PBL angegeben, die fur das entsprechende
Antigen positiv waren. Die lytische Aktivitdt von NK-Zellen und die Aktivitat nicht-MHC-
restringierter LAK wurde mit dem Europiumrel ease-Assay gemessen.

Zur Bestimmung der prozentualen Anteile von PBL, PMNL und Monozyten anhand der
FACS-Daten wurde im FSC-SSC-Dotblot-Diagramm jewells ein Gate Uber die entsprechende
Leukozytensubpopulation gelegt und die Zahl der Ereignisse innerhalb der Gates bestimmt
(Abb.2.2a). Die Anteile wurden wie folgt berechnet:

e PBL [%] = (PBL-Zahl * 100%) / Leukozytengesam:

e PMNL[%]  =(PMNL-Zahl * 100%) / Leukozytensesn
e Monozyten [%] =100 % - PBL% - PMNL %

2.13.8 Klinische Unter suchungen

Die klinischen Untersuchungen seitens der betreuenden HNO-Arzte umfaliten:
e Tumoreinteilung nach der TMN-Klassifikation
Beurteilung des Allgemeinbefindens
Bestimmung des Blutbildes und der Leberwerte
begleitende Krankheiten (z.B. Infektionen)
Komplikationen, die auf die Prufmedikation zurickzufihren sein konnten
(Leberwerte, Augeninnendruck, K opfschmerzen, Verdauungsstérungen)

2.14 Statistik

Die Signifikanz der Ergebnisse der klinischen Studie wurde mit dem Wilcoxon-Mann-
Whitney-U-Test Uberprift, die Signifikanz der in vitro Versuche wurde mit dem Kruskal-
Wallis-Test fur unverbundene Werterethen mit unterschiedlichem Stichprobenumfang
Uberprift (Sachs, 1992). Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgel egt.

Diese nichtparametrischen Test wurden gewahlt, da biol ogische und medizinische Phanomene
selten der Gaul¥'schen Normalverteilung folgen. Die Mel3werte der Funktionsanalysen bzw.
prozentualen Verteilungen der Leukozytensubpopulationen wurden as Mittelwert +
Standardabwei chung [ Prozentpunkte] angegeben.

Korrelationsanalysen zum Vergleich des Europiumrelease-Assays mit der durchfluf3-
zytometrischen Methode wurden mit dem Spearman-Rang Test durchgefihrt.

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Bias, Version 6.0.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der M ethoden

3.1.1 Funktionsanalyse am Dur chflu3zytometer

Um die Wirkung der Testmedikationen auf die zytotoxischen Funktionen peripherer
Lymphozyten in vitro mit einem vertretbaren Arbeitsaufwand zu bestimmen, wurde ene
durchfluf3zytometrische Methode zur Bestimmung der Lymphozytenzytotoxizitét etabliert und
mit dem Europiumrel ease-Assay verglichen.

Hierzu waren Vorversuche zur Toxizitét, sowie zum Fluoreszenz- und Diffusionsverhaltens
des ausgewahlten Farbstoffs (DiO) notwendig.

Um zu dem Europiumrelease-Assay vergleichbare Ergebnisse zu erhalten muf3te der
Parameter Effektor-Targetzell-Inkubationszeit varriiert werden.

3.1.1.1 Ermittlung der DiO-Konzentrationen fir verschiedene Targetzellinien, Toxizitét
des Far bstoffs

In dieser Versuchsreihe wurden die DiO-Konzentration fur die Zellinien K562, Raji, A431
bestimmt, die bei einer hinreichend hohen Fluoreszenz (MFI >= 1000) mit einer noch
vertretbaren Toxizitét einhergehen.

In den Tabellen 3.1 und 3.2 sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihen fur drei Targetzellinien
aufgefihrt. Bei einer Konzentration von 25ul einer geséttigten DiO-Farbeldsung / ml Medium
zeigten Raji und A431 eine Erhchung des Anteils defekter Zellen auf 12% bzw. 11%, der
Anteil defekter K562-Zellen lag bel 6%.

Es ergab sich somit eine Konzentration von 20 ul DiO-Stammlésung pro ml Zellsuspension

fur die Farbung der Zellinien Raji und A431; fur die Targetzellinie K562-Zellen 25 ul DiO /
ml Zellsuspension.

Tabelle 3.1: Abhéngigkeit der MFI (FL-1) der Targetzellen K562, Raji, A431 von der DiO-Konzentration.
Gezeigt sind Mittelwerte aus zwel Bestimmungen.

DIO Stamm- Kontrolle Sul/ml|  10ul/ml[ 15ul/ml| 20 w/ml| 25 pl/ml
l6sung [ul/ml [MFI MFI MFI MFI MFI MFI
Medium]

K562 22 56 110 255 504 1080
Raji 18 50 97 201 434 935
A431 30 49 112 250 547 1023

Tabelle 3.2: Abhéngigkeit der Targetzell-Vitalitét von der DiO-Konzentration.

Dargestellt ist der Anteil Pl-positiver Zellen nach der Férbung [%]. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei
Bestimmungen.

DIO Stamm- Kontrolle S5ul/ml|  10ul/ml[ 15ul/ml| 20 w/ml| 25 ul/ml
losung [ul / ml  |Defekte Defekte| Defekte| Defekte] Defekte| Defekte
M edium] Zellen[%] | Zellen [%]| Zellen [%]| Zellen [%]| Zellen [%]| Zellen [%)]
K562 0 2 3 3 6 6
Raji 0 3 6 8 9 12
A431 1 3 5 9 9 11
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3.1.1.2 Ermittlung der Effektor-Targetzell-Inkubationszeit

Der Einflul der Effektor-Targetzell-Inkubationzeit auf die spezifische Lyse wird in
Abbildung 3.1 veranschaulicht, in der die Mittelwerte aus drei Versuchen dargestellt sind. Die
Inkubationszeit betrug bel dem Europiumrelease-Assay 2,5h. Mit der durchfluf3-
zytometrischen Methode wurden vergleichbare Ergebnisse nach einer Inkubationszeit von 4h
erzielt. Die Spontanlyse der Targetzellen fiel beim Europiumrelease-Assay mit
durchschnittlich 33% deutlich hoher aus, als bel dem FACS-Assay, dort betrug sie bei 4h
Inkubationszeit im Mittel 5%.
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Abbildung 3.1: Spezifische Targetzellyse (K562) bei steigender Effektor-Targetzell-Inkubationszeit bei
Verwendung des FACS-Assays;, Vergleich mit dem Europiumrel ease-Assay.

Auf der Abszisse ist die Effektor-Targetzell-Inkubationszeit [h], auf der Ordinate die spezifische Targetzellyse
[%] aufgetragen. Dunkelgraue Saulen représentieren die spezifische Targetzellyse, die hellgrauen Sdulen stehen
flr den Prozentsatz spontan lysierter Targetzellen. Die Inkubationszeiten fir den FACS-Assay betrugen 2,5h, 3h,
4h, beim Europiumrelease-Assay 2,5h. Die Effektor-Targetzellratio betrug 40:1. Gezeigt sind Mittelwerte aus 3
Bestimmungen, die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung.

3.1.1.3 Effektor zellfarbung durch DiO-Freisetzung aus zer storten Tar getzellen

Mit dem Experiment wurde tberprift, ob DiO aus defekten Targetzellen in das Medium
diffundieren und die Effektorzellen anféarben kann. Dieser Vorgang wirde die
Diskriminierung zwischen Target- und Effektorzellen erschweren. Dazu wurden DiO-geférbte
Targetzellen durch Ultraschal lysiert und PBL fur 4h mit den zerstorten Targetzellen
inkubiert. Die MFI der K562-Targetzellen vor der Lysierung betrug 7450, die der
Kontrollymphozyten zu Versuchsbeginn 11,9. Nach einer vierstiindigen Inkubation stieg die
Fluoreszenz der PBL auf einen Wert von 13,5 an (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Effektorzellfarbung durch freigesetztes DiO aus zerstorten Targetzellen.

FL-1-Histogramm; Peak 1 (grau gefillt) représentiert die Fluoreszenzverteilung der PBL zu Versuchsbeginn,
Peak 2 (schwarze Linie) die der PBL nach 4h Inkubation mit dem Targetzellysat. In Peak 3 (graue Linie) sind
die DiO-geférbten K562-Zellen vor der Lysierung aufsummiert.

3.1.1.4 Vergleich der Methoden, Korrelationsanalysen

Der Methodenvergleich wurde simultan mit PBL aus 14 (K562) bzw. 11 (Raji) verschiedenen
Blutproben durchgefihrt.

Der Vergleich der Ergebnisse beider Methoden zeigten fur die Zellinien K562 und Raji bei
einer Effektor-Target-Ratio von 40:1 keine signifikanten Unterschiede (Europium vs. FACS:
K562: p = 0,62; Raji: p=0,19). Die Werte des Europiumrelease-Assays fir die Zellinie Raji
lagen im Mittel Uber den Werten, die durchflul3zytometrisch gemessen wurden. Fir K562-
Zellen wurde der Korrelationskoeffizient zu 0,91 (Korrelationsanalyse nach Spearman-Rang),
fUr Targetzellen Raji zu 0,83 berechnet (Abb. 3.3 und 3.4).

80

* /’

~
o

o
1)
*

s
S
*

Europiumassay, Targetzellyse [%]

w
o

20 *

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80
FACS-Assay, Targetzellyse [%]

Abbildung 3.3: Korrelation des Europiumrelease-Assay mit der durchflul3zytometrischen Methode fir die
Targetzellinie K562. Auf der Abszisse ist die spezifische Targetzellyse [%] gemessen mit der FACS-Methode
aufgetragen, auf der Ordinate die Targetzellyse [%], die mit dem Europiumrelease-Assay ermittelt wurde.
Dargestellt sind die Werte aus 14 Vergleichsmessungen bel einer Effektor- Targetzellratio von 40 zu 1. Der
Korrelationskoeffizient betrégt 0,91. Die Ergebnisse unterscheiden sich nicht signifikant.
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Abbildung 3.3: Korrelation des Europiumrelease-Assays mit der durchflu3zytometrischen Methode fur die
Targetzellinie Raji.

Auf der Abszisse ist die spezifische Targetzellyse [%] gemessen mit der FACS-Methode aufgetragen, auf der
Ordinate die Targetzellyse [%)], die mit dem Europiumrelease-Assay ermittelt wurde. Dargestellt sind die Werte
von 11 Vergleichsmessungen bei einer Effektor-Targetzellratio von 40 zu 1. Der Korrelationskoeffizient betrégt
0,83. Die Ergebnisse beider Methoden unterscheiden sich nicht signifikant.

3.1.2 ADCC

Eine wichtige Funktion von NK-Zellen ist die Befdhigung zur ADCC. Die
durchfluzytometrische Bestimmung der ADCC basiert auf der Lyse DiO-geféarbter
Targetzellen, die mit einem humanisierten Antikbrper (EMD72000) gegen den Epidermal-
Growth-Factor-Receptor (EGFr) opsoniert worden sind (A431evp72). Mit dem murinen EGFr-
Antikorper (MAB425000) markierte Targetzellen (A431yvasazs) dienen als Negativkontrolle.
Die Fluoreszenzintensitét und Vitalitdt DiO-markierter A431-Zellen sind in den Tabellen 3.1
und 3.2 aufgefuhrt.

Fur die Etablierung der Methode wurden die Parameter DiO-Konzentration, Targetzell-
opsonierung und Effektor-Targetzell-Inkubationszeit variiert.

3.1.2.1 Ermittlung der Effektor-Targetzell-Inkubationszeit

Der Einflul der Effektor-Targetzell-Inkubationzeit und der Antikorperspezies auf die
spezifische Targetzellyse wird in Tabelle 3.3 gezeigt, in der die Mittelwerte aus zwei
unabhéngigen Versuchen dargestellt sind. Bei einer Inkubationszeit von 30 min zeigte sich
eine zweifach erhohte Targetzellyse (70,8%) fur A431lemp72, gegeniber den unmarkierten
Kontrollen (33,9%) bzw. A431\aRaos (37,6%)

Mit steigender Inkubationszeit verringerte sich die Differenz der Targetzellyse unbehandelter
A431 und A431\aRas gegenuber A431emp7o.
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Tabelle 3.3: Abhadngigkeit der spezifischen Lyse [%] I|gG-opsonierter A431-Targetzellen von der
Antikorperspezies (humanisierter bzw. muriner Antikorper) und der Effektor-Targetzell-1nkubationzeit.

Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei unabhdngigen Bestimmungen. Die Konzentration der Antikérper bei der
Opsonierung betrug jeweils 1 ug Antikorper / 5x10° Zellen / ml. Die Effektor-Targetzellratio betrug 10 : 1.

A431: nicht-opsonierte Targetzellen; A431gyp7, : mit EMD72000 opsonierte A431-Zellen; Ad31lyagazs: mit
MAB425000 opsonierte A431-Zellen.

I nkubationszeit A431 A431enmp72 Ad31yppas

defekte Zellen [%)]

defekte Zellen [%)]

defekte Zellen [%)]

30 min 33,9 70,8 37,6
60 min 56,4 78,0 54,6
120 min 58,2 82,3 63,0

3.1.2.2 Targetzellopsonierung, Ermittlung der geeigneten Antikor per konzentration

Die geeignete Antikorperkonzentration fur eine effektive Targetzellopsonierung wurde in
einer Versuchsreihe ermittelt, bei der A431-Zellen mit steigender Antikorperbeladung als
Targetzellen eingesetzt wurden. Die Antikdrper-Konzentrationen sind in [ug EMD72000 / ml
/ 5 x 10° A431] angegeben.

Nach einer Effektor-Targetzell-Inkubationszeit von 30 min zeigte sich eine Zunahme der
Targetzellyse bei Targetzellen, die mit einer AntikOrperkonzentration von 0,1 ug markiert
wurden (51,7%), gegenuber den unmarkierten Kontrollen (35,2%). Mit steigender
Antikorperbeladung erhdht sich die Targetzellyse (60 % bei 1 ug), ab einer Konzentration von
4 ug (64,0%) konnte nur eine unwesentliche Steigerung der Targetzellyse verzeichnet
werden (64,7% bei 8 ug). Von diesen Ergebnissen ausgehend, wurden bei weiteren

Versuchen die A431-Zellen einheitlich mit einer Antikdrperkonzentration von 1 pg/mi/5 x 10°
Zellen opsoniert.
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Abbildung 3.4; Spezifische Targetzellyse [%] von A431-Zellen in Abhangigkeit von der Beladung mit
EMD72000-Antikdrpern.

Auf der Abszisse ist die Konzentration der Antikérper [ug / ml / 5 x 10° Zellen] aufgetragen, mit der die
Targetzellen vorinkubiert wurden. Auf der Ordinate ist die spezifische Targetzellyse [%] aufgetragen. Die
Effektor-Targetzellratio betrug 10 : 1, die Effektor-Targetzell-Inkubationzeit 30 min. Die gezeigten Resultate
sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen V ersuchsansatzen.
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3.1.2.3 Spezifitat des Testsystems fur ADCC durch NK-Zellen

PMNL sind Uber den CD16-Rezeptor, der an 1gG-Antikorper bindet, zur Zerstérung von
Targetzellen befahigt.

Das nach Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll gewonnene Leukozytenkonzentrat enthalt
neben PBL und Monozyten einen geringen Prozentsatz (ca. 5%) PMNL. Dieses Experiment
wurde durchgefihrt, um den Anteil der PMNL an der Lyse IgG-opsonierter Targetzellen zu
ermitteln.

Es konnte gezeigt werden, dal3 die Lyse der IgG-markierten Targetzellen (A431emp72000) Mit
steigendem PMNL-Anteil abnimmt. Die Targetzellyse lag im Schnitt bei einem PBL : PMNL
- Verhdltnisvon ca. 4 : 1 bel 53%. War das Verhdtnis PBL : PMNL = 1: 1, so wurden 12%
der Targetzellen lysiert (Abb. 3.5).

Es scheint, dal3 sich die spezifische Targetzellyse proportional zum Anteil der Lymphozyten
im Effektorzellgemisch verhélt.
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Abbildung 3.5: Spezifische Targetzellyse [%] von A431gyp7. bei unterschiedlichen PBL/ PMNL-V erhéltnissen.
Auf der Abszisse ist das Verhdltnis von PBL zu PMNL im Versuchsansatz aufgetragen, auf der Ordinate die
spezifische Targetzellyse [%)].

Die linke Saule steht fur die mittlere Targetzellyse bei eéinem PBL : PMNL-Verhdltnis von 4:1. Die rechte Saule
zeigt die mittlere Targetzellyse bei einem Verhdltnis PBL : PMNL = 1:1. Die Effektor-Targetzellratio betrug 10
. 1, die Effektor-Targetzell-Inkubationzeit 30 min. Die gezeigten Resultate sind Mittelwerte aus zwel
unabhéngigen Versuchen. PBL und PMNL stammten jeweils von einem Spender, die Leukozytenisolierung
erfolgte am jeweiligen Vortag, es erfolgte keine Vorstimulierung mit IL-2.

3.1.2.4 Statistische Unter suchungen zur ADCC

In die statistischen Untersuchungen flossen die Ergebnisse von 6 unabhéngigen Experimenten
ein. Hierzu wurde der ADCC-Assay mit unstimulierten bzw. mit IL-2 [200 units/ml]
stimulierten PBL als Effektorzellen durchgefiihrt. Diese sind zu A431-Targetzellen gegeben
worden, die zuvor entweder mit dem humanisierten IgG EMD72000 (A431gvp72) Oder dem
murinen Antikorper MAB425000 (A431yag42s) Opsoniert worden sind.

Die mittlere Lyse von A431gvp72 durch unstimulierte PBL betrug 34,1%, von A431yagazs
7,8%. Dieser Unterschied konnte statistisch abgesichert werden (p<0,01). Ebenfalls
signifikant unterschiedlich war die Lyse von A431gvp72 (50,2%) von der A431yasszs-Lyse
(22,7%) durch IL-2-stimulierte NK-Zellen (p<0,05) (Tab. 3.4).
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Parallel zur ADCC wurde die NK-Zéllaktivitét gemessen. Die ADCC korreliert mit der NK-
Zellaktivitéat (Korrelationsanalyse nach Spearman-Rang) mit einem Korrel ationskoeffizienten
von 0,5.

Tabelle 3.4: Spezifische Targetzellyse in Abhangigkeit von Antikdrperspezies und der Effektorzellstimulation.
Angeben sind Mittelwert und Standardabweichung aus 6 unabhangigen Versuchen. Die Konzentration der
Antikérper bei der Opsonierung betrug jeweils 1 ug Antikérper / 5x10° Zellen / ml. Die Effektor-Targetzellratio
betrug 10 : 1. A431gyp7,: Mit EMD72000 opsonierte A431-Zellen; A431yagaos: mit MAB425000 opsonierte
A431-Zellen; NK: native NK-Zellen; NK-LAK: IL-2-stimulierte NK-Zellen

**x% = pn<0,0001; *** = p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; T = Mittelwert der
spezifischen Targetzellyse ist héher alsin der Bezugsgruppe (grau unterlegt); 4 = Wert ist niedriger.

ADCC, n=6 A3Lomst NK | Aot NK | A3 Lumams *NK-LAK | Ad31omor +NK-LAK
defekte Zellen [%] defekte Zellen [%] defekte Zellen [%0] defekte Zellen [%]

Mittelwert + 78 £3,6 34,1 £110 22,7 £85 50,2 £14,3

Standardabweichung

Statistik A431evpass VS. A431\a572 VS. A431eypars L-2 vs | A431yag72 HIL-2 vs.

A431EMD425

*+ NK ‘ /A% /% /% _

Ad31yas72 *x / /

+NK // / /

A431eppars p:0,06, n.s. n.s. 7 7

+ NK-LAK

Ad31\agr2 *xxx T n.s. * T %/

+ NK-LAK / 2

3.1.3 Phagozytosetest

Die Bestimmung der Phagozytoserate polymorphkerniger Leukozyten (PMNL) erforderte die
Einstellung der Parameter Bakterienfarbung, Phagozytosedauer und PMNL - E.coli-
Verhdtnis.

Damit auf der PMNL-Oberflache adhérierende Bakterien nicht as phagozytierte Bakterien
gewertet werden, mui? die Fluoreszenz der adhéarenten Bakterien ausgeldscht werden. Hierzu
wurde die Eignung von Trypanblau als Quenchfarbstoff untersucht und der Test mit einem
kommerziellen Testsystem verglichen.

3.1.3.1 Farbung der Bakterien, Ermittlung der optimalen DI O-K onzentration

Um ene eindeutige Trennung phagozytierender von nicht phagozytierenden PMNL zu
erreichen, mussen die phagozytierten Partikel, d.h. die Bakterien, eine intensive Fluoreszenz
tragen.

Die Bakterien wurden in DMEM mit aufsteigenden DiO-Konzentrationen (10 ul, 20 ul, 30 ul,
40 ul geséttigter DiO-Farbeldsung / ml Bakteriensuspension [1 x 10° E.coli) jeweils 15 min
geféarbt. Die Intensitét der Farbung wurde durchfluf3zytometrisch bestimmit.

Eine Farbstoffkonzentration von 40 pl DiO / ml ergab gegenuber 30 ul DiO / ml nur eine
gerinfugige Steigerung der MFI der Bakterien (Tab. 3.4). Um mdglicherweise schadliche
EinflUfe der Losungsmittel (Ethanol und DM SO) so gering wie méglich zu halten, wurden
die Bakterien fiir die folgenden Versuche mit 30 ul DiO / ml / 1 x 10° E.coli fluoreszenz-
markiert.
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Tabelle 3.5: Abhéngigkeit der FL-1-Fluoreszenzintensitédt der Bakterien (E.coli, Strain K12) von der DiO-
Konzentration.Gezeigt sind Mittelwerte der MFI aus zwei Bestimmungen.

DIO-Stammlésung  [Kontrolle[ 10 ul/ml| 20 ul/ml| 30 ul/ml| 40 ul/mi
[wl/ml Medium]
MFI der E.coli 5,3 2100 4525 7410 7900

3.1.3.2 Optimierung der Phagozytosedauer

Um eine geeignete Phagozytosedauer zu ermitteln, wurde eine PMNL-E.coli-Suspension im
Verhdltnis 1:50 fur 2,5 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min und 40 min bei 37°C inkubiert.
Aus Graphik 3.6 geht hervor, dal3 der Anteil der phagozytierenden PMNL innerhalb der ersten
10 Minuten eine Plateauphase (von 75% auf 97%) erreichte, nach 40 mindtiger
Inkubationszeit ndhert sich dieser Wert einem Maximalwert von 99% an.

Die MFI pro Granulozyt (Mal3 fur die Anzahl aufgenommener Bakterien) stieg nach einer
Lagphase (2,5 bis 5 min) im weiteren Versuchsverlauf linear an. Die lineare Phase endete
nach dreilfigmindtiger Inkubationszeit; die Fluoreszenzzunahme innnerhalb des Zeitraums
von 30 min bis 40 min nach Inkubationsbeginn fiel deutlich geringer aus. Anhand dieser
Resultate wurde fir die weiteren Versuche eine Inkubationszeitszeit von 12 min festgel egt.
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Abbildung 3.6: Einflul der Inkubationszeit auf den Anteil phagozytierender Granulozyten und die Menge
phagozytierter Bakterien. Auf der Abszisse ist die Inkubationszeit [min] aufgetragen, auf der 1. Ordinate (links)
der Anteil der phagozytierenden PMNL (graue Saulen), auf der 2. Ordinate (rechts) die mittlerer Fluoreszenz pro
Granulozyt (Linie). Das Bakterien - Leukozytenverhdtnis betrug 50 : 1. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei
Bestimmungen an Vollblutproben gesunder Probanden..

3.1.3.3 Optimierung des L eukozyten-E.coli-Ratio

Hierzu wurde der Phagozytosetest nach dem oben beschriebenen Protokoll mit variierender
Leukozyten : Bakterienratio und gleichbleibender Inkubationsdauer (12 min) durchgefihrt.
Die Granulozyten - Bakterienverhdtnisse betrugen 1:50,1: 25,1:125,1: 6,25, 1: 3,125.

Wie in Graphik 3.7 zu sehen ist, nahm der Anteil phagozytierender Granulozyten (21% bei
1:3,125) sowie die MFI/PMNL (95) mit steigender Bakterienkonzentration kontinuierlich zu.
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Bel einem Verhdtnis von 1:50 betrug der Anteil phagozytierender PMNL 95%, die MFI pro
Zelle 402.

Von den Ergebnissen dieser Versuchsreihe ausgehend, wurde bei den weiteren Experimenten
ein Granulozyten-/ E.coli- Verhdtnisvon 1 : 50 gewahit.
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Abbildung 3.7: EinfluR des Granulozyten-E.coli-V erhaltnisses auf die Phagozytoserate von Granulozyten.

Auf der Abszisse ist das Granulozyten-Bakterien-Verhdltnis aufgetragen, auf der 1. Ordinate (links) der Anteil
der phagozytierenden Zellen (graue Saulen), auf der 2. Ordinate (rechts) die MFI pro Granulozyt (Lini€). Die
Phagozytosedauer betrug jeweils 12 min. Die Vollblutproben stammten von 2 gesunden Probanden.Gezeigt sind
Mittelwerte aus zwei Bestimmungen.

3.1.3.4 Vergleich mit kommer ziellem Phagozytosetest

In dieser Versuchsreihe wurde unser Protokoll mit Trypanblau [50 ug/ml] as Quenchldsung
mit dem kommerziellen Phagotest (Fa. Orpegen, Heidelberg) verglichen. Es zeigte sich, dai3
bei der Verwendung von Trypanblau gegeniber dem kommerziellen Produkt vergleichbare
Ergebnisse gemessen werden konnten. Ohne Gebrauch einer Quenchlésung zeigte sich eine
deutliche Erhohung des Anteils positiver Zellen beim Testwert und der Negativkontrolle
aufgrund der nicht geldschten Fluoreszenz adhérenter Bakterien auf den Leukozyten (Tab.
3.6).

Tabelle 3.6: Vergleich zwischen einem kommerziellen und dem selbstentwickelten Phagozytoseassay. Anteil
positiver, d.h. phagozytierender Granulozyten [%] in Abhéngigkeit von der Zugabe einer Quenchldsung. Die
Phagozytosedauer betrug 15 min (Orpegen) bzw. 12 min, das Bakterien-Leukozyten-Verhéltnis war 50:1. Fur
den kommerziellen Test wurden FITC-markierte E.coli, bei dem eigenen Test DiO-geférbte E.coli eingesetzt.
Gezeigt sind Mittelwerte aus zwel Bestimmungen.

Anteil der phagozytierenden |Orpegen Eigener Test: Eigener Test:
PMNL [%] Phagotest Trypanblau keine
Quenchldsung
Testwert (37°C) 55 53 66
Negativkontrolle (4°C) 1 1 5
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3.2 Vorversuche

3.2.1 Enzymaktivitaten in DMEM und DMEM + FCSim zeitlichen Verlauf

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, wie sich die Aktivitdt der Enzymmischung im
zeitlichen Verlauf im Kulturmedium mit bzw. ohne FCS-Zusatz verandert.

