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Einleitung

. Einleitung

Brustkrebs ist die bdsartige Entartung der Brustdrise von Mensch und Tier. Mit einer
Inzidenz von 75.000 Neuerkrankungen pro Jahr stellt das humane Mammakarzinom bei
Frauen die am haufigsten vorkommende Krebserkrankung dar. Trotz moderner
Therapieverfahren wie Chirurgie, Bestrahlung, Chemotherapie und auch weiterer
medikamenttdser Ansatze wie Antiéstrogene und Aromatasehemmer, gilt Brustkrebs mit
einer Mortalitatsrate von 18.000 pro Jahr nach wie vor als die haufigste Todesursache
bei Frauen im Alter von 35 bis 55 Jahren (Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019). Auch
im veterindrmedizinischen Bereich ist das Mammakarzinom eine haufig auftretende und
bdsartige Erkrankung. So ist auch das kanine Mammakarzinom die bei unkastrierten
Hundinnen am haufigsten vorkommende Neoplasie und macht innerhalb dieser
Populationsgruppe insgesamt 50%-70% aller vorkommenden Tumorarten aus (Brgnden
et al. 2010; Dorn et al. 1968; Merlo et al. 2008; Misdorp 2002; Moe 2001). Die
Therapieanséatze in der Veterindrmedizin sind jedoch vergleichsweise eingeschrankt und
beruhen, wie auch in der Humanmedizin, als Therapiestandard auf einen chirurgischen
Ansatz bei nicht metastasierten Mammakarzinomen (Stratmann et al. 2008). Zwar
wurden zahlreiche verschiedene Chemotherapeutika in vielzahligen experimentellen
Studien (Arenas et al. 2016; De Campos et al. 2018; Karayannopoulou et al. 2001,
Nunes et al. 2019; Ogilvie et al. 1991; Ogilvie et al. 1989; Poirier et al. 2004) erfolgreich
angewendet, dennoch fehlen weitere klinische Studien und weitere Uberzeugende
Resultate bevor eines oder mehrere dieser verschiedenen Therapieprotokolle
erfolgversprechend im klinischen Alltag eingesetzt werden kdnnen. Einen anderen
aussichtsreichen therapeutischen Ansatz in der Behandlung des humanen und
veterinarmedizinischen Mammakarzinoms bietet die komplementare Medizin, wobei sich
hier insbesondere die Europaische weilbeerige Mistel (Viscum album L.) als
Immunmodulator innerhalb der letzten Jahrzehnte etabliert hat. So gilt die Mistel, neben
den konventionellen onkologischen Therapieansatzen, als eine der wichtigsten und
starksten pflanzlichen Arzneimittel gegen Krebserkrankungen, als alternative und
unterstitzende Therapieoption (BlUssing 2000; Wilkens et al. 2016). Die onkologische
Grundlagenforschung konzentriert sich dabei vor allem auf den Nachweis einer
zytotoxischen und antitumoralen Wirkung. Neben den in Tier- und Kulturversuchen
feststellbaren zytotoxischen Effekt isolierter Mistellektine und Mistelextrakte, konnten
zudem immunstimulierende Wirkungen aufgezeigt werden (Dietrich et al. 1992; Salzer
1986). Jene immunstimulierende und immunmodulatorische Wirkung der Mistellektine
wird als klinisch relevanter Ansatz fur die Therapie von Tumorerkrankungen angesehen

und konnte bereits in zahlreichen humanmedizinischen Studien, sowohl in vitro als auch
1



Einleitung

in vivo, vielversprechende Ergebnisse erzielen (Marvibaigi et al. 2014; Pieme et al. 2012;
Zhao et al. 2012). So zeigt sich insbesondere fUr Brustkrebspatientinnen unter
Misteltherapie, neben der immunstimulierenden Wirkung, auch eine Reduzierung der
krankheits- und chemotherapiebedingten Nebenwirkungen, eine Steigerung der
Lebensqualitat, ein positiver Einfluss auf die Remissionsrate sowie Hinweise auf eine
mdgliche Verlangerung der Gesamtuberlebenszeit (Bussing et al. 2012; Ostermann et
al. 2012; Rostock et al. 2016; Weissenstein et al. 2016). Auch Biegel et al. (2017) und
Spadiut (2001) berichten in ihren Studien ebenfalls tber jene positiven Einfllisse bei der
Behandlung von kaninen Mammakarzinomen.

Dartber hinaus lassen sich die positiven Einflisse der Mistel auf eine weitere
schwerwiegende Krebserkrankung fir Mensch und Tier feststellen - das Pankreas-
karzinom. Mit ca. 18.000 Neuerkrankungen pro Jahr stellt das Pankreaskarzinom,
sowohl in Deutschland als auch in den USA, die vierthaufigste Tumorerkrankung mit
toédlichem Ausgang dar und ist weltweit insgesamt die zehnthaufigste bdsartige
Erkrankung (Oettle 2018; Robert-Koch-Institut 2017a). Unter allen Krebserkrankungen
weist das Pankreaskarzinom die niedrigste Uberlebensrate auf. Aufgrund der
ausgesprochen ungiinstigen Prognose sterben nahezu ebenso viele Personen wie
daran erkranken (Robert-Koch-Institut 2017a). Auch in der Veterinarmedizin geht die
Diagnose Pankreaskarzinom mit einer infausten Prognose einher (Fossum 2009;
Kessler 2013; Klopfleisch 2017b). Wie auch im Rahmen des Mammakarzinoms wurde
die Wirkung der Mistel auf das Pankreaskarzinom in verschiedenen Studien untersucht.
Dabei ist ebenfalls eine Steigerung der Lebensqualitat, eine Senkung von tumor- und
therapiebedingten Nebenwirkungen, ebenso wie eine teilweise deutliche Verlangerung
des Gesamtiiberlebens erkennbar (Axtner et al. 2016; Mansky et al. 2013; Schad et al.
2014; Troger et al. 2013, 2014). Zudem demonstrieren vielzéhlige humanmedizinische
Studien, sowohl in vitro als auch in vivo, einen Immunsystem verstarkenden Effekt der
Mistel, welcher die Tumorzerstérung beziehungsweise die Tumorreduzierung steigern
koénnte (Marvibaigi et al. 2014; Pieme et al. 2012; Zhao et al. 2012). Demnach stimuliert
die Mistel sowohl die zellulare als auch die humorale Immunantwort, induziert eine
Stabilisierung und Zunahme der Anzahl der direkt an der Tumorabwehr beteiligten
Zellen, steigert die Zytokininduktion, stimuliert die Phagozytenaktivitat und wird aufgrund
dessen, als sogenannter ,biological response modifier eingestuft (Gardin 2009; Kienle
et al. 2009; Kienle Kiene 2003; Kienle et al. 2010; Kuttan et al. 1993; Marvibaigi et al.
2014; Matthes et al. 2005; Son et al. 2010).

Jener immunstimulierende und zytotoxische/antitumorale Effekt der Mistel zeigt sich

neben Mamma- und Pankreaskarzinomzelllinien auch auf zahlreiche weitere Tumorzell-
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linien, weshalb die Misteltherapie einen vielversprechenden Ansatz als poten-
zielle adjuvante onkologische Therapiemdglichkeit bietet (Burger et al. 2001; Maier et al.
2002). Im deutschsprachigen Raum werden derzeit bei etwa 40%-50% der
humanmedizinischen Tumorpatienten komplementarmedizinische Krebstherapien
angewandt, wobei Viscum album L. das am meisten verwendete Mittel darstellt
(Schwabe et al. 2004). Auch in der Veterinarmedizin gewinnt Mistelextrakt als
postoperative oder alleinige Therapieoption zunehmend an Bedeutung (Biegel et al.
2017; Spadiut 2001). Trotz zahlreich vorliegenden vorklinischen und klinischen Studien
Uber die \vielfaltigen Effekte der Mistel, gilt sie nicht allgemeinglltig als
Onkotherapeutikum und ist weiterhin Gegenstand grol3er Skepsis, vor allem im Bereich
der konventionellen Medizin.

Zielsetzung dieser Arbeit soll es sein, jene immunstimulierende/immunmodulierende
Wirkung des Mistelpraparates Iscador® M auf die hier verwendeten Effektorzelllinien
und eine mdgliche zytotoxische/antitumorale Wirkung auf die Mammakarzinomzelllinie
MCF-7 und die Pankreaskarzinomzelllinie Pan-1, zu untersuchen. Dafir wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit in vitro Studien mittels Zytotoxizitatassay und
Mehrfarbendurchflusszytometrie durchgefihrt.
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. Literaturiibersicht

1. Mammatumoren des Menschen

1.1 Epidemiologie

Brustkrebs ist mit einer Inzidenz von ca. 75.000 Neuerkrankungen pro Jahr die bei
Frauen in westlichen Landern am haufigsten auftretende Krebserkrankung. Das
Erkrankungsrisiko von Frauen in Deutschland betragt somit ca. 9%-10%. Ab dem Alter
von 45 Jahren steigt das Erkrankungsrisiko stetig an, wobei das hdchste
Erkrankungsrisiko bei einem Alter von 45 bis 75 Jahren liegt, mit einem medianen
Erkrankungsalter von 63 Jahren. Brustkrebs stellt die haufigste Todesursache bei
Frauen im Alter von 35 bis 55 Jahren dar, mit einer Mortalitatsrate von ca. 18.000 pro
Jahr (Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019). Die Anzahl der Sterbefalle macht demnach
ca. ein Viertel aller Neuerkrankungen pro Jahr aus. Laut Robert-Koch-Institut (2017b)
sind fast 30% der betroffenen Frauen bei Diagnosestellung jinger als 55 Jahre, womit
das Mammakarzinom im Vergleich zu anderen Krebsarten auch haufiger in jungem Alter
auftritt. In dem Altersbereich bis zum 50. Lebensjahr betragt die Inzidenz ca. 18%, in der
Altersgruppe zwischen 50 und 69 Jahre ca. 45% und ab einem Alter von 70 bis tber 70
Jahre ca. 37%. Dabei zeigt sich innerhalb der letzten 20 Jahre fiir die genannten
Altersbereiche ein leichter Anstieg der Inzidenz, welche auch weiterhin, sowohl national
als auch international, steigen wird. Demgegentber steht die Mortalittsrate, die sich bei
den unter 50-Jahrigen um ein Drittel und bei den 50- bis 69-Jahrigen sogar um ein Viertel
reduziert hat. Ein mdglicher Grund, sowohl fur die steigende Inzidenzrate als auch fir
die sinkende Mortalitdtsrate, kann das zwischen 2005 bis 2009 eingeflihrte
Mammografie-Screening-Programm  sein.  Hierdurch  werden  zwar  mehr
Mammatumorerkrankungen festgestellt, aber dadurch auch vermehrt Tumore im
Frihstadium erkannt, sodass die meisten der betroffenen Frauen friihzeitig
entsprechend kurativ behandelt werden kénnen. Das mediane Lebenszeitrisiko von
Frauen in Deutschland betragt ca. 12,9% um wahrend des gesamten Lebens an
Brustkrebs zu erkranken. Somit ist jede 8. Frau in Deutschland betroffen.
Brustkrebserkrankungen bei M&nnern machen im Vergleich dazu nur ca. 1% aller
Brustkrebsfélle aus (Rhiem et al. 2015; Robert-Koch-Institut 2016a).

Als belegte Risikofaktoren fur eine Erkrankung zahlen: das weibliche Geschlecht,

eine frihzeitige erste Regelblutung (Menarche) beziehungsweise eine spate

letzte Regelblutung (Menopause), fortgeschrittenes Lebensalter, postmenopausale

Hormonersatzpraparate und bereits vorhandene Vorlauferlasionen.
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Andere Risikofaktoren sind eine familidare Mamma- oder Ovarialkarzinombelastung
sowie eine genetische Pradisposition wie sie bei ca. 5%-10% aller Frauen auftritt. Eine
entscheidende Rolle hierbei spielen vor allem Mutationen der Brustkrebsgene BRCAL
und BRCA2. Die Erkrankungswahrscheinlichkeit beim Vorliegen von Mutationen des
BRCAL- und des BRCA2-Genes betragt 50%-85% flur eine Mammakarzinomerkrankung
und 20%-40% fir eine Ovarialkarzinomerkrankung. Aber auch eine niedrige
Geburtenzahl, eine spate erste Schwangerschaft nhach dem 30. Lebensjahr und eine
kurze Laktationsdauer erhohen das Risiko, ebenso wie eine westliche Lebensweise mit
dazu gehorigem Alkoholkonsum, verstarkt auftretenden Ubergewicht bis hin zur
Adipositas und einen damit oft einhergehenden Bewegungsmangel. So zahlt vor allem
ein hoher BMI in der Menopause als risikoverstarkender Faktor. Hormonelle Ovulations-
hemmer haben dahingegen nur einen geringen Einfluss.

Umgekehrt bedeutet das, dass unter anderem frihe beziehungsweise mehrere
Geburten, eine langere Laktationsdauer, eine gesunde Lebensweise insbesondere
postmenopausal, sowie eine spate Menarche und eine frihe Menopause das
Erkrankungsrisiko senken (Eucker et al. 2018; Robert-Koch-Institut 2016a, 2017b;
Schem et al. 2019).

Histologisch betrachtet, haben maligne Tumore des Brustgewebes ihren Ursprung
Uberwiegend innerhalb des Drisengewebes. In ca. 55% der Félle befindet sich das
Mammakarzinom innerhalb des oberen &ulReren Quadranten, da dieser als axillarer
Auslaufer des Brustdriisengewebes das gréf3te Drisenvolumen ausmacht. Mit je etwa
10%-15% Betroffenheit folgen vor allem der innere obere und der aufiere untere
Quadrant, sowie das retromamilllare Gewebe, wobei der Mammillenbereich insgesamt
am seltensten betroffen ist. Aber auch innerhalb dystopem Gewebes, hier vor allem
zwischen dem Lobus axillaris der Brustdrise und der Axilla, finden sich
Mammakarzinome (Robert-Koch-Institut 2016a; Schem et al. 2019). Grundsatzlich
unterscheidet man anhand des invasiven Verhaltens des Mammakarzinoms zwischen
den nicht-invasiven und den invasiven Karzinomen. Zu den nicht-invasiven Karzinomen
zéhlen das duktale Carcinoma in situ (DCIS) und das seltenere, nur in den Lappchen
vorkommende Carcinoma lobulare in situ (CLIS). Das DCIS befindet sich nur innerhalb
der Brustdrisengange ohne Stromainvasion. Es macht ca. 10%-20% aller
mammografischen Befunde aus und gilt als Vorlaufer des invasiven Karzinoms (Schem
et al. 2019). So zeigt eine Studie von Sanders et al. (2005), dass ca. 39% aller DCIS
ohne Therapie innerhalb von 30 Jahren in ein invasives Karzinom tbergehen kénnen.
Im Gegensatz dazu handelt es sich bei dem CLIS um neoplastische
Epithelproliferationen, welche von den Drisenlappchen ausgehen und ca. 2%-5% aller

nicht-invasiven Karzinome reprasentieren (Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019). Das
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invasive duktale Karzinom, mit seinem Ursprung innerhalb der Milchgénge, macht
ca. 70%-80% aller Mammakarzinome aus. Das invasive lobulare Karzinom, mit seinem
Ursprung in den Driisenlappchen, ca. 10%-15%. Muzindse, tubulare, szirrése und
weitere Karzinome sind histologisch seltenere Typen und definieren die restlichen 5%
(Eucker et al. 2018). Insgesamt werden invasive Mammakarzinome in ca. 20 spezielle
Subtypen unterteilt, wobei das inflammatorische Karzinom als entzindliche
Brusterkrankung eine Sonderform darstellt (Schem et al. 2019). Dariiber hinaus wird das
Wachstum des invasiven Mammakarzinoms anhand der Verteilung der Tumorherde in
einen multizentrischen und in einen multifokalen Charakter unterteilt.