Gegenlber den Enzymaktivitdéten in DMEM zeigte sich, da3 FCS die Aktivitdt der
untersuchten Enzyme schnell hemmte. Die Hemmung betrug unmittelbar nach Zugabe der
Enzyme in das jeweilige Medium bei Trypsin 57%, bei Chymotrypsin 72% und bel Papain
46%. Die Enzymaktivitdten fielen bei FCS-haltigen Medium nach 24h fast bis zur
Nachweisgrenze ab und lagen auf dem Niveau der 48h-Werte.

Der Aktivitéatsverlust der Enzyme in DMEM fiel deutlich geringer aus, nach 48h betrug die
Trypsinaktivitdt 62%, die Chymotrypsinaktivitét 27% und die Papainaktivitdt 14% des
Ausgangswertes.

Tabelle 3.7: Anderung der Aktivitdten von Trypsin, Chymotrypsin und Papain in Zellkulturmedium im
zeitlichen Verlauf, EinfluR des FCS-Anteils.

Es wurden 100 pg/ml der Enzymmischung in DMEM bzw. in DMEM + 10% FCS gel6st. Die Aktivitaten der
Einzelkomponenten wurden sofort, nach 24h bei 37°C und nach 48h bei 37°C gemessen. Die Werte sind in units
angegeben, die wie folgt definiert sind: Chymotrypsin: 1 unit = Hydrolyse von 1 umol BTEE/min bei 25°C und
pH 7,8; Trypsin: 1 unit = Hydrolyse von 1 umol TAME/min bei 25°C und pH 8,1; Papain: 1 unit = Hydrolyse
von 1 umol BAEE/min bei 25°C und pH 6,2. Gezeigt sind die Mittelwerte aus jeweils zwei Bestimmungen.

Oh 24 h 48 h
Trypsinaktivitét in 91,8 72,7 56,8
DMEM
Trypsinaktivitét in 39,0 2,9 0,9
DMEM +FCS
Chymotrypsin- 50,3 24,9 13,7
aktivitét in
DMEM
Chymotrypsin- 14,0 1,6 2,0
aktivitét in
DMEM + FCS
Papainaktivitat 46 10 5
in DMEM
Papainaktivitéat 25 2 0
inDMEM +FCS

Vergleichsmessungen ergaben, dal3 das Chymotrypsinsubstrat BTEE in geringem Umfang
auch durch Trypsin umgesetzt wurde. Bei der Untersuchung der Enzymmischung betrug der
Antell des Trypsins an der Chymotrypsinaktivitét ca. 5%. Eine Beeinflul3ung des Substrats
BTEE durch Papain konnte nicht beobachtet werden. TAME (Trypsinsubstrat) wurde nicht
von Chymotrypsin und Papain, BAEE (Papainsubstrat) nicht von Trypsin und Chymotrypsin
umgesetzt.

Fur diese Untersuchungen wurden die Einzel substanzen, ihrem Anteil in der Enzymmischung
entsprechend, in den Aktivitétsassays der jeweils anderen Enzyme eingesetzt (z.B. Trypsin
wurde auf Chymotrypsin- und Papainaktivitéat Uberpriift).
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3.2.2 Bestimmung der toxischen Enzymkonzentration fur PBL

Hierzu wurden PBL fir 30 Minuten mit steigenden Enzymkonzentrationen in DMEM, bzw.
in DMEM + 10% FCS inkubiert.

Es konnte gezeigt werden, dal3 in DMEM ab Konzentrationen > 320 ug/ml der Anteil
geschadigter Lymphozyten zunahm. Wurde dem Medium FCS (10% v/v) zugefligt, so konnte
eine Zunahme des Anteils defekter PBL Uber das normale Niveau hinaus (ca. 1-2%) auch bel
der hochsten Konzentrationsstufe (640 pg/ml) nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.8).

Fur die weiteren Untersuchungen zur Enzymwirkung auf Funktion und Phénotyp peripherer
Leukozyten wurden aufgrund dieser Ergebnisse ein Bereich von 40 - 320 ug/ml gewahlt.
Unter Vorraussetzung der in der Literatur beschriebenen Resorptionsraten (durchschnittlich
20%, Seiffert et al, 1979) und der taglich oral zugefiihrten Enzymmenge (3 x 720 mg
Enzyme/d) konnte bel Menschen eine Enzymkonzentration im Serum von 20 - 40 pg/ml
erreicht werden.
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Abbildung 3.8: Bestimmung der toxischen Enzymkonzentration fir PBL in DMEM bzw. DMEM+FCS.

Auf der Abszisse ist die Konzentration der Enzymmischung in pug/ml, auf der Ordinate der Anteil der defekten
Zellen in Prozent aufgetragen.

Die PBL wurden 30 Minuten in DMEM, bzw. DMEM + 10% FCS mit der Enzymmischung in den
Konzentrationen 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 ug/ml inkubiert. Nach Zugabe von Prodiumjodid (Pl) wurde
der Anteil der defekten Zelen durchfluBzytometrisch bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwel
Experimenten.
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3.3 Einflul} der Enzymmischung auf Funktion und Phanotyp peripherer
L eukozyten in vitro

3.3.1 Wirkung einer einmaligen Enzymgabe auf die zdlzytotoxische Funktion
peripherer Lymphozyten in vitro

In dieser Versuchreihe wurde die Wirkung einer einmalige Zugabe der Enzymmischung auf
die zellytische Aktivitét sowohl nativer as auch IL-2-stimulierter PBL untersucht.

Zu den Kulturen wurde die Enzymmischung in den Konzentrationen 40, 80, 160, 320 ug/ml
zugegeben. Die Messung erfolgte 24h spéter.

Die Aktivitdt peripherer Lymphozyten unterlag individuellen, spenderspezifischen
Unterschieden. Die Aktivitét nativer NK-Zellen der 10 untersuchten Blutproben Uberspannte
einen Bereich von 35% bis 65% spezifischer Targetzellyse. Proben, die eine NK-Zellaktivitét
< 30% und eine LAK-Aktivitadt < 4% aufwiesen, wurden nicht berlicksichtigt.

Um den statistischen Vergleich der Ergebnisse zu ermdglichen, wurden die Kontrollwerte
gleich 100% gesetzt. Es wurden somit die prozentualen Veranderungen gegeniiber den
Ausgangswerten verglichen.

In Tabelle 3.8 sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Mef3werte aufgefihrt, ebenso
die prozentualen Verdnderungen gegeniber den Kontrollen. Tabelle 3.9 enthdlt die
statistische Analyse der Anderungsraten.

Tabelle 3.8: Wirkung einer einmaligen Enzymzugabe auf die lytische Aktivitéten von PBL in vitro.

In der oberen Tabellenhélte sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) = Standardabweichung aufgefihrt,
in der unteren Hélfte die prozentuale Veranderung + Standardabweichung gegentiber den Kontrollen (=100%).
Die Untersuchungen wurden an Lymphozyten von 10 verschiedenen Spendern durchgefiihrt.

Angabe: Mittelwert + Standardabweichung; n = Anzahl der Versuche.

Messwerte NK-Aktivitét NK-LAK-Aktivitat | CTL-Aktivitat LAK-Aktivitat
Kontrolle, n=10 50+ 14 64 + 19 2+2 10+ 8

40 ug/ml, n=10 56+ 19 69+ 18 2+2 11+7

80 ug/ml, n=10 64+ 13 75+12 3+3 11+7

160 ug/ml, n=10 38+ 26 57+ 20 2+3 12+11

320 ug/ml, n=10 29+ 25 54+ 30 5+4 16+ 12
Mel3werte, bezogen | NK-Aktivitét NK-LAK-Aktivitat | CTL-Aktivitat LAK-Aktivitat
auf 100%

Kontrolle, n=10 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0

40 mg/ml, n=10 110+ 30 109+ 9 81+75 134+ 48

80 mg/ml, n=10 128+ 17 124 + 22 190 + 223 139+ 90

160 mg/ml, n=10 79+ 48 97+ 35 74+73 184 +£ 112
320 mg/ml, n=10 53+ 38 67 + 57 180 + 155 296 + 384

Statistisch signifikant (p<0,005) war die prozentuale Zunahme der NK-Zellaktivitét um 28%
gegenuber dem Ausgangswert nach 24 stiindiger Inkubation mit 80 ug Enzym/ml. Nach einer
Gabe von 320 ug/ml war ein statistisch signifikanter Abfall auf 53% der Ausgangsaktivitét zu
verzeichnen (p<0,01).

Der Anstieg der NK-LAK-Aktivitée nach Zugabe von 40 bzw. 80 ug/ml Enzym war
signifikant (p<0,005) gegenuiber den Ausgangswerten. Hohere Enzymkonzentrationen (160
ug bzw. 320 ug/ml) bewirkten enen signifikanten Rickgang der NK-LAK-Aktivitét
gegenuber den NK-LAK-Zéllen, die mit 40 bzw. 80 ug Enzym/ml behandelt wurden. Es war
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zu beobachten, dal die Streuung der Mef3werte ab einer Konzentration von 160 ug/ml stark
zunahm.

Die CTL-Aktivitdt lag ohne vorherige IL-2 Stimulierung bel ca. 2%, be einer
Enzymkonzentration von 320 ug/ml war ein signifikanter Aktivitdtsanstieg auf 5% zu
verzeichnen.

Die Zunahme der LAK-Aktivitdt mit steigender Enzymkonzentration (von 10% auf 16% bei
320 pug/ml ) war statistisch nicht abzusichern.

Tabelle 3.9: Signifikanziberprifung; Vergleich der prozentualen Veranderungen gegentber den Kontrollen
(=100 %).

Die prozentualen Veranderungen gegeniiber den Ausgangswerten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test auf
Signifikanz Uberpruft. *** = p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Wert ist hoher alsin der

Bezugsgruppe (grau unterlegt) =T; Wert ist niedriger = |

Kontrolle vs. NK-Aktivitét NK-LAK-AKktivitét CTL-Aktivitét LAK-AKktivitét
40 pg/ml, n=10 n.s. ) n.s. n.s.
80 ug/ml, n=10 ok T *xx T N n.s.
160 pg/ml, n=10 n.s. n.s. n.s. n.s.
320 ug/ml, n=10 x* ] n.s. wx n.s.
40 ug/ml, n=10 vs. NK-Aktivitét NK-LAK-AKktivitét CTL-Aktivitat LAK-Aktivitat
80 ug/ml, n=10 n.s. n.s. * T n.s.
160 pg/ml, n=10 n.s. n.s. n.s. n.s.
320 ug/ml, n=10 n.s. * ] * T n.s.
80 ug/ml, n=10 vs. NK-AKktivitét NK-LAK-AKktivitét CTL-Aktivitat LAK-Aktivitét
160 ug/ml, n=10 n.s. * ] x| n.s.
320 ug/ml, n=10 *rx | * ] n.s. n.s.
160 ug/ml, n=10vs. | NK-Aktivitét NK-LAK-AKktivitét CTL-Aktivitat LAK-Aktivitét
320 ug/ml, n=10 n.s. n.s. *x T n.s.

3.3.2 Wirkunqg einer tdglichen Enzymagabe auf die zellzytotoxische Funktion peripherer
Lymphozyten in vitro

Wahrend einer Enzymtherapie nehmen Patienten das Enzympraparat 3 x taglich ein, um einen
konstanten Spiegel enzymatischer Aktivitét zu gewahrleisten. In dieser Versuchsreihe wurde
der Einflul einer kontinuierlichen, d.h. téglichen enzymatischen Stimulierung auf die
Funktionen von PBL untersucht. Zusétzlich zu den Kontrollen wurden Ansdtze mit
inaktiviertem Enzymgemisch [80 ug/ml] inkubiert. Die Inaktivierung der Enzyme erfolgte
durch 24 stindige Inkubation bei 37°C in DMEM + 10% FCS. Den PBL-Kulturen wurden
taglich Uber einen funftagigen Zeitraum die Enzymmischung in den Konzentration von 40,
80, 160 pug/ml, bzw. die inaktivierte Enzymmischung zugegeben.

3.3.2.1 NK-Zdlaktivitat

Die Ergebnisse zu dem Einflufd einer taglichen Enzymgabe auf die NK-Zellaktivitéat sind in
den Tabellen 3.10 und 3.11 zusammengefalit.
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Tabelle 3.10: Wirkung einer téglichen Enzymzugabe auf die NK-Zellaktivitét Gber 5 Tagein vitro.

In der oberen Tabellenhélte sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) = Standardabweichung aufgefuhrt,
in der unteren Hélfte die prozentuale Veranderung + Standardabweichung gegentuiber den Kontrollen (=100%).
Die Untersuchungen wurden an Lymphozyten von 5 verschiedenen Spendern durchgefiihrt.

Angabe: Mittelwert + Standardabweichung; n = Anzahl der Versuche.

Mel3werte 24h 48 h 72h 96 h 120 h
Kontrolle, n=5 60+ 8 59+7 54+ 7 43+ 3 35+3
40 ug/ml, n=5 62+ 16 62+ 17 49+ 21 33+15 9+4
80 ug/ml, n=5 62+ 18 64+ 15 24+ 6 4+2 0+1
160 pug/ml, n=5 61+ 25 7+2 2+1 1+1 0+0
80 ug/ml, n=4 62+ 4 67+t4 62+5 39+3 25+1
(inaktiviert)

Mel3werte, 24h 48 h 72h 96 h 120 h
bezogen auf 100%

Kontrolle, n=5 100 98+ 2 90+5 72+ 6 50+ 13
40 ug/ml, n=5 101+ 18 100+ 19 77+ 31 53+ 22 15+7
80 ug/ml, n=5 103+ 14 109+ 6 47+ 25 6+2 1+£2
160 pug/ml, n=5 94+ 40 11+3 3+1 1+1 0+0
80 ug/ml, n=4 97+6 104+ 4 96+ 6 61t4 38+1
(inaktiviert)

Tabelle 3.11: Signifikanziberprifung. NK-Zellaktivitat: Vergleich der prozentualen Veranderungen gegeniiber
der Kontrolle (=100 %).

In der oberen Tabellenhélte ist der Vergleich der Anderungsraten gegeniiber der Kontrolle, auf den jeweiligen
Testtag bezogen, aufgefihrt. In der unteren Tabellenhélfte werden die Verénderungen innerhalb einer
Konzentrationstufe mit dem jeweiligen 24h-Wert verglichen. **** = p<0,0001; *** = p<0,005; ** = p<0,01; * =
p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Wert ist hdher alsin der Bezugsgruppe (grau unterlegt)=T; Wert ist niedriger= |

Kontrolle; n=5vs. | 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

40 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. n.s. * |

80 ug/ml, n=5 n.s. * T * \L *% J/ *% J/

160 ug/ml, n=5  |* T n.s. ok ] xxx ] xxx ]

80 ug/ml, n=4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

(inaktiviert)

24 hvs. Kontrolle, n=5 |40 ug/ml, n=5 | 80 pg/ml, n=5 160 ug/ml, n=5 | 80 pug/ml, n=4
(inaktiviert)

48 h n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

72 h n.s. n.s. n.s. *x | n.s.

9% h * %k \L * %k \L * %k \L *kk \L n.s.

120 h Kk kK \L Kk kK \L Kk kK \L *kkk J/ * J/

Uber den funftagigen Beobachtungszeitraum ging die lytische Aktivitat der Kontrollen um
41% auf 59% des Ausgangswertes zuriick. Ab dem vierten Tag war Anderungsrate gegeniiber
Tag 1 statistisch absicherbar (96h: p<0,001; 120h: p<0,0001).

Die Reduzierung der lytischen Zellaktivitét wurde durch tégliche Enzymzugabe verstarkt. Mit
steigender Enzymkonzentration war die Aktivitatsabnahme ausgepragter.

Nach 24 Stunden lagen die NK-Zellaktivitdten samtlicher Konzentrationsstufen auf dem
Niveau der Kontrollen (ca. 60% K562-Lyse).

Wurde den Zellen taglich 40 ug/ml Enzym zugegeben, so war nach 24h und 48h keine
Abnahme, an den beiden folgenden Mefdtagen (72h, 96h) ein Rickgang der NK-Zéellaktivitét
von 62% auf 35% zu verzeichnen. Nach 96h sank die NK-Aktivitét auf 53% (p<0,01), nach
120h auf 14% des Ausgangswertes ab (p<0,001).
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Die tégliche Zugabe von 80 ug Enzym/ml bewirkte einen leichten Anstieg der NK-Aktivitét
nach 48h. Die prozentuale Zunahme um 9% ist im Vergleich zur 48h-Kontrolle statistisch
signifikant (p<0,05). Die prozentuale Abnahme der NK-Zellaktivitdét gegeniber den
Kontrollen bel 72h (p<0,05), 96h und 120h war ebenfalls signifikant (p<0,01). Die
prozentuale Abnahme gegentiber dem Ausgangswert betrug nach 72h 53%, nach 96h 94%
(p<0,005) und nach 120h 99% (p<0,0001).

Die Inkubation mit 160 pg Enzym/mi/d bewirkte am ersten Tag keine Anderung der NK-
Aktivitét. Bei den Messungen an den beiden darauffolgenden Tagen (48h, 72h) konnte eine
steile Abnahme der Aktivitdt um 97% verzeichnet werden (p<0,01). Im weiteren Verlauf
(96h, 120h) war bei dieser Konzentrationsstufe keine zellytische Aktivitét, jedoch ein starker
Ruckgang der Zellzahlen zu beobachten. Der Aktivitétsrickgang war sowohl gegentiber den
taglichen Kontrollen, a's auch dem 24h-Ausgangswert statistisch absicherbar.

PBL, die mit dem hitzeinaktivierten Enzym behandelt wurden, zeigten eine den Kontrollen
ahnliche Entwicklung der lytischen Aktivitét.

3.3.2.2 NK-LAK-AKktivitat

Die Ergebnisse zu dem Einflul? einer taglichen Enzymgabe auf die NK-LAK-AKktivitét sind in
den Tabellen 3.12 und 3.13 zusammengefalit.

Die lytische Aktivitét der Kontrollen nahm wahrend des flnftéagigen Beobachtungszeitraums
gleichméaldig um 10%-Punkte auf 74% ab.

Die prozentuale Anderung gegenilber dem Ausgangswert (Tag 1) an Tag 5 war statistisch
absicherbar (p<0,05).

Nach 24 Stunden lagen die NK-LAK-Aktivitdten auf dem Niveau der Kontrollen (ca. 80%),
mit Ausnahme des 160 ug/ml-Ansatzes.

Bel taglicher Enzymzugabe von 40 pug/ml konnte nach 48h und 72h keine signifikante
Aktivitdtsénderung beobachtet werden. Am 4. Tag (96 h) erfolgte ein Aktivitétsriickgang auf
88% des 24h-Wertes, nach 120 Stunden ein statistisch signifikanter Abfall der NK-LAK-
Aktivitat auf 19%. Dieser Ruckgang war signifikant gegenuber der taglichen Kontrolle
(p<0,05) und dem Ausgangswert (p<0,05).

Die Gabe von 80 ug Enzym/ml bewirkte einen leichten, nicht signifikanten Anstieg der NK-
LAK-AKktivitét nach 24h. Die prozentuale Abnahme der NK-LAK-Aktivitdt gegentber der
taéglichen Kontrolle nach 96h (p<0,05) und 120h war ebenfalls signifikant (p<0,001). Die
prozentuale Abnahme gegeniiber dem Ausgangswert betrug nach 96h 53% (p<0,05). Nach
120 h konnte keine NK-LAK-AKktivitét nachgewiesen werden.

160 ug Enzym/ml/d bewirkten nach 24h einen signifikanten Aktivitatsabfall auf 87% der
Kontrolle (p<0,05). Bei den Messungen an den beiden darauffolgenden Tagen (48h, 72h)
konnte eine steile Abnahme der Aktivitat um jewells ca. 25% - Punkte verzeichnet werden
(p<0,01).

Im weiteren Verlauf (96h, 120h) war in dieser Konzentrationsstufe kaum (3% bei 96h) bzw.
keine (120h) zellytische Aktivitét zu beobachten. Dieser Rickgang war sowohl gegeniber
den t&glichen Kontrollen, as auch dem 24h-Ausgangswert statistisch absicherbar (p<0,001).
Die Inkubation mit der hitzeinaktivierten Enzymmischung fuhrte, im Vergleich zur téglichen
Kontrolle, nach 120h nicht zu einem signifikanten Aktivitatsabfall. Der Aktivitéatsriickgang
gegeniber dem Ausgangswert um 56% war signifikant (p<0,05).
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Tabelle 3.13: Wirkung einer téglichen Enzymzugabe auf die NK-LAK-Aktivitét Gber 5 Tage in vitro.

In der oberen Tabellenhélte sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) = Standardabweichung aufgefihrt,
in der unteren Hélfte die mittlere prozentuale Verdnderung + Standardabweichung gegentber den Kontrollen
(=100%). Die Untersuchungen wurden an Lymphozyten von 5 verschiedenen Spendern durchgefihrt.

Angabe: Mittelwert £ Standardabweichung; n = Anzahl der Versuche.

Mel3werte 24h 48 h 72h 96 h 120 h
Kontrolle, n=5 84+8 85+4 77+3 7417 7417
40 pg/ml, n=5 78+ 1 85+5 75+ 4 69+ 12 19+11
80 ug/ml, n=5 79+ 3 85+ 6 71+7 37+12 0+0
160 pug/ml, n=5 73+ 1 50+ 12 24+9 3+3 0+0
80 ug/ml, n=4 82+4 83+4 80+8 62+5 36+ 6
(inaktiviert)

Mel3werte, 24h 48 h 72h 96 h 120 h
bezogen auf 100%

Kontrolle, n=5 100 102+ 11 92+8 89+11 88+ 11
40 ug/ml, n=5 93+9 102+ 12 90+8 82+ 16 23+ 14
80 ug/ml, n=5 94+9 102+ 10 85+11 44+ 14 0+0
160 pug/ml, n=5 87+8 60+ 14 29+ 10 3+3 0+0
80 ug/ml, n=4 9%6+7 98+ 11 94+7 73+9 42+7
(inaktiviert)

Tabelle 3.14:

Signifikanziberprifung. NK-LAK-Aktivitdt: Vergleich der prozentuaen Verdnderungen gegenuber der
Kontrolle (=100 %).

In der oberen Tabellenhélte ist der Vergleich der Anderungsraten gegeniiber der Kontrolle, auf den jeweiligen
Testtag bezogen, aufgefthrt. In der unteren Tabellenhdlfte werden die Veranderungen innerhalb ener
Konzentrationstufe mit dem 24h-Wert verglichen. **** = p<0,0001; *** = p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05;
n.s. = nicht signifikant; Wert ist héher alsin der Bezugsgruppe (grau unterlegt) =T; Wert ist niedriger = |

Kontrolle; n=5vs. | 24 h 48 h 72h 96 h 120 h

40 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. n.s. *J

80 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. * | .

160 ug/ml, =5 |* | x| o | k], k],

80 ug/ml, n=4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

(inaktiviert)

24hvs. Kontrolle, n=5 |40 ug/ml, n=5 |80 ug/ml, n=5 | 160 ug/ml, n=5 |80 pg/ml, n=4
(inaktiviert)

48 h n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

72h n.s. n.s. n.s. * ] n.s.

96 h n.s. n.s. x| x| p=0,08 |

120 h * \L *% \L *% \L *kokk J/ * J/

3.3.2.3 Nicht-MHC-restringierte CTL-Aktivitat

Die Ergebnisse zu dem Einflul3 einer téglichen Enzymgabe auf die CTL-Aktivitét sind in den
Tabellen 3.15 und 3.16 zusammengefalit.

Samtliche Messwerte bewegten sich auf einem niedrigen Niveau knapp Uber der
Nachweisgrenze. Dies bedeutet, da? Mefdungenauigkeiten einen grofen Einfluld auf die
Ergebnisse haben. Daher werden hier nur die Werte beschrieben, bel denen ein Effekt durch
den Enzymzusatz wahrscheinlich ist.




3. Ergebnisse

Die lytische Aktivitédt der Kontrollen verblieb wahrend des flnftégigen Beobachtungs-
zeitraums auf einem Niveau von ca. 2%. Statistisch abzusichern war der Verlust der CTL-
Aktivitét bei taglichen Zusatz von 80 bzw. 160 ug/ml Enzymmischung nach 120h (p<0,05).
Die Beobachtung, dal3 die Zugabe inaktivierter Enzyme im Vergleich zur Kontrolle bzw. im
Vergleich zum Ausgangswert zu keiner Verminderung der CTL-Aktivitét fuhrte, scheint nicht
auf Mef3fehler zurtickzufiihren zu sein.

Tabelle 3.15: : Wirkung einer téglichen Enzymzugabe auf die nicht-MHC-restringierte CTL-Aktivitét Uber 5
Tagein vitro.

In der oberen Tabellenhdlte sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) + Standardabweichung aufgefiihrt,
in der unteren Halfte die mittlere prozentuale Verénderung = Standardabweichung gegentiber den Kontrollen
(=100%). Die Untersuchungen wurden an Lymphozyten von 5 verschiedenen Spendern durchgefuhrt.

Angabe: Mittelwert + Standardabweichung; n = Anzahl der Versuche.

MeRwerte 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Kontrolle, n=5 2+2 2+2 31 1+1 2+1

40 ug/ml, n=5 3+1 1+1 4+1 3+2 0+0

80 ug/ml, n=5 2+1 2+1 5+1 0+0 0+0

160 pg/ml, n=5 3+2 0+0 0+0 0+0 0+0

80 ug/ml, n=4 1+1 1+1 3+1 5+1 3+1
(inaktiviert)

MeRwerte, 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
bezogen auf 100%

Kontrolle, n=5 100+ 0 56 + 42 180 + 147 76+ 42 137 + 133
40 ug/ml, n=5 310+ 412 129+ 153 276 + 210 370+ 416 0+0

80 ug/ml, n=5 124+ 65 293 + 340 532 + 542 0+0 0+0

160 pg/ml, n=5 203+ 173 1+2 0+0 0+0 0+0

80 ug/ml, n=4 212 + 228 109 £ 169 227 + 260 397 + 364 143+ 153
(inaktiviert)

Tabelle 3.16:

Signifikanziiberpriifung. Nicht-MHC-restringierte CTL-Aktivitat: Vergleich der prozentualen Verénderungen
gegenuber der Kontrolle (=100 %).

In der oberen Tabellenhélte ist der Vergleich der Anderungsraten gegeniiber der Kontrolle, auf den jeweiligen
Testtag bezogen, aufgefthrt. In der unteren Tabellenhdlfte werden die Veranderungen innerhalb ener
Konzentrationstufe mit dem 24h-Wert verglichen. ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Wert ist
héher alsin der Bezugsgruppe (grau unterlegt) =T; Wert ist niedriger = |

Kontrolle; n=5vs. | 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

40 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

80 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. n.s. LN

160 ug/ml, n=5 |ns. n.s. * ] n.s. ** ]

80 ug/ml, n=4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

(inaktiviert)

24 hvs. Kontrolle, n=5 {40 ug/ml, n=5 | 80 ug/ml, n=5 160 ug/ml, n=5 | 80 pg/ml, n=4
(inaktiviert)

48 h n.s. n.s. n.s. * n.s.