Invasive Karzinome zeigen zudem eine frihe Iymphogene und hamatogene
Fernmetastasierungsrate von bis zu 30%. Neben einer Lymphknotenmetastasierung,
metastasieren diese bevorzugt in das Skelettsystem, in die Lunge und in die Leber
(Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019).

1.2 Klinik

Fruhstadien wie das DCIS und das CLIS zeigen haufig keine klinischen Symptome. Bei
ca. 60% der betroffenen Frauen wird per eigenstandiger Abtastung ein Knoten entdeckt.
Grundsatzlich lasst sich klinisch meist ein derber, unregelmafig begrenzter Knoten
palpieren. Weitere klinische Symptome kdnnen beispielsweise eine Rétung der Brust
ohne/mit umschriebenem Tumor, Hauteinziehungen Uber einem tastbaren Knoten, ein
Odem, eine blutige Sekretion aus der Mamille, das Orangenhautphdnomen mit
Verdickung der Haut, eine einseitige Einziehung der Mamille, vergrof3erte axillare und/
oder supraklavikulare Lymphknoten, ein Lymphddem einer der oberen Extremitaten,
sowie Husten, Knochenschmerzen, Atemnot und Oberbauchschmerzen als Folge
bereits stattgefundener Fernmetastasierung sein. Zum Zeitpunkt der Diagnose sind bei
ca. 5%-8% der betroffenen Frauen bereits Fernmetastasen in Leber, Knochen oder
Lunge vorhanden. Fernmetastasen treten mit ca. 50%-85% insbesondere im
Skelettsystem auf. Andere typische Lokalisationen sind die Lunge und die Pleura mit
jeweils 60%, die Leber mit 40%-50% und mit 15%-20% das ZNS, die Haut und andere
Weichteilgewebe (Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019).
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1.3 Diagnostik

Fur eine genaue Diagnostik eines Mammakarzinoms stehen verschiedene
Diagnosemittel zur Verfigung. Hierzu gehoren in entsprechender diagnostischer
Reihenfolge die Inspektion, die Palpation, die Mammasonografie, die Mammografie, die
Magnetresonanztomografie (MRT), die Positronen-Emissions-Tomografie (PET), eine
Galaktografie, eine weiterfihrende immunhistologische Untersuchung, sowie eine
Stanzbiopsie, eine Vakuumbiopsie oder eine offene Biopsie zur Diagnostik unklarer
histologischer und abklarungsbedurftiger mammografischer und sonografischer
Befunde.

Mittels alleiniger Palpation ist eine Dignitatseinschatzung nicht mdglich, auch sind
Verédnderungen mittels Tastbefund erst ab einer Grdl3e von 1-2 cm ertastbar. Dennoch
ist die palpatorische und die inspektorische Beurteilung der Brust und die der
dazugehotrigen Lymphabflusssysteme Bestandteil der jahrlichen Klinischen
gynakologischen Untersuchung. Zur Abklarung von Tastbefunden, unklaren
mammografischen Verdichtungen und zur Diagnostik von Zysten, sowie zur
bildgebenden Steuerung von Punktions- und Biopsiemethoden, hat sich die Sonografie
als hilfreiches Hilfsmittel etabliert (Cordner et al. 2015; Schem et al. 2019). Eines der
zuverlassigsten Diagnosemittel stellt jedoch die Mammografie dar, wobei es sich um
eine rontgenologische Untersuchung der Brust in zwei Ebenen handelt. Sie dient dazu,
einen klinischen Verdacht zu bestétigen, aber auch als Mittel der Wahl zur Vorsorge und
Nachsorge. So haben alle Frauen im Alter zwischen 50 und 69 Jahren in Deutschland
das Recht, alle 2 Jahre im Rahmen der Brustkrebsfriiherkennung ein Mammografie-
Screening durchfiihren zu lassen (Robert-Koch-Institut 2016a). Als Nachteil erweist sich
jedoch eine schwierige Interpretation, vor allem bedingt durch die unterschiedlichen
Zyklusphasen einer Frau und bei dichtem Drusengewebe. Je nach Befund ist weiteres
diagnostisches Vorgehen notwendig. Ein bevorzugtes additives Diagnosemittel zur
Mammografie ist die MRT. Sie eignet sich vor allem bei dichtem Drisengewebe, fur eine
Differenzierung zwischen einer Narbe und einem Karzinom und zur Tumorsuche bei
unbekanntem Primartumor (Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019). Mittels PET ist
zudem eine gute Detektion von Lymphknoten- und Fernmetastasen mdglich.
Bei pathologischer Mamillensekretion ist zusatzlich das Verfahren der Galaktografie
indiziert. Um nach Diagnosestellung eine genaue Klassifizierung des vorliegenden
Mammakarzinom-Subtypen vornehmen zu kdnnen, dient die immunhistologische
Untersuchung. Mittels dieser kénnen mdogliche, von dem Mammatumor exprimierte
Rezeptoren, nachgewiesen werden. Je nach immunhistologischem Befund erfolgt die
anschlie3ende Klassifizierung des Tumorsubtypen anhand einer festgelegten Einteilung.

Dabei dient der Tumorsubtyp als wichtiger Prognosefaktor und ist mit ausschlaggebend
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fur die anschlieRende Therapie. Entsprechend der Ausprdgung der Entwicklung
tubularer Strukturen, der Kernpolymorphie und der Mitoserate des Tumors erfolgt eine
Grading-Einteilung in 3 Stufen und sieht wie folgt aus: G1 - gut differenziert, G2 - mittel
differenziert, G3 - schlecht differenziert. Auch das Grading fungiert dabei als wichtige
prognostische Untersuchung. Eine weitere wichtige und entscheidende Einteilung ist die
sogenannte TNM-Klassifikation, die es grundsatzlich fur alle Tumorerkrankungen gibt.
Hiernach wird der Tumor anhand seiner klinischen und pathologischen Gréf3e (T), dem
Befall von regionaren Lymphknoten (N) und dem Vorhandensein von Fernmetastasen
(M) in die Stadien I-IV eingeteilt und nltzt ebenfalls der Therapiewahl und als
Prognosefaktor (Eucker et al. 2018). Zur weiteren Abklarung von eventuell bereits
vorliegenden Fernmetastasen dienen als Standard-Staging-Untersuchungen das
Thoraxrontgen, die MRT, die Oberbauchsonografie, die CT und auch die
Skelettszintigrafie (Schem et al. 2019).

1.4 Therapie

Die Wahl der Therapie richtet sich nach dem Tumorsubtyp, der Invasivitat, dem Alter
und dem Menopausenstatus der jeweiligen Patientin, sowie nach einer moglicherweise
bereits vorliegenden Streuung des Tumors.

Die Standardtherapie beim Mammakarzinom ist seit Jahrzehnten der primére operative
Eingriff. Bei der chirurgischen Therapie entscheidet man zwischen brusterhaltender
Therapie (BET) und modifizierter radikaler Mastektomie (mrM), wobei die BET bei
ca. 60%-70% aller Patientinnen das Mittel der Wahl darstellt. Von einer mrM sind somit
ca. 20%-40% aller Mammakarzinom-Patientinnen betroffen. Fiur eine mogliche
zusatzliche operative Entfernung der Axilla ist eine pathologisch-histologische
Bestimmung des Nodalstatus notwendig. Besteht jedoch der Verdacht auf eine Invasion,
ist eine Lymphonodektomie in den meisten Fallen indiziert. Bei invasiven Tumoren der
Stadien I-1ll befinden sich ca. 90% der Tumore zum Zeitpunkt der Diagnose in einem
operablen Stadium. 5%-10% der Tumore sind dagegen bereits lokal fortgeschritten oder
haben ein metastasiertes Stadium erreicht. Mittels multimodaler Therapie, bestehend
aus OP, Strahlentherapie und medikamentoser Therapie, ist eine Senkung der
Rezidivrate von invasiven Karzinomen der Stadien I-11l auf unter 20% mdglich. Auch bei
einem nicht-invasiven DCIS ist das Mittel der Wahl die vollstandige chirurgische
Exstirpation aller betroffener Areale. Wichtig ist hierbei eine adaquate Resektion mit
einem tumorfreien Randsaum. Sollte eine adaquate Resektion nicht mdglich sein, ist die
lokale Therapie der Wahl die Mastektomie (Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019).

Ein weiterer Bestandteil der multimodalen Therapie des invasiven Mammakarzinoms ist

die Strahlentherapie. Die Strahlentherapie weist im Gegensatz zur Chemotherapie eine
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hohere Ansprechrate und eine geringe Toxizitdt auf. Jedoch kommt es im Zuge einer
primaren Strahlentherapie, im Vergleich zu einer postoperativen Strahlenanwendung, zu
verstarkten Komplikationsraten (Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019). Indiziert ist eine
Strahlentherapie immer nach einer BET, um mittels dieser das Lokalrezidivrisiko von
35% auf 19% zu senken und um die 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von
Risikopatientinnen um bis zu 10% und die 15-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit um
ca. 4% zu verbessern (Buchholz et al. 2002; Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019;
Whelan et al. 2000). Empfohlen wird eine Radiatio der Brustwand auch nach erfolgter
Mastektomie. Der Bestrahlungsbeginn liegt optimalerweise bei paralleler adjuvanter
Hormontherapie innerhalb von 4-8 Wochen nach der Primar-OP und im Falle einer
adjuvanten Chemotherapie, nach Abschluss dieser (Eucker et al. 2018; Schem et al.
2019).

Den dritten Bestandteil der multimodalen Therapie des Mammakarzinoms stellt die
medikamentdse Therapie dar. So hat sich als erfolgreiches Vorgehen bei operativem
Therapieansatz die praoperative (neoadjuvante) Chemotherapie, mit dem Ziel der
Minimierung der Tumorausdehnung, etabliert. Ein entscheidender Vorteil einer
Chemotherapie gegenlber einer Strahlentherapie besteht in ihrer systemischen
Wirkung, welche bei  fortgeschrittenen Mammakarzinom-Stadien auch
hdchstwahrscheinlich eine Mikrometastasierung mitbehandelt. Ziel der neo- und
adjuvanten Therapie ist somit die Vernichtung weder klinisch noch labortechnisch noch
bildgebend erfassbarer Fernmetastasierungen. Ein weiteres vordergrindiges Ziel der
neoadjuvanten Therapie ist inshesondere die Verkleinerung des entarteten Gewebes
und einer daraus resultierenden moglichen Resektion im gesunden Gewebe mit
anschlieendem mdoglichen primdren Wunderverschluss. Neoadjuvante Therapien
dienen gegenlber adjuvanten Therapien der Reduktion lokaler Tumormassen in der
Brust und der Axilla, ermdglichen somit eine BET oder mrM und eine friihzeitige
Ermittlung der Effektivitét des gewdahlten Therapieprotokolls. Die Méglichkeit einer BET
liegt mithilfe einer neoadjuvanten Chemotherapie bei ca. 75% (Bissing et al. 2007,
Eucker et al. 2018; Hortobagyi et al. 1988; Schem et al. 2019). Grundsatzlich handelt es
sich bei einer neoadjuvanten Therapie um eine praoperativ stattfindende systemische
Therapie. Im Gegensatz dazu erfolgt bei der adjuvanten Therapie eine postoperative
systemische Therapie. Beide Protokolle beinhalten jedoch die gleichen Medikamente
und Medikamentenkombinationen, sind in ihrer Effektivitat gleich und werden tber den
gleichen Zeitraum angewandt. Die Entscheidung fur eine systemische Therapie richtet
sich grundséatzlich nach zahlreichen Faktoren. Zu diesen Faktoren gehodren die
TumorgroRRe, das Alter der Frau, der Nodalstatus, das Grading, der Menopausenstatus,

der Hormonrezeptorstatus, der Proliferationsindex Ki67 und der Tumorsubtyp (Eucker et
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al. 2018; Schem et al. 2019). Eine (neo)adjuvante Polychemotherapie, welche auf
anthrazyklischen und taxanbasierten Medikamenten beruht, ist bei Patientinnen mit
endokrin sensitiven und zusatzlich prognostisch ungiinstigen Prognosefaktoren indiziert.
Bei Patientinnen mit einem niedrigen Risiko kann auch vollstandig auf eine adjuvante
Chemotherapie verzichtet werden. Eine adjuvante Hormontherapie ist jedoch obligat
(Schem et al. 2019). Typische Anthrazykline zur Therapie von Brustkrebs sind Epirubicin
und Doxorubicin (Moebus et al. 2010). Im Rahmen einer Polychemotherapie werden
diese in Kombination mit Cyclophosphamid und/oder Taxanen eingesetzt, wobei sich
Taxane insbesondere bei der Therapie von Patientinnen mit positivem Nodalstatus und
negativem Hormonrezeptorstatus bewahrt haben (Henderson et al. 2003).

Bei inoperablen oder inflammatorischen Mammakarzinomen ist grundséatzlich eine
primére Chemotherapie indiziert, um somit eine ausreichende lokale Tumorkontrolle zu
erreichen. Als Mittel der Wahl stehen Trastuzumab, Lapatinib, Pertuzumab und
Carboplatin zur Verfiigung. Dabei hat sich eine neoadjuvante Therapie vor allem bei dem
inflammatorischen Mammakarzinom, bei Triple-Negativitat und bei
HER2-Uberexpression des Tumors als Standardtherapie etabliert. Mittels neo- und
adjuvanter systemischer Therapie ist insgesamt eine absolute um 12%ige und eine
relative um 30%ige Senkung der 15-Jahre-Sterberate moglich (Eucker et al. 2018;
Schem et al. 2019). Entscheidend fir die endgiltige Auswahl der neoadjuvanten und/
oder adjuvanten Therapie ist letztendlich der Menopausenstatus der jeweiligen Patientin
und der Tumorsubtyp. Differenziert wird dabei zwischen den Subtypen Triple-negativ,
Hormonrezeptor (HR)-negativ und humaner epidermaler Wachstumsfaktor 2
(HER2)-positiv, HR-positiv und HER2-positiv sowie HR-positiv und HER2-negativ
(Eucker et al. 2018).

Triple-negativen Tumoren fehlen die Rezeptoren fir HER2, Ostrogen und Progesteron.
Die empfohlene Chemotherapie besteht aus anthrazyklischen und taxanbasierten
Medikamenten.

HR-negative und HER2-positive Tumore werden mit Chemotherapie und dem
monoklonalen Antikérper Trastuzumab therapiert. Ein hoheres T- oder N-Stadium
innerhalb dieses Tumorsubtypen indiziert eine simultane Therapie mit Anthrazyklinen,
Taxanen und Trastuzumab. Eine zuséatzliche Gabe von Pertuzumab ist eine weitere
Kombinationsma@glichkeit, erwies sich als effektiv und ist derzeit weiterhin Bestandteil
aktueller Studien.

HR-positive und HER2-positive Tumore sprechen am besten auf eine Chemotherapie
zusammen mit Trastuzumab und endokriner Therapie an. Entscheidend fur die Therapie

dieses Tumorsubtypen ist der Menopausenstatus der Patientin.
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Der Tumorsubtyp HR-positiv und HER2-negativ ist gekennzeichnet durch seine
endokrine Sensitivitat und indiziert somit eine adjuvante endokrine Therapie, welche sich
ebenfalls nach dem Menopausenstatus der Patientin richtet. Befindet sich die Patientin
in der Pramenopause wird bei geringem Ruckfallrisiko Tamoxifen verabreicht (Eucker et
al. 2018; Schem et al. 2019). Bei erhéhtem Ruckfallrisiko wird entweder Tamoxifen oder
eine Kombinationstherapie bestehend aus Ovarialsuppression mit oder ohne Tamoxifen,
oder aber auch eine Therapie bestehend aus Ovarialsuppression und
Aromatasehemmer verabreicht. Bei postmenopausalen Patientinnen werden zur
antihormonellen Therapie bei geringem Ruckfallrisiko Tamoxifen und bei héherem
Ruckfallrisiko Tamoxifen und Aromatasehemmer eingesetzt (Eucker et al. 2018).
Treten Metastasen auf ist in der Regel eine Heilung nicht mehr moéglich. Ziel der Therapie
ist dann vorrangig die korperliche und psychische Stabilisierung der Patientin mit
Minderung tumorbedingter Schmerzen. Grundsétzlich ist die Wahl der Therapie bei
Fernmetastasen die systemische Therapie. Je nach Tumorsubtyp und je nach
Remissionsdruck erfolgt die Wahl der medikamentdsen Therapie. Medikamente, die fur
eine palliative Therapie grundsétzlich in Frage kommen, sind Zytostatika, antihormonelle
Medikamente, Anti-HER2-Substanzen, Angiogenese-Inhibitoren und
immuntherapeutische Verfahren.

Indikationen flr eine operative oder radiotherapeutische Therapie ergeben sich nur fur
spezielle Falle. So ist eine palliative Strahlentherapie beispielsweise indiziert bei
Weichteilmetastasen mit anderweitig nicht kontrollierbarer Kompressions- und
Verdrangungssymptomatik.  Mittels lokaler Bestrahlungstherapie oder auch
einer Brachytherapie kann eine Schmerzlinderung, ebenso wie eine funktionelle
Verbesserung, erzielt werden.

Ein palliatives operatives Vorgehen dient der Wiederherstellung und/oder dem Erhalt
von Stabilitat und Funktion, zur Aufrechterhaltung einer gewissen Lebensqualitat sowie
zur Schmerzbehandlung. Die Exstirpation des Primarius bei eingetretener
Fernmetastasierung, um akut drohenden Komplikationen wie Infektionen, Perforationen
und Blutungen rechtzeitig vorzubeugen, zahlt dabei als eine der hochsten
Operationsindikationen (Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019).

Neben den drei konventionellen Therapieanséatzen der Chirurgie, der Strahlentherapie
und der Chemotherapie zur Behandlung von Mammakarzinomen, etablieren sich auch
immer mehr Therapieansédtze aus der Komplementdrmedizin. Eine der
aussichtsreichsten Ansatze stellt dabei die Misteltherapie als adjuvante
Therapiemdglichkeit dar. Im deutschsprachigen Raum werden derzeit bereits bei etwa
40%-50% der humanmedizinischen Tumorpatienten komplementéarmedizinische

Krebstherapien angewandt. Viscum album, das Extrakt der Europaischen weil3beerigen
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Mistel, stellt hierbei das am meisten verwendete Mittel dar (Schwabe et al. 2004).
Zahlreiche Studien Uber den Einsatz von Mistelextrakten bei der Behandlung humaner
Mammakarzinome zeigen unter anderem positive Ergebnisse hinsichtlich guter
Vertraglichkeit (Beuth et al. 2008; KienleBerrino et al. 2003; Kienle et al. 2007; Melzer et
al. 2009; Rostock et al. 2016). Andere klinische Studien prasentieren zudem eine
Steigerung der gesundheitshezogenen Lebensqualitat, einen positiven Einfluss auf die
Remissionsrate sowie eine Reduzierung krankheits- und therapiebedingter
Nebenwirkungen (Beuth et al. 2008; Bock et al. 2004; Blissing et al. 2008; Eisenbraun
et al. 2011; Piao et al. 2004; Semiglazov et al. 2006; Troger et al. 2009; Troger et al.
2012; Weissenstein et al. 2016). Zudem berichten weitere Studien auch Uber eine
Tumorregression unter Misteltherapie, wie auch Uber Hinweise darauf, dass
Mistelextrakt die Gesamtiiberlebensrate verlangern kann (Beuth et al. 2006; Grossarth-
Maticek et al. 2001; Ostermann et al. 2009; Werner et al. 2011). Somit konnte die
Misteltherapie durchaus eine potenziell gut vertragliche, Lebensqualitat steigernde und
Remission senkende, adjuvante Therapiemoglichkeit in der Behandlung von

Mammakarzinomen darstellen.

1.5 Prognose

Die Prognose der jeweiligen Patientin ist abhéngig von zahlreichen verschiedenen
Faktoren und ist somit nur sehr ungenau zu stellen. Entsprechend dazu sind auch
Aussagen zur Wahrscheinlichkeit von Metastasen und Rezidiven nur schwer zu treffen.
Laut Robert-Koch-Institut (2016a) betragt die derzeitige relative 5-Jahres-Uberlebens-
rate bei Frauen 88% und bei Manner 77% sowie die relative 10-Jahres-Uberlebensrate
bei Frauen 82% und bei Mannern 65%.

Entscheidende prognostische Faktoren sind grundsatzlich die primére TumorgroRRe, das
Tumorstadium nach TNM-Klassifikation, der axillare Lymphknotenstatus und der
biologische Subtyp des Tumors. Beide zuletzt genannten Faktoren korrelieren dabei
direkt mit der Uberlebens- und Rezidivrate, sowie mit der GroRe des Tumors. Der
Gradingstatus, das Alter der Patientin, der Menopausenstatus und eine vorliegende
GefalRinvasion stellen weitere, die Prognose beeinflussende Faktoren da. Entscheidend
fur eine Prognose ist auch der Hormonstatus des Tumors sowie eine fehlende oder
vorhandene Expression des HER2, der mit einem schnellen progredienten und oftmals
metastasierenden klinischen Verlauf einhergeht. Weitere Prognosefaktoren sind das
Vorhandensein tumorassoziierter Proteolysefaktoren, welche bei niedrigen Messwerten
und fehlender Lymphknoteninvasion auf eine gute Prognose hinweisen. Zirkulierende
Tumorzellen nach adjuvanter Therapie weisen wiederum auf ein hohes Rezidivrisiko hin

(Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019). Prognostisch entscheidend ist vor allem aber
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auch das Vorhandensein/Auffinden von Fernmetastasen. Das inflammatorische
Karzinom als ein diffus infiltrierendes Karzinom ist prognostisch als besonders ungunstig
zu bewerten. Auch haben Manner insgesamt eine deutlich schlechtere Prognose trotz
identischer Diagnostik und Therapie (Eucker et al. 2018).

Mittels klinischen Staging und histopathologischer Aufarbeitung ist eine zunehmend
exaktere Klassifizierung von Neoplasien mdglich. Eine genaue Aussage uber die
Gesamtprognose, mogliche Rezidive und mdégliche Metastasierungen sind trotz aller
vorhandener diagnostischer und therapeutischer Méglichkeiten auch weiterhin nur vage

zu treffen.
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2. Mammatumoren des Hundes

2.1 Epidemiologie

Mammatumoren sind in Europa mit 41,7% die bei unkastrierten Hindinnen am
haufigsten vorkommenden Neoplasien und machen insgesamt 50%-70% aller in
unkastrierten Hundinnen vorkommenden Tumorarten aus (Brgnden et al. 2010; Dorn et
al. 1968; Merlo et al. 2008; Misdorp 2002; Moe 2001). Eine grol3 angelegte Studie von
Dobson et al. (2002) in Grol3britannien zeigt bei einer ausgewahlten Population von
100.000 krankenversicherten Hunden eine Inzidenz von 205 Fallen/100.000
Hunden/Jahr. Eine sehr dhnliche Inzidenz von 192 Fallen/100.000 Hunden/Jahr ergab
eine Studie aus Italien (Merlo et al. 2008). Die tatsachliche Inzidenz unterscheidet sich
jedoch landerspezifisch innerhalb verschiedener Studien. Ein direkter Vergleich ist somit
aufgrund divergenter statistischer Angaben nicht moglich (Egenvall et al. 2005; Kessler
et al. 2013; Moe 2001). Als ausschlaggebende Faktoren, die einen Einfluss auf diese
Unterschiede haben, zahlen das Alter, die Rasse, die Gabe von
hormonunterdriickenden Mitteln und der Zeitpunkt der Kastration (MacVean et al. 1978;
Moe 2001; Priester 1979). Das insgesamte durchschnittliche Lebenszeitrisiko um an
einen Mammatumor zu erkranken, wird bei Hindinnen mit Uber 50% angegeben
(Klopfleisch 2017a). Eine andere Studie berichtet, dass mehr als 70% aller unkastrierten
Hindinnen bei der Diagnose bereits mehr als einen Tumor haben (Sorenmo et al. 2009).
Hindinnen, die an Mammatumoren erkranken sind in der Regel mittelalt bis alt. Das
Erkrankungsrisiko steigt mit zunehmendem Alter. Das hdchste Risiko haben unkastrierte
Hundinnen im Alter von 10 bis 14 Jahren, wobei das Risiko ab dem 7. Lebensjahr
deutlich steigt und das Auftreten von Mammatumoren vor dem 4. Lebensjahr selten ist
(Klopfleisch 2017a; Priester 1979; Schneider 1970; Sorenmo et al. 2013). Neben
steigendem Alter berichten zahlreiche Studien, dass verschiedene Rassen ein
unterschiedlich hohes Risiko haben, um an Mammatumoren zu erkranken.
Grundsatzlich scheinen kleinwiichsige und reinreinrassige Hunde besonders haufig von
Mammaturmoren betroffen zu sein. Hierzu zahlen Dackel, Pudel, Yorkshire Terrier,
Chihuahuas, Cocker Spaniel und Malteser (Dorn et al. 1968; Goldschmidt et al. 2001,
Moe 2001). Aber auch groRwiichsige Rassen scheinen ein zumindest erhohtes Risiko
fur Mammatumorerkrankungen aufzuweisen. Studien stellen hierbei eine besondere
Pradisposition fir Deutsche Schéaferhunde, Englische Setter, Spaniel-Rassen, Terrier,
Rottweiler, English Pointer, Doberman, Pudel und Boxer fest (Kurzman et al. 1986; Moe
2001; Priester 1979; Sorenmo et al. 2013). Insgesamt zeigt sich laut einer japanischen
Studie von Itoh et al. (2005), dass kleinwtichsige Rassen eine deutlich bessere Prognose
und einen deutlich niedrigeren Anteil maligner Tumore aufweisen als grof3wlchsige
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Hunderassen. Mammatumore treten, wie bereits erwahnt, zu 99% bei weiblichen,
sexuell intakten Hundinnen auf. Somit spielt neben der Rassendisposition auch das
Geschlecht und geschlechtsspezifische Hormone eine entscheidende Rolle.
Der Einfluss von Sexualhormonen und einer Kastration auf die friihe Karzinogenese und
Tumorinitiation sind allgemeingultig anerkannt. In Ladndern wie den USA, in denen
Hindinnen Ublicherweise in jungem Alter kastriert werden, treten Mammatumore
prozentual deutlich weniger auf, als in Landern in denen dies keine gangige Praxis ist
(Beauvais et al. 2012; Dobson et al. 2002; Moe 2001). So demonstriert eine Studie von
Schneider et al. (1969), dass bei einer Kastration vor der ersten Laufigkeit das
Mammatumorrisiko eliminiert werden konnte. Ebenso ergab die Studie, dass das relative
Risiko bei einer Kastration nach der 1. Laufigkeit bei 8% liegt und dieses auf 26% bei
einer Kastration nach der 2. Laufigkeit steigt. Spater erfolgte Kastrationen hatten keinen
entscheidenden hemmenden Einfluss auf die Entstehung von Mammatumoren (Misdorp
1988). Priester (1979) berichtet, dass frihzeitige Kastrationen nicht nur das Risiko fir
maligne, sondern auch fir benigne Tumoren senken. Andere, auch auf Hormonen
basierende, nicht-invasive Methoden zur L&aufigkeitsunterdriickung, wie Medikamente
beruhend auf Progesteronderivaten, stellen sich ebenfalls als krebserregend dar und
erhohen laut Norwegian Canine Cancer Register das Tumorrisiko um das 2,3-fache
(Stavring et al. 1997). Dabei steigert die Applikation von Progesteron beziehungsweise
von Medroxyprogestronacetat dosisabhangig und die hochdosierte Applikation von
Ostrogen-Gestagen-Kombinationen das Risiko fiir maligne Mammatumore (Casey et al.
1979; Fowler et al. 1977; Frank et al. 1979; Stgvring et al. 1997). Im Gegensatz dazu
scheinen Faktoren wie frilhe Geburten, Anzahl der Geburten und der Welpen,
Ostrusstérungen und Scheintrachtigkeiten keinen Einfluss auf die Entstehung von
Mammakarzinomen zu haben (Brodey et al. 1966; Hamilton 1974; Schneider et al.
1969). Epidemiologisch betrachtet, spielen auch diatetische Faktoren bei der Entstehung
von Mammatumoren eine entscheidende Rolle. So erhdhen ein hoher Fettgehalt in der
Nahrung und Adipositas den Ostrogenspiegel im Blut sowie die lokale
Ostrogenproduktion (Cleary et al. 2010; Wu et al. 1999). Dabei wird insbesondere eine
Ubergewichtige Korperkondition im jungen Alter von 9-12 Monaten mit einem erhéhten
Erkrankungsrisiko assoziiert (Alenza et al. 1998). Riden stellen nur ca. 1% aller
Tumortrager dar, wobei die meisten Tumore histologisch gutartig sind (Bearss et al.
2012; Gottwald 1998; Saba et al. 2007). Benigne Tumore sind histologisch betrachtet
meist Mischtumore mit Strukturen epithelialen, myoepithelialen und mesenchymalen
Ursprungs, wohingegen maligne Tumore histologisch meistens durch eine epitheliale
Struktur gekennzeichnet sind. Es wird angenommen, dass das kanine Mammakarzinom

dem Verlauf einer progressiven, malignen Transformation von Dysplasien Uber
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Adenome und letztendlich zum malignen Karzinom folgt. Beweisend fir diese Annahme
ist unter anderem, dass in malignen Neoplasien morphologisch sowohl benigne als auch
maligne Tumorzellen nachgewiesen werden kénnen (Cassali et al. 2012; Klopfleisch
2017a). So liegen laut Sorenmo et al. (2009) in mehr als 50% der Féalle eine primare
Multiplizitat vor, was bedeutet, dass multiple Tumore mit heterogener Art und Dignitét
auftreten (Sorenmo et al. 2009). Zahlreiche Studien geben die Malignitdt kaniner
Mammatumoren mit ca. 30%-60% an. Mit ca. 85% bilden einfache oder komplexe
Karzinome hierbei die Mehrheit aller maligner Mammatumore (Gizinski et al. 2004; Itoh
et al. 2005; Nunes et al. 2019). Dabei sind einfache tubuldre Karzinome die am
haufigsten diagnostizierten malignen Tumore der Gesaugeleiste der Hindin. Auch
komplexe Mammatumore sind beim Hund verhaltnismafig sehr haufig, wohingegen sie
bei Katzen und Menschen sehr selten sind. Weitere histologische Formen wie solide und
anaplastische Karzinome treten mit abnehmender Differenzierung und daraus folgender
Verschlechterung der Prognose auf (Gottwald 1998; Misdorp W. et al. 1999).