72h n.s. n.s. n.s. x| n.s.

96 h n.s. n.s. * | x| n.s.

120 h n.s. n.s. * ] *x | n.s.
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3.3.24 LAK-Aktivitat

Die Ergebnisse zu dem Einflul3 einer taglichen Enzymgabe auf die LAK-Aktivitét sind in den
Tabellen 3.17 und 3.18 zusammengefalit.

Die lytische Aktivitét der Kontrollymphozyten stieg nach 48h um 100%. Im weiteren Verlauf
schwéchte sich die Aktivitét ab, blieb aber hoher as der Anfangswert. Die prozentuale
Zunahme der LAK-AKktivitét gegentiber Tag 1 war fur die Tage 2 (p<0,01), 3 und 4 (p<0,05)
statistisch signifikant.

LAK, denen téglich 40 ug Enzym/ml zugegesetzt wurde, wiesen bis zu dem dritten Tag (72h)
eine gesteigerte Aktivitat auf. Der 72h-Wert (17%) war gegentiber der 72h-Kontrolle (12%)
statistisch signifikant erhoht (p<0,05).

Am 4. Tag (96h) erfolgte ein gegenliber der 96 h-Kontrolle signifikanter Aktivitéatsrickgang
auf 8% (p<0,05), der Riickgang auf 2% nach 120 Stunden war gegeniber der 120h-Kontrolle
ebenfalls signifikant (p<0,05). Der Rickgang war gegentiber dem 24h-Wert nicht signifikant.
Téagliche Gabe von 80 ug Enzym/ml fuhrten nach 48h zu einem Anstieg der LAK-AKktivitét
von 8% auf 33%, dieser Anstieg war jedoch nicht signifikant zu der 48h-Kontrolle.

Der 72h-Wert (21 %) war signifikant (p<0,05) gegenuber der 72h Kontrolle (12%) erhoht.
Nach 96h fiel die lytische Aktivitat gegentiber der Kontrolle signifikant ab (p<0,001), nach
120h war eine LAK-Aktivitét nicht mehr nachweisbar.

Wurden 160 pug Enzym/ml zugegeben, stieg die LAK-AKktivitét nach 24h auf 162% des
Kontrollwerts, dieser Anstieg war statistisch signifikant (p<0,05).

160 ug Enzym/ml/d bewirkten nach 48h einen signifikanten Aktivitéatsabfall auf 31% der 48h-
Kontrolle (p<0,05) bzw. auf 38 % des Ausgangswertes. In den Messungen an den folgenden
Tagen (96h, 120h) konnte keine LAK-AKktivitdt mehr nachgewiesen werden.

Die Inkubation mit der hitzeinaktivierten Enzymmischung fuhrte im Vergleich zur 120h-
Kontrolle nach 120h zu keinem signifikanten Aktivitatsabfall. Der Riickgang gegentiber dem
Ausgangswert um 56% nach 120h war signifikant (p<0,05).

Tabelle 3.17: Wirkung einer taglichen Enzymzugabe auf die LAK-Aktivitét Uber 5 Tagein vitro.

In der oberen Tabellenhdlte sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) = Standardabweichung aufgefiihrt,
in der unteren Halfte die prozentuale Verénderung + Standardabweichung gegentiber den Kontrollen (=100%).
Die Untersuchungen wurden an Lymphozyten von 5 verschiedenen Spendern durchgefuihrt. Angabe: Mittelwert
+ Standardabweichung; n = Anzahl der Versuche.

MeRwerte 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Kontrolle, n=5 8+2 16+ 3 12+1 15+1 11+3
40 ug/ml, n=5 9+2 17+5 17+1 8+3 2+1
80 ug/ml, n=5 8+2 33+14 21+5 442 0+0
160 pg/ml, n=5 13+2 5+1 5+1 0+0 0+0
80 ug/ml, n=4 8+1 203 15+1 11+0 30
(inaktiviert)

MelRwerte, 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
bezogen auf 100%

Kontrolle, n=5 100+ 0 207 £ 55 160 + 36 181+ 36 131+ 28
40 ug/ml, n=5 110+ 14 220+ 81 210+ 43 103+ 44 26+ 15
80 ug/ml, n=5 106 + 24 442 + 213 278 + 97 52+ 27 0+0
160 ug/ml, n=5 159 + 36 63 + 22 63+ 14 0+0 0+0
80 ug/ml, n=4 100+ 21 260+ 51 196+ 21 148 + 17 46+ 11
(inaktiviert)
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Tabelle 3.18; Signifikanziberprifung. LAK-AKktivitdt: Vergleich der prozentualen Veranderungen gegeniiber
der Kontrolle (=100 %).

In der oberen Tabellenhélte ist der Vergleich der Anderungsraten gegeniiber der Kontrolle, auf den jeweiligen
Testtag bezogen, aufgefuhrt. In der unteren Tabellenhdlfte werden die Veranderungen innerhalb ener
Konzentrationstufe mit dem 24h-Wert verglichen. *** = p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht
signifikant; Wert ist hoher alsin der Bezugsgruppe (grau unterlegt) =T; Wert ist niedriger = |

Kontrolle; n=5vs. | 24 h 48 h 72h 96 h 120 h

40 pg/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. *J *J

80 ug/ml, n=5 n.s. n.s. * T x* ] x* ]

160 ugml, n=5 | * T 5 | ns x| x|

80 ug/ml, n=4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

(inaktiviert)

24 hvs. Kontrolle, n=5 40 ug/ml, n=5 | 80 ug/ml, n=5 160 ug/ml, n=5 | 80 pg/ml, n=4
(inaktiviert)

48 h *x P n.s. n.s. n.s. L

72h * T * T n.s. * ] * T

96 h * T n.s. n.s. LN n.s.

120 h n.s. n.s. * | LN ns.

3.3.3 Wirkung einer zwefachen Enzymgabe auf die zellzytotoxische Funktion
peripherer Lymphozyten in vitro

Diese Untersuchungen dienten zur Klérung der Frage, ob eine enzymatische Stimulierung der
Lymphozytenaktivitét wiederholbar ist.

Hierzu wurden die Enzymmischung (40, 80, 160 pug/ml) zu den Zeitpunkten Oh und nach 72h
zu kultivierten PBL gegeben. Die Messungen der lytischen Aktivitéten der PBL erfolgte
taglich.

3.3.3.1 NK-Zdlaktivitat

Die NK-Zdlaktivitét stieg nach Zugabe von 80 ug/ml der Enzymmischung von 59% (24h)
auf 64% nach 72h an und war signifikant gegentiber der Kontrolle erhéht (p<0,05). Nach der
2. Zugabe erfolgte ein leichter Anstieg auf 67%, nach 120h fiel die Aktivitét auf den 72h-
Wert zurtick, war aber signifikant erhdht im Vergleich zur Kontrolle (p<0,05). Der 96h-Wert
(67%) war signifikant erhdht (p<0,05) gegeniiber dem 48h Wert (59%).

Die zweite Gabe von 160 ug Enzymgemisch nach 72h bewirkte gegentiber den Kontrollen
und dem 24h-Wert einen signifikanten Aktivitétsriickgang von 57% (72h) auf 3% (96h) (Tab.
3.19, Tab. 3.20).

Tabelle 3.19: Wirkung einer zweiten Enzymzugabe 72h nach Versuchsbeginn auf die NK-Zellaktivitét in vitro.
In der Tabelle sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) + Standardabweichung aufgefiihrt. Die
Untersuchungen wurden an Lymphozyten von 5 verschiedenen Spendern durchgefiihrt.

Angabe: Mittelwert £ Standardabweichung; n = Anzahl der Versuche.

Mefwerte 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Kontrolle, n=5 50+ 12 53+9 54+4 53+7 43+ 8
40 ug/ml, n=5 53+ 16 57+12 56 + 18 47+ 15 60+ 8
80 pug/ml, n=5 59+ 10 59+ 6 64+5 677 63+5
160 ug/ml, n=5 56 + 18 61,8+ 11 57+ 6 3+2 1+1
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Tabelle 3.20: Signifikanziberprifung. NK-Zellaktivitét:
In der oberen Tabellenhélte ist der Vergleich gegeniiber der Kontrolle, bezogen auf den jeweiligen Testtag,
aufgeflhrt. In der unteren Tabellenhdlfte werden die Werte einer Konzentrationsstufe mit dem jeweiligen 24-
Stundenwert verglichen. ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Wert ist hoher as in der
Bezugsgruppe (grau unterlegt) =T; Wert ist niedriger = |

Kontrolle; n=5vs. | 24 h 48 h 72h 96 h 120 h

40 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

80 ug/ml, n=5 n.s. n.s. L n.s. L)

160 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. * ] **x ]

24 hvs. Kontrolle, n=5 |40 ug/ml, n=5 |80 ug/ml,n=5 | 160 ug/ml, n=5 i
48h n.s. n.s. n.s. n.s. T
72h n.s. n.s. n.s. n.s. 7 1
9% h n.s. n.s. * T vs, 48 h * ] W
120 h n.s. n.s. n.s. *x ] O

3.3.3.2 NK-LAK-AKktivitat

Die NK-LAK-Aktivitdt war 24h nach Enzymzugabe [80 ug/ml] signifikant erhtht gegentiber
den Kontrollen (p<0,05). Bis zu dem Zeitpunkt der 2. Enzymzugabe lagen sdmtliche NK-
Zellaktivitéten auf einem dhnlichen Niveau. Die zweite Gabe von 160 ug/ml Enzym nach 72h
bewirkte einen signifikanten Rickgang der NK-LAK-Aktivitét von 81% (72h) Uber 29%
(96h) auf 3% (120h) gegentiber den Kontrollen und dem 24h-Wert (Tab. 3.21, Tab. 3.22).

Tabelle 3.21: Wirkung einer zweiten Enzymzugabe 72h nach Versuchsbeginn auf die NK-LAK-Aktivitét in
vitro. In der Tabelle sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) + Standardabweichung aufgefihrt. Die
Untersuchungen wurden an Lymphozyten von 5 verschiedenen Spendern durchgefiihrt.

Angabe: Mittelwert + Standardabweichung; n = Anzahl der Versuche.

MeRwerte 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Kontrolle, n=5 80+3 85+4 81+5 78+7 84+ 14
40 ug/ml, n=5 82+2 84+3 81+4 85+4 81+12
80 ug/ml, n=5 85+ 3 85+2 85+4 82+7 84+12
160 pg/ml, n=5 80+5 81+6 81+2 29+ 10 5+1

Tabelle 3.22: Signifikanzlberprifung. NK-LAK-AKktivitét:

In der oberen Tabellenhélte ist der Vergleich gegentiber der Kontrolle, bezogen auf den jeweiligen Testtag,
aufgefuhrt. In der unteren Tabellenhélfte werden die Werte einer Konzentrationsstufe mit dem jeweiligen 24-
Stundenwert verglichen. ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Wert ist hoher as in der
Bezugsgruppe (grau unterlegt) =T; Wert ist niedriger =

Kontrolle; n=5vs. | 24 h 48 h 72h 96 h 120 h

40 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

80 ug/ml, n=5 * T n.s. n.s. n.s. n.s.

160 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. * | * ]

24 hvs. Kontrolle, n=5 |40 ug/ml, n=5 | 80 ug/ml, n=5 160 ug/ml, n=5

48h n.s. n.s. n.s. n.s.

72h n.s. n.s. n.s. n.s. 77/
9 h n.s. n.s. n.s. ] T hl

120 h n.s. n.s. n.s. ] O
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3.3.3.3Nicht-MHC-restringierte CTL-Aktivitat

Die Ergebnisse zu dem Einflul® einer zweiten Enzymgabe auf die CTL-Aktivitdt sind in den
Tabellen 3.23 und 3.24 zusammengefalit.

Samtliche Messwerte bewegten sich auf einem niedrigen Niveau knapp oberhalb der
Nachweisgrenze. Daher werden hier nur die Werte beschrieben, bel denen ein Effekt durch
den Enzymzusatz wahrscheinlich ist.

Die lytische Aktivitét der Kontrollen verblieb wahrend des fiinftégigen Beobachtungs-
zeitraums auf einem Niveau von ca. 1%.

Statistisch signifikant war der Aktivitatsanstieg nach der 2. Gabe von 80 ug/ml Enzym (96h)
gegeniber der 96h-K ontrolle (p<0,05).

Ebenfalls statistisch abzusicherbar war der Aktivitétsverlust nach dem 2. Zusatz von 160
ug/ml Enzym nach 96 und 120h (p<0,05) gegentiber den entsprechenden 40 pug/ml- bzw. 80
ug/ml-Wert.

Tabelle 3.23: Wirkung einer zweiten Enzymzugabe 72h nach Versuchsbeginn auf die nicht-MHC-restringierte
CTL-Aktivitét in vitro.
In der Tabelle sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%)]) £ Standardabweichung aufgefihrt.

Melwerte 24 h 48h 72 h 96 h 120 h
Kontrolle, n=5 1+1 1+05 1+1 1+05 1+05
40 pug/ml, n=5 2+05 1+1 1+1 2+05 2+05
80 ug/ml, n=5 31 1+£1 1+£1 61 5+2
160 pg/ml, n=5 2+2 3+05 31 00 00

Tabelle 3.24: Signifikanzlberprifung. Nicht-MHC-restringierte CTL-Aktivitét:

In der oberen Tabellenhédlte ist der Vergleich gegeniiber der Kontrolle, bezogen auf den jeweiligen Testtag,
aufgefuhrt. In der unteren Tabellenhélfte werden die Werte einer Konzentrationsstufe mit dem jeweiligen 24-
Stundenwert verglichen. * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Wert ist hoher als in der Bezugsgruppe (grau
unterlegt) =T; Wert ist niedriger = |

Kontrolle; n=5vs. | 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

40 ug/ml, n=5 n.s. * T n.s. n.s. n.s.

80 ug/ml, n=5 n.s. * T n.s. * 7 * T

160 ug/ml, n=5 | n.s. * T n.s. * L vs 40,80 ug | * | vs. 40, 80 ug
24 hvs. Kontrolle, n=5 {40 ug/ml, n=5 |80 ug/ml, n=5 | 160 ug/ml, n=5

48 h n.s. n.s. n.s. n.s.

72h n.s. n.s. n.s. n.s.

9% h n.s. n.s. * Tvs 48h,72h |* 1

120h n.s. n.s. *Tys 72h x| /////////////////

3.3.3.4 LAK-Aktivitat

Die Ergebnisse zu dem Einflul? einer zweiten Enzymgabe auf die CTL-Aktivitét sind in den
Tabellen 3.25 und 3.26 zusammengefalit.

Die LAK-Aktivitdét der Kontroll-PBL war zu den Mefzeitpunkten 48h, 96h und 120h
signifikant gegentiber dem 24h-Wert erhoht.
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Zweimalige Enzymzugabe von jeweils 40 ug/ml bewirkte gegeniiber den Kontrollen keine
signifikante LAK-Aktivierung. Im Vergleich zum 24h-Wert war die Aktivitdt zu den
Mef3zeitpunkten 48h, 72h und 96h signifikant erhéht (p<0,05).

Nach zweimaliger Zugabe von 80 ug/ml war die LAK-Aktivitét 96h nach Versuchsbeginn mit
p=0,08, nach 120h statistisch signifikant (p<0,05) zu den Kontrollen erhéht. Der 72h-, der
96h- und der 120h-Wert waren gegentiber dem 24h-Wert signifikant erhéht (p<0,05).

24h nach dem ersten Zusatz von 160 pg/ml Enzymgemisch war die LAK-Aktivitat gegentiber
der Kontrolle signifikant erhéht (p<0,05).

Die zweite Zugabe von 160 pug/ml Enzymgemisch nach 72h bewirkte einen signifikanten
Ruckgang der LAK-AKktivitat gegentiber den 40 pug- und 80 pug-Werten von 16% (72h) auf 4%
(96 h). Die Aktivitat sank nach weiteren 24 Stunden auf 1% (120h) ab. Dieser Wert war
sowohl im Vergleich zu den anderen 120h-Werten, als auch zu den LAK-AKktivitaten 24h, 48h
und 72h nach V ersuchsbeginn signifikant erniedrigt.

Tabelle 3.25: Wirkung einer zweiten Enzymzugabe 72h nach Versuchsbeginn auf die LAK-Aktivitét in vitro.
In der Tabelle sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) + Standardabweichung aufgefiihrt. Die
Untersuchungen wurden an Lymphozyten von 5 verschiedenen Spendern durchgefiihrt.

MeRwerte 24 h 48h 72h 96 h 120 h
Kontrolle, n=5 6+1 15+ 3 11+2 14+ 0,5 11+2
40 ug/ml, n=5 7+1 14+5 13+3 14+1 10+ 4
80 ug/ml, n=5 8+1 15+6 13+4 17+£2 21+5
160 pg/ml, n=5 12+ 4 19+ 11 16+8 4+3 1+£1

Tabelle 3.26: Signifikanziberprifung. LAK-Aktivitét:

In der oberen Tabellenhélte ist der Vergleich gegeniiber der Kontrolle, bezogen auf den jeweiligen Testtag,
aufgefihrt. In der unteren Tabellenhdlfte werden die Werte einer Konzentrationsstufe mit dem jeweiligen 24-
Stundenwert verglichen. * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Wert ist hther als in der Bezugsgruppe (grau
unterlegt) =T; Wert ist niedriger =

Kontrolle; n=5vs. | 24 h 48 h 72h 96 h 120 h

40 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

80 ug/ml, n=5 n.s. n.s. n.s. p=0,08 T L)

160 pug/ml, n=5 * T n.s. n.s. * | vs 40,80ug | * LvsKon, 40,80ug

24 hvs. Kontrolle, n=5 |40 ug/ml, n=5 |80 ug/ml, n=5 | 160 pug/ml, n=5

48h %] * T n.s. n.s.

72h n.s. * 1 * T n.s. 7
* ns. * “Lvsoa a8 20 U

3.3.4 Effekt einer einmaligen Enzymaabe auf die ADCC in vitro

Die Manipulation der NK-Zell-Funktion ADCC mittels einer Enzymmischung wurde in
dieser Testreihe untersucht. Zu isolierten, peripheren Lymphozyten von 6 verschiedenen
Spendern wurde 40, 80, 160 ug/ml Enzymmischung gegeben. Nach 24-stiindiger Inkubation
fand die Messung der ADCC statt.

Die ADCC konnte durch Inkubation mit 80 ug/ml Enzymmischung statistisch signifikant von
34% auf 48% erhoht werden (p<0,05). Wurde die Kontrolle = 100% gesetzt und die
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prozentualen Veradnderungerungen gegeniber der Kontrolle verglichen, so ergeben sich
Steigerungsraten von 33% bei 40 ug/ml (p<0,01), von 46% bel 80 ug/ml (p<0,001) und 18%
bel 160 ug/ml (nicht signifikant) (Tab. 3.27).

Tabelle 3.27: Enzymwirkung auf die ADCC.

In der_oberen Tabellenhélte sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) + Standardabweichung und die
prozentuale Verénderung + Standardabweichung gegeniiber den Kontrollen (=100%) aufgefuhrt.

In unteren Tabellenhdlfte ist die Signifikanziberpriifung eingetragen. Es wurden zum einen die Mefl3werte
verglichen, zum anderen die prozentualen V eréanderungen gegeniiber der Kontrolle. *** = p<0,005; ** = p<0,01;
* = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; T = Wert ist hdher als in der Bezugsgruppe (grau unterlegt); I = Wert ist
niedriger

ADCC, 24h Mel3werte prozentuale Anderung,
Kontrolle =100%

Kontrolle, n=6 34+11 100+ 0

40 ug/ml, n=6 45+ 13 133+ 16

80 ug/ml, n=6 48+ 12 146 + 22

160 ug/ml, n=6 |42+ 17 118+ 21

Statistik Kontrolle vs. Kontrolle%o vs.

40 ug/ml, n=6 n.s. *x T

80ug/mi,n=6 [*T xxx T

160 pug/ml, n=6 | n.s n.s.

3.3.5 Wirkung ener einmaligen Enzymgabe auf Phagozytose und Sauerstoffradikal-
produktion durch Granulozyten und Monozyten in vitro

In dieser Versuchsreihe wurde die Enzymmischung in den Konzentrationen 40, 80, 160 pug/ml
zu isolierten Granulozyten bzw. Monozyten von 7 verschiedenen Spendern gegeben und nach
24-stindiger Inkubation die Funktionen Phagozytose und Sauerstoffradikalproduktion
untersucht.

Mit der angewandten Methode kann der Anteil der phagozytierenden Leukozyten und die
Menge der aufgenommenen Bakterien Uber die MFI bestimmt werden.

Nach enzymatischer Stimulierung (40 pg/ml) stieg der Antell der phagozytierenden
Granulozyten von 54% auf 66% an. Wurde die Kontrolle zu 100% gesetzt, war dieser Anstieg
signifikant (p<0,05). Der Anstieg der MFI von 33,5 auf 49,5 nach Inkubation mit 40 ug/ml
Enzymen war statistisch nicht abzusichern. Der Rickgang des Anteils phagozytierender
PMNL nach Inkubation mit 160 ug/ml war im Vergleich zu den 40 ug/ml- und 80 ug/ml-
Werten signifikant (p<0,05).

Bel Monozyten konnte ein leichter, aber nicht abzusichernder Anstieg der Phagozytose nach
Zugabe von 40 ug/ml bzw. 80 ug/ml Enzymmischung beobachtet werden. Die Verringerung
des Anteils phagozytierender Monozyten und der MFI nach Zusatz von 160 pug/ml war
signifikant (p<0,01 bzw. p<0,001) (Tab. 3.28).
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Tabelle 3.28: Wirkung einer einmaligen Zugabe der Enzympréparation auf die Phagozytoseleistung von
Granulozyten und Monozyten.
Messung erfolgte 24h nach Enzymzugabe. Im oberen Teil (Phagozytose, Mef3werte) sind die Mittelwerte +
Standardabweichung aufgefiihrt, im unteren Teil (Statistik) die statistische Analyse der Daten. (%) =
Prozentualer Anteil phagozytierender Leukozyten. MFI = Ma3 fir die aufgenommene Bakterienmenge. *** =
p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; T = Wert ist hoher als in der Bezugsgruppe (grau
unterlegt); | = Wert ist niedriger

Phagozytose, PMNL (MFI) PMNL (%) Monozyten (MFI) Monozyten (%)
M eRwerte

Kontrolle, n=7 335+ 14,4 54,6 + 8,6 37,8+ 155 299+6,2

40 ug/ml, n=7 49,5+ 16,9 66,0+ 8,7 47,9+ 29,9 30,2+ 12,0

80 pug/ml, n=7 435+£82 64,6+ 7,8 51,7+ 28,3 364+124
160 pug/ml, n=7 12,4+ 9,7 40,7+ 19,6 4,1+6,2 39+47
Statistik

Kontrollevs. PMNL (MFI) PMNL (%) Monozyten (MFI) Monozyten (%)
40 ug/ml, n=7 n.s. * T n.s. n.s.

80 ug/ml, n=7 n.s. n.s. n.s. n.s.

160 ug/ml, n=7 * ] n.s. xxx | ** ]

40 ug/ml vs. PMNL (MFI) PMNL (%) Monozyten(MFI) Monozyten (%)
80 ug/ml, n=7 n.s. n.s. n.s. n.s.

160 pg/ml, n=7 kx| x ] xxk ], x|

80 pug/ml vs. PMNL (MFI) PMNL (%) Monozyten (MFI) Monozyten (%)
160 pg/ml, n=7 ] s | ] e |

Tabelle 3.29: Wirkung einer einmaligen Enzymzugabe auf den oxidativen Burst von PMNL und Monozyten.

Der Test wurde mit PMNL und Monozyten von 7 Spendern durchgeftihrt. Im oberen Teil (oxidativer Burst,
Mel3werte) sind die Mittelwerte + Standardabweichung aufgefiihrt. Im unteren Teil (Satistik) die statistische
Analyse der Daten. (%) = Prozentualer Anteil der phagozytierenden Leukozyten; MFI= Mal3 fir die gebildeten
Sauerstoffradikale; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; T = Wert ist héher als in der Bezugsgruppe

(grau unterlegt); L = Wert ist niedriger

Oxidativer PMNL Anteil O, bildender | Monozyten Anteil O, bildender

Burst, M eRBwerte (MFI) PMNL (%) (MFI) Monozyten (%)

Kontrolle, n=7 37,6+276 730+114 50,2 + 20,7 799172

40 ug/ml, n=7 78,8+ 23,2 89,5+ 6,6 45,7+ 20,5 79,5+ 6,3

80 pug/ml, n=7 81,4+38,1 89,2+6,1 44,2+ 19,6 77,1+£7,0

160 pg/ml, n=7 56,8 + 28,4 86,3+ 9,4 24,1+ 18,1 71,0+ 12,6

Statistik

Kontrollevs. PMNL Anteil O, bildender | Monozyten Anteil O, bildender
(MFI) PMNL (%) (MFI) Monozyten (%)

40 ug/ml, n=7 * T ox T n.s. n.s.

80 ug/ml, n=7 * 7 * T n.s. n.s.

160 pug/ml, n=7 n.s. * T * | ns.

40 pg/ml vs. PMNL Anteil O, bildender | Monozyten Anteil O, bildender
(MFI) PMNL (%) (MFI) Monozyten (%)

80 ug/ml, n=7 n.s. n.s. n.s. n.s.

160 ug/ml, n=7 n.s. n.s. * ] n.s.

80 ug/ml vs. PMNL Anteil O, bildender | Monozyten Anteil O, bildender
(MFI) PMNL (%) (MFI) Monozyten (%)

160 ug/ml, n=7 n.s. n.s. n.s. n.s.

Die angewandte Methode ermdglichte es, simultan den Anteil der O, bildenden Leukozyten
und deren MFI als Mal3 fur die gebildete Sauerstoffradikal menge zu bestimmen.
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Nach Enzymzugabe von 40 ug/ml bzw. 80 ug/ml stieg die MFI/PMNL von 38 (Kontrolle)
uber 78,8 (40 ug/ml) auf 81 (80 ug/ml) an. Der Anstieg war gegenuber der Kontrolle
signifikant (jeweils p<0,05).

Der Anteil der O,-bildenden PMNL stieg von 73% auf 89,5% (40 ug/ml). Der Anteil blieb
bei einem Enzymzusatz von 80 ug/ml auf dem gleichen Niveau und verringert sich bel Zusatz
von 160 ug/ml auf 86,3%. Der Unterschied zur Kontrolle war bei allen Konzentrationstufen
signifikant (p<0,01; p<0,05; p<0,05).

Der Anteil O,-bildender Monozyten und die Quantitéat der gebildeten Sauerstoffradikale sank
mit steigender Enzymkonzentration. Der Abfall der MFI von 50 (Kontrolle) auf 24 (160
ug/ml) war statisch absicherbar (p<0,05).

Der Riuckgang des Anteils O, -bildender Monozyten von 80% (Kontrolle) auf 71% (160
ug/ml) war nicht signifikant (Tab. 3.29).