2.2 Klinik

Betroffen sind Ublicherweise mittelalte bis alte unkastrierte oder spéatkastrierte
Hindinnen (Kurzman et al. 1986). Patientenbesitzer werden oft vorstellig mit ihrem
Hund, weil sie an dessen Gesaugeleiste eine Masse ertastet haben. Ebenso sind
Mammatumore auch oftmals Nebenbefunde der koérperlichen Untersuchung beim
Tierarzt. Die meisten Hiindinnen zeigen bis auf die palpierbare Masse keine klinischen
Anzeichen, sie sind symptomfrei. Auch die klinische Chemie, die Hamatologie und die
Urinanalyse sind meistens unaufféllig (Kessler et al. 2013). Klinisch werden die meisten
Hundinnen erst bei vorliegender und zunehmender Metastasierung oder bei
entziindlichen Karzinomen, wobei die klinischen Anzeichen hierbei sehr vielfaltig sein
konnen (de M Souza et al. 2009; Sorenmo 2003). Lokalisiert sind Mammatumore
hauptséachlich im Drisengewebe und nur selten an der Zitze. Am haufigsten betroffen
sind dabei vor allem die beiden kaudalen Milchdrisenkomplexe aufgrund ihrer grof3eren
Gewebemassen (Sorenmo et al. 2009; Stratmann et al. 2006). Laut Sorenmo (2003)
sind der Palpationsbefund, die GroRe, die Dauer der Erkrankung, die
Wachstumsgeschwindigkeit und das Erscheinungsbild der Masse sehr variabel. Auch
kdnnen regionare Lymphknoten palpatorisch verandert oder unverandert sein. Eine
sichere Diagnose der Malignitat ist anhand einer alleinigen Palpation nicht mdglich.
Jedoch zeigen sich maligne Neoplasien meistens wenig verschieblich und nur schlecht
abgrenzbar. Weitere Anzeichen fir Malignitdt konnen ein schnelles, umschriebenes
Wachstum, Odeme der HintergliedmalRen, Ulzerationen, die VergroRerung oder

Verhartung des regionéaren Lymphknotens und auch Dyspnoe sein (Klopfleisch 20174a;
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Sorenmo 2003). In einer von Rutteman (2005) angelegten Studie wurde festgestellt,
dass 87% aller Tumore mit einem Durchschnitt Gber 5 cm histologisch maligne sind.
Grundsatzlich haben alle malignen Verdnderungen der Mamma das Potenzial zu
metastasieren. Epitheliale Tumore entarten in der Regel lymphogen und in die Lunge,
wohingegen mesenchymale Tumore im Allgemeinen tber den hamatogenen Weg direkt
in die Lunge entarten (Donnay et al. 1996). Metastasen und die Infiltration regionarer
Lymphknoten neben dem priméaren Gewebe, sind dabei wichtige Prognosefaktoren.
Aufgrund anatomischer und physiologischer Verhaltnisse zeigen hochmaligne
Mammatumore zunachst eine lymphogene Metastasierung mit anschlieRender
hamatogener Metastasierung. Der primare Ort der Metastasierung bei kaninen
Mammatumoren ist die Lunge. Unter 10% aller Metastasen treten in anderen Organen
auf, wie zum Beispiel in der Leber und im Knochen (Kessler et al. 2013; Klopfleisch
2017a).

2.3 Diagnose

Eine genaue Diagnose ist bei mammaren Massen unentbehrlich. Nur mittels Palpation
ist eine eindeutige Diagnosestellung nicht mdglich. Es stehen mehrere Verfahren zur
Verfligung, unter anderem eine klinische Chemie, die Sonografie des Mammagewebes,
eine zytologische Untersuchung der Masse und der regiondren Lymphknoten, eine
inzisionale Biopsie und Roéntgenaufnahmen zur Detektion von Fernmetastasen.
Die klinische Blutchemie gehort als solches zur Standarddiagnose, ist aber fur die
Diagnosestellung kaniner Mammatumore zu unspezifisch. Haufig zeigen sich typische
geriatrische Veranderungen des Blutbildes, was in der Regel an dem eher
fortgeschrittenen Alter des klassischen Mammatumorpatienten liegt. Lediglich bei
metastasierten, invasiv wachsenden und stark nekrotischen Neoplasien sowie
bei entziindlichen Mammakarzinomen kdnnen Blutgerinnungsstérungen, inklusive einer
disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC), auftreten (Maruyama et al. 2004;
Stockhaus et al. 2001). Mittels Sonografie der Neoplasie lassen sich nur bedingt, durch
Nekroseareale oder Zysten, Riuckschlisse auf die Gewebeheterogenitat sowie auf die
Gefalversorgung des Tumors schlie3en. Eine verlassliche Aussage uber den genauen
Tumortyp oder die Dignitat ist jedoch auch mittels ultrasonografischer Befundung nicht
madglich und indiziert eine zyto- und histologische Untersuchung (Marquardt 2003;
Nyman et al. 2006). Eine zytologische Untersuchung von Feinnadelbiopsien der
entsprechenden Umfangsvermehrungen dient vor allem dem Ausschluss von
Differentialdiagnosen, wie zum Beispiel Mastitiden. Jedoch ist auch die Sensitivitat
zytologischer  Untersuchungen  aufgrund der typischerweise heterogenen

Zusammensetzung des Tumors und des Vorhandenseins entzundlicher, nekrotischer
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und/oder zystischer Bereiche innerhalb des Tumors sehr eingeschrankt und kann
dadurch zu falsch-positiven, wie auch falsch-negativen Befunden filhren (Stockhaus et
al. 2001). Es wird empfohlen neben der zytologischen Untersuchung auch eine
histologische Untersuchung durchzuflhren. So zeigen Studien, dass die Korrelation
zwischen Zytologie und Histopathologie zwischen 67,5% und 93% liegt (Cassali et al.
2007; Simon et al. 2009). Fur eine genaue Bestimmung der Dignitat, des Tumorsubtypes
und der Resezierbarkeit sollte eine Inzisionsbiopsie oder eine Exzisionsbiopsie
durchgefuhrt und anschlieend histopathologisch bestimmt werden (Kessler et al. 2013).
Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Diagnosestellung ist die Untersuchung auf
Lymphknoten- und Fernmetastasen. Vergroferte, verhartete und grundsatzlich alle
palpierbaren tributaren Lymphknoten sollten per Feinnadelaspiration zytologisch
untersucht und abgeklart werden (Langenbach et al. 2001; Sorenmo 2003). Bei Verdacht
auf Metastasierung einer Neoplasie der drei kaudalen Mammakomplexe ist eine
abdominale ultrasonografische Untersuchung der Lymphknoten, der Leber und der Milz
indiziert. Mittels Feinnadelaspiration oder Biopsieentnahme kann ein bestehender
Verdacht gesichert werden (Kessler et al. 2013). Die Durchfuhrung eines
Thoraxréntgens dient zusatzlich der Fernmetastasenabklarung (Arnicke 1998; Kessler
et al. 2013). Falls vorhanden, ist eine CT Untersuchung des Thorax aufgrund héherer
Sensitivitat vorzuziehen (Eberle et al. 2011; Nemanic et al. 2006; Otoni et al. 2010). Nach
ausgiebiger Diagnostik erfolgt eine klinische Stadieneinteilung nach dem von Rutteman
et al. (2001) einheitlich modifizierten TNM-System der WHO. Wie auch in der
Humanmedizin basiert die Einteilung dabei auf der Tumorgrof3e des groRten
Primartumors (T), der Metastasierung in regionare Lymphknoten (N) und der
Metastasierung in entfernte Organe (M). Ziel dieser Stadieneinteilung ist es, eine
Grundlage fir das individuelle therapeutische Vorgehen und fur eine genaue Prognose

zu schaffen.
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2.4 Therapie

Wie auch in der Humanmedizin gilt die chirurgische Exzision der Neoplasie als
Standardtherapie (Stratmann et al. 2008). Sie ist weiterhin die grundlegende,
allgemeinglltig anerkannte Therapie fir nicht metastasierte kanine Mammatumore
(Sorenmo 2003). Je nach Ausmal’ der Neoplasie werden unterschiedliche chirurgische
Verfahren durchgefiihrt. Bei einer ,Nodulektomie® erfolgt die Entfernung der
Umfangsvermehrung gemeinsam mit einem kleinen Saum des anliegenden gesunden
Gewebes. Dabei handelt es sich jedoch mehr um ein diagnostisches als um ein kuratives
Verfahren. Von einer ,einfachen Mastektomie® spricht man bei der Entfernung eines
kompletten Mammakomplexes. Besteht die Indikation zur Exzision von mehreren
benachbarten Mammakomplexen wird das Verfahren der ,regionalen Mastektomie®
angewendet. Bei der vollstdndigen Entfernung der gesamten Mammaleiste kommt das
Verfahren der ,radikalen Mastektomie“ zum Einsatz. Die ,regionale Mastektomie® wird
empfohlen, wenn die beiden kranialen oder die drei kaudalen Mammakomplexe
betroffen sind. Eine ,radikale Mastektomie“ wird bei dem Vorhandensein multipler
Tumore angeraten. Sie bietet die grofdte Sicherheit gegen die Entwicklung neuer Tumore
und neuer Rezidive (Kessler et al. 2013). Das genaue Ausmal’ der Resektion ist je nach
Tumor und patientenspezifisch eigenstandig festzulegen. Allgemeingiltig gilt, dass bei
der Exstirpation eines Tumors ein lateraler Sicherheitsabstand von mindesten 1 cm und
bei schlecht begrenzten Tumoren von mindestens 3 cm einzuhalten ist. Insgesamt
zeigen jedoch mehrere Studien, dass die Wahl der chirurgischen Therapie grundséatzlich
keinen Einfluss auf die Prognose hat, solange die Umfangsvermehrung histologisch
komplett entfernt wurde (Chang et al. 2005; Klopfleisch 2017a). Im Gegensatz dazu
berichten Stratmann et al. (2008), dass nach einer ,regionalen Mastektomie“ 58% der
Hunde erneut Neoplasien entwickelten. Weitere, die chirurgische Therapie ergdnzende
Therapieansatze sind die Chemo-, die Radio- und die Hormontherapie sowie
immunologische Verfahren, wie die der Misteltherapie. Jedoch liegen nur wenige
klinische veterindrmedizinische Studien zu den genannten Therapieansatzen vor
(Lavalle et al. 2009; Simon et al. 2006; Sleeckx et al. 2011a; Tran et al. 2016). So
demonstriert beispielsweise eine Studie von Arenas et al. (2016), dass Hunde mit
hochmalignen Mammatumoren, die mit Firocoxib behandelt wurden, eine deutlich
hohere Gesamtuberlebenszeit haben als die Hunde der Kontrollgruppe ohne adjuvante
Therapie. Auch konnte eine aktuelle Studie von Nunes et al. (2019) zeigen, dass
Hundinnen mit einem fortgeschrittenen Karzinom (Stadium 1V-V), die postoperativ in vier
Zyklen mit Carboplatin behandelt wurden, eine deutlich hthere Gesamtiiberlebenszeit
haben als Hunde ohne Chemotherapie (ohne Chemotherapie median 331 Tage; mit

Chemotherapie median 964 Tage). Eine noch hohere Gesamtiberlebenszeit
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prasentieren Hindinnen, die postoperativ sowohl mit Chemotherapeutika als auch mit
antianginéser Therapie behandelt wurden, mit einer medianen Uberlebenszeit von 1.052
Tagen. Eine Signifikanz ist jedoch nicht feststellbar (p= 0,5). Auch De Campos et al.
(2018) stellte ein Jahr davor fest, dass Hindinnen, die postoperativ eine Chemotherapie
erhielten, eine deutlich hohere Gesamtliberlebenszeit aufweisen als solche ohne
adjuvante Therapie. Ein anderes Therapieprotokoll mit einer Kombination aus
5-Fluorouracil (FU) und Cyclophosphamid erzielt eine Verlangerung der medianen
Uberlebenszeit von 6 Monaten ohne Chemotherapie, auf eine mediane Uberlebenszeit
von 24 Monaten mit Chemotherapie (Karayannopoulou et al. 2001). Zudem wurde auch
von partiellen Remissionen bei Hunden berichtet, welche unter der Behandlung mit
Doxorubicin, Mitoxantron und Paclitaxel standen (Ogilvie et al. 1991; Ogilvie et al. 1989;
Poirier et al. 2004). Dennoch fehlen weitere klinische Studien und weitere iberzeugende
Resultate bevor eines oder mehrerer dieser verschiedenen Therapieprotokolle
erfolgversprechend im klinischen Alltag eingesetzt werden kdnnen. Einen weiteren
Therapieansatz stellt die Immuntherapie dar. Dabei gilt insbesondere die adjuvante
Misteltherapie als erfolgversprechender Ansatz. Entscheidend hierfur sind insbesondere
die zytotoxischen und antitumoralen Eigenschaften der Mistellektine und der Viscotoxine
(Rippe 2017). In einer aktuelle Studie von Biegel et al. (2017) wird berichtet, dass
Mistelpraparate inzwischen auch bei verschiedenen Tierarten erfolgreich angewendet
werden. Des Weiteren konnte die Studie zeigen, dass Mistelextrakt eine gut vertragliche
adjuvante, postoperative Behandlungsmoéglichkeit fir Hundinnen mit kaninen
Mammatumoren darstellt und im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe das
tumorbedingte Sterberisiko auf 25% gesenkt werden konnte (p= 0,07). Auch blieb im
Verlauf der Therapie die Lebensqualitat aller behandelten Tiere auf hohem Niveau stabil.
Ein Vorteil der Misteltherapie gegenlber der Chemotherapie ist, dass die fur Tiere
entscheidende Lebensqualitat nicht durch Nebenwirkungen wie beispielsweise Durchfall
und Erbrechen eingeschrankt wird, da solche Nebenwirkungen weitestgehend
ausbleiben (Biegel et al. 2017). Ein anderer Ansatz, wie der der Strahlentherapie, erweist
sich anders als in der Humanmedizin, in der Veterinarmedizin bisher als kaum wirksam
(Sorenmo 2003). Auch die humanmedizinisch bewerte Hormonbehandlung verspricht
bei Hindinnen nur einen sehr geringen Erfolg (Henry 2009; Janni et al. 2010; Orlando
et al. 2010).
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2.5 Prognose