3.3.6 Einflul® einer Enzymmischung auf den Phanotyp peripherer L eukozyten in vitro

In der Versuchsreihe wurden Expressionsverdnderungen bestimmter Oberflachenantigene
nach Zugabe der Enzymmischung untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.30 (PMNL
und PBL) zusammengefalit.

Die Messungen ergaben einen signifikante (p<0,05) Erhohung der B,-Untereinheit der
Integrine (CD18) auf PMNL nach 24-stiindiger Stimulierung mit 80 ug Enzymmischung/ml.
Die MFI stieg um den Faktor 1,8 von 48 auf 88 Einheiten.

Die numerische Expression des Adhasionsrezeptors CD54 (ICAM-I) auf PMNL wurde
signifikant (p<0,005) um den Faktor 2,4 auf 58,5 Einheiten hochreguliert.

Die Zahl der Fcylll-Rezeptor (CD16) auf PMNL reduzierte sich signifikant (p<0,01) nach
Enzymzusatz auf 47% des Kontrollwertes.

Fir PBL konnten unter diesen Versuchsbedingungen keine signifikanten Anderungen der
Oberfléachenantigene CD16, CD18 und CD54 beobachtet werden (Tab. 3.30).

Tabelle 3.30: Wirkung einer einmaligen Zugabe der Enzympréparation auf den Phéanotyp von PMNL und PBL.
Im oberen Teil (Phanotypisierung) sind die Mittelwerte + Standardabweichung aufgeftihrt. Angeben wird die
MFI/Leukozyt. Messung erfolgte 24h nach Zugabe der Enzymmischung. Im unteren Teil (Satistik) findet sich
die statistische Analyse der Daten. *** = p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; T = Wert ist
héher alsin der Bezugsgruppe (grau unterlegt); | = Wert ist niedriger

Phanotypisierung CD16 CD18 CD54

(MFI) (MFI) (MFI, FL-2)
PMNL Kontrolle, n=7 |155+ 6,6 48,3+ 15,1 24,4+ 8,3
PMNL 80 ug/ml, n=7 |7,3+£21 88,0+ 27,9 585+ 7,2
PBL Kontrolle, n=7 0,1+0,1 13,3+ 3.2 1,9+0,3
PBL 80 ug/ml, n=7 0,2+0,1 142+ 6,5 25+09
Statistik CD16 CD18 CD54
PMNL-Kontrollevs. | (MFI) (MFI) (MFI, FL-2)
PMNL 80 ug/ml, n=7 |** | * T x|
PBL-Kontrollevs. CD16 CD18 CD54

(MFI) (MFI) (MFI, FL-2)
PBL 80 pug/ml, n=7 n.s. n.s. n.s.
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3.3.7 EinfluR einer hochdosierten Enzymgabe auf Oberflachenrezeptoren am Beispie
CD8in vitro

Hohe Enzymkonzentrationen fuhrten zum Funktionsverlust in vitro. Das konnte auf einen
Funktionsverlust angedauter Rezeptoren zurlickzufthren sein. Als Mald fir ene
Rezeptordegradation wurde die Bindung spezifischer monoklonaler Antikorper auf
enzymbehandelten PBL gemessen. 24h nach Enzymzugabe konnten fast keine gebundenen
Antikorper nachgewiesen werden. An den folgenden 2 Tagen konnte eine ansteigende
Antikorperbindung auf den enzymbehandelten PBL gemessen werden.

500
FL-2 MFI
400 ECD8 MFI Kon

300 B CD8 MFI Enz.

200

100
0 CD8 MFI Enz.

Nullwert
ullw 24h CD8 MFI Kon

72h

Zeit [h]

Abbildung 3.10: Einfluf3 der Enzymmischung auf den Nachweis von CD8 auf CTL.

Die CD8-Dichte (MFI/Zelle) wurde zum Zeitpunkt O durchflul3zytometrisch bestimmt, danach erfolgte die
Inkubation mit der Enzymmischung [640 pg/ml]. Die Kontroll-PBL wurden mit BSA [640 pg/ml] inkubiert. Die
Zellen wurden 72h bei 37°C in DMEM+10% FCS inkubiert. Die Messungen erfolgten taglich. Vor der
Antikorperzugabe bel nachfolgenden Phanotypisierungen wurden die PBL gewaschen, um Degradation der
Antikoérper durch Enzymrestaktivitédt zu vermeiden. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei unabhangigen
Experimenten.

3.3.8 Enzymatische Stimulierung von PBL in Serum-freiem Medium in vitro

Mit diesem Experiment sollte geklart werden, ob die Lymphozytenaktivierung auf direkte
Enzymwirkung auf die Zellen zurickzufiihren ist oder auf FCS-Spaltprodukte, entstanden
durch die proteolytische Wirkung der zugegebenen Enzyme.

Dazu wurden kultivierte Lymphozyten (native und IL-2-stimulierte PBL) fur 24h in DMEM,
DMEM+FCS, DMEM + Enzyme und DMEM + FCS + Enzyme kultiviert und ihre lytische
Aktivitdt bestimmt (Abb. 3.10).

Es konnte gezeigt werden, da3 die lytische Aktivitdét der PBL nach enzymatischer
Stimulierung, unabhangig von FCS-Anwesenheit, dnliche Werte erreicht. Dies konnte fir
unstimulierte und fur IL-2 stimulierte Lymphozyten gezeigt werden. Die LAK-Aktivitét lag
nach enzymatischer Stimulierung in FCS-haltigem Medium im Mittel bei 24%, bei 23% lag
sie in FCS-freiem Medium. Die lytische Aktivitdt ohne vorherige IL-2-Stimulierung lag in
beiden Medien mit Enzymzusatz bei 4%.
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Abbildung 3.11: Einfluf3 von FCS auf die enzymatische Stimulierung von PBL in vitro.

Auf der Abszisse sind Komponenten der Versuchsmedien, auf der Ordinate die spezifische Targetzellyse (Raji)
[%)] aufgetragen. Die hellgrauen Saulen stehen fur die Aktivitét nicht MHC-restringierter CTL, dunkelgraue
Saulen reprasentieren die spezifische Targetzellyse durch nicht MHC-restringierte LAK. Die FCS-Konzentration
betrug 10% v/v, die Ezymmischung wurde in einer Konzentration von 100 ug/ml zugegeben. Nach 24h
I nkubation wurde die spezifische Targetzellyse durchfluf3zytometrisch bestimmt.

Die Effektor-Targetzellratio betrug 40:1. Gezeigt sind Mittelwerte aus 2 unabhangigen Experimenten.

3.4 Wirkung von Retinoiden auf Funktion und Phanotyp peripherer
L eukozyten in vitro

3.4.1 Wirkung von all-trans Retinsdure und Retinol auf zellzytotoxische Funktionen
peripherer Lymphozyten im zeitlichen Verlauf in vitro

Die Wirkung von Retinol (ROH), all-trans-Retinsdure (RA) und dem Losungsmittel DM SO
auf die zellytische Aktivitdt sowohl nativer, as auch IL-2-stimulierter PBL wurde in dieser
Testserie untersucht.

ROH und RA wurden in den Konzentrationen 107 M, 10° M, 10°M den Kulturen zugegeben.
Die DM SO-Konzentration betrug in alen Ansdtzen, einschlie3lich der Kontrolle, 0,1%o Vv/v.
Die Messungen erfolgten nach 24h, 48h und 72h.

Proben, die eine NK-Zéllaktivitdt < 30% und eine LAK-Aktivitat < 4% aufwiesen wurden
nicht berticksichtigt.

Sowohl die Inkubation mit RA, als auch mit ROH in den Konzentrationen von 107 M, 10°
M, 10°M Uber 72h bei taglicher Messung fiihrte im Vergleich zu dem DMSO-Ansatz und der
Kontrolle zu keiner signifikanten Anderungen der untersuchten Effektorzell-Aktivitéten (Tab.
3.31).
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Tabelle 3.31: Wirkung von RA, ROH und DM SO auf die lytische Aktivitét von PBL im zeitlichen Verlauf in
vitro. Die Untersuchungen wurden mit Proben von 5 Spendern durchgefiihrt.
Angabe: Mittelwert (spezifische Targetzellyse [%] + Standardabweichung

NK -Aktivitat 24 h 48 h 72 h NK-LAK - 24h 48 h 72 h
Aktivitat
Kontrolle, n=5 49+8 42+ 9 55+12 Kontrolle, n=5 60+ 16 62+11 |61+20

DMSO[0,1 %], n=5 | 47+ 9 4 +11 51+7 DMSO[0,1 %], n=5 | 54 + 12 46+9 [51+13

RA [107M], n=5 42+7 55+12 [48+10 [RA[10"M], n=5 56+22 |[55+23 |59+ 22

RA [10°M], n=5 47+5 46+8 50+ 7 RA [10°M], n=5 52+14 [49+10 [44+15

RA [10°M], n=5 43+ 6 41+7 55+13 RA [10°M], n=5 65+ 16 52+11 |54+8

ROH[10'M],n=5 [38+9 46+8 390+10 |ROH[10'M],n=5 [55+15 |[57+13 [57+9

ROH[10°M],n=5 |39+ 6 42+11 |44+16 |ROH[10°M],n=5 [49+13 |[53+12 [45+11

ROH[10°M],n=5 [43+11 |[39+8 45+9 ROH[10°M],n=5 [54+17 [54+14 [47+14

CTL-Aktivitat 24 h 48 h 72h L AK -Aktivitat 24 h 48 h 72h
Kontrolle, n=5 1+1 1+1 2+1 Kontrolle, n=5 15+7 11+5 16+ 6
DMSO[0,1%o],n=5 [3+1 2+2 2+1 DMSO[0,1 %], n=5 | 14 + 6 12+6 14+ 10
RA [10"'M], n=5 2+2 3+2 2+2 RA [10'M], n=5 17+ 10 11+6 19+ 10
RA [10°M], n=5 2+1 1+1 1+1 RA [10°M], n=5 13+9 15+5 17+9
RA [10°M], n=5 3+2 2+2 3+2 RA [10°M], n=5 16+9 17+5 17+8
ROH [10'M],n=5 [1+2 2+1 2+2 ROH [10'M],n=5 [12+4 9+6 16+ 9
ROH [10°M],n=5 [2+2 1+2 3+1 ROH [10°M],n=5 [13+6 8+5 11+5
ROH[10°M],n=5 [2=+1 1+1 2+2 ROH[10°M],n=5 |11+5 12+4 12+6

3.4.2 Wirkung von all-trans Retinsaur e und Retinol auf die ADCC in vitro

Die Beeinflussung der ADCC durch NK-Zellen nach Inkubation mit RA und ROH wurde in
dieser Testreihe untersucht. Zu nativen bzw. IL-2-stimulierten PBL von 4 Probanden wurde
RA [10°® M], ROH [10° M] und DMSO [0,01%o Vv/v] zugegeben. Nach 24h, 48h und 72h
Inkubation wurde die ADCC bestimmit.

Nach 24h war die ADCC der Kontrollen (nativ und IL-2-stimuliert) im Mittel hoher as die
der anderen Gruppen. Retinol bewirkte bei nativen und IL-2 stimulierten PBL einen
signifikanten Rlckgang der ADCC (p<0,05) gegentiber den Kontrollen, jedoch keinen
signifikante Reduzierung im Vergleich zu den entsprechenden DM SO-, bzw. RA-Ansétzen.
Nach 48h glichen sich die Kontroll- und Testwerte an. Die Werte nativer NK-Zellen streuten,
unabhangig von der zugegebenen Substanz, um einen Mittelwert von 30%, die ADCC durch
IL-2 stimulierte NK-Zellen um einen Mittelwert von 50%. Der Anstieg der Targetzellyse war
far IL-2-stimulierte NK-Zellen mit RA-Zusatz statistisch signifikant (p<0,05).

Am dritten Testtag (72h) sank die mittlere Aktivitdt (mit hoher Standardabweichung) aller
Ansdtze auf ca. 50% des jeweiligen Vortagesniveau. Der Riickgang gegeniiber dem 2.Tag war
signifikant fur IL-2-stimulierten NK-Zéellen, die mit RA (p<0,01), ROH (p<0,05) und DM SO
(p<0,05) inkubiert wurden (Tab. 3.32, Tab 3.33).
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Tabelle 3.32: ADCC durch PBL bzw. IL-2-stimulierten PBL nach 72-stiindiger Inkubation mit RA, ROH und
DMSO. In dem_oberen Tabellenteil sind Mittelwerte (spezifische Targetzellyse [%]) = Standardabweichung
aufgefihrt. In dem unteren Tabellentell ist die statistische Auswertung zu finden. * = p<0,05; n.s. = nicht
signifikant; T = Wert ist hoher asin der Bezugsgruppe (grau unterlegt); I = Wert ist niedriger; Signifikanzen zu
anderen Gruppen wurden extra vermerkt (z.B. *T vs. 48h).

NK-Zellen 24h 48 h 72h NK-LAK-Zéllen 24 h 48 h 72h
Kontrolle, n=4 34+8 31+12 [19+16 |Kontrolle n=4 51+11 |[46+12 |35+ 28
DMSO [0,1 %], n=4 [ 26 + 7 28+8 18+15 |DMSO[01%],n=4 [33+9 [46+9 [19+16
RA [10°M], n=4 23+7 31+5 15+13 |RA[10°M], n=4 33+10 [49+6 [19+15
ROH[10°M],n=4 [20+7 32+12 [18+15 [ROH[10°M], n=4 27+12 [50+9 [18+15
Statistik: NK-Zéllen | 24 h 48 h 72h Statistik, NK-LAK |24 h 48 h 72h
Kontrolle, n=4 vs. Kontrolle, n=4 vs.

DMSO [0,1 %0], n=4 | n.s. n.s. n.s. DMSO[0,1 %], n=4 |n.s. n.s. n.s.

RA [10°M], n=4 n.s. n.s. n.s. RA [10°M], n=4 n.s. n.s. n.s.
ROH [10°M],n=4 |+ | n.s. n.s. ROH [10°M], n=4 * ] n.s. n.s.

Tabelle 3.33: ADCC im zeitlichen Verlauf, statistischer Vergleich. Vergleich der Veranderungen gegentiber den
Vortageswerten. **=p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; T = Wert ist hoher as in der Bezugsgruppe
(grau unterlegt); L = Wert ist niedriger; Signifikanzen zu anderen Gruppen wurden extra vermerkt (z.B. *T vs.
48 h).

Statistik, NK-Zellen Kontrolle, | DMSO RA ROH
24h, n=4vs, n=4 [0,1 %o] [10°M] [10°M]

48 h, n=4 n.s. n.s. n.s. n.s.

72 h, n=4 n.s. n.s. n.s. n.s.
Statistik, NK-LAK - Kontrolle, | DMSO RA ROH
Zellen: 24 h, n=4 vs. n=4 [0,1 %] [10°M] [10°M]

48 h, n=4 n.s. n.s. * T n.s.
72h,n=4 n.s. * L vsa8h |**| vs48h | * | vs48h

3.4.3 Einflull von all-trans Retinsaure und Retinol auf den Phanotyp peripherer
L eukozyten in vitro

In der Versuchsreihe wurden Expressionsveranderungen funktions-assoziierter Oberflachen-
antigene (CD2, CD54) auf PBL und Monozyten nach Inkubation mit RA [10°M] und ROH
[10°] Uber 72h durchfluRzytometrisch untersucht. Der Versuch wurde mit Blutproben von
drei Probanden durchgefiihrt.

Die Messungen ergaben keine deutlichen Veranderungen der numerischen Expression der
Rezeptoren auf PBL gegenlber den jeweiligen Kontrollansdtzen bzw. der DM SO-Kontrolle
[0,01%0 v/v]. Eine dlgemeine, leicht erhohte Expresson von CD54 war nach 48h
festzustellen. Die Expression der o-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) blieb bei alen
Untersuchungen konstant (Tab. 3.33).

Die Immunphanotypisierung von Monozyten, die mit RA bzw. ROH inkubiert wurden, ergab
bei bei den Kontrollen und Testansdtzen eine stetige Steigerung der CD54-Expression. Die
CD25-Expression bel RA-, bzw. ROH-behandelten PBL (MFI = 111 bzw. 128) war nach 24h
gegeniber der Kontrolle (MFI=56) und der DM SO-Kontrolle (MFI=71) erhoht (Tab.3.34).
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Tabelle 3.34: Numerische Expression der Oberflachenantigene CD25 und CD54 auf PBL und Monozyten nach

Inkubation mit RA, ROH und DM SO im zeitlichen Verlauf.

Die Messungen erfolgten 24h, 48h und 72h nach Zugabe der Substanzen. Angaben: Mittelwert +

Standardabwei chung.
Phanotypisierung CD25 PBL CD54 PBL CD25 Monozyten | CD54 Monozyten
24 h (MFI) (MFI) (MFI) (MFI)
Kontrolle, =3 6+1 742 56+ 7 263+ 33
DMSO[0,1 %o], n=3 7+1 5+1 71+ 44 236 + 46
RA [10°M], n=3 6+1 5+1 111+ 44 259 + 25
ROH [10°M], n=3 7+1 7+1 128+ 54 257 + 37
Phanotypisierung CD25 CD54 CD25 CD54
48 h (MFI) (MFI) (MFI) (MFI)
Kontrolle, n=3 6+1 8+2 85+ 32 367+ 128
DMSO [0,1 %o], n=3 7+1 8+2 73+ 20 262 + 45
RA [10°M], n=3 7+1 10+2 115+ 41 317+ 72
ROH [10°M], n=3 7+1 9+3 125+ 44 354 + 129
Phanotypisierung CD25 CD54 CD25 CD54
72 h (MFI) (MFI) (MFI) (MFI)
Kontrolle, n=3 6+1 9+3 89+ 10 400 + 55
DMSO [0,1 %o], n=3 7+1 8+3 79+8 452 + 42,3
RA [10°M], n=3 8+2 7+2 116+ 12 464 + 45
ROH [10°M], n=3 6+1 7+2 97+ 25 429+ 100
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3.5 Klinische Pilotstudie: Wirksamkeit und Vertréaglichkeit einer Enzym-
oder Vitamin-A-Therapie bel Patienten mit Plattenepithelkarzinom im
K opf-/Halsbereich

Die Wirkung der Prifmedikationen auf die Verteilung der Lymphozytensubpopulationen des
peripheren  Immunsystems  (T-Lymphozyten, B-Zellen, NK-Zellen) und deren
Oberfl&chenrezeptoren bel Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-/Halsbereich
wurde mittels monoklonaler Antikorper und DurchfluRzytometrie untersucht. Der Einflul® der
Substanzen auf die Funktion von LAK (gemessen an der spezifische Lyse der Targetzellinie
Raji) und NK-LAK-Zellen (gemessen an der spezifische Lyse der Targetzellinie K562) bei
den Patienten erfolgte mit dem Europiumrel ease-Assay.

Zum Vergleich wurden diese Tests im gleichen Untersuchungsrhythmus an 15 Probanden
durchgefihrt.

Die Patienten wurden nach ihrer Prifmedikation in drei Gruppen eingeteilt. Eine weitere
Aufschliisselung nach Art ihrer priméaren Tumotherapie konnte aufgrund der geringen
Fallzahl nicht vorgenommen werden.

3.5.1 Klinische Parameter und Tumor-Grading

Im Rahmen der Akquisition des Patienten- und Kontrollkollektivs wurde in ener
Einganganguntersuchung ein Blutbild angefertigt, die Aktivitét bestimmter Leberenzyme und
die Konzentration wichtiger lonen im Serum bestimmt.

Der Vergleich der Kontrollen mit den Nullwerten der Patienten (prétherapeutischer Status)
zeigte eine sdgignifikante Erniedrigung der Erythrozytenzahl, Thrombozytenzahl, des
Hamoglobingehalts und des Hamatokrits bel den Patienten, die Werte befanden sich aber
noch im Normbereich. Es konnte eine signifikante Erhéhung der Leukozytenzahl im
Vergleich zum Kontrollkollektiv gefunden werden (Tab. 3.35).

Tabelle 3.35: Bluthild der Patienten und der Kontrollen zu Studienbeginn.

Angaben: Mittelwerte + Standardabweichung. n=Patienten-/Probandenzahl; M=Anzahl der Messungen. In dem
unteren Tabellenteil ist die Signifikanziberprifung aufgefihrt. *** = p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. =
nicht signifikant; T= Wert ist hther alsin der Bezugsgruppe (grau unterlegt) ; L= Wert ist niedriger

Erythrozyten L eukozyten Thrombozyten Hamoglobin Hamatokrit
Blutbild [Mio/ul] [*1000/u] [*1000/u] [g/dI] [%]
Kontrollen 4,8+0,4 7,1+1,3 271,2+64,1 15,1+1,5 43,6129
n=15; M=15
Patienten 4,1+0,5 9,8+2,9 240,6+52,5 13,1+1,5 40,5+4,3
n=24; M =24
Patienten Erythrozyten L eukozyten Thrombozyten Hamoglobin Hamatokrit
prétherapeutisch vs. [Mio/ul] [*1000/ul] [*1000/ul] [g/dI] [%]

*kk ']‘ *kk \L n.s. *k Kk ']‘ * ']‘

Kontrollen

Die Eingangsuntersuchungen ergaben fur die Tumorpatienten eine signifikante Erhohung der
sogenannten Leberwerte SGOT, SGPT, y-GT und AP (p<0,06) teilweise um das Doppelte
gegenuber den Kontrollen. Die Werte lagen bei den Patienten somit am oberen Ende des
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Normbereiches. Die Kreatinin-, Natrium-, Kalzium- und Kaliumionenkonzentrationen bei
Patienten unterschieden sich kaum von entsprechenden Werten der Probanden. Chloridionen-
und Eiweil%konzentration sind im Vergleich zu den Kontrollen leicht aber signifikant
erniedrigt (Tab. 3.36).

Tabelle 3.36: Vielfachanalyse der Patienten und der Kontrollen zu Studienbeginn.

Angaben: Mittelwerte + Standardabweichung. In dem unteren Tabellenteil ist die Signifikanziberprifung
aufgefiihrt. *** = p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; T= Wert ist héher als in der
Bezugsgruppe (grau unterlegt) ; 4= Wert ist niedriger

Vidfach- [ SGOT® [SGPT® [yGT® [APY Kreatini [ Na* K* ca*t cl Gesamt
analyse |[U/] [un [un [un n[mg/dl] [ [mmol/1] | [mmol/l] | [mmoal/l] | [mmoal/l] | -eiweiR

Kontrollen | 9,5+2,4 | 10,0+5,4 | 11,9+6,6 | 99,9+25 | 1,0+0,1 | 140,7+1,8 | 4,2+0,3 | 2,4+0,1 | 106+3,0 | 7,6+0,7

Pratherap | 13,4+3,5 | 17,8+4,5| 22,1+3,8 | 117,6+24 | 0,9+0,1 | 140,3+2,0 | 4,0+0,4 | 2,3+0,1 | 104+2,7 | 6,9+0,7

Pratherap | SGOT |SGPT |y-GT AP Kreatini | Na' K* ca* Cl Gesamt
VS. [un [un [um [un n[mg/dl] [ [mmol/] [mmol/l] | [mmol/l] | [mmoal/l] | -eiweil
wxk || owxx || owxx |1 pc006d | NS n.s. n.s. n.s. L L

Das TNM-System unterteilt Tumorgrofie (T), Ausdehnung (N=regionére Lymphknoten) und
Metastasierung (M) in jeweils 5 Stufen von 0 (= nicht nachweisbar) bis 4 (=stark entwickelt).
Wie aus Tabelle 3.36 ersichtlich wird, hatten die Patientengruppen zu Studienbeginn und im
weiteren Verlauf TNM-Werte gleicher GrofRenordnung bei vergleichbarer Streuung. Die
leichten Verbesserungen im Studienverlauf der T- und N-Werte lief3en sich primér auf die
chirurgische Entfernung des Tumors zurtckfihren (Tab.3.37).

Tabelle 3.37: Entwicklung der Tumorgrélie und -Streuung bei den Patienten im Verlauf der Studie nach dem
TNM-System. Aufgefuhrt sind die préatherapeutischen und die wahrend der Studie ermittelten Werte fur die
jeweiligen Patientengruppe. Angaben: Mittelwert + Standardabweichung; n=Patienten-/Probandenzahl;
M=Anzahl der Messungen

Gruppe T Y H
Enzym, 28+0,8 18+1,.2 01+0,3
prétherapeutisch, n=8

Enzym, 25+11 1,7+11 01+0,3
Studie, n=8, M=19

Vitamin-A, 27+12 1,8+1,3 00
prétherapeutisch, n=5

Vitamin-A, 24+1,0 14+13 00
Studie, n=5, M=7

Placebo, 27+12 1,7+£05 0+0
prétherapeutisch, n=3

Placebo, 22+15 1,4+08 0+0
Studie, n=3, M=5

8 SGOT = Serum-Glutamat-Oxal acetat-Transaminase; erhdhte Werte u. a. bei Lebererkrankungen
® SGPT = Serum-Glutamat-Pyruvat-Transaminase; erhdhte Werte u. a. bei Lebererkrankungen
4.GT = Gammaglutamyltranspeptidase, erhdhte Werte u. a. bei Lebererkrankungen

AP = Alkalische Phosphatase, erhthte Werte u. a. bei Lebererkrankungen
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3.5.2 Immunologische Parameter, Gesamtiiber sicht

In den folgenden Abschnitten (3.5.2.1 — 3.5.2.5) werden die immunologischen Parameter der
Gruppen, vom zeitlichen Verlauf unabhangig, verglichen.

35.21T-Z€len

Die Immunphanotypisierungen ergaben eine statistisch signifikante Erhéhung des Anteils
CD2- und CD3-positiver PBL in der Gruppe Enzym (76%+10 bzw. 67%+10) gegentiber den
Gruppen Placebo (70%+7 bzw. 58%+10), Préatherapeutisch (70%+12 bzw. 59%+14) und
Vitamin-A (69%+11 bzw. 55%+12). Die CD2- bzw. CD3-Werte der Kontrollen (76%+7 bzw.
65%+9) waren vergleichbar zu denen der Gruppe Enzym. Der Anteil der CD4-positiven T-
Lymphozyten war bel alen Patientengruppen (zwischen 27% und 33%) gegeniber dem
Kontrollkollektiv (38%+11) signifikant erniedrigt. Zwischen den Patientengruppen konnten
keine signifikanten Unterschiede beziiglich dieses Parameters gefunden werden.

Die Quote CD8-positiver Lymphozyten betrug bei der Gruppe Enzym im Mittel 40%+10.
Dieser Wert war signifikant erhdht gegentber den anderen Gruppen, mit Ausnahme der
Gruppe Placebo (38%+10). Der Anteil aktivierter, d.h. CD25-positiver T-Zellen war bei den
Probanden der Kontrollgruppe signifikant erniedrigt im Vergleich zur Gruppe der
prétherapeutischen Patienten. Innerhalb des Patientenkollektivs waren keine signifikanten
Unterschiede in der CD-25-Expression auf T-Zellen zu finden.

Der Anteil CD4/CD8 doppelt positiver Zellen belief sich bei den Tumorpatienten auf 3%+2,
bei den Kontrollen auf 2%+2. Signifikant erhdht im Vergleich zum Kontrollkollektiv war
dieser Wert bel den Patienten zu Studienbeginn (préatherapeutisch; 3%t4).

Die LAK-Aktivitdt konnte durch die verschiedenen Therapieformen nicht signifikant
beeinfludt werden. Die Mel3werte lagen bei allen Guppen, bel grof3er Standardabweichung,
auf einem vergleichbaren Niveau. Lediglich die LAK-Aktivitdt der Kontrollgruppe (16%+11)
war im Vergleich zu den prétherapeutischen Werten der Patienten (12%%10) statistisch
signifikant erhoht (Tab. 3.38 3.39).

3.5.2.2 B-Z€llen

CD19 st ein spezifischer B-Zellmarker. Der Anteil CD19-positiver Zellen war bei der Gruppe
Enzym (8%x7) signifikant erniedrigt gegeniber den Kontrollen, den prétherapeutischen
Werten und der Placebo-Gruppe. Ebenfalls signifikant erniedrigt im Vergleich zu den
Gruppen Kontrolle (11%+3) und Placebo (13%+5) war der B-Zellanteil bei Patienten der
Vitamin-A-Gruppe.

Fir B-Zdllen, die den IL-2-Rezeptor exprimieren (CD2/CD25"; hauptsichlich aktivierte B-
Zellen) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen gefunden
werden (Enzym (4%t5), Vitamin-A (4%=*2), Placebo (4%t2), préatherapeutisch (6%+9),
Kontrollen (3%+2)) (Tab. 3.38; 3.39).

3.5.2.3NK-Zéellen

Die natirlichen Killerzellen werden durch das Antigen CD56 charakterisiert. Der Anteil
CD56-positiver Zellen betrug bel den Kontrollen 24%+11 und unterschied sich nicht
signifikant von den prozentualen Anteillen bei préatherapeutischen Patienten (24%+10), der
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Enzym- (23%+£8), der Vitamin-A- (27%+8) und der Placebo-Gruppe (19%=8). Letztgenannter
Wert war signifikant erniedrigt gegentiber der Vitamin-A-Gruppe.

Die NK-LAK-Z€laktivitét erreichte bel allen Probanden ein dhnliches Niveau (ca. 64%+22),
es konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden (Tab. 3.38; 3.39).

3.5.2.4 Aktivierungs-bzw. ZdIreifungsparameter (CD45, CD45R0, HLA-DR)

CD45 ist ein ubiquitéres Protein, das auf allen Leukozytensubpopulationen zu finden ist. Der
Antell CD45-positiver PBL war bei Kontrollen (96%5) signifikant gesteigert gegentiber den
Gruppen pratherapeutisch (93%6), Vitamin-A (91%+7) und Placebo (92%+9). Fir die
Enzym-Gruppe (96%+2) konnten signifikante Erhéhungen im Vergleich zu Vitamin-A und
Placebo errechnet werden.

CD45R0 ist eine Isoform des CD45-Antigens und wird hauptséchlich auf B-, bzw. T-
Gedachtniszellen exprimiert. Der Anteil CD45R0-positiver Zellen war bei den Gruppen
Kontrolle (45%+10) und prétherapeutisch (47%+14) signifikant erniedrigt im Vergleich zu
den Gruppen Enzym (56%+11) und Vitamin-A (53%+7).

HLA-DR wird von aktivierten B-, bzw. T-Zellen exprimiert. Dieser Marker war bel dem
Kontrollkollektiv (16%+4) signifikant erniedrigt gegeniber den anderen Gruppen (Enzym
(27%+13), Vitamin-A (23%+10), Placebo (30%+10), pratherapeutisch (24%+12)) (Tab. 3.38;
3.39).
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Tabelle 3.38: Funktion, Rezeptorstatus und Verteilung der Lymphozytensubpopulationen bel Patienten und
Kontrollen unabhangig vom zeitlichen Verlauf.
Dargestellt sind Mittelwerte [%]+ Standardabweichung. n=Patienten-/Probandenzahl; M=Anzahl der Messungen

Gruppe CD2 CD3 CD4 CcD8 |cD4%/|cD2'/ |LAK- | cD19 | cD2/ | CD56 | NK-LAK | CD45 | CD45 [HLA-

CD8" | CD25" | Aktivi- CD25t Zell- RO DR

tat Aktivitat

Enzym 76+10 [ 67+10 [ 32+12 [40+10(3+2 (20+8|14+9|8+7 |4+5 23+8 [ 63+24 96+2 |56+11 |27 +13
n=8, M=41
Vit.-A 69+11 55412 (30411 (29411 (3+2 (17+7 |20£19|7+4 |4+2 27+ 8 |68 +22 91+7|53+7 | 23+10
n=5, M=18
Placebo |70+7 |58+10|27+7 |38+10(3+2 |19+7|1247 |13+£5(|4+2 19+8 (70119 [92+9|48+12|30+10
n=3, M=12
Pratherap | 70 £12 | 59+14 [33+13 [32+8 [3+4 |21+8|12+10|13+11|(6+9 24110 | 61+24 93+6 | 47414 | 24+12
n=25M=25
Kontrolle | 76 +7 |65+9 |38+11 |32+7 |2+2 |17+6 |16+11 |11+3|3+2 24+11 | 61 £23 96+5|45+10| 16+ 4
n=15,
M=126
Tabelle 3.39: Signifikanziberprifung.
**% = p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; T= Wert ist héher als in der Bezugsgruppe
(grau unterlegt) ; L= Wert ist niedriger; n=Patienten-/Probandenzahl; M=Anzahl der Messungen
Enzymvs. | CD2 | CD3 | CD4 | CD8 | CD4/ | CD2'/ |LAK- CD19 | cD2/ | CD56 | NK-LAK | CD45 | CD45 | HLA-
n=8, M=41 CD8" | CD25" | Aktivitat cD25" Aktivitat RO | DR
Vit.-A *¥R* [ *EX 1 ng | **Y s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ** ns. | ns
n=5, M=18 1 1 1 1
Placebo *x *** 1 ns | ns | ns n.s. n.s. * n.s n.s. n.s. ns. [ ns | ns
n=3, M=12 1 1 0
Préatherap * * ns. | *** | ns n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. * * n.s.
=BM=25 ) L | l ) L
Kontrolle ns. | ns *x B n.s. n.s. *hk n.s. n.s. n.s. n.s. | *** [ ***
n=15, M=126 0 1 1 0 l 1
Vit.-A vs. CD2 | CD3 | CD4 | CD8 | CD4"/ |CD27 |LAK- CD19 | CD2/ | CD56 | NK-LAK [ CD45 [ CD45 | HLA-
n=5, M=18 CD8" | CD25" | Aktivitat cD25t Aktivitat RO | DR
Placebo ns. | ns. | ns. * n.s. n.s. n.s. *k n.s. * n.s. n.s. | ns. *
n=3, M=12 0 l
Pratherap n.s. ns. | ns | ns n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ns. | *** | ns
n=25M=25 l
Kontrolle KRk ko * ns. | ns n.s. n.s. xHX n.s. n.s. n.s. R B Bl
n=15,M=126 | 1 Tl 7 T T4
Placebovs. | CD2 | cb3 | cD4 | cD8 | cD4'/ | cD2Y/ | LAK- CcD19 | cD2/ | cD56 | NK-LAK | CD45 | CD45 | HLA-
n=3, M=12 CD8" | CD25" | Aktivitat cD25* Aktivitat RO | DR
Pratherp ns. | ns.| ns. | ns | ns n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ns. | ns | ns
n=25M=25
Kontrolle *kx * *** | ns. | n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. | ***
n=15, M=126 T T T 0 1
Pratherpvs. | CD2 | cD3 | cD4 | cD8 | CD4"/ | CD2'/ |LAK- CcD19 | cD27 | cD56 | NK-LAK | CD45 | CD45 | HLA-
n=25M=25 CD8" [ CD25" | Aktivitat cD25" Aktivitat RO | DR
Kontrolle *kk * |p=007| ns | ** *k *x n.s. n.s. n.s. n.s. *% n.s. | ***
n=t5M=126 | 1 | 7 | T l l 0 0 l
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3.5.2.5 Relative Anteile der Leukozytensubpopulationen (PBL, PMNL, Monozyten) im
peripheren Blut

Anhand der FACSDaten konnte als zusétzlicher Parameter die relativen Anteile der
Leukozytensubpopul ationen, d.h. das Verhadltnis von PBL zu PMNL zu Monozyten berechnet
werden (PMNL+PBL+Monozyten=100%). Dieses Verfahren 183 jedoch keine Aussage Uber
die absoluten Zellzahlen zu.

Verglichen mit den Gruppen Enzym (18%t+12), Vitamin-A (16%+6) und préatherapeutisch
(15%=7) zeigte sich ein signifikant hoherer PBL-Anteil bei den Kontrollen (23%+7).

Der Anteil der Monozyten betrug bei allen Gruppen im Schnitt 8%+4, die PMNL-Quote hat
sich bei den Patienten dementsprechend erhoht (Tab. 3.40).

Tabelle 3.40: Verteilung der Leukozytensubpopulationen bei den Patientengruppen und dem Kontrollkollektiv.
In dem oberen Tabellenteil sind Mittelwert + Standardabweichung dargestelIt.

In dem unteren Tabellenteil ist die Signifikanziberprifung aufgefiihrt. n=Patienten-/Probandenzahl; M=Anzahl
der Messungen'?, **** = p<0,0001; *** = p<0,005; ** = p<0,01; * = p<0,05; n.s. = nicht signifikant; T= Wert
ist hoher alsin der Bezugsgruppe (grau unterlegt) ; L= Wert ist niedriger

Gruppe PBL [%] PMNL [%] Monozyten [%]
Kontrolle,n=15,M=118 | 23+ 7 70+7 7t4
Enzym, n=8, M=34 18+ 12 74+ 11 8+4
Vitamin-A, n=5, M=16 |16+ 6 76+ 7 8+3
Placebo, n=3, M=9 18+9 63+ 11 +
Pratherapeutisch, 15+7 78+ 12 +

n=25, M=25

Statistik

Kontrolle vs. PBL PMNL Monozyten
Enzym LN *x P n.s.
Vitamin A * | *x P n.s.
Placebo * | n.s. n.s.
Pratherapeutisch LEEEINS wxxk P n.s.

Enzym vs. PBL PMNL Monozyten
Vitamin A n.s. n.s. n.s.
Placebo n.s. * ] n.s.
Pratherapeutisch n.s. n.s. n.s.
Vitamin A vs. PBL PMNL Monozyten
Placebo n.s. * ] n.s.
Prétherapeutisch n.s. n.s. n.s.
Placebo vs. PBL PMNL Monozyten
Pratherapeutisch n.s. *x P n.s.

12 Abwei chungen gegeniiber Angaben in vorhergegangenen Tabellen sind auf fehlerhafte Disketten
zuriickzufihren, es war somit nicht immer méglich alle FACS-Messungen nachtréglich auszuwerten.
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3.5.3 Lymphozyten- und L eukozytensubpopulationen im zeitlichen Verlauf

Im folgenden wird die Entwicklung der Lymphozytensubpopulationen (B-, T-, NK-Zellen)
und der Leukozytensubpopulationen (PBL, PMNL, Monozyten) der Studienteilnehmer im
zeitlichen Verlauf betrachtet. Anzahl der Patienten bzw. Probanden pro Messpunkt sind in
Tabelle 3.41 aufgefihrt. Da die Patientenzahlen mit fortlaufender Studiendauer abnahm,
konnen nur die Daten von finf aufeinanderfolgenden Messpunkten (MP) zum Vergleich
herangezogen werden.

Tabelle 3.41: Patienten-/Probandenzahl pro Gruppe und Messpunkt.

Gruppe |Messpunkt1 |Messpunkt2 |Messpunkt3 | Messpunkt4 | Messpunkt 5
Enzym n=8 n=8 n=8 n=8 n=6
Vitamin-A | n=5 n=5 n=5 n=4 n=3

Placebo n=3 n=3 n=3 n=3 Keine Daten
Kontrolle |n=15 n=15 n=15 n=15 n=15

3.5.3.1 T-Lymphozyten (CD3")

Anhand des Markers CD3 wurde der T-Zellanteil im peripheren Blut der Studienteilnehmer
wahrend des Studienverlaufs ermittelt.

Dieses Antigen ist essentiell fur die Funktion des T-Zell-Rezeptors und wird von sémtlichen
T-Lymphozyten exprimiert. Das ebenfalls ubiquitér von T-Zellen synthetisierte CD2-Antigen
kann in einem gewissen Umfang auch von Naturlichen Killerzellen gebildet werden und ist
deshalb nicht als spezifischer T-Zellmarker geeignet.

Die Erhéhung des T-Zellanteils im peripheren Blut bei Patienten der Gruppe Enzym lief3 sich
auch im zeitlichen Verlauf nachweisen. Der CD3-Wert der Gruppe Enzym (64%=+10) lag zu
Studienbeginn Uber den Werten der Gruppen Vitamin-A (54%+15) und Placebo (52%+10). In
der Enzymgruppe stieg der Anteil CD3"-PBL von dem Ausgangswert (MP1) auf einen
Maximawert von 72%+5 an MP3. Dieser Wert war gegentber MP1 signifikant erhéht (Abb.
3.12a, 3.12b).

Im Vergleich zu den Gruppen Vitamin-A und Placebo ergab sich eine signifikante Zunahme
des T-Zellanteils bei der Enzymgruppe zu Messpunkt 3 (59%+6 bzw. 59%+8), gegeniber
Vitamin-A zudem auch zu den Messpunkten 4 (68%+t9 vs. 56%+9) und 5 (68%*6 vs.
45%+20). Gegenuber der Kontrollgruppe, deren Werte von 72%+8 an MP1 auf 61%+10 an
MP5 abnahmen, ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Abb 3.12.d).

Die CD3-Werte der Gruppen Vitamin-A und Placebo streuten von MP1 bis MP4 um
vergleichbare Mittelwerte, es ergaben sich weder signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen, noch absicherbare Anderungen gegeniiber den Ausgangswerten (Abb. 3.12¢).

An MP5 war bei den Vitamin-A-Patienten ein starkes Sinken des Anteil CD3-positiver PBL
zu verzeichnen (45%+20), dieser Abfall war gegeniiber den vorhergegangenen Messpunkten
statistisch nicht signifikant. Im Vergleich zu der Gruppe Kontrollen waren die CD3-Werte der
Vitamin-A-Gruppe an MP1, MP2 und MP5 signifikant erniedrigt, die der Placebo-Gruppe an
MP2 (Abb. 3.12d).

Bel den Kontrollen war ein kontinuierliches Absinken der CD3-Werte festzustellen, der
Abfall von 72%+7 an MP2 auf 61%+10 an MP5 war statistisch absicherbar (3.12d).
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Abbildung 3.12 a-d: Anteil CD3-positiver PBL [%] bei Kontrollen und Patienten unter Enzym-, Vitamin-A
oder Placebo-Medikation im zeitlichen Verlauf. Der zeitliche Abstand zwischen zwei Messpunkten betrug ca. 6
Wochen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung. Messpunkt (MP) 1 entspricht der Eingangs-
untersuchung. * = p<0,05 vs. Vergleichsgruppe; ** = p<0,01 vs. Vergleichsgruppe; # = p<0,05 vs. MP1 der
Gruppe
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Abb.3.12.a: Vergleich der CD3-Werte im zeitlichen Verlauf: Enzymvs. Vitamin-A.
Signifikante Erhthung der CD3-Werte der Gruppe Enzym gegentiber MP1 an MP3, gegeniiber Vitamin-A an
MP3, MP4, MP5.

80
75 T
o ——
.

60

55 / n=3 n=3 —&—Enzym

l/ J_ 1 —&— Placebo

50

45

CD3-positive PBL

40

35

30
1 2 3 4

Messpunkt (MP)

Abb.3.12.b: Vergleich der CD3-Werte im zeitlichen Verlauf: Enzym vs. Placebo.
Signifikante Erhéhung der CD3-Werte der Gruppe Enzym an M P3 gegentiber Placebo.
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Abb.3.12.c: Vergleich der CD3-Werteim zeitlichen Verlauf: Vitamin-A vs. Placebo.
Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen gefunden werden.
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Abb.3.12.d: Vergleich der CD3-Werteim zeitlichen Verlauf: Kontrolle vs. Enzym, Vitamin-A, Placebo.
Signifikant erhthte CD3-Werte der Kontrollen gegentiber Vitamin-A an MP1, MP2, MP3, gegenuber Placebo an

MP1.
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Tabelle 3.42; T-Zellparameter CD2, CD4, CD8, CD25 und LAK-Aktivitdt bei Patienten und Kontrollen im
zeitlichen Verlauf. Angaben: Anteil an Gesamtlymphozyten (Mittelwert [%]) + Standardabweichung; bei LAK-
Aktivitét: spez.Targetzellyse (Mittelwert [%]) + Standardabweichung; * = p<0,05 vs. Gruppe (1-4); # = p<0,05
vs. MP(1-5) aus gleicher Gruppe. Gruppen: Enzym=1; Vitamin-A=2; Placebo=3; Kontrolle=4

CD4" Messpunkt 1 Messpunkt 2 Messpunkt 3 | Messpunkt 4 Messpunkt 5
Enzym (1) 30+11;*vs. 4 | 3149;*vs. 4 38+13 32+11 31+11
Vitamin-A (2) 37+15 3249; * vs4 29+11 3248 29+17
Placebo (3) 31+4 31+4; * vs.4 28+6 28+3 Keine Daten
Kontrolle (4) |43+9 4749 42+8 3619; #vs. MP 2| 32+10; #vs. MP 1, 2, 3
cDS8" Messpunkt 1 Messpunkt 2 Messpunkt 3 | Messpunkt 4 Messpunkt 5
Enzym (1) 34+6 4149;* vs. 4 39+10 4148, * vs. 2 4019
Vitamin-A (2) 29+9 30+11 36+7 19+4; # vs. MP3 | 2246
Placebo (3) 3447 40+10 42+8 39+9 Keine Daten
Kontrolle (4) 31+6 2845; #vs.MP5 | 30+5 3548 35+6

CD2" Messpunkt 1 Messpunkt 2 Messpunkt 3 | Messpunkt 4 Messpunkt 5
Enzym (1) |70+9;*vs. 4 |7447,*vs. 4 | 79t5#vsMP1|78+5 75+9
Vitamin-A (2) 6818;* vs.4 | 73t5;*vs. 4 7513 6715 50+18; #vs. MP2, 3
Placebo (3) |71+6 7447 7414 7216 Keine Daten
Kontrolle (4) |81+4 80+5 77+5 7618 7419

CD2" CD25" |Messpunkt1 | Messpunkt 2 Messpunkt 3 | Messpunkt 4 Messpunkt 5
Enzym (1) 217 22+8; * vs. 4 22+8 2248; *vs. 4 1748
Vitamin-A (2) 23+10 15+6 1546 1745 1547
Placebo (3) 26+3;*vs. 4 | 23+6 1845 19+7 Keine Daten
Kontrolle (4) 1746 1545 1745 1345 1445
LAK-Aktivitat | Messpunkt 1 Messpunkt 2 Messpunkt 3 | Messpunkt 4 Messpunkt 5
Enzym (1) 1046 1349 13+10 1749 10+6
Vitamin-A (2) 23+13 26+13 1245 12412 9+4

Placebo (3) 22+20 15+3 11+4 742 Keine Daten
Kontrolle (4) 1346 1547 14+8 1449 1447

Im folgenden wird die Verteilung der T-Helfer-Zellen (CD4"), der zytotoxischen T-Zellen
(CD8"), des IL-2-Rezeptors (CD25"), des LFA2-Antigens (CD2) und die LAK-AKktivitét bei
Patienten und Probanden wahrend des Studienverlaufs néher betrachtet (Tab.3.42).

Bel Kontrollen war der Anteil CD4-positiver Lymphozyten zu jeder Untersuchung hoher als
bei den Patientengruppen, signifikant waren die Unterschiede an MP2 gegentiber dem
gesamten Patientenkollektiv (E: 31%%9; V-A: 32%+9; Plac: 31%*4), an MP1 gegeniiber der
Gruppe Enzym (30%=*11). Die Abnahme der CD4-Werte bei Kontrollen an MP5 (32%:+10)
war signifikant gegentiber MP1 (43%+9), MP2 (47%+9) und MP3 (42%+8).

Die CD8-Werte verhalten sich umgekehrt zu den CD4-Werten. Dieser Wert war bel den
Gruppen Enzym und Placebo durchgéngig gegeniber den Kontrollen erhoht, signifikant war
dies fur Enzym an MP2 (41%+9 vs. 28%t5). Die CD8-Werte der Vitamin-A-Gruppe waren an
MP4 (19%t4) signifikant erniedrigt gegentiber MP3 (36%%7) und dem MP4-Wert der
Enzymgruppe (41%+8).
Die CD2-Werte der Studienteilnehmer entwickelten sich dhnlich zu den zuvor besprochenen
CD3-Werten. In der Gruppe Enzym kam es zu einem signifikanten Anstieg des CD2-Wertes
von MP1 (70%+9) zu MP3 (79%+5), bei Vitamin-A konnte ein signifikanter Abfall von MP3
(75%=%3) zu MP5 (50%=*18) beobachtet werden (jewells p<0,05). Der Anteil CD2-positiver
PBL bei Kontrollen war an MP1 (Kon: 81%+4 vs. V-A: 68%+t8; E: 70+9) und MP2 (Kon:
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80%t5 vs. V-A: 73%5; E: 74+7) gegeniber Enzym und Vitamin-A signifikant erhoht
(jeweils p<0,05).

Der IL-2-Rezeptor (CD25) wurde verstarkt auf CD2-positiven Lymphozyten der
Patientengruppen exprimiert. Statistisch signifikant (alle p<0,05) war dies an MP1 (Plac:
26%+3 vs. Kon: 17%+6), MP2 (E: 22%+8 vs. Kon: 15%+5) und MP4 (E: 22%+8 vs. Kon:
13%+5).

Die LAK-Werte streuten bei den Patientengruppen breit um vergleichbare Mittelwerte. Die
Spanne der Messwerte war bel den Gruppen Vitamin-A und Placebo an MP1 gegeniiber den
Kontrollen stark erhdht aber nicht signifikant erhdht (Kon: 13%+6 vs. V-A: 23%+13; Plac:
22%+20).

3.5.3.2 B-Lymphozyten (CD19")

Die Kurvenverlaufe der CD19-Werte waren bel den Patientengruppen sehr &hnlich.
Ausgehend von einem hoheren Anfangswert (E: 11%+5; V-A: 13%+7; Plac: 10%+5) sanken
die CD19-Werte leicht ab und befanden sich bei alen Patienten auf einem vergleichbaren
Niveau. Sowohl innerhalb der Gruppen, as auch untereinander konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede gefunden werden.

Der CD19-Wert betrug bei Kontrollen zu Studienbeginn 8%=*3, die Werte an MP4 und MP5
(jeweils 11%+4) waren gegenuber MP1 signifikant erhéht. Die CD19-Werte der Kontrollen
waren an den Messpunkten 2 — 5 hoher as die entsprechenden Patientenwerte. An MP5
ergab sich ein signifikanter Unterschied zu der Gruppe Vitamin-A (Kon: 11%+4 vs. V-A:
5%+2; p<0,05) (Tab. 3.43).

Tabelle 3.43: B-Zellparameter CD19 bei Patienten und Kontrollen im zeitlichen Verlauf.
Angaben: Anteil an Gesamtlymphozyten (Mittelwert [%]) + Standardabweichung; * = p<0,05 vs. Gruppe (1-4);
# = p<0,05 vs. MP(1-5) aus gleicher Gruppe. Gruppen: Enzym=1; Vitamin-A=2; Placebo=3; Kontrolle=4

CD19+ Messpunkt 1 | Messpunkt 2 | Messpunkt 3 | Messpunkt 4 | Messpunkt 5

Enzym (1) |]1145 7+4 746 745 7£3

Vitamin-A (2) |13+7 8+4 7+4 5 54+2; * vs.4

Placebo (3) |10+5 8+7 1044 9+3 Keine Daten
Kontrolle (4) |8+3;#vs.MP4,5| 10+3 11+3 11+4 11+4,#vsMPL;* vs. 2

Die Antigene HLA-DR und CD45R0 koénnen sowohl von B-, als auch T-Zellen exprimiert
werden. HLA-DR ist auf aktivierten B- und T-Lymphozyten zu finden. CD45R0
charakterisiert B- und T-Gedéchtniszellen.

Im Rahmen der durchflul3zytometrischen Untersuchungen wurde der Anteil der Zellen
bestimmt, die fir HLA-DR bzw. CD45R0 positiv sind. Es konnte nicht zwischen B-, bzw. T-
Lymphozyten differenziert werden.

Die Anteile HLA-DR-positiver PBL waren bei den Patienten an allen Messpunkten gegentiber
den Kontrollen erhoht. Statistisch signifikant war dies an MP1 (E: 26%+12 vs. Kon: 14%+3;
p<0,05), MP2 (Plac: 31%9 vs. Kon: 13%t+3; p<0,05), MP3 (Plac: 33%+3, V-A: 29%+14 vs.
Kon: 15%+4; p<0,05), MP4 (Plac: 34%+3 vs. Kon: 16%+3; p<0,05) und MP5 (E: 30%+t11
vs. Kon: 14%t4; p<0,05). Zwischen den Patientengruppen konnten keine statistisch
absicherbaren Unterschiede gefunden werden. Tendenziell waren jedoch die HLA-DR-Werte
der Gruppe Vitamin-A gegeniiber Enzym und Placebo erniedrigt (Tab. 3.44).
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Der Anteil CD45R0-positiver PBL streute bei den Studienteilnehmern zwischen 40% und
60%, mit tendentiell héheren Werten bei den Patientengruppen. Bei Kontrollen stieg der
CD45R0-Mittelwert nicht Uber 50%, wéahrend bei den Patienten der Gruppen Vitamin-A und
Enzym die 50%-Marke nur zu Studienbeginn unterschritten wurde. An MP4 wiesen die
Patienten in der Gruppe Enzym (57%%11) einen signifikant erhohten CD45R0O-Wert
gegenuber dem Kontrollkollektiv (42%+11) auf (p<0,05) (Tab 3.44).

Tabelle 3.44: B- und T-Zellparameter HLA-DR und CD45R0 bei Patienten und Kontrollen im zeitlichen
Verlauf.