Die entscheidenden prognostischen Faktoren sind neben dem Alter auch die
TumorgrofRe und eine bereits erfolgte Lymphknoten- und Fernmetastasierung (Rutteman
et al. 2001). Aber auch die Ergebnisse der histologischen Untersuchung sind
prognostisch ausschlaggebend. Entscheidend hierbei sind der exakt bestimmte
Tumorsubtyp, die Dignitét, die Art des Wachstums (infiltrativ/invasiv), der Malignitatsgrad
und eine vorliegende lymphogene und/oder hamatogene Infiltration (Cassali et al. 2014;
Clemente et al. 2010; Misdorp 2002). So deutet beispielsweise der Verlust von
Ostrégen- und Progesteronrezeptoren der kaninen Mammatumorzellen auf einen
malignen Phé&notyp und eine schlechtere Prognose hin (Klopfleisch 2017a). Auch ist die
Moglichkeit einer vollstandigen chirurgischen Exzision prognostisch entscheidend. Von
jenen Hunden mit kleinen, gut differenzierten und nicht-invasiven Karzinomen sterben
mehr als 25% aufgrund von Rezidiven oder Metastasen innerhalb von 2 Jahren. Eine
mediane Uberlebenszeit von 21 Monaten zeigen jene Hunde mit einfachen
Adenokarzinomen (Philibert et al. 2003). Hunde mit Karzinomsarkomen, Sarkomen oder
aggressiv.wachsenden Karzinomen weisen demgegeniber eine postoperative
Mortalitatsrate von 60%-80% innerhalb der ersten 2 Jahre auf. Ursachlich sind ebenfalls
das erhohte Risiko fur Lokalrezidive und/oder Fernmetastasen (Bostock 1973;
Yamagami et al. 1996). Letztendlich sind die Prognose und die Wahl der Therapie von
zahlreichen Faktoren abhéngig und sollte fur jeden Fall individuell genaustens evaluiert

werden.
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3. Exokrine Pankreastumoren des Menschen

3.1 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom ist weltweit die zehnth&ufigste bdsartige Tumorerkrankung. Es
handelt sich dabei um eine maligne und hodchstgradig aggressive Neoplasie der
Bauchspeicheldriise. Mit ca. 18.000 Neuerkrankungen pro Jahr stellt das
Pankreaskarzinom, sowohl in Deutschland als auch in den USA, die vierthaufigste
Tumorerkrankung mit tddlichem Ausgang dar (Oettle 2018; Robert-Koch-Institut 2017a).
Das Pankreaskarzinom weist unter allen Krebserkrankungen die niedrigste
Uberlebensrate auf. Aufgrund der ausgesprochen ungiinstigen Prognose sterben auch
nahezu ebenso viele Personen wie daran erkranken (Robert-Koch-Institut 2017a).
Annahmen des Robert-Koch-Institut (2016b) gehen davon aus, dass bis 2020 mit einem
weiteren Anstieg der Erkrankungs- und Sterbefalle zu rechnen ist. Laut Farrell et al.
(2014) und Jemal et al. (2011) wird Bauchspeicheldriisenkrebs bis 2020 sogar die
zweithaufigste krebsbedingte Todesursache in den USA sein. Mit urséchlich fur die
steigende Tendenz ist unter anderem vor allem die Zunahme der Lebenserwartung und
die damit einhergehende wachsende Anzahl der &lteren Bevolkerung (Robert-Koch-
Institut 2016b). So treten zwischen dem 60. und dem 80. Lebensjahr 80% aller
Erkrankungsfélle auf, wobei das mediane Erkrankungsalter fir Frauen bei 75 Jahren und
fir Manner bei 72 Jahren liegt (Robert-Koch-Institut 2017a; Spalding et al. 2011). Eine
Geschlechtspraferenz ist laut Oettle (2018), Seufferlein et al. (2014) und dem Robert-
Koch-Institut (2016b) allerdings nicht zu beobachten. Sahora et al. (2008) wiederum
berichten Uber eine Geschlechtspraferenz fur Frauen mit Gber 54%. Gesicherte
Hauptrisikofaktoren fir eine Pankreaskarzinomerkrankung sind das fortschreitende Alter
und eine stetig steigende Lebenserwartung, Tabakkonsum, aber auch Passivrauchen
sowie starkes Ubergewicht (Adipositas) und einen damit oft einhergehenden Diabetes
mellitus Typ 2. Auch andere lebensstilbezogene Faktoren wie ein hoher Konsum von
Alkohol und rotem Fleisch sowie genetisch bedingte und autosomal vererbte
Krankheitsbilder, wie zum Bespiel familiar haufig auftretende chronische Pankreatiden,
wirken sich negativ auf das Erkrankungsrisiko aus (Deutsche Krebsgesellschaft 2018;
Maisonneuve et al. 2010; Petersen et al. 2003; Robert-Koch-Institut 2017a; Spalding et
al. 2011; Yadav et al. 2013; Zambirinis et al. 2013). So ergab eine Metaanalyse aus 82
Studien, dass Raucher ein um 75% erhéhtes Erkrankungsrisiko aufweisen (Gall et al.
2015). Weitere, das Risiko fur Bauchspeicheldrisenkrebs erhdhende genetische
Pradispositionen, neben der hereditaren Pankreatitis, sind zahlreich und umfassen
beispielsweise das hereditire Mamma- und Ovarialkarzinom sowie das familidre
Pankreaskarzinom (FPC) (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Eser et al. 2014; Oettle
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2018; Sahora et al. 2008). Demnach geht sowohl eine akute als auch eine chronische
Pankreatitis mit einer Verdopplung des relativen Risikos einher, ebenso wie die
metabolische Erkrankung Diabetes mellitus Typ 2. Bezlglich Diabetes mellitus sind
jedoch nur Frauen von einer Risikoerh6hung betroffen (Deutsche Krebsgesellschaft
2018). Insgesamt haben ca. 5%-10% aller Pankreaskarzinome eine hereditare Ursache
(Eser et al. 2014; Sahora et al. 2009). Auf molekulargenetischer Ebene werden
Pankreaskarzinome haufig mit Genmutationen assoziiert. Hierzu zahlen beispielsweise
insbesondere Punktmutationen im Bereich der Kirsten-Rat-Sarkom viralen Onkogene
(KRAS). Dabei handelt es sich um eine pragnante, beinahe ausschliel3lich bei
Pankreaskarzinomen vorkommende Kombination aus Mutationen, die mehr als 90%
aller duktaler Pankreasadenokarzinome in sich tragen (Gall et al. 2015; Seufferlein et al.
2012; Vincent et al. 2011). Neben lebensstilbedingten Faktoren und genetisch und nicht
genetisch bedingten Erkrankungen erhdht auch die Exposition gegentber bestimmter
Noxen das Pankreaskarzinomerkrankungsrisiko. Zu diesen Noxen gehoren
beispielsweise Benzolderivate und Benzidin (Oettle 2018).

Pankreastumore haben mit ca. 95% ihren Ursprung im exokrinen Anteil. Tumore des
endokrinen Anteils, ausgehend von den Langerhans-Inseln, machen demgegentber nur
ca. 5% aller Pankreastumore aus (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018). Da
ausschlie3lich exokrine Pankreaskarzinomzellen Gegenstand dieser Arbeit sind, wird
nicht weiter auf endokrine Tumore des Pankreas eingegangen. Grundsatzlich sind
nahezu alle Pankreastumore maligne. Nur ca. 2% sind benigner Dignitat. Neoplasien
des Pankreas treten mit 70%-75% im Bereich des Pankreaskopfes, mit 15%-20% im
Bereich des Korpus und mit 5%-10% im Schwanzbereich auf. Eine Sonderform stellt
hierbei das periampullare Karzinom dar. Es handelt sich dabei um Karzinome in der
Nahe der Ampulla Vateri. Histologisch differenziert werden sie in pankreatobilidre und
intestinale Typen, wobei der intestinale Typ mit einer besseren Prognose einhergeht
(Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Gall et al. 2015; Oettle 2018; Seufferlein et al. 2012;
Vincent et al. 2011). Pankreastumore werden aufgrund ihrer histologischen
Differenzierung in duktale, aszindre und endokrine Tumore sowie Mischformen
untergliedert, wobei duktale Adenokarzinome ca. 80% aller Pankreastumore
ausmachen. Duktale Karzinome werden in zahlreiche Subtypen unterteilt und sind durch
eine fruhzeitige Infiltration benachbarter neurovaskularer Strukturen und einer damit
einhergehenden Irresektabilitdt sowie einer ausgepragten Metastasierungsrate
charakterisiert. Neben den eigentlichen Kanzerosen des duktalen Andenokarzinoms gibt
es auch sogenannte zystische Neoplasien beziehungsweise Prakanzerosen, die
dadurch gekennzeichnet sind, dass sie sich alle maligne entwickeln kdnnen. Weitere

Sonderformen stellen die seltener vorkommenden hepatoiden, anaplastischen und
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aszinaren Pankreaskarzinome dar, ebenso wie das Pankreatoblastom.
Das Pankreaskarzinom ist aufgrund seiner hohen Malignitdt und seines hohen
Metastasierungspotenzials schon in frihen Stadien eine systemische Erkrankung
(Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018).

3.2 Kilinik

Das typische am Pankreaskarzinom ist, dass es charakteristisch asymptomatisch ist und
keine Frihsymptome zeigt. Erst infolge von Metastasierung und einer Invasion in das
umgebende Gewebe treten erste Symptome auf. Je nach Lokalisation des Primartumors
innerhalb des Pankreas und vorhandener Metastasen ist die klinische Symptomatik sehr
unterschiedlich (Oettle 2018; Robert-Koch-Institut 2017a). Oettle (2018) und Beger et al.
(2008) berichten uber gurtelformigen Schmerz vorwiegend im Ober- und Mittelbauch,
Schwiéche, teilweise heftige Rickenschmerzen, Ubelkeit, Appetitlosigkeit und Fieber.
Bei ca. 10% der Patienten tritt zudem eine Thrombophlebitis auf. Auch zeigen sich
spezifischere Symptome wie ein lkterus, eine Pankreatitis oder aber auch ein neu
aufgetretener Diabetes mellitus Typ 2. Laut Vincent et al. (2011) liegt bei ca. 25% der
Patienten ein Klinisch manifester Diabetes und bei 40% eine verminderte
Glucosetoleranz vor. Ein lkterus zusammen mit heftigen Rickenschmerzen dient
oftmals als Hinweis auf ein fortgeschrittenes inoperables Tumorstadium (Oettle 2018).
Zudem tritt ein Ikterus als Erstsymptom sowohl bei Karzinomen des Pankreaskopfes als
auch bei periampullaren Karzinomen auf (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Vincent et
al. 2011; Wolfgang et al. 2013). Eines der haufigsten Symptome bei einem
periampullaren Karzinom ist jedoch eine Gallenabflussstorung aufgrund der Lokalisation
des Tumors. Infolgedessen zeigen die Patienten acholischen Stuhl, dunklen Urin und
einen bereits erwahnten schmerzlosen lkterus. Im Gegensatz dazu duf3ern sich Tumore
im Korpus- und Kaudalbereich meistens nur durch unspezifische Beschwerden. Infolge
des Voranschreitens der Erkrankung lasst sich zudem bei ca. 25% aller Patienten eine
grof3e, harte Masse im Oberbauch palpieren (Classen et al. 2003; Oettle 2018; Sahora
et al. 2008). Abgeklart werden sollte ein Pankreaskarzinom auch bei akuten,
chronischen, nichtbiliaren, rezidivierenden oder alkoholbedingten Pankreatiden (Oettle
2018).

Pankreasadenokarzinome weisen ein hohes und aggressives Metastasierungsverhalten
auf. Die Ausbreitung erfolgt dabei mittels Invasion der Perineuralscheiden sowie mittels
Lymph- und BlutgefaRinvasion. Die lymphatische Invasion verlauft dabei in 2 Stufen.
Zunachst findet eine Metastasierung in den pankreasnahen Lymphknoten mit
anschlielRender Metastasierung in weitere regionare Lymphknoten statt. Infolge einer

darauffolgenden hdmatogenen Metastasierung treten bevorzugt Metastasen in Leber,
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Lunge und Lymphknoten auf. Haufig entwickeln sich aber auch eine
Peritonealkarzinose und Knochen- und Hirnmetastasen nach langerem
Krankheitsverlauf. Zudem bilden sich gehauft Implantationsmetastasen im Bauchraum.
Eine besonders friihe lymphatische Metastasierungstendenz zeigt hierbei vor allem das
periampullare Adenokarzinom (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Li et al. 2004; Oettle
2018). Aufgrund der meist unklaren Klinik von Pankreaskarzinomen und oftmals

vorliegender Metastasen ist eine genaue und aussagekraftige Diagnostik unabdingbar.

3.3 Diagnose

Fur das Pankreaskarzinom gibt es derzeit weder praventive Vorsorgemaf3nahmen noch
eine spezielle Friherkennungsdiagnostik (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Gall et al.
2015; Kleger et al. 2014). Aktuell besteht in Deutschland keine Indikation fir
molekularbiologische oder bildgebende Diagnoseverfahren bei asymptomatischer
Vorstellung. Erst bei hinweisendender Klinik und dem Verdacht auf ein
Pankreaskarzinom ist eine schnellstmdgliche effektive Diagnostik indiziert (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018). Bei erfolgter Diagnosestellung befindet sich das
Pankreaskarzinom jedoch bei ca. 80% der Patienten bereits in einem fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium (Kunzmann et al. 2014; Sahora et al. 2008; Vincent et al. 2011).
Die stufenweise Diagnostik besteht zunachst aus der Patientenanamnese, einer
korperlichen Untersuchung, gefolgt von labordiagnostischen und bildgebenden
Verfahren. Als hinweisende Befunde innerhalb der kérperlichen Untersuchung gelten
beispielsweise ein Verschlussikterus infolge einer gestauten palpablen Gallenblase
sowie bei Tumoren des distalen Pankreas eine Spleno- und Hepatomegalie.
Laborchemische Parameter sind grundsatzlich wenig aussagekraftig, da keine
ausreichende Spezifizitdt und Sensitivitdt gegeben ist. So lasst sich bei ca. 20% aller
Patienten im Serum eine Erh6hung der Lipase- und Amylasewerte feststellen, welche
sich auf eine Verlegung des Pankreasganges zuriickfihren lasst. Eine Erhéhung der
Cholestasewerte, der y-Glutamyl-Transferase, des Serumbilirubin und der alkalischen
Phosphatase lassen sich bei ca. 80% aller Patienten infolge einer durch den Tumor
bedingten Gallengangbeeintrachtigung beobachten. Unspezifische laborchemische
Verédnderungen wie Hyperglykamie, erhdhte Leberwerte und Andmie zeigen sich oOfter
im Zusammenhang mit in Pankreaskorper und Pankreasschwanz lokalisierten
fortgeschrittenen Tumoren. Die entsprechenden Werte resultieren dabei sowohl aus der
tumorbedingten Beeintrdchtigung des Pankreasparenchyms als auch aus einer
Metastasierung in die Leber (Gall et al. 2015; Oettle 2018; Sahora et al. 2009). Weitere
klinisch relevante Parameter sind Tumormarker. Die relevantesten Tumormarker im

Falle eines Pankreaskarzinoms sind das Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA 19-9) und das
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Carcinoembryonale Antigen (CEA) (Oettle 2018). Eine Erhthung beider kann somit
hinweisend auf ein Pankreaskarzinom sein, aber nicht beweisend. Molekularbiologisch
hat sich die Bestimmung des Protoonkogens KRAS etabliert. Eine Bestimmung ist
insbesondere im Falle einer unklaren Primardiagnostik und bei wenig vorhandenem
Biopsiematerial hilfreich. Dem gengenlber stehen die bildgebenden Verfahren, mit einer
deutlich hoheren Spezifitat und Sensitivitat. Ziel hierbei ist die Sicherung der
Verdachtsdiagnose, wobei verschiedene Diagnoseverfahren zur Verfligung stehen. Das
Mittel der Wahl zur initialen Diagnostik des Primartumors stellt der abdominale
Ultraschall dar. Ausschlaggebend ist hierbei vor allem die Erfahrung des Untersuchers
und das Vorliegen hinweisender Begleitsymptome wie beispielsweise einer Cholestase.
Ein weiteres, an Bedeutung zunehmendes Diagnosemittel, ist die Endosonografie,
welche gemeinsam mit dem abdominalen Ultraschall und der Mehrschicht-CT die
Standardverfahren zur Beurteilung der lokalen Ausdehnung, der GroRe und der
Resektabilitat von Tumoren des Pankreas darstellen. Unter endosonografischer Sicht ist
unter Umstanden auch die Punktion verdachtiger maligner Areale mdglich. Die PET dient
zusatzlich einem genaueren TNM-Staging, der Detektion lokaler Tumorinfiltrationen und
der Detektion einer Pfortader- und Lymphknotenbeteiligung. Das dritte
Standardverfahren neben dem abdominalen Ultraschall und der Endosonografie ist das
CT. Es dient dem Nachweis von Fernmetastasen und der Bestimmung der Tumorgrof3e.
Ist mittels Spiral-CT oder Sonografie kein eindeutiger Tumornachweis moglich, bietet
sich die endoskopische retrograde Cholangiopankreatikografie (ERCP) und die
Magnetresonanz-Cholangiopankreatikografie (MRCP) an. Ziel ist die Darstellung des
Gallen- und Pankreasgangsystems und einer damit verbunden Unterscheidung
zwischen einer malignen oder entzlindlich bedingten Gangverdnderung. Durch eine
zusatzliche Darstellung der GefalRe ist eine wesentliche Aussage zur Operabilitat
mdglich. Auch mittels MRT sind die Gefal3e darstellbar. Als Standarddiagnoseverfahren
im Rahmen der praoperativen Pankreaskarzinomdiagnostik gilt grundséatzlich jedoch
eine Kombination aus abdominalem Ultraschall, Endosonografie und CT (Beger et al.
2008; Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018; Sahora et al. 2008; Seufferlein et
al. 2012; Wolfgang et al. 2013). Neben bildgebender und molekularbiologischer
Diagnostik stellen auch die Zytologie und die Histologie einen wichtigen, wenn auch
untergeordneten Bestandteil, innerhalb des Diagnoseprozesses dar. Eine zytologische
beziehungsweise histologische Diagnosesicherung ist dennoch fur die weitere
therapeutische Planung zwingend erforderlich. Das wichtigste, zur Materialgewinnung
zur Verfigung stehende Verfahren, ist die Feinnadelpunktion (FNP), welche
Sonografie- oder CT-gesteuert durchgefihrt wird. Anwendung findet diese vor allem bei

lokal fortgeschrittenen Tumoren oder bei Metastasenverdacht. Bei unklarer Diagnose
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bietet sich auch eine Laparoskopie an, die dem Nachweis eventuell vorliegender
Bauchmetastasen dient. Zur  Abklarung einer mdglichen  systemischen
Tumorausbreitung bieten sich jedoch insbesondere das Rontgen und/oder eine CT des
Thorax sowie eine abdominale CT oder MRT an (Deutsche Krebsgesellschaft 2018;
Oettle 2018).

Nach ausgiebiger Diagnostik erfolgt in Hinblick auf das weitere therapeutische Vorgehen
und auf die Prognose, wie auch beim Mammakarzinom, eine Einteilung des Tumors in
die festgelegte TNM-Klassifikation. Eine Sonderstellung nehmen hierbei die Karzinome
der Ampulla Vateri ein. Fur diese existiert eine eigene TNM-Klassifikation, wobei
zusatzlich die Infiltration des benachbarten Gewebes bertcksichtigt und einbezogen
wird. Fir eine effektive und gezielte Therapie, wie auch fir eine aussagekraftige
Prognose, werden auch Pankreaskarzinome noch zusatzlich in eine 3-stufige
Differenzierungsgraduierung von gut differenziert (G1) bis gering differenziert (G3)
eingeteilt, wobei die jeweiligen Stufen an eine unterschiedliche Mitosezahl pro 10 High
Power Fields (HPF) gebunden sind (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018).
Trotz zahlreicher zur Verfigung stehender diagnostischer Verfahren ist eine
préoperative Sicherung der Diagnose Pankreaskarzinom nicht immer méglich.

3.4 Therapie

Grundlage fur die Erstellung eines individuellen Behandlungsprotokolles ist das
Vorliegen aller diagnostischer Ergebnisse. Entscheidend hierbei ist vor allem der
Allgemeinzustand des jeweiligen Patienten, das Tumorstadium und die Ausbreitung des
Tumors (Deutsche Krebsgesellschaft 2018). Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
besteht nur fir eine geringe Anzahl an Patienten ein kurativer Therapieansatz aufgrund
des schnell fortschreitenden Krankheitsverlaufes und des hohen
Metastasierungspotenziales. Fir 80%-95% aller Patienten steht zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung nur noch ein palliativer Behandlungsansatz zur Verfugung. Das Ziel
hierbei ist eine Krankheitsstabilisierung, eine Progressionsverhinderung des Tumors und
vor allem eine Lebensverlangerung mit einer maglichst hohen Lebensqualitét (Cascinu
et al. 2001). Die einzige potenzielle kurative TherapiemalRnahme bei der Behandlung
des Pankreaskarzinoms ist die radikale chirurgische Therapie, mit dem Ziel einer
Tumorresektion im gesunden Gewebe inklusive des regionaren Lymphabflussgebietes
(Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Sahora et al. 2008; Seufferlein et al. 2013).
Gleichzeitig stellt die chirurgische Therapie den wichtigsten Therapieansatz bei lokal
begrenzten Pankreaskarzinomen dar. So kann mittels chirurgischen Ansatzes im
Vergleich zur Radiochemotherapie eine deutliche Steigerung des medianen Uberlebens

erzielt werden (22,6 Monate vs. 10,8 Monate) (Deutsche Krebsgesellschaft 2018). Zum
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Zeitpunkt der Diagnosestellung sind bereits mindestens 70% der Pankreaskarzinome
nicht mehr operabel, was mit der meist vorausgegangenen Lebermetastasierung erklart
wird (Oettle 2018). Unter kurativer Intention resektabel sind nur ca. 10%-15% aller
Tumore (Neoptolemos et al. 2001). Gall et al. (2015) gibt in Abhangigkeit von
Lymphknotenstatus, Tumorstadium und adjuvanten TherapiemalBhahmen nach
komplett erfolgter Tumorresektion eine mediane Uberlebenszeit von 28,7 Monaten an.
Nach erfolgter kurativ indizierter OP berichtet Oettle (2018) Ulber eine mediane
Uberlebenszeit von 10-24 Monaten. Jedoch auch uber eine Rezidivrate von 80%-90%.
Eine sinnvolle Resektabilitat ist nur gegeben beim Fehlen von Fernmetastasen, beim
fehlenden Verschluss der Pfortader und bei fehlender GefaRinfiltration. Weitere
entscheidende Faktoren sind das Alter, die Komorbiditat und der Allgemeinzustand des
jeweiligen Patienten. Entscheidend fir die Wahl des richtigen Operationsverfahrens ist
die Tumorlokalisation und die Tumorausbreitung. Mdgliche Operationsverfahren sind
dabei die partielle, die subtotale und die totale Pankreatektomie sowie
die Pankreaslinksresektion. So wird bei einer Tumorlokalisation im Bereich des
Pankreaskopfes als Standardverfahren eine partielle Duodenopankreatektomie
durchgefihrt. Pankreaskorpuskarzinome werden per subtotaler Pankreaslinkresektion,
gegebenfalls mit zusatzlicher totaler Duodenopankreatektomie, chirurgisch entfernt. Das
Mittel der Wahl bei einer Tumorlokalisation im Pankreasschwanz ist ebenfalls eine
Pankreaslinksresektion. Die Entfernung von Pankreaskorper- und Pankreasschwanz-
tumoren wird oftmals aufgrund ihres fortgeschrittenen Stadiums in Verbindung mit einer
sogenannten  multiviszeralen  Resektion  durchgeflhrt.  Trotz  chirurgischer
Therapiemdglichkeiten stellen sich etwa 90% aller Pankreaskorpus- und
Pankreasschwanztumore zum Zeitpunkt der Diagnosestellung als inoperabel dar. Eine
totale Pankreatektomie als radikalste Form der Therapie, als sogenannte Ultima
Ratio, ist nur in selten Fallen, bei das gesamte Pankreas einnehmenden Tumoren oder
bei Doppelkarzinomen, notwendig. Allerdings geht diese OP-Methode mit einer starken
Morbiditat einher, da es postoperativ zu schwersten metabolischen Entgleisungen des
Zuckerstoffwechsels kommt und eine lebenslange Substitution exokriner und endokriner
Enzyme zur Folge hat (Bachmann et al. 2006; Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Oettle
2018; Seufferlein et al. 2014; Wolfgang et al. 2013). Grundsatzliche mogliche
postoperative Komplikationen sind unter anderem eine verzogerte Magenentleerung
(10%-30%), eine erhdhte Morbiditat (25%-40 %) und ein Diabetes mellitus bei tiber 40%
der Patienten, insbesondere nach subtotaler distalen Pankreatektomie und totaler
Pankreatektomie. Eine weitere Komplikation nach vollstandiger Pankreasentfernung
stellt die Substitution aller vom Pankreas sezernierter Enzyme dar (Oettle 2018). Im Falle

von fortgeschrittenen, priméar inoperablen Pankreaskarzinomen bietet sich grundsatzlich
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eine palliative Operation an, auf welche aber verzichtet werden sollte, da postoperativ
keine Verbesserung der Prognose feststellbar ist (Seufferlein et al. 2013). Das alleinige
Ziel der palliativen Chirurgie beruht auf der Vermeidung von méglichen Komplikationen,
wie beispielweise das Beheben einer tumorbedingten Cholestase (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018).

Der Stellenwert einer Strahlentherapie und einer kombinierten Radiochemotherapie zur
Therapie des Pankreaskarzinoms sind aufgrund widersprichlicher und eingeschrankter
Datenlagen sehr umstritten. Das Pankreaskarzinom ist grundsatzlich wenig
strahlensensibel. Eine zuséatzliche Strahlentherapie fihrt im Vergleich zur alleinigen
Chemotherapie zu einer erhéhten Toxizitat und zeigt keinen Vorteil im Gesamtiiberleben
(Oettle 2018). Lediglich eine palliative Strahlentherapie dient einer verbesserten
Symptomkontrolle und der Vermeidung von Komplikationen bei symptomatischen
Metastasen (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Seufferlein et al. 2012; Seufferlein et al.
2014). Bezuglich einer Radiochemotherapie stellt sich eine &hnliche Lage dar. Aufgrund
eingeschrankter und nicht eindeutiger Datenlage wird die Radiochemotherapie laut
Seufferlein et al. (2013) in adjuvanter und additiver Form sowohl bei resektablen als auch
bei nicht-resektablen Tumoren nur im Rahmen von klinischen Studien empfohlen. Jene
Studien berichten Uber eine erhdhte Toxizitdt und Uber keine Verbesserung der
Gesamtlberlebenszeit im Vergleich zu einer adjuvanten Chemotherapie. Innerhalb von
Metaanalysen lieR3 sich jedoch bei Tumoren im lokal fortgeschrittenen Stadium, welche
mittels Radiochemotherapie behandelt wurden, eine signifikante Verbesserung der
18-Monate-Uberlebensrate im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie feststellen.
Allerdings lasst sich infolge der Radiochemotherapie eine erhdhte Inzidenz von
hamatologischer und nicht hamatologischer Toxizitdt erkennen (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018).