Angaben: Anteil an Gesamtlymphozyten (Mittelwert [%]) + Standardabweichung; * = p<0,05 vs. Gruppe (1-4);
# = p<0,05 vs. MP(1-5) aus gleicher Gruppe. Gruppen: Enzym=1; Vitamin-A=2; Placebo=3; Kontrolle=4

HLA-DR + |Messpunkt1 | Messpunkt2 | Messpunkt 3 Messpunkt | Messpunkt 5
4
Enzym (1) |26+12;*vs. 4 |23+8 18+9;#vs. MP5 | 23+10 30+11; *vs. 4
Vitamin-A (2) | 20+8 1746 29+14:# vs. MP5 | 2244 1844, # vs. MP3
Placebo (3) |26+11 3149; *vs. 4 | 3343; *vs. 4 34+3;*vs. 4 | Keine Daten
Kontrolle (4) |14+3 1343 15+4; *vs. 2 16+3 14+4
CD45R0 Messpunkt 1 | Messpunkt 2 | Messpunkt 3 Messpunkt | Messpunkt 5
4
Enzym (1) |48+14 57+11 58+11 57+11;*vs4 | 53+10
Vitamin-A (2) |49+9 5546 5343 5142 50+12
Placebo (3) |54+6 58+11 51+12 52+8 Keine Daten
Kontrolle (4) |45+12 46110 4519 42+11 4610

3.5.3.3 NaturlicheKillerzellen (CD56")

Die Messungen ergaben einen erhohten NK-Zellantell bei Patienten der Vitamin-A-Gruppe
gegeniiber den Patienten der anderen Gruppen bis zu MP4. An MP2 war der CD56-Wert
gegenuber den Kontrollen signifikant erhoht (V-A: 28%+4 vs. Kon: 17%+3; p<0,05), jedoch
nicht gegeniiber den anderen Patientengruppen. Die CD56-Werte der Gruppen Enzym und
Placebo verliefen anndhernd gleichférmig und streuten um einen Mittelwert von ca. 20%.

Fast paralel verlief die Entwicklung der CD56-Werte bel der Kontroll- und der Enzym-
Gruppe, von 20%=+8 (beide Gruppen) an MP1 bis 29%+4 (Kon) bzw. 28%+5 (E) an MP5. Der
CD56-Anstieg bei Kontrollen von 18%+3 (MP2) auf 29%+4 (MP5) war statistisch signifikant
(p<0,05) (Tab 3.45).

Tabelle 3.45: NK-Zellparameter CD56 bei Patienten und Kontrollen im zeitlichen Verlauf.
Angaben: Anteil an Gesamtlymphozyten (Mittelwert [%]) + Standardabweichung; * = p<0,05 vs. Gruppe (1-4);
# = p<0,05 vs. MP(1-5) aus gleicher Gruppe. Gruppen: Enzym=1; Vitamin-A=2; Placebo=3; Kontrolle=4

CD56+ Messpunkt 1 | Messpunkt 2 Messpunkt | Messpunkt 4 | Messpunkt 5

3
Enzym (1) |20+8 18+4 22+6 23+5 28+3
Vitamin-A (2) | 27+7 28+4 ; * vs. 4 28+4 27+5 2242
Placebo (3) |20+8 21+7 22+4 18+3 Keine Daten
Kontrolle (4) |20+8 1743; #vs. MP5 | 1943; *vs, 2 | 26+4 29+4 ; #vs. MP2
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Die lytische Aktivitéat der NK-LAK-Zellen unterlag bei alen Gruppen starken Schwankungen.
Es konnten keine statistisch absicherbaren Unterschiede gefunden werden. Die NK-LAK-
Werte der Gruppen Kontrollen, Enzym, Placebo streuten um eine mittlere Aktivité von ca.
60%. Die NK-LAK-Aktivitdt der Patienten der Vitamin-A-Gruppe lag durchschnittlich bei
70% (Tab.3.46).

Tabelle 3.46: NK-LAK-Aktivitéat bel Patienten und Kontrollen im zeitlichen Verlauf.
Angaben: spez.Targetzellyse (Mittelwert [%]) + Standardabweichung; Gruppen: Enzym=1; Vitamin-A=2;
Placebo=3; Kontrolle=4

NK-LAK-Aktivitat | Messpunkt 1 | Messpunkt 2 | Messpunkt 3 | Messpunkt 4 | Messpunkt 5
Enzym (1) 60+26 6330 59+30 58+23 63+17
Vitamin-A (2) 79+16 74+16 69+17 50+29 73+11
Placebo (3) 61+17 75+9 70+14 62+16 Keine Daten
Kontrolle (4) 67+16 64+19 58+20 51+22 63+19

3.5.3.4 PBL (CD45")

Im Studienverlauf konnte gezeigt werden, da3 der PBL-Anteil bei Kontrollen oftmals
signifikant erhdht war gegenuiber den Patienten (MP1: Kon vs. E, V-A, Plac, p<0,05; MP2,
MP3: Kon vs. E, V-A, p<0,05; MP5: Kon vs. V-A, p<0,05). Eine Erhthung des PBL-Anteils
von 12%+5 auf 19%+9 war bel der Gruppe Enzym von MPL1 bis MP4 zu finden. Der PBL-
Anteil betrug bei den Vitamin-A-Patienten durchschnittlich 12%, bei dem Placebokollektiv
schwankte dieser Wert zwischen 10%+4 (MP1) und 24%+5 (MP2); der Anstieg von MP1 zu
MP2 war statistisch signifikant (p<0,05) (Tab. 3.47).

Der Anteil CD45-positiver PBL stieg bei der Enzymgruppe signifikant von 92%+5 (MP1) auf
98%+1 (MP5). Damit lagen die CD45-Werte der Enzymgruppe ab MP3 auf dem gleichen
Niveau wie die entsprechenden Werte des Kontrollkollektivs. Der Anteil CD45-positive PBL
war in den Gruppen Vitamin-A- und Placebo verringert. Die CD45-Werte der Vitamin-A-
Gruppe waren im Vergleich zu den anderen Gruppen an MP4 signifikant erniedrigt, die der
Placebo-Patienten gegentber den Kontrollen an MP 3 (jewells p<0,05) (Tab. 3.47).

Tabelle 3.47: PBL-Anteil und CD45-positive PBL bei Patienten und Kontrollen im zeitlichen Verlauf.

PBL: Anteil an Gesamtleukozyten, Mittelwert [%)] + Standardabweichung; CD45+: Anteil CD45-positiver PBL,
Mittelwert [%] = Standardabweichung; * = p<0,05 vs. Gruppe (1-4); # = p<0,05 vs. MP (1-5) aus gleicher
Gruppe. Gruppen: Enzym=1; Vitamin-A=2; Placebo=3; Kontrolle=4

PBL Messpunkt 1 Messpunkt 2 Messpunkt 3 Messpunkt 4 | Messpunkt 5
Enzym (1) |1245;*vs. 4 16+7;* vs. 4 19+9; * vs. 4 19+13 1548
Vitamin-A (2) |11+3;*vs. 4 1243;*vs. 4,3 |1643;* vs. 4 11+5 11+4; * vs. 4
Placebo (3) |10+4;*vs. 4 2415 ;#vs. MP1 | 204 1743 Keine Daten
Kontrolle (4) |22+4;#vs. MP5 | 25+3; #vs. MP5 | 25+5;# vs. MP5 | 21+4 1943
CD45+ (PBL) | Messpunkt 1 Messpunkt 2 Messpunkt 3 Messpunkt 4 | Messpunkt 5
Enzym (1) |92+5:#vs. MP5 | 91+13 9613 97+2; * vs. 2 | 98+1
Vitamin-A (2) |92+4;* vs. 4 92+7 9315 91+2 89+10
Placebo (3) |90+10 88+7 8518; * vs. 4 97+1; * vs. 2 | Keine Daten
Kontrolle (4) |97+3 9743 96+4 96+2; * vs. 2 | 9613
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3.5.4 Begleitunter suchungen

Untersuchungen bezlglich des Allgemeinbefindens, Nebenwirkungen und der Compliance
ergaben folgendes:

Nebenwirkungen traten bel zwel Patienten des Vitamin-A-Kollektivs auf, 1 Patient muf3te
aufgrund verschlechterter Leberwerte aus der Studie ausgeschlossen werden, ein welterer
Patient wegen juckender Exantheme.

Uber zeitweilige Ubelkeit klagte ein Patient aus der Enzym-Gruppe. Ein Patient der Placebo-
Gruppe litt an erhdhten Leberwerten.

Die Patienten des Enzym-Kollektivs blieben frei von Begleiterkrankungen, in den beiden
anderen Gruppen trat jeweils ein Fal auf (chronische Bronchitis bel  Placebo,
Magengeschwir bel Vitamin-A)

Keine Unterschiede zwischen den Gruppen konnten bezlglich der Kriterien Mudigkeit,
Allgemeinbefinden, Haarausfall, Haut- und Gewichtsveranderungen festgestel It werden.

Die durchschnittliche Compliance lag in der Gruppe Enzym bei 71%, in der Gruppe Vitamin-
A bel 68% und in der Placebogruppe bei 65%.
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4. Diskussion

Ein Zid dieser Arbeit war es, den Einflul3 einer unterstiitzenden, systemischen Vitamin-A
oder Enzymtherapie auf das periphere, zelulare Immunsystem bei Patienten mit
Plattenepitheltumoren im  Kopf-/Halsbereich  mittels  Immunphénotypisierung  und
Funktionsanalyse zu untersuchen.

Im zweiten Teil sollte der Einflul3 der Medikationen auf die Funktion und den Phéanotyp
peripherer Leukozyten in vitro untersucht werden, um Erkenntnisse Uber Dosierungen,
Wirkdauer und Wirkmechanismen zu erlangen. Fur diese Untersuchungen wurden
durchfluf3zytometrische Methoden zur Bestimmung der NK-Zell-, NK-LAK-, CTL- und
LAK-AKktivitét, der ADCC, der Phagozytoserate und der O, -Bildung etabliert bzw. neu
entwickelt.

4.1 Methoden

Den im Verlauf meiner Labortétigkeit etablierten durchfluf3zytometrischen Leukozyten-
funktionstests ist gemeinsam, dal3 sie mit geringem Zeit- Proben- und Materialaufwand
simultan durchgefihrt werden kénnen. Von B-Zellen abgesehen, kdnnen Funktionen aller
Hauptleukozytenpopulationen bestimmt werden.

4.1.1 Funktionanalyse: Europiumreease-Assay vs. Dur chflulRzytometrie

Fur die klinische Studie wurden die zellytische Funktion von NK-LAK und LAK mit dem in
unserem Labor etablierten Europiumrelease-Assay getestet. Dieses nichtradioaktive
Testsystem ist hoch sensitiv und erreicht eine gute Reproduzierbarkeit (Volgmann et a,
1989). Dies gilt alerdings nur fir den gelibten Anwender, zudem ist eine standige
Kultivierung der Targetzellinien erforderlich.

Versuche, einen DurchfluRzytometer zur Bestimmung der NK-Zelaktivitét einzusetzen,
wurden seit den spaten achtziger Jahren unternommen. Der Nachwels defekter Targetzellen
wurde durch die Inkorporation von Propidiumjodid (Pl) erreicht. Die Unterscheidung
zwischen der Targetzell- und der Effektorzellpopulation beruhte nur auf Unterschieden in
Granularitdt und GroRe. Damit war die Methode limitiert auf die Verwendung von
Zellpopulationen, die sich stark in ihren optischen Eigenschaften unterschieden (Papa et al,
1988). Bel Versuchen in unserem Labor war es nicht mdglich anhand dieser Parameter
Effektorzellen von Targetzellen reproduzierbar zu unterscheiden.

Eine erfolgreiche Trennung beider Populationen gelang 1994 Hatam et al, die Targetzellen
mit dem lipophilen Membran-Fluoreszenzfarbstoff PKH26 anférben konnten (Hatam et al,
1994). Das von uns angewandte Testprinzip basiert auf der in dieser Arbeit vorgestellten
Methode.

Der von uns gewahlte Membranfarbstoff DiO, zur Gruppe der Carbocyanine gehérig, lagert
sich in den &uleren Lipidlayer der Zellmembran ein und kann dort lateral diffundieren und
sich Uber die gesamte Zellmembran verteilen, ohne jedoch die Zelle zu schadigen (Badley et
a, 1973; Honig und Hume, 1986). Unsere Versuche ergaben bel drei verschiedenen
Targetzellinien (K562, Raji, A431) ene gute Vertraglichkeit des Farbstoffs bel
Konzentrationen, die eine ausreichende Fluoreszenz sicherstellten. Bel  hoheren
Konzentrationen [ab 2,5% v/v] stieg der Anteil defekter Zellen stark an, was wahrscheinlich
weniger eine Folge des Farbstoffs war, sondern sich auf die Toxizitdt der Losungsmittel
Ethanol und DM SO zurtickfuhren lief3 (Tab. 3.1, 3.2)
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Eine Anfarbung der Effektorzellen durch eventuell freigesetzten Farbstoff aus defekten
Targetzellen wirde die Trennung der Target- und Effektorzellpopulation erschweren. Eine
Effektorzellfarbung durch zerstérte Targetzellen konnten wir auch dann nicht beobachten, als
wir stark geférbte Zellfragmente Uber 4h mit PBL inkubierten (Abb. 3.2).

Carbocyanine (z.B. DiOCig) wurden seit 1997 auch von anderen Gruppen fir die
Targetzellfarbung eingesetzt (Lotzerich und Hirt 1997; Lehmann et al, 1999).

Unsere Ergebnisse zeigen, dald der Europiumrelease-Assay und die durchfluf3zytometrische
Funktionsanalyse alternativ benutzt werden konnen. Bel paralel durchgefihrten
Untersuchungen mit PBL von 14 verschiedenen Spendern und den Targetzellen K562 bzw.
Raji korrelierten die durchfluzytometrisch ermittelten Werte gut mit den Ergebnissen des
Europiumrelease-Assays. Die Ergebnisse unterschieden sich nicht signifikant (Abb. 3.3, 3.4).
Der storungsanfélligste Schritt der klassischen Methode war die Permeabilisierung und
Beladung der Targetzellen mit dem Europiumkomplex. Der Anteil spontan lysierter
Targetzellen im Kontrollansatz war daher systembedingt deutlich hdher (<30%) als bel der
durchfluf3zytometrischen Methode (< 10%).

Die einfachere Durchfihrung bei guter Genauigkeit und Sensibilitét erlauben die
Untersuchung hoher Probenaufkommen mit vertretbaren Aufwand, dies macht gerade bel
grof3en Probenaufkommen den durchfluf3zytometrischen Ansatz zur Methode der Wahl.

Tabelle 4.1: Methodenvergleich: Durchfluf3zytometrische Bestimmung der lytischen Zellaktivitét vs. Europium-
release-Assay

Arbeitsschritt

FACS-Assay

Europiumr elease-Assay

Targetzellprépar ation:

2 Waschschritte, 30 min Inkubationszeit,
Zellen konnen auf Vorrat geféarbt und
eingefroren werden = Verkirzung der
Vorbereitungszeit auf 10 min.

6 Waschschritte, 30 min Inkuba-
tionszeit, kein einfrieren
préparierter Targetzellen mdglich,
Dauer: 120 min

Effektorzellpréparation:

1 Waschschritt, einstellen auf gewiinschte
E:T-Ratio;

2-fach-Ansatz (weniger PBL werden
benétigt) direkt in FACS-Probenrdhrchen.

1 Waschschritt, einstellen auf
gewtlnschte E: T-Ratio;
5-fach-Ansatz in 96-Well Mikro-
titerplatten.

Inkubationszeit:

4h

25h

M essung: Zugabe von Propidiumjodid, zentrifugieren,  abnehmen  des
Messung, pro Réhrchen ca. 30s. Uberstands, Zugabe der Enhance-
ment-Solution, Messung
Ergebnisse: Einfache Auswertung, Kontrolle der E:T- | langwierige Auswertung (abhéngig
Ratio méglich, vom Fluorometer), keine zusitz-
zusdtzliche  Messung  verschiedener | lichen Parameter.
Lymphozyten- und Targetzellparameter
(GroRRe, Granularitét, Vitalitét) in einem
Arbeitsgang. Sicherung der Daten auf
Disketten
Genauigkeit: Intra-Assay: +/- 2% Intra-Assay: +/- 5%

Inter-Assay: +/- 3%

Inter-Assay: +/- 5%

4.1.2 Dur chfluRzytometrische Bestimmung der NK -Z&ll abhangigen ADCC

Die ADCC durch NK-Zellen basiert auf der Bindung Uber den CD16-Rezeptor an 1gG-
markierter Ziele mit Beteilligung der Adhdsionsmolekile CD2 und CD18 und der
nachfolgenden Targetzellyse durch Perforine und Granzyme. Gemessen wurde die ADCC
bislang mit einer Abwandlung des radioaktiven >'Cr-Release-Assays (Wisecarver et al, 1985;
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Voltarelli et al, 1993) oder des nichtradioaktiven Europiumrelease-Assays (Cui und Bystryn,
1992), seltener mit der durchfluzytometrischen Messung der Effektor-Target-Konjugat-
bildung. Letztgenannte Methode kann jedoch nicht das Abttten der Targetzelle erfassen
(Shaw and Luge, 1988).

Der in dieser Arbeit verwandte ADCC-Test war eine eigene Welterentwicklung der
durchfluRzytometrischen Funktionsanalyse. Als Targetzellen wurden EGF-R-positive A431-
Zellen eingesetzt, die mit DiO gefarbt und mit humanisierten, monoklonalen I1gG1
(EMD72.000) gegen EGF-R markiert worden sind.

Die von uns ermittelte Antikdrperkonzentration von 1 pg/ml (Abb. 3.4) steht im Einklang mit
der Literatur, auch Sung et a (1996) opsonierten ihre Targetzellinien (PCI-1, -13, 50) mit
humanisierten Antikorpern in der Konzentration 1 pg/ml, die Effektor : Target-Inkubations-
zeit betrug jedoch 4h.

Die MeRwerte von Vuist et a (1993), ermittelt mit dem >'Cr-Release- ADCC-Assay, liegen in
der selben GrofRenordnung wie unsere Werte. Nach IL-2 Stimulierung der Effektorzellen
konnten Vuist et al einen Anstieg zerstorter Targetzellen um 70 % beobachten, bei dhnlichen
Versuchsbedingungen (E:T-Ratio, I1L-2-Konzentration) aber kirzerer Inkubationszeit (30 min
vs. 60 min) erreichten wir eine Steigerung der Targetzellyse von 51% (Tab. 3.4). Unterlagen
der Firma Merck unterstiitzen ebenfalls die Validitdt unseres Testsystems. Es wurden mit
EMD72.000 markierte A431-Zellen as Targetzellen in einem °'Cr-Release- ADCC-Assay
eingesetzt, der Anteil defekter Targetzellen betrug bei einer E:T-Ratio von 10:1 im Schnitt
30,4% (Inkubationszeit nicht dokumentiert) (Haunschild et a, 1995), bei unseren Versuchen
34,1% (Tab. 3.4).

Die deutlich verkirzte Target:Effektor-Inkubationszeit unserer Methode kann auf die
Préparation der Targetzellen zurtickgefuhrt werden. Wahrend die genannten Arbeitsgruppen
den Test entweder an adhérenten Kulturen (Sung et a, 1996) oder mit Suspensionzellinien
durchfthrten (Vuist et al, 1993), koénnte durch Trypsinierung und anschlieRender DiO-
Farbung die Membranstabilitdt der Targetzellen herabgesetzt worden sein. Dies konnte die
Zellen empfindlicher fir die Angriffe der Effektorzellen gemacht haben.

Dal3 trotz der Trypsinierung das EGF-R-Epitop fur die Opsonierung mit EMD72.000 erhalten
blieb, konnte durch eine FACS-Féarbung mittels muriner MAB425.000 und sekundéren-FITC-
konjugierten anti-Maus-Antikorpern nachgewiesen werden.

Neben NK-Zellen sind Monozyten zur ADCC beféahigt. PMNL sind ebenfalls in der Lage
uber CD16 an 1gG markierte Ziele binden und diese tber andere Effektormechanismen (z.B.
O, -Bildung) zu zerstéren. Monozyten wurden grofdtenteils im Verlauf der Lymphozyten-
isolierung durch Adhasion an das Kulturgeféld depletiert. PMNL trugen aus zweierlei
Grunden nicht oder nur wenig zur Targetzellyse bei:

1. Aufgrund ihrer héhere Dichte schwimmen PMNL nicht auf dem Ficollkissen auf, sondern
pelletieren zusammen mit Erythrozyten. Dadurch wird die PMNL-Population stark
abgereichert.

2. Eventuell verbliebene PMNL verlieren mit zunehmenden Alter ihre Funktionsféhigkeit,
nach 48h in Kultur sind sie komplett in die Apoptose eingetreten (Whyte et al, 1993). Bel
Versuchen mit frisch isolieten PMNL konnten wir unter Anwendung unseres
Testprotokolls nur eine geringe Lyse opsonierter Targetzellen durch PMNL messen (Abb.
3.5).

Diese durchfluf3zytometrische Methode erlaubt eine schnelle und reproduzierbare Messung
der ADCC, A431-Zellen kdnnen auf Vorat mit DiO geféarbt und bei —80° gelagert werden, die
Opsonierung mit EMD72.000-Antikérpern Ubersteht aber eine solche Lagerung nicht. Daher
mussen vor jedem Versuch die Targetzellen mit Antikorpern beladen werden.
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Die Methode ist moglicherweise geeignet, um spezifisch die NK-LAK-Aktivitdt ohne
vorherige Zellsortierung zu messen, da andere Lymphokin-aktivierte Killerzellpopulationen,
z.B. T-Zellen mit Phanotyp [CD56" CD16 CD3'] nicht zur ADCC befahigt sind (siehe 4.2).
Die Methode wurde auf der 13. Arbeitstagung “Anwendung der Durchfluf3zytometrie in der
Klinischen Zelldiagnostik” vorgestellt.

4.1.3 Bestimmung der Phagozytose am Dur chfluf3zytometer

Die Phagozytose opsonierter Partikel ist eine Effektorfunktion von PMNL und Monozyten.
Im allgemeinen wird sie durchfluf3zytometrisch anhand der Aufnahme fluoreszenzmarkierter,
opsonierter Partikel, z.B. Zymosan, Latexpartikel, oder Bakterien gemessen. Die
durchfluf3zytomerische Bestimmung hat den Vortell, dal3 sowohl die Anzahl phagozytierender
Zéellen, as auch die relative Menge der phagozytierten Partikel pro Zelle erfaldt werden
konnen. (Heinzelmann et al, 1999; Bassoe et al, 1983).

Fur die Etablierung des Tests, der auch mit Vollblut gute Ergebnisse liefert, diente der
Phagotest der Firma Orpegen Pharma (Heidelberg) als Vorlage. Statt mit FITC, markierten
wir die Bakterien (E.coli, K12) mit DiO. Dadurch erreichten wir eine etwas hohere
Fluoreszenz der Bakterien und somit eine leicht verbesserte Trennung zwischen den
Populationen der phagozytierenden und nicht phagozytierenden Leukozyten. Die
Opsonierung der Bakterien wurde analog zu Roos et a (1981) mit frischem gepoolten
Humanserum durchgefihrt.

Damit zwischen adhérierenden und phagozytierten Bakterien unterschieden werden kann,
mufldte die Fluoreszenz der adharenten Bakterien geldscht werden. Dies erreichten wir durch
die Zugabe einer Trypanblaul 6sung.

Die Vadliditd unseres Systems wurde in zwei unabhéngigen, mit beiden Testsystemen
simultan durchgefiihrten Versuchen unter den angegeben Versuchsbedingungen
(Inkubationszeiten Orpegen: 15 min; eigenes System: 12 min) Uberprift. Dabel konnten wir
nahezu identische Phagozytoseraten messen (Orpegen: 55%; eigenes System: 53 %). Das
entwickelte Testsystem wird mittlerweile auch von anderen Arbeitsgruppen erfolgreich
angewendet (Holzer et al, 2000; Matheis et a, 2001).

4.1.4 Dur chfluRzytometrische Bestimmung des oxidativen Bursts

Diese einfach durchzufihrende und zu etablierende Methode wurde von Rothe und Valet
entwickelt und ohne Anderungen in unserem Labor etabliert. Die durchflulRzytometrische
Methode hat im Vergleich zum Sauerstoffradikalnachweis durch Chemilumineszenz den
Vorteil, dal3 sie schneller und mit Vollblut durchgefihrt werden kann. Allerdings ist sie
weniger sensitiv und auf den Nachweis intrazellulér sezernierter Sauerstoffradikale limitiert
(Rothe und Valet, 1991; Rothe et a, 1994).

Phagozytosel eistung und oxidativer Burst sind eng miteinander verknipfte Funktionen. Beide
Funktionen eignen sich als klinische Parameter zur Beobachtung eines Krankheitsverlaufs
oder zur Beurteilung von Medikamenteneffekten. Erniedrigte Phagozytosel eistungen sind fir
bakterielle Haut- und Atemwegsinfektionen (Bassoe, 1984), bei Verbrennungen (Crogan,
1976) und AIDS (Dobmeyer et a, 1995), erniedrigter oxidativer Burst bei
Plattenepithelkarzinomen im HNO-Bereich (Kaffenberger et al, 1992) dokumentiert worden.



4. Diskussion

4.1.5 mmunphanotypisier ung

Um den Einfluf3 einer bestimmten Krankheit und/oder Therapie auf die zellularen Kompo-
nenten des Immunsystems zu untersuchen, ist die Durchflu3zytometrie die Methode der
Wahl. Durch fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikorper, neu entwickelter Farbstoffe
und apparativer Verbesserungen wird eine differenzierte Erhebung des Immunstatus
ermoglicht (Ubersicht in Herzenberg et al, 2000).

Die Lymphozytenphénotypisierung gibt keinen Aufschluf3 Gber die Funktion der Zellen, bzw.
der gemessenen Rezeptoren. Ebenso wenig kann durch eine Phanotypisierung aleine auf
Veranderungen in  Organsystemen geschlossen werden, daher sollte mit der
Immunphénotypisierung auch eine funktionelle Uberprifung der Leukozytenaktivitat
einhergehen (Donnerstag et a, 1994).

Ein systematisches Problem der Durchfluf3zytometrie ist, dal3 bei einer Messung nur relative
Anteile bestimmt werden konnen, die keinen Aufschluf? tber tatséchliche Zellzahlen in einer
Blutprobe geben. Abhilfe versprechen hier neuere Entwicklungen. Die Zugabe einer
bekannten Anzahl von Partikeln in eine Blutprobe ermdglicht es, von den Relativanteilen der
Leukozyten- und Partikelpopulationen auf die absoluten Zellzahlen in der Probe
zurlckzurechnen. Neben der Bestimmung der prozentuale Verteilung der Lymphozyten-
subpopulationen kann als zusétzlicher Parameter die relative Dichte eines Antigens auf den
Zellen bestimmt werden.

Die Bestimmung der Rezeptordichten im Verlauf der klinischen Studie war nicht verwertbar,
die Mel3werte vor dem Einbau des neuen Lasers waren nicht vergleichbar mit den Werten, die
nach dem Einbau gemessen wurden. Die Bestimmungen der prozentualen Verteilung der
Lymphozytensubpopul ationen blieben jedoch durch die Reparatur unbeeinflulit.

4.2 Einflul} der Medikationen auf Effektorfunktionen und Phanotyp von
L eukozyten in vitro

Das Hauptgewicht der Untersuchungen lag auf der Bestimmung des Einflul3 der
Testmedikationen auf die lytische Aktivitét verschiedener Lymphozytensubpopulationen.
Daher wird an dieser Stelle die Selektivitét der Testsysteme fur definierte Killerzell aktivitdten
diskutiert.