Da bei ca. 70% aller Pankreastumorpatienten bereits bei der Diagnosestellung eine
disseminierte  Tumorerkrankung vorliegt, ist die Chemotherapie als systemische
Therapie die einzige Therapieoption und spielt eine zentrale Rolle bei der multimodalen
Behandlung des Pankreaskarzinoms. Dabei hat die Chemotherapie ihre Bedeutung vor
allem in Form eines adjuvanten und palliativen Therapieansatzes (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018). Nach einer primar kurativen Operation erfolgt bei
Pankreaskarzinompatienten der Stadien I-lll standardisiert eine adjuvante
Chemotherapie. Mittels adjuvanter Chemotherapie kann im Vergleich zum alleinigen
chirurgischen Ansatz die 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 10% auf 20% und die
10-Jahres-Uberlebensrate von ca. 8% auf 12% verbessert werden. Auch lasst sich
analog die Mortalitat senken. Seufferlein et al. (2013) empfiehlt als Mittel der Wahl fur

resezierte Pankreaskarzinome entweder eine Monotherapie mit Gemcitabin oder das
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sogenannte Mayo-Protokoll, eine Kombinationstherapie aus 5-FU und Folinsdure. Dabei
betragt der klinische Benefit unter Gemcitabin ca. 25% und geht mit einer Verbesserung
des Allgemeinzustandes, einer Gewichtszunahme und der Reduktion einer eventuellen
Schmerztherapie einher. Adjuvante Therapieansétze zeigen deutlich Erfolge. So steigt
unter Gemcitabin das mediane Uberleben von ca. 3 Monate auf ca. 6,5 Monate und die
1-Jahres-Uberlebensrate von 2% auf ca. 25% an. Auch sind die unter Gemcitabin
auftretenden Nebenwirkungen insgesamt sehr ginstig (Deutsche Krebsgesellschaft
2018; Oettle 2018). Eine Studie der European Study Group for Pancreatic Cancer
(ESPAC) verglich Patienten die postoperativ eine adjuvante Chemotherapie bestehend
aus 5-FU und Folinsaure erhielten, mit Patienten, die nur operativ versorgt wurden. Von
den Patienten die postoperativ eine adjuvante Chemotherapie erhielten lebten nach 5
Jahren noch 21% und von den Patienten, die nur operativ versorgt worden, 8% (Sahora
et al. 2008; Valle et al. 2014). Gemcitabin und 5-FU sind somit die aktuellen
Empfehlungen im Rahmen einer adjuvanten Chemotherapie (Kleger et al. 2014). Ist der
Tumor jedoch bereits lokal fortgeschritten oder sind Metastasen nachweisbar empfiehlt
sich eine palliative Chemotherapie. In der Erstlinientherapie ist fir lokal fortgeschrittene
Pankreastumore nab-Paclitaxel mit Gemcitabin und FOLFIRINOX das Mittel der Wabhl.
Dabei besteht das FOLFIRINOX-Schema aus 5-FU, Leucovorin, Irinotecan und
Oxaliplatin. Bei der Behandlung von metastasierten Pankreaskarzinomen wird entweder
mit einer Monotherapie bestehend aus Gemcitabin oder mit FOLFIRINOX therapiert,
welches im Vergleich zu Gemcitabin eine signifikante Steigerung der medianen
Uberlebenszeit (6,8 Monate vs. 11,1 Monate), eine verlangerte progressionsfreie
Uberlebenszeit (3,3 Monate vs. 6,4 Monate) sowie eine Steigerung der Remissionsrate
prasentiert (Oettle 2018). Nachteil einer Behandlung mit FOLFIRINOX ist jedoch die
erhdhte Toxizitat und die Schwere der Nebenwirkungen (Conroy et al. 2011; Deutsche
Krebsgesellschaft 2018; Kunzmann et al. 2014; Valsecchi et al. 2014). Eine weitere
Therapieoption ist ebenfalls die Behandlung mit Gemcitabin und nab-Paclitaxel. In Kom-
bination mit Gemcitabin konnte nab-Paclitaxel als erste Substanz bei
metastasierten Pankreaskarzinomen eine deutliche Verlangerung des
Gesamtiiberlebens (6,7 Monate vs. 8,5 Monate) und eine Verbesserung des
progressionsfreien Uberlebens (3,7 Monate vs. 5,5 Monate), im Vergleich zur
Monotherapie mit Gemcitabin, erzielen. Auch zeigt sich eine bessere Vertraglichkeit
im Vergleich zu FOLFIRINOX (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Kleger et al. 2014;
Oettle 2018; Valsecchi et al. 2014; Von Hoff et al. 2013). Neben den drei konventionellen
Verfahren der Tumortherapie (Chirurgie, Strahlentherapie, Chemotherapie) ist auch die
sogenannte supportive Therapie, vor allem im Sinne einer Schmerztherapie, von grof3er

Bedeutung. So beschreiben Patienten Pankreastumore als auf3erst schmerzhaft (Chen
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et al. 2006; Dennis et al. 2008). Zu den wichtigsten Optionen der Schmerztherapie
zahlen die medikamentdse Versorgung mit Opioiden und nichtsteroidalen Analgetika.
Ein weiteres Ziel der supportiven Therapie ist das Vermeiden und das Beheben von, mit
der Erkrankung einhergehenden, Komplikationen (Thrombosprophylaxe, Punktion bei
Aszites). Im Sinne einer Begleittherapie werden auch oftmals Pankreasenzyme und
fettlésliche Vitamine substituiert. Zur Erhaltung einer moglichst hohen Lebensqualitat
sind antiemetische Medikamente sowie eine frihzeitige enterale beziehungsweise
parenterale Erndhrung bei unzureichender Nahrungsaufnahme und bei Gewichtsverlust
dringend indiziert. Ziel ist es eine gewisse Lebensqualitdat solange wie mdglich
aufrechtzuerhalten, da beispielweise starker Gewichtsverlust mit einem schnelleren
Krankheitsverlauf und einer schlechteren Prognose assoziiert ist (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018; Seufferlein et al. 2013). Erprobt werden in
klinischen Studien auch neue, die Standardtherapie erganzende Therapieansatze, wie
beispielsweise Tumorvakzine, die Applikation von Prodrugs, Angiogeneseinhibitoren,
ebenso wie immunologische Ansatze (Arslan et al. 2014; Kleger et al. 2014). Eine
vielversprechende immuntherapeutische Option stellt dabei das Extrakt der
Européaischen Mistel dar. Wie auch bei der Behandlung des Mammakarzinoms wird
Viscum album oftmals in Kombination mit einer Chemotherapie verabreicht, wobei sich
eine gute Vertraglichkeit gemeinsam mit Gemcitabin zeigt (Mansky et al. 2013). Einsatz
findet die Misteltherapie vor allem bei lokal fortgeschrittenen oder metastasierten
Pankreaskarzinomen. In einer Studie von Axtner et al. (2016) ist fur Patienten mit
fortgeschrittenem  Pankreaskarzinom, welche zusatzlich zur Chemotherapie
Mistelextrakt erhielten, im Vergleich zu Patienten, welche ausschliellich eine
Chemotherapie unterliefen, eine deutliche Verbesserung der Gesamtiiberlebenszeit
erkennbar (12,1 Monate vs. 7,3 Monate). Auch gibt die Studie an, dass Patienten, welche
nur mit Mistelextrakt behandelt wurden im Vergleich zu jenen Patienten, die keine
adjuvante Therapie erhalten haben, ebenfalls eine verlangerte Gesamtiiberlebenszeit
aufweisen (5,4 vs. 2,5 Monate). Uber einen positiven Einfluss von Mistelextrakt in
Kombination mit dem Chemotherapeutikum Gemcitabin auf das Uberleben von
Pankreaskarzinompatienten berichten auch Matthes et al. (2010). Auch Schad et al.
(2014) und Troger et al. (2013) stellen jenen positiven Einfluss auf die
Gesamtiberlebenszeit von Pankreaskarzinompatienten fest. Troger et al. (2013) geben
in ihrer randomisierten Klinischen Studie mit 220 Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom das mediane Uberleben von Patienten, welche nur Mistelextrakt
erhielten, im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche nur mittels Begleittherapie (best
supportiv care) therapiert worden, mit 4,8 Monaten vs. 2,7 Monaten an (p <0,0001). In

einer weiteren Studie von Matthes et al. (2008) mit Patienten mit inoperablem Stadium

32



Literaturtibersicht

lI/IV Pankreaskarzinom ist eine Aquivalenz zwischen der medianen Uberlebenszeit
unter Misteltherapie und unter Chemotherapie mit FOLFIRINOX feststellbar
(11,6 Monate vs. 11,1 Monate).

Neben einer verlangerten Gesamtiiberlebenszeit zeigt die komplementare Therapie mit
Mistelextrakt bei subkutaner und intravendser Applikation innerhalb verschiedener
Studien ebenfalls eine hohe Vertraglichkeit, geringe Nebenwirkungen und eine damit
einhergehende Symptomkontrolle (Matthes et al. 2010; Schad et al. 2014; Steele et al.
2014a, 2014b). Schad et al. (2014) gibt hierbei vor allem systemische Nebenwirkungen
in Form von Fieber, erhohter Korpertemperatur, Ubelkeit, Kopfschmerzen und
generellen Hautirritationen an. Troger et al. (2013) berichten zudem, dass die
krankheitsbezogene Symptomatik unter Mistelextrakttherapie bezuglich ihrer Schwere
und ihrer Frequenz signifikant reduziert werden konnte. Auch innerhalb einer weiteren
Studie von Troger et al. (2014) lasst sich ebenfalls unter Therapie mit Mistelextrakt eine
teilweise signifikante Senkung krankheitsbedingter Symptome und eine damit
einhergehende Steigerung der Lebensqualitét feststellen. Dabei prasentieren sich unter
anderen vor allem beziglich Fatigue, Schmerzen, Appetit- und Schiaflosigkeit deutlich
bessere Ergebnisse. Aufgrund all jener Studien konnte die Misteltherapie als gut
vertragliche und wirksame Zweitlinientherapie in der Behandlung lokal
fortgeschrittener oder metastasierter Pankreaskarzinome bewertet werden.

3.5 Prognose

Das Pankreaskarzinom stellt aufgrund seiner hohen Malignitat und seines schnellen und
hohen Metastasierungspotenzials eine  der  prognostisch  unginstigsten
Krebserkrankungen dar. So befinden sich bei Diagnosestellung ungefahr 70% aller
Patienten in einem bereits fortgeschrittenen Erkrankungsstadium (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018; Robert-Koch-Institut 2017a). Infolge der sehr
unginstigen Prognose sterben nahezu ebenso viele Personen an einem
Pankreaskarzinom wie an diesem erkranken. Mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebens-
rate von 9% sowohl bei Frauen als auch bei Mannern und mit einer relativen
10-Jahres-Uberlebensrate von 8% bei Frauen und 7% bei Mannern, weist das
Pankreaskarzinom die niedrigste  mediane  Uberlebensrate  unter allen
Krebserkrankungen auf (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Robert-Koch-Institut 2016b,
2017a). Laut Li et al. (2004) liegt die mediane Uberlebenszeit bei einem
Pankreaskarzinom im fortgeschrittenen Stadium ohne Behandlung bei 3,5 Monaten.
Mithilfe adaquater Behandlung kann diese auf 6 Monate steigen. Im Falle einer
Resektion mit kurativer Absicht betragt das Langzeittiberleben unter 20% (Deutsche

Krebsgesellschaft 2018). Die beste und dennoch ungiinstige Prognose ist hach einem
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kurativ indizierten chirurgischen Therapieansatz gegeben, mit einer medianen
Uberlebenszeit von 10-24 Monaten und einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 25%. Nur
das periampullare Karzinom zeigt im Vergleich zu einem Pankreaskopfkarzinom eine um
30% verbesserte 5-Jahres-Uberlebensrate. Grundsatzlich ist die Prognose mit
abnehmender Differenzierung des Tumors und erfolgter lymphogener und hdmatogener
Streuung zunehmend schlechter (Deutsche Krebsgesellschaft 2018; Oettle 2018). Trotz
zahlreicher Diagnoseverfahren und zunehmender therapeutischer Ansatze stellt das
Pankreaskarzinom auch heute noch eine der todlichsten und aggressivsten
Krebsformen dar und verdeutlicht die Notwendigkeit fur weitere effiziente

Therapiemdglichkeiten.
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4. Exokrine Pankreastumoren des Hundes

4.1 Epidemiologie

Das Adenokarzinom des Pankreas kommt mit einer Pravalenz von unter 5% bei Hunden
und Katzen eher selten vor und stellt nur etwa 1% aller Tumorerkrankungen beim Hund
dar (Driver 1997; Ettinger et al. 2005; Klopfleisch 2017b; Morrison 2002). Auch wurden
Pankreasadenokarzinome bereits fur weitere Tierarten, wie Rind und Pferd, beschrieben
(Kircher et al. 1976; Klopfleisch 2017b; Rowlatt 1967). Laut Bennett et al. (2001) liegt
das Risiko fur Hunde bei einer geschéatzten Inzidenz von 17,8/100.000 pro Jahr.
Im Vergleich dazu ist das humane Pankreasadenokarzinom die vierthaufigste
krebsbedingte Todesursache in Deutschland und in den USA, mit 18.000
Neuerkrankungen pro Jahr (Oettle 2018; Robert-Koch-Institut 2017a).

Das Alter betroffener Hunde betréagt durchschnittlich 9 beziehungsweise 10 Jahre, mit
einer unteren Altersgrenze von 2 Jahren (Klopfleisch 2017b; Minster et al. 1988; Priester
1974; Seaman 2004). Zudem geben Withrow et al. (2001) und Priester (1974) eine
Geschlechtsdisposition fiir weibliche Hindinnen an, wohingegen Fossum (2009) eine
héhere Tendenz bei Riiden beschreibt. Ein erhéhtes Risiko zeigt sich auch insbesondere
fir verschiedene Terrier-Rassen, Labrador Retriever, Cocker und fur andere Spaniel-
Rassen. Kohn et al. (2012), Nelson et al. (2010) und Priester (1974) geben Tumore des
exokrinen Pankreas als grundsatzlich meist hochmaligne und sehr aggressiv an, mit
hoher und friihzeitiger Metastasierungstendenz und Metastasierungswahrscheinlichkeit.
Exokrine Pankreastumoren kdnnen entweder primar pankreatischen Ursprungs sein
oder sekundar metastatisch auftreten (Fossum 2009; Head et al. 2002; Klopfleisch
2017b; Seaman 2004). Metastasen des Pankreas treten dabei bevorzugt in den
regionalen Lymphknoten, der Lunge, der Leber, dem anliegenden Peritoneum und dem
Knochen auf. Primartumore die sekundédr in das Pankreas metastasieren, sind
Melanome, Hamangiosarkome, Karzinome anderer Organe sowie Lymphome und
Osteosarkome (Anderson et al. 1967; Chang et al. 2007; Dennis et al. 2008; Klopfleisch
2017b; Rowlatt 1967; Steiner et al. 2007). lhren Ursprung nach, entstammen exokrine
Pankreastumoren aus duktalen oder azinaren Zellen. In den meisten Fallen entstammen
sie jedoch duktalen Ursprungs (Dennis et al. 2008; Ettinger et al. 2005; Klopfleisch
2017b). Im Gegensatz zum Menschen treten Adenokarzinome aufgrund der
anatomischen Begebenheiten im Tier vor allem im zentralen Teil des Pankreas (Corpus)
auf, aber auch haufig im duodenalen Schenkel (Dahme et al. 2007; Hecht et al. 2007,
Klopfleisch 2017b). Die Atiologie exokriner Pankreastumore ist ungeklart. Es werden
jedoch verschiedene atiologische Faktoren wie bilidrer Reflux, fett- und cholesterinreiche
Erndhrung, karzinogene Substanzen, chronische Pankreatiden und
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Langzeitmedikamente als Ursache angenommen. Auch genetische Ursachen, wie die
Aktivierung von KRAS-Genen, ebenso wie deren Mutation, wie sie in humanen
Pankreastumoren bereits identifiziert wurden, konnten ebenfalls in Pankreasadeno-
karzinomen des Hundes und der Katze nachgewiesen werden und stellen eine der
haufigsten genetischen Veranderungen innerhalb dieses Krankheitsbildes dar (Eser et
al. 2014; Mayr et al. 2003; Nelson et al. 2010).