NK-Zellaktivitat:

e Um die lytische Aktivitdt von NK-Zellen zu messen, werden seit den siebziger Jahren
K562-Zellen as Targetzellen eingesetzt. Da sie keine MHC-1-Oberflachenexpression
zeigen, konnen sie effektiv von NK-Zellen zerstort werden (Ortaldo et al, 1977). Diese
Targetzellen werden jedoch nicht nur durch NK-Zellen [CD56" CD16°/. CD3] lysiert,
sondern auch in geringem Umfang durch T-Zellen mit NK-Zell-Eigenschaften [CD56"
CD16 CD3"], jedoch nicht durch CD56-negative T-Zellen [CD56° CD16 CD3']. Die
K562-Lyse durch native PBL wird nach Phillips und Lanier (1986) hauptsachlich von
NK-Zellen vorgetragen und in dieser Arbeit als NK-Zellaktivitat bezeichnet.

NK-LAK-AKtivitat:

e Durch Kultivierung von PBL mit IL-2 wird die Bildung mindestens zweier verschiedener
Populationen sogenannter lymphokin-aktivierter Killerzellen (LAK) angeregt. Die Zellen
der Hauptpopulation sind phanotypisch NK-Zellen (NK-LAK) und exprimieren kein CD3
[CD56" CD16°/. CD3]. Die Inhibierung der Iytischen Aktivitat durch MHC-I-Molekiile
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scheint herabgesetzt oder aufgehoben, dies ergaben Experimente von Phillips und Lanier
(1986). Nach Schmidt-Wolf et a (1996) wird die NK-LAK-Aktivitét, gemessen an der
spezifischen K562-Lyse, fast ausschliefdich von NK-Zellen vorgetragen. Diese Aktivitét
wird hier als NK-L AK-Aktivitét bezeichnet.

Nicht-MHC-restringierte T-Zellaktivitéat:

e CTL lysieren Targetzellen normalerweise nur, wenn ihnen im Kontext mit MHC-1 ein
passendes Antigen prasentiert wird. Dies wird a's MHC-Restrinktion bezeichnet (Cruse
und Lewis, 1999). Als nicht-MHC-restringierte T-Zellen bezeichnete Lanier et al (1986)
CD3/CD56-positive  PBL, die in vitro MHC-I-exprimierende, NK-Zell-resistente
Targetzellen (COLO) lysieren konnten. Weitere Untersuchungen ergaben, dald diese
Zéellen zusdtzlich CD8 exprimieren. Ca. 1-5% der PBL exprimieren diesen Phanotyp
(Schmidt-Wolf et a, 1993). Aus ihnen entstehen wahrscheinlich nach IL-2-Stimulierung
die sogenannten Zytokin-induzierten Killerzellen (CIK) (Lu und Negrin, 1994).

Die Lyse der NK-Zel resistenten Raji-Zellen durch unstimulierte PBL  wird
wahrscheinlich von nicht MHC-restringierten, CD3/CD8/CD56-positiven T-Zellen
vorgetragen und in dieser Arbeit als CTL-Aktivitat bezeichnet.

Nicht-MHC-restringierte LAK-AKktivitéat:

e Die zweite, kleinere Zellpopulation, die nach Kultivierung von PBL mit IL-2 entsteht,
besteht aus T-Zellen mit dem Phanotyp [CD3" CD8" CD56']. Diese Zellen werden als
Zytokin-induzierte Killerzellen (CIK) bezeichnet. Sie haben eine stérkere lytische
Kapazitét und eine hohere Proliferationsrate als NK-LAK (Schmidt-Wolf et al, 1996),
sind aber nicht zur ADCC befahigt (Ortaldo et al, 1991). Die Lyse von MHC-I-reichen
Targetzellen, wie z.B. COLO oder Raji durch IL-2 stimulierte PBL wird prédominant von
NK-Zellen ohne MHC-Restriktion/-Inhibition und zu einem geringeren Teil von CIK
vermittelt (Phillips und Lanier, 1986; Robertson und Ritz, 1990, Schmidt-Wolf et al,
1991; Schmidt-Wolf et al, 1993). Sie wird hier als L AK-Aktivitat bezeichnet.

4.2.1 EinfluRR von Enzymen auf L eukozyten in vitro

Die BeeinflufBung der Funktionen von NK-Zellen (Leskovar, 1989), Monozyten und PMNL
innerhalb einer Stunde nach Enzymzusatz ist von anderen untersucht worden (Leskovar,
1989; Zavadova et a, 1995). Daher konzentrierten wir uns auf die langfristigen Effekte bei
nur einer (3 Tage), einer téglichen (5 Tage) und einer zweiten Enzymgabe (2.Enzymgabe
nach 3 Tagen, Verlauf bis Tag 5) auf PBL. Da PMNL in Kultur sehr schnell atern und ihre
Funktionen einbuf3en (Whyte et al, 1993), konnten wir hier nur einen 24 h-Wert erheben.

In den Versuchen zur Enzymwirkung auf PBL in vitro konnte folgendes festgestellt werden:
Eine einfachen Enzymgabe fuhrte bei niedrigen Konzentrationen [40 pg/ml, 80 pg/ml] eher
zu einer Uber mehrere Tage nachweisbaren Aktivierung der NK- und NK-LAK-Funktion,
nicht jedoch der CTL- bzw. LAK-Aktivitédt. In der Folge hoher Enzymkonzentationen [160
pg/ml, 320 pg/ml] kam es zu einer Herabsetzung der NK- bzw. NK-LAK-Funktionen. War
die Abnahme bel 160 pug/ml nicht immer signifikant, so kam es bei 24 stiindiger Inkubation
mit einer Enzymkonzentration von 320 pg/ml zu einem deutlichen Abfall der Zellaktivitaten.
Die NK-LAK-Funktion war gegentiber hohen Enzymkonzentrationen unempfindlicher als die
NK-Funktion. CTL- und LAK-AKktivitdt wurden durch hohere Enzymkonzentrationen eher
stimuliert als inhibiert (Tab. 3.8, 3.9). Die ADCC durch NK-Zédllen liefd sich analog zu der
zytotoxischen NK-Aktivitét stimulieren (Maximale Stimulierung bei 80 pg Enzyme/ml, Tab.
3.27).
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Im Dreitagesverlauf zeigte sich, dal3 eine Funktionsaktivierung von nicht IL-2 stimulierten
PBL Uber mindestens 48h anhielt, nach 72h kam es zu einer leichten, nicht signifikanten
Abnahme der Aktivitat (Tab. 3.19, 3.23).

Tagliche Enzymgaben fuhrten mit steigender Konzentration zu einem friher eintretenden
Funktionsverlust der PBL. Hier war festzustellen, dal? mit einer Verdoppelung der
Enzymdosis der Ruckgang der Killerzellfunktionen jeweils 24h eher eintrat. Eine IL-2-
Vorstimulierung hielt die Funktion bel einer bestimmten Enzymkonzentration fir jeweils 24h
langer aufrecht.

Eine zweite Enzymzugabe 72 h nach dem initialen Enzymzusatz fuhrte bei [40 pg/ml] zu
einer Aufrechterhaltung, bei [80 pug/ml] zu einer weiteren Steigerung der NK-, CTL- und
LAK-Funktion. Die NK-LAK-AKktivitat konnte nicht weiter erhoht werden.

160 pg/ml fahrte nach der 2. Enzymgabe zum Verlust der NK- und CTL-Funktion, bei IL-2-
Vorstimulierung war die Aktivitdtsminderung weniger drastisch.

Als zusétzliche Kontrolle wurden parallel PBL mit der inaktivierten Enzymmischung [80
pug/ml] behandelt. Inaktivierung der Enzyme erfolgte nach Desser und Rehberger (1990)
durch 24 stindige Inkubation bel 37°C in DMEM+10% FCS und war, wie spéter die
Messungen der Enzymaktivitéten ergaben, nicht vollsténdig. Dies konnte den Aktivitétsabfall
gegenuber den Kontrollen bel einem taglichen Enzymzusatz erklaren.

Der Anstieg der LAK-AKktivitét bel einigen Kontrollansdtzen war wahrscheinlich auf eine
noch nicht abgeschlossene IL-2-Stimulierung der PBL zu Versuchsbeginn (=1.Enzymzugabe)
zurlckzufiihren. Die IL-2 Stimulierungsphase wurde auf 3 Tage begrenzt, damit in den
Parallelansétzen der mit der Kulturdauer einhergehende Funktionsverlust unstimulierter PBL
nicht zu weit voranschreitet. Der Funktionsverlust ist gut an der signifikanten Abnahme der
NK-Zelaktivitdt nach 96h stiindiger Versuchsdauer (=168h Kultivierung) nachzuvollziehen
(Tab. 3.10-3.18).

Hohe Enzymkonzentrationen fiuhrten zum signifikanten Funktionsverlust der PBL,
maoglicherweise wegen einer enzymatisch-vermittelten Rezeptordegradation. Um Hinweise
auf die Richtigkeit der Hypothese zu finden, inkubierten wir PBL mit der Enzymmischung
[640 pg/mi] und mal3en die Bindung von anti-CD-8-Antikdrpern auf den Zellen. Nach 24h
fanden wir keine Antikérperbindung, in den anschlief3enden Tagen konnte eine ansteigende
Antikorperbindung auf den enzymbehandelten PBL gemessen werden (3.3.7).

Ein Shedding, d.h. ein Abwerfen der CD8-Rezeptoren nach einem Reiz, ist in der Literatur
nicht beschrieben worden. Dies spricht dafir, dal3 hohe Enzymdosen Oberflachenrezeptoren
nachhaltig zerstéren kénnen und somit die Zelle funktionsunfahig wird, aber in der Lage ist,
neue Rezeptoren zu bilden.

Funktionsverlust trat bei zweifacher bzw. téglicher Applikation der Enzyme auf, wenn die
aufsummierte Enzymmenge mindestens einen Wert von ca. 200 pg/ml erreichte, d.h. bei 40
pug/ml taglich nach 5 Tagen, bel 80 pg/ml taglich nach 3 Tagen und bei 160 pug/ml téglich
nach 2 Tagen.

Wird eine bestimmte Dosis (<40 pg/ml) Uberschritten, so fuhrt die tagliche Enzymgabe
wahrscheinlich zu einer Akkumulation von Oberflachenschaden bis hin zur Funktions-
unfahigkeit. Denkbar wére auch, dal3 die protease-inhibierende Kapazitat des Serumanteils ab
bestimmten Konzentrationen erschopft war.

Eine Aktivierung mit IL-2 fuhrt zur vermehrten Expression von Rezeptoren fir verschiedene
Funktionen, z.B. Adhasion, und zu einer Erhohung des Zellstoffwechsels im Zuge der
gesteigerten Proliferationsrate (Janeway und Travers, 1995). Dies konnte erkléren, dal3 IL-2-
stimulierte Zellfunktionen jeweils einen Tag langer nachgewiesen werden konnten, da die
Zellen zum einen Uber mehr Rezeptoren verfigten und zum anderen aufgrund eines



4. Diskussion

aktivierten Stoffwechsels vielleicht eher zerstorte Rezeptoren neu bilden konnten, als
unstimulierte PBL.

Die O;-Bildung/PMNL und der Anteil O, -produzierender PMNL wurde durch 24h
Inkubation mit Enzymen [80 pg/ml] erhdht, ebenso der Anteil phagozytierender PMNL, nicht
jedoch die Zahl der aufgenommenen Bakterien. PMNL buf3en mit zunehmender Kulturdauer
ihre Funktionsfahigkeit ein, nach 48 h in Kultur sind sie nicht mehr funktionell und komplett
in die Apoptose eingetreten (Whyte et al, 1993). Der hohere Anteil funktionieller PMNL nach
enzymatischer Stimulierung konnte vielleicht auf eine Verzogerung der PMNL-Apoptose
zurickzufihren sein. Die Apoptose von PMNL, die nach 24h in Kultur schon weit
fortgeschritten ist, kann durch eine Vielzahl von Faktoren unterschiedlicher Herkunft in vitro
gebremst werden, z.B. bakteriellen Spaltprodukten (FMLP', LPS™), Komplementfaktoren
(Csa) (Lee et a, 1993), proinflammatorischen Zytokinen IL-6 (Biffl et al, 1996) und IL-8
(Kettritz et a, 1998).

Bel Monozyten konnte durch Enzyme keine Steigerung der Phagozytose und O, -Bildung
induziert werden. Diese Beobachtung steht nicht in direktem Widerspruch zu den Ergebnissen
von Leskovar (1989) und Zavadova et a (1995), die eine Aktivitétssteigerung in der ersten
Stunde nach Enzymzugabe fanden. Es kdnnte mdglich sein, dal3 in unseren Experimenten eine
Aktivierung stattfand, die Aktivitdt aber innerhalb der 24 h auf das Ausgangsniveau
zurlickgegangen ist (Tab. 3.28, 3.29)

Um zu prifen, ob die Hochregulierung funktionsassozierter Rezeptoren (CD16, CD18, CD54)
Voraussetzung fur die Funktionssteigerung nach milder enzymatischer Behandlung ist [80
pg/ml], wurde eine Immunphanotypisierung 24h nach Enzymzugabe durchgefhrt.

Fur PBL konnte keine Verdnderung der Expression von CD16, CD18 und CD54 gefunden
werden. Diese Ergebnisse gehen zum Teil konform mit denen einer anderen Arbeitsgruppe,
die ebenfalls keine numerische Hochregulierung von CD18 und CD54 auf PBL nach
enzymatischer Stimulierung finden konnten (Kleef und Bovbjerg, 1996).

Bel PMNL konnten wir eine signifikant erhéhte CD18- bzw. CD54- und eine signifikant
erniedrigte CD16-Rezeptordichte bestimmen (Tab. 3.30).

Das Abwerfen der CD16-Molekiile scheint im Widerspruch zu den gemessenen Phagozytose-
und O, Bildungsraten zu stehen, wird aber als Indiz fur eine zelluldre Aktivierung in vitro
gewertet (Thiel et al, 1997). Anscheinend wird ein mit der CD16-Suppression einhergehender
Funktionsverlust durch durch die vermehrte Expression von CD18 oder andere Fc-Rezeptoren
(CD32, CD64), die ebenfalls fur den Phagozytoseprozeld wichtig sind, kompensiert (Anderson
et a, 1990). Fur diese Hypothese sprechen die Untersuchungen von Wadell et a (1994), deren
Ergebnisse fur eine Unabhéngigkeit des oxidativen Bursts von der CD16-Verfugbarkeit
sprechen.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob durch eine proteolytische Spaltung von
Serumbestandteilen Faktoren freigesetzt oder aktiviert werden, die zu einer zeluléren
Aktivierung beitragen konnen (3.3.8). Hierzu wurden unstimulierte bzw. IL-2 stimulierte PBL
in DMEM bzw. in DMEM+FCS mit 100 pg/ml Enzymmischung 24h inkubiert. Die CTL-
Aktivitdten mit bzw. ohne FCS waren identisch, ebenso die LAK-AKktivitét mit bzw. ohne
FCS. In den Ansédtzen ohne FCS konnte durch die Enzymzugabe die LAK-AKktivitéat starker
gesteigert werden (von 14% auf 23%) alsin den Ansdtzen mit FCS (von 21% auf 24%).
Dieser Versuch ist nattrlich kein Beweis fur oder gegen die Richtigkeit der Hypothese, zeigt
aber, dal3 eine zellulare Aktivierung durch Proteasen sehr wohl ohne FCS-Zusatz induziert
werden kann.

3 EMLP=N-Formyl-Met-Leu-Phe
¥ | PS=Lipopolysaccharid
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Dies leitet Uber zu der Frage, welche Mechanismen die zelluldre Aktivierung durch Proteasen
vermitteln. In der Literatur gibt es Hinweise, dal3 die Stimulierung ein mehrstufiger Prozef3
sein konnte, der mit einer proteolytischen Rezeptoraktivierung gestartet wird und in der
Sezernierung proinflammatorischer Zytokine mindet, die ihrerseits zur weiteren Aktivierung
beitragen.

Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) bilden eine Familie von Rezeptoren, die viele
strukturelle Gemeinsamkeiten mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren aufweisen. PAR-
Rezeptoren teillen einen ungewdhnlichen Aktivierungsmechanismus, durch proteolytische
Spaltung an einer definierten Stelle wird ein, frei Ubersetzt, angebundener (, tethered”) Ligand
erzeugt. Der neue Aminoterminus bindet an den Rezeptor und aktiviert ihn, dies fuhrt Uber die
Bildung von Inosit-1,4,5-trisphosphat zu einer Mobilisierung von intrazellularem Kalzium
(Ubersicht in Macey, 1998). PAR-1 wird hauptsichlich durch Thrombin aktiviert, Trypsin
kann PAR-1 nur in hohen Konzentrationen [>4 x 10° M] aktivieren (Brass et al, 1992).
Trypsin, aber nicht Chymotrypsin aktiviert spezifisch PAR-2 (Mari et a, 1996), zur
Aktivierung gentigen Trypsinkonzentrationen im nanomolaren Bereich (Nystedt et al, 1994).
PAR-4 kann durch Thrombin und Trypsin aktiviert werden (Xu et al, 1998). Die Wirkung von
Papain auf PAR (1-4) ist bislang nicht untersucht worden. PAR-2 wird von T-Lymphozyten
(Mari et al, 1996) und PMNL exprimiert (Howells et a, 1997). Die Expression auf
Monozyten ist noch nicht genauer untersucht worden.

Eine Aktivierung des PAR-2 fihrt unter anderem zur Bildung von proinflammatorischen
Mediatoren wie z.B. Arachidonsdure, Prostaglandine (Dery et al, 1998), bei anderen Zelltypen
konnte Uber die gleiche Signaltransduktionskaskade die Synthese von IL-6 (Hou et al, 1998 a)
und IL-8 (Hou et al, 1998 b) induziert werden. Bel Leukozyten (Howell et al, 1997) und
Tumorzellen konnte eine Hochregulierung von Adhé&sionsmolekilen beobachtet werden
(Miyata et al, 2000).

Eine aktivierende Wirkung von Chymotrypsin auf Lymphozyten ist beschrieben worden, eine
erhdhte priméare Antwort auf Schaferythrozyten fanden Stein-Streilein und Hart (1980).
Andere Enzyme konnen ebenfalls Leukozyten aktivieren. Jaffray et al (2000) fanden, dal3 eine
dreistiindige Inkubation mit den Pankreasenzymen Carboxypeptidase A, Elastase oder Lipase
bei Makrophagen zur TNF-a-Bildung tUber Aktivierung von NF-xB fuhrt. Sie diskutieren, dal3
das Signal Uber spezifische, noch nicht nadher charakterisierte Oberflachenrezeptoren
ubermittelt wird.

Denkbar wéare auch, da3 mit proteolytischer Andauung der Oberflachenrezeptoren
Konformationsanderungen der Rezeptorstruktur einhergehen, die als Aktivierungssignal
interpretiert werden.

Die in unseren Versuchen wirksamen Enzymkonzentrationen (80-160pg/ml) lassen vermuten,
daR keine Aktivierung des PAR-1 stattgefunden hat (4 x 10° M Trypsin entspricht 432 pg/ml
Enzymmischung). In der Zellkultur konnte die Aktivierung Kazium-abhangiger Prozesse
Uber PAR-2/PAR-4 die rasche Aktivierung der Leukozytenfunktionen innerhalb einer Stunde
erklaren. Die langfristigen Aktivierungen, wie wir sie fanden, kénnte auf eine PAR-2/PAR-4
induzierte Synthese von proinflammatorischen Mediatoren zurlckzufiihren sein, die zur
weiteren Aktivierung der Zellen fihrte. Desser et a konnten eine Stimulierung der TNF-
Synthese (1990) und von TNF-o, IL-1B und IL-6 innerhalb von 24 Stunden nach
enzymatischer Stimulierung finden (Desser et a, 1994). Diese Zytokine haben eine
stimulatorische Wirkung auf verschiedene Leukozyten-Effektorfunktionen (Cruse und Lewis,
1999).

Die Versuche zeigten, dald viele Effektorfunktionen von Leukozyten durch eine
Polyenzympréparation in vitro stimuliert werden kdnnen, wenn bestimmte Konzentrationen
nicht tberschritten werden. Eine Funktionsaktivierung lief3 sich 24h — 48h nach Enzymzugabe
nachweisen. Wiederholte Stimulierung von PBL-Funktionen war méglich, wenn die
Enzymkonzentrationen unter einem Schwellenwert blieben.
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4.2.2 EinflulR von Retinol und Retinsiur e auf PBL in vitro

Wir untersuchten den Einflufd von Retinol (ROH) und all-trans-Retinsdure (RA) auf PBL in
vitro in dosis- und zeitabhangiger Weise. Die Untersuchungen ergaben, dal3 weder ROH noch
RA [jeweils 107-, 10°®-, 10 M] uber einen Beobachtungszeitraum von 72 h die lytische NK-
Zéll-, die NK-LAK-, die CTL- und LAK-Funktion signifikant verandern konnten. ROH [10°
®M] minderte nach 24 h die ADCC von NK-, bzw. NK-LAK-Zellen signifikant. Das
Losungsmittel DMSO, in alen Ansétzen in einer Endkonzentration von 0,1%o., dampfte im
Mittel, aber nicht signifikant, die Effektorzellaktivitaten. Der Einfluld von RA, bzw. ROH auf
den Phanotyp von PBL und Monozyten wurde an nicht IL-2 vorstimulierten Zellen
untersucht. Die Expression der Oberflachenmolekile CD25 und CD54 auf PBL wurde weder
durch RA noch durch ROH signifikant verandert. RA bewirkte eine Zunahme der CD25-
Dichte auf Monozyten, CD54 blieb gleich.

Die Effekte von Retinoiden, insbesondere RA, auf Funktion und Phanotyp Kultivierter
Lymphozyten werden in der Literatur kontrovers diskutiert.

Eine Aktivierung der NK-LAK- bzw. LAK-Funktionen konnte von Lin und Chu (1990) und
Fegan et a (1995) gefunden werden, alerdings nur bei niedrigeren RA-Konzentrationen [<
10°M]. Im Gegensatz zu unseren Experimenten wurde von Fegan et al Ethanol als
Losungsmittel benutzt und die Zellen 7 Tage mit RA inkubiert. Analog zu uns fand er ohne
simultane IL-2-Stimulation keine Steigerung der lytischen Aktivitét. Ich konnte nur bei RA
[10°M], jedoch nicht bei hoheren Konzentrationen, nach 48h eine leichte, aber nicht
signifikante Erhéhung der NK-LAK- und LAK-AKktivitét gegentber der unbehandelten und
der Losungsmittel-(DM SO)-Kontrolle feststellen (Tab. 3.38).

Die Erhdhung der LAK-, bzw. NK-LAK-Aktivitdt durch RA [107°-10® M] wird unter
anderem auf eine RA-induzierte, selektive Erhohung des IL-2-Rezeptors (IL-2R)
zurlckgefuhrt. Die vermehrte IL-2-Bindung fuhrt dann zu einer erhthten Aktivitét (Sidell et
al, 1993, Fegan et al, 1995). Bei T-Zellen, die IL-2R maximal exprimierten, fiihrte RA [10™°-
10® M] zu einer Steigerung der IL-2 [10 units/ml] induzierten Proliferation. Hier wurde
diskutiert, dal3d RA die Signaltransduktion tGber den IL-2R verbessert (Jiang et al, 1992).

Wir konten keine signifikante RA [10°M] induzierte Expressionsteigerung des IL-2R (o-
Kette=CD25) auf PBL feststellen (Tab. 3.34), der Grund konnte hier in der Préparation der
Lymphozyten zu suchen sein. In den Arbeiten von Sidell et a wurden PBL vor RA-Zugabe
14 Tage mit hochdosiertem IL-2 stimuliert (1993), oder T-Zell-Lymphomazellinien fir die
Versuche eingesetzt (1997).

Anders hingegen bei Monozyten, hier konnten wir ohne Vorstimulierung mit 1L-2 nach RA-
Zugabe [10° M] im zeitlichen Verlauf eine deutliche Erhéhung der IL-2R-o—Kette finden.
Aufgrund der geringen Fallzahl (n=3) konnten keine Signifikanzen errechnet werden (Tab.
3.34).

Fur eine Zunahme der zytotoxischen Aktivitét in vitro durch eine RA-abhangige Induktion
proinflammatorischer Mediatoren gibt es keine Hinweise. RA inhibiert die Synthese
bestimmter proinflammatorischer, stimulierender Zytokine wie z.B. IL-1fB, IL-6, IL-8 nach
Stimulierung mit LPS oder IL-1p (Gross et al, 1993).

Paralledl zu den Zytotoxizitétsassays untersuchten wir die Oberflachenexpression des
Adhasionmolekils CD54, das wichtig fir eine Interaktion mit Targetzellen ist. Hier fanden
wir weder auf PBL noch auf Monozyten eine Anderung der Rezeptordichte nach Zugabe von
al-trans-RA. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von Audjit et al (1995).

Unsere Ergebnisse werden unterstitzt durch die Arbeiten von Brown et a (1997) und Weber
et a, 1995). Brown konnte zeigen, dal3 die CD54-Genexpression wahrscheinlich tber den
Kernrezeptor RXR induziert wird, der wie in der Einleitung erwéhnt, hauptsachlich nur durch
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13-cis-RA aktiviert wird (Brown et a, 1997). Weber et a (1995) fanden eine Inhibierung der
IFN-y-induzierten CD54-Expression und der basalen CD54-Produktion durch all-trans-RA
bei Monozyten.

ROH zeigte unter den gewahlten Versuchsbedingungen keine aktivierende Wirkung auf die
untersuchten Funktionen bzw. Rezeptoren (Tab. 3.31-3.34). Dal} ROH aleine keinen
aktivierenden Einflul3 auf zellytische Funktionen hat, konnte von Allende et a (1997)
nachgewiesen werden. Sie untersuchten den Einflu von ROH [10°8-10°M] auf verschiedene
Leukozytensubpopulatinen und fanden, da ROH [10'M] nur unter Zuhilfenahme eines Ko-
Faktors (anti-CD3-1gG) nur auf PBL und PBMC immundefizienter Patienten stimulierend
wirkte. Diese speziellen Bedingungen waren bei meinen Experimenten nicht gegeben.

RA-Derivate kdnnen zwar Uber die grof3e Familie der RAR-, bzw. RXR-Kernrezeptoren eine
Vielzahl von Genen regulieren, fir ein komplexen Vorgang wie der zelluléren Aktivierung
sind aber wahrscheinlich auch Gene notwendig, die Uber andere Mechanismen gesteuert
werden. Die Transkription letztgenannter Gene konnte Uber Kofaktoren induziert werden, die
fur die Aktivierung bestimmter Funktionen unerlésslich zu sein scheinen.

Auch ist denkbar, dal3 erst die Kofaktoren die Expression von CRBP und CRABP, den
zelluléren Transportproteinen oder der RXR- und RAR-Kernrezeptoren anregen und somit
eine RA-Wirkung erleichtern.

Die Wirkungen der Retinoide auf Immunzellen beschrankt sich wahrscheinlich eher auf
Differenzierungsprozesse, einige der nach RA-Inkubation erworbenen Fahigkeiten und
Aktivierungen lassen sich wahrscheinlich auf Differenzierungsvorgange zurtckfihren (Gross
et a, 1993). Neuere Forschungen belegen die Relevanz von RA bei Zelldifferenzierungen, so
hangt die Entwicklung von Monozyten zu Dendritischen Zellen oder Makrophagen
entscheidend von RA ab. (Fritsche et a, 2000).
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4.3 Klinische Studiee EinfluR einer Enzymmischung und Retinol auf
Funktion und Phanotyp peripherer Lymphozyten bei Tumorpatienten in
vivo

Die prospektive Pilotstudie wurde in Zusammenarbeit mit der Klinik fur Hals-Nasen-Ohren-
Heillkunde in dem Zeitraum von Oktober 1994 bis Juni 1996 durchgefihrt.
Eingangsuntersuchungen erfolgten an 25 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen, in die
Studie aufgenommen wurden 18 Patienten; zur Auswertung gelangten 16 Patienten: 8 in der
Gruppe Enzym, 5 in der Gruppe Vitamin-A, 3 in der Gruppe Placebo. 15 gesunde Probanden
bildeten das Kontrollkollektiv.

Den Patienten wurde neben der konventionellen Therapie entweder Vitamin-A (Retinol-
palmitat, 150,000 IE/d), eine Polyenzympréparation (proteolytische Gesamtaktivitét 20,880
F.I.P.-E/d) oder Placebo verabreicht. In regelmaldigen Absténden (ca. 4-6 Wochen) wurde das
Allgemeinbefinden, Nebenwirkungen, Blutbild und Leberwerte protokolliert, die peripheren
Blutlymphozyten phanotypisiert und die NK-LAK-, bzw. LAK-Zell-Aktivitét gemessen.
Festzustellen war, da3 der Anteil CD3"-PBL postoperativ bei Patienten der Enzym-Gruppe
signifikant gegenlber den anderen Patientengruppen erhoht war und das Niveau der
Kontrollen erreichte.

Im Vergleich zu Kontrollen waren préatherapeutisch die Parameter CD4'/CD8", CD25,
CD45R0 und HLA-DR bei Patienten erhéht, der Anteil CD4-positiver Zellen und die LAK-
Aktivitét erniedrigt (Tab. 3.38, 3.39).

Die Ergebnisse der Medikamentenstudie sind aufgrund der geringen Fallzahlen vorsichtig zu
bewerten. Sowohl Tumorgréfe und Malignitdt, als auch ein chirurgischer Eingriff mit
anschlief3ender Radio- und/oder Chemotherapie haben Einfluld auf Verteilung und Zustand
einzelner Lymphozytensubpopulationen. Die geringe Patientenzahl erlaubte keine weitere
Aufteilung der Gruppen nach Tumorgrof3e, Tumormalignitét und Primétherapie. Da sich aber
die Patienten beziglich des Alters, der Schwere der Erkrankung und der Art der
Primértherapie relativ dhnlich waren, kdnnen einige Beobachtungen als Effekt der Medikation
gewertet werden.

Zur Einteilung der Krankheitsstadien bedient man sich der TNM*-Klassifikation (siehe
3.5.1), die Tumorbeurteilung ist dabel nicht unerheblich vom Betrachter abhangig.

Die Patienten hatten zu Studienbeginn im Mittel vergleichbare Tumorgréfen und
Lymphknotenbefall, Fernmetastasen lagen bel einem Patienten in der Enzymgruppe vor.
Wahrend des Studienverlaufs kam es zu einer leichten Erniedrigung der T- und N-Werte, dies
war auf die chirurgische Tumorresektion und die Wirkung der Primé&therapien zurtickzufihren
(Tab 3.36).

Die Eingangsuntersuchungen ergaben bei den Tumorpatienten eine statistisch signifikante
Erniedrigung der Leukozytenzahl und erhdhte, aber noch im Normbereich befindliche
Leberwerte (SGOT, SGTP, y-GT, AP). Die verdnderten Werte lassen sich wahrscheinlich in
den meisten Féllen eher auf den Lebenswandel (Risikofaktoren Alkohol und Nikotin),
Erndhrungssituation und das Alter der Patienten (56+8) zuriickfihren as auf tumorbedingte
Storungen (Herity et al, 1982).

Die Altersverteilung in den Patientengruppen war annahernd gleich (Tab. 2.3), die Probanden
des Kontrollkollektivs waren im Schnitt junger (Tab. 2.4).

> 7(0-4)=TumorgroRe, N(0-4)=Befall benachbarter Lymphknoten, M (0-4)=Fernmetastasen
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4.3.1 PBL -Subpopulationen und -Aktivitdten bei Patienten und Kontrollen

Wenn ein Wert sowohl bei zusammengelegten Daten, a's auch im zeitlichen Verlauf zu einem
Mef3punkt signifikant unterschiedlich zu den Vergleichsgruppen ist, konnte hierfir ein
Medikamenteneffekt die Ursache sein. Dies traf insbesondere auf T-Zellen-assoziierte
Parameter zu. In der folgenden Diskussion werden daher schwerpunktmaldig T-Lymphozyten
besprochen.

4.3.1.1T-Zellen

Die vom zeitlichen Verlauf unabhangige Auswertung der Daten ergab einen signifikanten
Anstieg des T-Lymphozytenanteils [CD3"] auf das Niveau der Normwerte (Kontroll€) in der
Gruppe Enzym im Vergleich zu den anderen Patientengruppen und den prétherapeutischen
Werten.

Der Anteil CD2-positiver Zellen war ebenfalls signifikant erhdht. Dieses Antigen wird von T-
Zellen und auch ca. 80% der NK-Zellen exprimiert, d.h. eine eindeutige Zuordnung zu T-
Zéellen ist in diesem Fall nicht moéglich. Die Erhdhung des T-Zellanteils kénnte auf einen
erhdhte Anteil CD8-positiver Lymphozyten zurtickzufiihren sein. Dieser Parameter war in der
Gruppe Enzym signifikant hther gegenuber Vitamin-A, pratherapeutisch und Kontrollen,
nicht signifikant erhéht im Vergleich zu Placebo (Tab. 3.38, 3.39).

Auch im zeitlichen Verlauf konnte der Gruppe Enzym eine Erhohung des CD3'-Anteils
gefunden werden. Ausgehend von prétherapeutischen Werten, die im Mittel hther waren als
bei Vitamin-A und Placebo, stieg der Anteil CD3-positiver PBL bis zu dem dritten
Untersuchungstermin signifikant auf einen Maximalwert an und stabilisierte sich auf hohem
Niveau. An den Mel3punkten 3 war der CD3-Wert signifikant erhdht gegentiber Vitamin-A
bzw. Placebo, an den Mefjpunkten 4 und 5 gegenuiber Vitamin-A (Abb. 3.12a-d). Die CD2-
Werte verhielten sich analog zu den CD3-Werten.

Eine signifikante Erhohung der CD-8-Werte der Gruppe Enzym zu einem bestimmten
Untersuchungszeitpunkt gegeniber den anderen Patientgruppen konnte nicht gefunden
werden (Tab.3.42).

Bel Betrachtung der préatherapeutischen Werte (CD2, CD3, CD4) ist festzustellen, dal3 diese
niedriger as die postoperativen- und die Normwerte waren (Abb. 3.12a-d, Tab.3.42). Schon
seit den frihen achtziger Jahren ist die Erniedrigung der absoluten und auch der
anteilsméfdigen T-Zellzahl bel Patienten mit HNO-Tumoren bekannt (Bier und Nicklisch,
1981). Die Erniedrigung héngt aber auch teilweise von den Lebensumstéanden der Patienten
ab, in der Literatur ist die Erniedrigung von T-Zellparametern im Zuge von Alkoholismus und
dadurch resultierender Mangelernahrung dokumentiert (Mufti et a, 1988). An dieser Stelle
maochte ich erwéahnen, dald dieses Argument leider auf einen Grofiteil der ausgewerteten
Patienten zutraf; gutgendhrten Alkoholikern ist alerdings kaum eine Immunsuppression
nachzuweisen (Ericsson et al, 1980). Ein T-Zellriickgang kann auch auf stref3bedingte
Cortisolauschittung beruhen (Jerrells et a, 1989).

Der Einfluf3 der chirurgischen Tumorresektion auf das Immunsystem, inbesondere auf die T-
Lymphozyten ist von Heimlich et a (1997) ausfuhrlich beschrieben worden. Demnach ist der
T-Zdlanteil im Blut entscheidend von der Operationsdauer, Blutverlust und eventuellen
Komplikationen gepragt. Die Verminderung der Gesamtleukozytenzahl und eine signifikante
Erniedrigung der T-Zellen korreliert mit der Operationsdauer. Bei komplikationsloser
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Operation normalisieren sich die Werte innerhalb eines Monats (Heimlich et al, 1997,
Hansbrough et al, 1984).

Bel der zweiten Untersuchung waren die T-Zell-Werte der Patientengruppen angestiegen, was
daraufhindeutet, dal3 die Patienten das Operationstrauma gut Uberstanden haben. Die
Krankenakten gaben keine Hinweise auf Stérungen im Operationsablauf und in der
Heilungsphase.

Immunparameter reagieren differenziert auf die Art der Tumortherapie. Alleinige Bestrahlung
fuhrt zu einem deutlichen Anstieg des Anteils CD8"-T-Zellen und dementsprechend zu einem
Riickgang des Anteils CD4"-T-Zellen bei Patienten mit HNO-Tumoren (Dammer et al, 1997).
Mit einer Chemotherapie wird im allgemeinen eine Supprimierung des Immunsystems in
Verbindung gebracht. Da bevorzugt Zellen mit hoher Tellungsrate abgetdtet werden, ist das
hdmatopoetische System besonders betroffen. Dennoch kann einige Zeit nach einer
Chemotherapie ein Anstieg der T-Zellen Uber den prétherapeutischen Status beobachtet
werden (Dammer et al, 1997).

In der Gruppe Enzym erhielten 5 von 8 Patienten eine kombinierte Chemo- und
Radiotherapie, einer eine Chemotherapie, in der Gruppe Vitamin-A erhielten 2 von 5 Patienten
eine kombinierte Chemo- und Radiotherapie und 2 von 3 Placebo-Patienten eine Chemo-
bzw. Radio-/Chemotherapie. Die Chemo-, bzw. Radiotherapien erfolgten im Anschluf? an die
Operation und sind bis auf Ausnahmen nicht in der Universitétsklinik durchgefihrt worden.
Wahrend eines Zeitraums von ca. 2 Monaten konnten keine Blutproben von den Patienten
erhalten werden. In der Zeit nach Therapieende hatte das Immunsystem der Patienten
Gelegenheit zur Erholung.

Aufgrund der Ahnlichkeit und relativ gleichformigen Verteilung der Standardtherapien
wurden die Ergebnisse der einzelnen Gruppen durch die Therapiefolgen wahrscheinlich in
etwagleich beeinfluft.

Diese Umstande und die Ergebnisse von Dammer et al konnten erkléren, dal? trotz massiver
Eingriffe der Anteil CD3-, (CD2-) und CD8-positiver PBL bei allen Patientengruppen
angestiegen, oder zumindest nicht weiter erniedrigt worden ist.

Trotz dhnlicher exogener Beeinflul3ungen ist einzig bei der Gruppe Enzym der Anteil CD3-
positiver Lymphozyten gegentiber den prétherapeutischen Werten und den anderen Gruppen
signifikant angestiegen. Das konnte als ein Effekt der Enzymtherapie gewertet werden.

Unterstiitzung findet dieser Gedanke in den Ergebnissen von Kim et a (1982) der nach
palliativer systemischer Polyenzymtherapie bei Magenkrebspatienten (n=165; 2 Gruppen)
signifikante Steigerung (5,4%) der relativen und absoluten T-Zellzahlen messen konnte.

Der Aktivierungszustand der PBL, gemessen an dem Anteil [CD2'/CD2 CD25']-PBL
(umfaldt B-, NK- und T-Zellen), war zu Studienbeginn bel allen Patientengruppen einheitlich
und teilweise signifikant gegentiber den Normwerten erhéht (Tab.3.38). Auch im zeitlichen
Verlauf war die IL-2-R-o-Expression gegenuber den Kontrollen erhdht. Zwischen den
einzelnen Patientengruppen konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden, im
Mittelwert war aber CD25 auf PBL bel der Gruppe Enzym am stérksten exprimiert
(Tab.3.42). Eine Hochregulierung des IL-2-Rezeptors auf PBL bei Tumorerkrankungen im
HNO-Bereich ist im Zusammenhang mit Tumorevidenz und Tumortherapie (Dammer et al,
1997) oder AlkoholmiRbrauch (Sacanella et al, 1998) beschrieben worden, in einigen Studien
konnte kein Anstieg der CD25-Werte beobachtet werden (Mantovani et a, 1994), beschrénkt
auf CD4"-T-Lymphozyten von Wolf et al (1989).

Ein anderer Oberflachenmarker, der mit einer Aktivierung des Immunsystems in Verbindung
gebracht wird, ist HLA-DR auf B- und T-Lymphozyten (Palacios et al, 1981). Fur die HLA-
DR-Expression gilt, was auch Uber die CD25-Expression bei Patienten und Kontrollen
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gefunden wurde: Signifikante Erhdhung gegeniber den Kontrollwerten, vergleichbare
Expression innerhalb der Patientengruppen. Es konnte kein Einflufd der Testmedikationen auf
die HLA-DR-Expression gefunden werden (Tab.3.38, 3.44).

4.3.1.2 B-Z€len (CD19")

Der Verlauf der B-Zellen, Abfal vom prétherapeutischen Wert und Stabilisierung auf einem
etwas niedrigeren Niveau as die Kontrollen, ist von Dammer et a (1997) und Papenhausen et
a (1979) beschrieben worden. Die Testmedikationen hatten keinen erkennbaren Einflul? auf
den prozentualen Anteil CD19-positiver PBL (Tab.3.43).

4.3.1.3NK-Zéellen (CD56")

Abgesehen von den Patienten der Vitamin-A-Gruppe zeigten sowohl Kontrollen as auch
Patienten der Gruppen Placebo und Enzym im Verlauf &hnliche CD56-Werte. Eine
Verminderung des Anteills und der Aktivitdt, wie sie oft in Zusammenhang mit
Tumorerkrankungen gesehen wird (Fujieda et al, 1990; Kessler et al, 1988), konnte ich nicht
messen (Tab.3.45, 3.46).

Der erhthte Anteil NK-Zellen in der Vitamin-A-Gruppe, signifikant vs. Kontrollen an
Untersuchungszeitpunkt 2, konnte vielleicht auf eine Vitamin-A-Wirkung zurtckgefthrt
werden. In der Literatur ist beschrieben, dal3 durch hochdosiertes Vitamin-A der Antell
CD56-positiver PBL bei Kindern mit HIV signifikant gesteigert werden konnte (Hussey et al,
1996).

Die NK-LAK-AKktivitét erreichte, bel grof3er Streuung innerhalb der Gruppen, bei allen
Studienteilnehmern vergleichbare Werte. Dies ist wahrscheinlich auf das Testsystem
zuriickzufiihren (siehe 4.3.2), denn in der Literatur ist eine erhthte NK-LAK-AKktivitat bei
HNO-Tumorpatienten beschrieben worden (Tatake et a, 1989).

Eine Steigerung der NK-LAK-AKktivitat durch die Enzymmischung, wie sie in den in vitro-
Untersuchungen gefunden wurde, konnte bei Patienten der Enzymgruppe nicht nachgewiesen
werden. Dies konnte mit der 5-t&gigen Kultivierung der Effektorzellen mit IL-2 erklart
werden. Wahrend dieser Zeit konnten samtliche Medikationseffekte auf die
Effektorfunktionen verlorengegangen sein. Eine andere mdgliche Erklarung wére eine zu
geringen Resorptionsrate der Enzyme, d.h. eine Enzymkonzentration, die zu einer merklichen
Aktivierung dieser Effektorzellfunktion fuhren wirde, ist nicht erreicht worden.

4.3.1.4 Lymphozytenanteil an Gesamtleukozyten

Ein Problem dieser Studie ist das Fehlen absoluter Zellzahlen. Die Verdnderung prozentual er
Antelle erlaubt keine Aussagen Uber die numerische Grél3e einer bestimmten Lymphozyten-
/Leukozytensubpopulation. Um diesen Nachteil abzumildern, wurde anhand der FACS-Daten
das Verhdltniss der Leukozytensubpopulationen PBL:PMNL:PBMC bestimmt. Mit dieser
Auswertung wurde die Aussage ermdglicht, ob die Leukozytenpopulationen gemeinsam
Veranderungen unterliegen (keine Anderung des PBL:PMNL:PBMC-Verhdtnisses) oder ob
eine bestimmte Population numerischen Veranderungen unterliegt. Es konnte gezeigt werden,
dai3 die PBL-Anteile der Gruppe Enzym, Vitamin-A und Placebo signifikant erniedrigt waren
gegenuber den Kontrollen. Auch im zeitlichen Verlauf ereichten die PBL-Anteile der
Patienten im Mittel nie die Werte der Kontrollen (Tab.3.41, 3.47).
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Dies kann beispielsweise fir Untersuchungszeitpunkt 2 bedeuten, dal3 trotz Erhéhung des T-
Zéellantell bel Patienten der Gruppe Enzym letztendlich die absoluten T-Zellzahl gegentber
den Patienten der Gruppe Placebo (mit einem hoheren PBL-Anteil) erniedrigt ist.

Ingesamt deuten diese Untersuchungen auf eine veringerte Lymphozytenbildung bei den
Patienten hin, diesist fir HNO-Tumoren beschrieben worden (Bier und Nicklisch, 1981).

4.3.1.5 SchluRbetrachtungen

Der Anstieg des Anteils CD3-positiver PBL in der Enzym-Gruppe ist moglicherweise eine
Folge der verabreichten Polyenzympraparation. Dies leitet Uber zu der Frage, wie eine
Enzymmedikation Uber einen langeren Einnahmezeitraum eine Steigerung des T-Zellantells
bewirken kénnte.

Die Maoglichkeit einer Aufnahme der Enzymmolekile im Darm wird indirekt von anderen
Arbeitsgruppen bestétigt. Die Resorption erfolgt demnach zytopemtisch tUber M-Zellen der
Peyerschen Plagques im Dunndarm. M-Zellen besitzen kaum Lysosomen, aufgenommene
Partikel bzw. Makromolekile (z.B. alkalische Phosphatase) werden nahezu unbeschéadigt
durchgereicht. In Tierversuchen konnte nachgewiesen werden, dal3 Uber diesen Mechanismus
effektiv sowohl Partikel als auch Makromolekiile das Darmepithel passieren kénnen. Diese
werden teillweise von Makrophagen aufgenommen und werden in benachbarten Lymphknoten
prasentiert. Nicht aufgenommene Makromol ekiile kénnen wahrscheinlich in die Lymphgefalie
oder die Blutbahn gelangen (Owen, 1999).

Die Aktivierung des Immunsystems verlauft wahrscheinlich auf unterschiedlichen Wegen.
Eine direkte zelluldre Aktivierung konnte tber PAR-2 und PAR-4 erfolgen. Dadurch konnte
die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine und Mediatoren induziert werden, die sich
wiederum fordernd auf die Bildungs- und/oder Proliferationsrate von T-Lymphozyten wirken.
Es konnte eine erhdhte Synthese der proinflammatorischer Zytokine TNF-o, IL-18, IL-6
durch IFN-y stimulierte PBMC nach oraler Verabreichung der Polyenzympréparation
gemessen werden (Desser et al, 1993).

Indirekte stimulatorische Wirkungen konnten aus den Wechselwirkungen mit Antiproteasen
erwachsen. Die Antiproteasen gehdren zu der Gruppe der Akute Phase Proteine.
Serinproteasen werden von den sogenannten Serpinen gehemmt, Cysteinproteinasen von
Cystatinen (Barret und Starkey, 1973; Barret und Salvesen, 1984). Die proteolytische
Serumaktivitét (PSA) resultiert aus dem Zusammenspiel von Proteasen, ihren Antagonisten
und dem o2-Makroglobulin. Durch die PSA werden Konzentrationen verschiedener
Plasmaproteine modifiziert oder abgebaut, wie z.B. die in hodheren Konzentrationen
immunsupprimierend wirkenden globuléren Peptide. Des weiteren werden durch die PSA
Zéelloberflachenmolekile modifiziert (Adams et a, 1989; Borth et al, 1994). Es konnte gezeigt
werden, dal? die PSA nach oraler Enzymzugabe erhoht ist (Maeder und Weigelt, 1972; Kleine
et al, 1996).

Der Einsatz von Vitamin-A in der Therapie von HNO-Tumoren erscheint durch seine
differenzierungsfordernde Wirkung eher sinnvoll in Hinblick auf die Behandlung von
epithelialen Tumoren im Frihstadium und eventuell in der Chemoprévention von Tumoren
des Aerodigestivtraktes zu sein (1.1.6.2). Eine klinische Studie zum Einflufd von Vitamin-A
auf prékanzerdse Leukoplakien mit dem von uns verwandten Vitamin-A-Préparat in bis zu
zehnfach hoherer Dosierung ergab komplette Remission der Leukoplakien in 65% der Félle,
eine partielle Remission in 26% der Fale (Issing et al, 1996). Ein ungel 6stes Problem ist die
Toxizitét des hochdosierten Retinols fur die Leber (Oren und Ilan, 1992; Geubel et al, 1991).

Retinol und Retinoide sind unerl&fdich fir die Hamatopoese (Go6ttgens und Green, 1995) und
Vitamin-A-Mangel erndhrung fuhrt zu Stérungen der Blutzellbildung. Die immunsuppressiven
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Effekte einer Vitamin-A-Mangelerndhrung kénnen jedoch durch eine ausreichende Vitamin-
A-Versorgung (Tagesbedarf) behoben werden (Semba et al, 1993). Die Literatur gibt keine
Hinweise, ob durch hochdosiertes Vitamin-A Immunfunktionen entscheidend verbessert
werden konnen.

4.3.2 Studiendur chfiihrung

Das Aufkommen geeigneter Patienten fiel erheblich geringer aus als veranschlagt, die
erwinschte Anzahl von 45 Studienteillnehmern konnte nicht erreicht werden.

Eine erstrebte Zusammenarbeit mit der stadtischen Klinik in Frankfurt/Hochst kam aufgrund
dortiger personeller Anderungen nicht zustande.

Die Durchfiihrung dieser Studie war mit wahrscheinlich unvermeidbaren Schwierigkeiten
behaftet. Von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich ist eine sehr homogene
Bevolkerungsgruppe von haufig alkoholkranken, mannlichen Patienten ab dem Alter von 50
Jahren betroffen. Diese Patienten sind schwierig zu fhren und beziglich der Einnahme der
Medikation und Wahrung der Untersuchungstermine nicht immer zuverlassig.

Bel malignen Erkrankungen im Kopf-Halsbereich und in Folge einer chirurgischen
Tumorresektion kommt es haufig zu Schluckbeschwerden, so dald Dragees nicht
eingenommen werden konnen. Eine Medikamentengabe Uber eine Magensonde entféllt, da
die Magensaure zu einer schnellen Denaturierung der Medikamente fuhren kann. Die
Verabreichungsform der Testmedikation sollte daher mehr den Bedurfnissen der Patienten
angepaldt werden.

Es hat sich sowohl fir die Arzte, als auch fur die Patienten vorteilhaft erwiesen, die
Studienteilnehmer an einem gesonderten Termin auferhalb der Ublichen Tumorsprechstunde
Zu untersuchen.

Fur die Funktionsanalyse (Lak und NK-LAK-Aktivitdt) wurden die PBL 56 Tage
prainkubiert. Wahrend dieses Zeitraums sind wahrscheinlich séamtliche Medikamenteneffekte
verlorengegangen. Hier wére zu Uberlegen, die Funktionsanalyse am Tag der Blutabnahme
durchzufhren.
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4.4 Zusammenfassung

Die doppelblinde Pilotstudie ,, Wirksamkeit und Vertraglichkeit einer Enzym- oder Vitamin-
A-Therapie bei Patienten mit Plattenepithelkarzinom im Kopf-/Halsbereich® wurde in
Zusammenarbeit mit der HNO-Klinik in dem Zeitraum von Oktober 1994 bis Juni 1996 mit
25 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen und 15 gesunden Kontrollpersonen durchgefihrt.
Den Patienten wurde neben der konventionellen Therapie entweder Vitamin-A
(Retinolpalmitat, 150,000 IE/d), die Enzympraparation (proteolytische Gesamtaktivitét 20,880
F.I.P.-E/d) oder Placebo zugeteilt.

In regelmalRigen Abstanden wurde das Allgemeinbefinden/ Nebenwirkungen protokolliert,
Blutbild und Leberwerte bestimmt, die peripheren Lymphozyten phanotypisiert und die NK-
LAK, bzw. LAK-Z€ll-Aktivitdt gemessen. Zur Auswertung gelangten 16 Patienten. Statistisch
signifikant war eine Erhdhung der CD2 und CD3-Werte der Enzym-Gruppe (41 Messungen)
gegenuber den Patienten der Gruppen Vitamin-A (18 Messungen), Placebo (12 Messungen)
und den Ausgangswerten der Patienten (25 Messungen). Auch im Verlauf konnte die
Erhthung der CD3-Werte bei der Enzymgruppe gegentiber den anderen Patientengruppen
bestétigt werden. Der Anteil der T-Zellen im peripheren Blut lag im Bereich der gesunden
Kontrollen.

Um die Wirkungen der Prifmedikationen auf Leukozyten (PBL, PMNL, Monozyten) in vitro
zu untersuchen, wurde ein Panel durchfluRzytometrischer Tests entwickelt, bzw. etabliert, die
die Messung der Funktionen NK-Zellaktivitat, LAK-Aktivitdt, ADCC, Phagozytose und
Sauerstoffradikal bildung ermdglichten bzw. vereinfachten.

Die untersuchte Enzympréparation enthielt Papain, Trypsin und Chymotrypsin im Verhdtnis
2,5:1:1. In vitro-Versuche ergaben eine dosisabhangige Stimulierung der NK-, NK-LAK,
CTL- bzw. LAK-Aktivitat und der ADCC durch NK-Zellen durch die Enzymprgparation. Es
war moglich, die Lymphozyten mehrfach zu stimulieren, eine Enzymdauergabe, bzw. hohe
Enzymdosen fihrten zu einem Aktivitétsrickgang. Die Enzymmischung verbesserte die
Phagozytose und den oxidativen Burst bei PMNL und erhdhte die CD18- und CD54- bzw.
erniedrigte die CD16-Expression auf PMNL.

Mit al-trans-Retinséure bzw. Retinol konnten die Lymphozytenaktivitéten in vitro mit den
gewahlten V ersuchsbedingungen kaum beeinflult werden, Anderungen konnten meist 48h bis
72h nach Zugabe beobachtet werden, die jedoch nicht signifikant waren. Beobachtungen zu
Vitamin-A-Wirkungen auf PMNL waren nicht moglich, da diese nur maximal 24h kultiviert
werden konnten.
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