4.2 Klinik

Die klinischen Symptome sind oftmals unspezifisch und &hneln einer akuten
Pankreatitis, einem akuten Abdomen und einer exogenen Pankreasinsuffizienz mit
einem Maldigestionssyndrom. Ublicherweise zeigen betroffene Tiere hauptsachlich
Durchfall, abdominale Schmerzen, Lethargie, Schwache, Erbrechen, Anorexie,
Gewichtsverlust sowie eine abdominale Ausdehnung aufgrund raumfordernder Massen
und Flussigkeiten. Des Weiteren kdnnen ein sekundarer Diabetes Mellitus, ein
Pleuraerguss, ein lkterus infolge einer extrahepatischen Gallenobstruktion, abdominaler
Palpationsschmerz und ein Aszites durch eine Pankreatitis und eine
Peritonealkarzinomatose auftreten. So ist bei ca. 1/3 der Katzen eine abdominale Masse
palpierbar. Bei Hunden ist dies eher selten (Bennett et al. 2001; Bright 1985; Fossum
2009; Klopfleisch 2017b; Kohn et al. 2012; Munster et al. 1988; Seaman 2004). In
wenigen Fallen kénnen sich im Zusammenhang mit dem Pankreasadenokarzinom auch
paraneoplastische Syndrome, wie beispielsweise Alopezie und Anamie, entwickeln
(Cave et al. 2007; Dennis et al. 2008; Fabbrini et al. 2005; Klopfleisch 2017b).

4.3 Diagnostik

Um einen Pankreastumor zuverlassig zu diagnostizieren, sollten alle zur Verfiigung
stehenden diagnostischen Mittel ausgeschdpft werden. Dazu gehdren eine Blutchemie,
eine abdominale Ultraschalluntersuchung, eine thorakale Ro&ntgenaufnahme zur
Feststellung von Metastasen, wenn vorhanden eine CT-Aufnahme und im Zweifelsfalle
eine Laparotomie. Die Blutchemie ist meistens unspezifisch. Die labormedizinsiche
Untersuchung kann jedoch Leukozytose, Anamie, Hyperglykdmie, Hyperbilirubindmie,
erhohte Serum-Alaninaminotransferase-Aktivitdt beziehungsweise allgemein erhdhte
Leberwerte, sowie erhéhte Amylase und signifikant erhdhte Lipasewerte ergeben
(Dennis et al. 2008; Fossum 2009; Klopfleisch 2017b; Quigley et al. 2001). Dabei wird
die Sensitivitdt der Serumaktivitat der Amylase und der Lipase mit mafig bis hoch
angegeben (Hess et al. 1998). Auch die der kaninen spezifischen pankreatischen Lipase

soll hoch sensitiv sein, hat aber auch bei Hunden mit akuten Abdomen ein 40%iges
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Risiko fur falsch positive Diagnosen (Haworth et al. 2014). Eine rdntgenologische
Untersuchung hat aufgrund der schlechten Darstellbarkeit des Pankreas vor allem eine
differenzialdiagnostische Bedeutung und dient unter anderem der Detektion von
Lungenmetastasen (Fossum 2009; Hecht et al. 2007; Minster et al. 1988). Ein
entscheidendes Diagnosemittel ist der abdominale Ultraschall. Mittels Sonografie ist es
mdglich die Pankreasmasse darzustellen, jedoch ist auch per Sonografie keine
Differenzierung zwischen Pankreatitis und Pankreastumoren moglich. Sonografische
Befunde wie beispielweise Lebertumore kénnen jedoch hinweisend auf ein bdsartiges
Geschehen sein (Hecht et al. 2007; Hess et al. 1998; Kohn et al. 2012; Mayr et al. 2003;
Morrison 2002). Um den Ultraschallbefund zu sensitivieren, empfiehlt sich eine
ultraschallgestiitzte Feinnadelaspiration, welche fir den Nachweis von Tumorzellen
diagnostisch sein kann (Bennett et al. 2001; Cordner et al. 2015; Klopfleisch 2017b). So
besteht laut Klopfleisch (2017b) und Cordner et al. (2015) eine hohe Korrelation
zwischen den zytologischen und histologischen Untersuchungen. Ein weiteres hoch
sensitives Diagnosemittel ist die kontrastmittelverstarkte Computertomografie zur
Diagnose des Tumors und von Metastasen (Klopfleisch 2017b; Kohn et al. 2012; Posch
2002). Auch die beiden invasiven diagnostischen Methoden der Organbiopsie und der
Laparoskopie ermoéglichen eine genauste Diagnostik, ein therapeutisches
Eingreifen jedoch nicht (Spillmann et al. 2000). Falls alle bis dato durchgefiihrten
bildgebenden Befunde unklar waren, empfiehlt sich schlussendlich die Laparotomie mit
der Mdglichkeit eines palliativen-chirurgischen Vorgehens (Klopfleisch 2017b; Spillmann
et al. 2013).

4.4 Therapie

Bei Hunden, bei denen nur das Pankreas makroskopisch betroffen ist, kann die
chirurgische Therapie ein sinnvoller palliativer Eingriff sein. Die Therapie der Wahl ist
dabei die partielle Pankreatektomie. Je nach Ausmal3 der Neoplasie empfiehlt sich eine
zusatzliche partielle Duodenektomie nach dem Vorbild der humanmedizinischen
Whipple-Operation (Dennis et al. 2008; Kessler 2013; Klopfleisch 2017b). Eine andere
chirurgische Methode als lebensverlangernde Mal3nahme ist die totale Pankreatektomie,
welche aufgrund zahlreicher Komplikationen, einem sehr hohen Mortalitatsrisiko und
sehr geringen Heilungschancen, jedoch nur selten in der Veterindrmedizin angewandt
wird (Fossum 2009; Withrow et al. 2013). Aufgrund der duf3erst unginstigen Prognose
werden viele Patienten intraoperativ oder bereits direkt nach Diagnosestellung
euthanasiert (Fossum 2009; Kessler 2013; Nolte et al. 2000). Neben einer chirurgischen
Therapie kann auch eine pharmakologische Therapie mittels Chemotherapeutika

versucht werden, jedoch erweist sich das Pankreasadenokarzinom als sehr
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chemotherapieresistent und tragt so zu dessen &ul3erst schlechten Prognose bei. Das
Mittel der Wahl bei einem Therapieversuch ist Gemcitabin. So wurde laut Martinez-
Ruzafa et al. (2009) mittels einer Kombination aus Gemcitabin und Carboplatin nach
sechs Zyklen bei einer von drei Katzen eine komplette Remission des
Pankreaskarzinoms erzielt. Ein anderer aktuell diskutierter Ansatz ist der intrakavitére
Einsatz von Cisplatin/Carboplatin beim Hund beziehungsweise Carboplatin bei der
Katze (Kessler 2013). Einen weiteren Ansatz zeigt Althaus (2010) mit dem Einsatz von
5-FU und Paclitaxel. Aber auch diese Therapieversuche beschranken sich bis dato nur
auf Einzelberichte und sind nicht kliniktauglich. Aufgrund der fehlenden Radiosensitivitét
von Pankreaskarzinomen ist auch eine Strahlentherapie nicht erfolgversprechend
(Ghaneh et al. 2007; Tempero et al. 2017). Einen Goldstandard fur die Behandlung von
exokrinen Pankreaskarzinomen gibt es somit bis heute nicht (Paoloni et al. 2007).
Grundsatzlich existiert fur das fortgeschrittene exokrine Pankreaskarzinom derzeit keine
erfolgversprechende heilende Behandlung (Bennett et al. 2001).

Von humanmedizinischen Patienten werden Pankreastumore als uf3erst schmerzhaft
beschrieben, weshalb angenommen wird, dass das auf veterindrmedizinische Patienten
ebenso zutrifft (Chen et al. 2006; Dennis et al. 2008). Palliative Behandlungsgrundlagen
beruhen somit vor allem auf einer Schmerzlinderung. Zur Vermeidung von Nausea und
Vomitus werden Antiemetika verabreicht. Des Weiteren ist es ratsam, diatische
Maflnahmen zu ergreifen. Um den Appetit des Tieres anzukurbeln und zu steigern,
stehen verschiedene medikamentdse Mittel zur Verflgung. Sollte sich trotz alledem, plus
zusatzlicher chirurgischer und chemotherapeutischer Manahmen, die Lebensqualitat
des tierischen Patienten nicht verbessern, ist die Euthanasie des Tieres die einzige
vertretbare Alternative (Kessler 2013). Entsprechend der kaum vorhandenen
Therapiemdglichkeiten sind auch in diesem Bereich weitere Therapieansatze dringend
notwendig. Eine mdgliche Behandlungsoption kénnte auch hier eine Immuntherapie
mittels Mistelextrakt sein. Zwar gibt es bisher keine entsprechenden Studien, die die
Wirkung von Mistelextrakten auf das veterindarmedizinische Pankreasadenokarzinom
untersuchen, betrachtet man aber die dazu durchgefuhrten humanmedizinischen
Studien, konnte Mistelextrakt auch fur dieses Krankheitsbild eine durchaus

vielversprechende alternative Therapiemoglichkeit darstellen.
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4.5 Prognose

Aufgrund der sehr hohen Metastasierungsrate, der stark eingeschrankten wirksamen
Behandlungsmaoglichkeiten und der krankheitsbedingten einhergehenden massiven
Zerstorung des Pankreas, ist die Prognose des exokrinen Pankreasadenokarzinoms als
aulerst schlecht, sogar als infaust zu bewerten. Bei den meisten Patienten werden
bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung Metastasen festgestellt und werden nicht
selten wahrend des chirurgischen Therapieversuches intraoperativ euthanasiert
(Fossum 2009; Kessler 2013; Klopfleisch 2017b; Nolte et al. 2000). Die medianen
Uberlebenszeiten dokumentierter Félle betragen laut Kessler (2013) und Larsson et al.
(1989) 3-90 Tage nach Diagnosestellung und laut Dennis et al. (2008) 5-120 Tage nach
chirurgischem Eingriff. Ist es trotz aller zur Verfigung stehender Malinahmen nicht
mdglich die Lebensqualitat des Tieres schmerzfrei aufrechtzuerhalten beziehungsweise
zu verbessern, ist die Euthanasie die einzige ethisch und moralisch vertretbare
Alternative (Kessler 2013).
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5. Die Mistel und die Misteltherapie

5.1 Allgemeines

Uber die Mistel und ihre medizinische Bedeutung gibt es schon seit mindestens 2.500
Jahren heilkundliche Uberlieferungen (Rippe 2017). So berichtet bereits Hippokrates
(460-377 v.Chr.), wie auch Dioskurides (40-90 n.Chr.), Uber Mistelextrakt und dessen
Anwendung bei  ,Milzsucht® (heute  Hypochondrie) und  chronischen
Stoffwechselerkrankungen von Milz und Leber (Rippe 2017). Plinius G. P. Secundus
(27-79 n.Chr.) hingegen Uuberlieferte die Anwendung von Mistel bei Epilepsie und
Schwindel. Auch Celsus (um die Geburt Christi) dokumentierte ebenfalls die Anwendung
bei Epilepsie, jedoch sah er bereits eine Indikation der Misteltherapie bei
Krebserkrankungen. Die Kelten, wie auch Mediziner des Altertums und des Mittelalters,
sahen die Mistel ebenfalls als Heilpflanze und Allheilmittel an (Franz 1985; Luther et al.
1986). In der anthroposophischen Medizin gilt die Mistel neben den konventionellen
onkologischen Therapieansatzen als alternative und unterstiitzende Therapieoption und
als eine der wichtigsten wund starksten pflanzlichen Arzneimittel gegen
Tumorerkrankungen (Blssing 2000; Wilkens et al. 2016). Jener Ansatz wurde erstmalig
Ende 1916 von Rudolf Steiner, dem Begriinder der Anthroposophie, aufgegriffen. 1920
stellte er die Mistel als unkonventionelle Therapiemdoglichkeit gegen Krebs o6ffentlich vor
und empfahl deren Anwendung als Onkologikum. Die Arztin Ita Wegmann war es dann,
welche die Idee der Misteltherapie von Steiner bereits 1917 aufgriff und gemeinsam mit
dem Apotheker Adolf Hauser das erste Mistelpraparat Iscar entwickelte und auch
anwandte (Steiner 1961; Wilkens et al. 2016). Parallel dazu begann Koch (1938) in
ersten Versuchen die zytostatische Wirkung der Mistel mit Hilfe von in vivo- und in vitro
Krebsmodellen nachzuweisen. Vor allem aber innerhalb der letzten Jahrzehnte nahm
die Bedeutung der Mistel hinsichtlich ihrer immunmodulatorischen und
immunstimulierenden Inhaltsstoffe als vielversprechender Ansatz im Kampf gegen
Krebserkrankungen zu. Steiners Ansatz wurde wissenschaftlich aufgegriffen und
erforscht. Die Forschung konzentrierte sich dabei hauptsachlich auf die Analyse der
Inhaltsstoffe sowie auf deren Wirkung und deren Effekt auf das Immunsystem (Stein
1995).

Botanisch gehdrt die weiRbeerige Mistel, Viscum album Loranthaceae, zur Familie
Viscaceae, eine Unterfamilie der Loranthaceae. Sie ist ein immergriner,
halbstrauchiger, epiphytischer semi- und hauptsachlich ektoparasitisch lebender
Sprossparasit. Als Halbschmarotzer wachst sie auf den Asten verschiedener
Laubbdume, aus deren Holzteil sie Wasser und darin geléste Nahrsalze entzieht (Luther
et al. 1986). Weltweit wurden schatzungsweise bereits 1.500 verschiedene Mistelarten
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identifiziert. lhr Verbreitungsgebiet erstreckt sich dabei vor allem von Europa, Uber
Sudwest- und Zentralasien, bis nach Japan. Viscum album L. findet sich in Mittel- und
Siudeuropa sowie in den milden Regionen Skandinaviens. Typische Laubbdume auf
denen die weil3beerige Mistel wéachst, sind Linden, Pappeln, Apfelbaume, Ahorn, Birken,
Weiden, Hainbuchen, Robinien und Weil3dorn (Becker 1986; Grieve 1994; Wilkens et al.
2016). Neben der Laubholzmistel (Viscum album ssp. album) wird die Art Viscum album
hinsichtlich ihrer Wirtsspezifitat in zwei weitere Unterarten unterteilt — in die der Tannen-
(Viscum album ssp. abietis) und in die der Kiefermistel (Viscum album ssp. austriacum).
Unterschiede innerhalb dieser drei Arten bestehen nicht nur bezlglich ihrer
Wirtsspezifitat, sondern auch hinsichtlich inres Gesamtextraktes, dessen jahreszeitlich
bedingten schwankenden Gehaltes innerhalb der verschiedenen Bestandteile der
Mistelpflanze und bezlglich der verschiedenen Anwendungsgebiete der
unterschiedlichen Mistelextrakte. Trotz Unterschiede ist eine eindeutige morphologische
Bestimmung der Mistel nur Uber die dazugehorige Wirtspflanze mdoglich (Hegi 1981;
Rippe 2017; Wilkens et al. 2016).

Fur eine Verbreitung ist die Mistel obligat auf Vogel angewiesen (Ornithochorie). Die
Frichte der Mistel reifen im November/Dezember aus, bleiben bis ins kommende
Frihjahr héngen und dienen so verschiedenen Vogelarten als Winternahrung.
Vogelarten wie die Monchsgrasmiuicke fressen lediglich die Fruchthille und das daran
hangende aulere Fruchtfleisch. Der Ubrig gebliebene Kern mit seiner klebrigen Hiille
wird in der Nahe des Mistelbusches zuriickgelassen und die mit einer Schleimschicht
behafteten Samen bleiben somit auf einem dem Mistelbusch benachbarten Ast zuriick.
Dem gegeniiber steht beispielsweise die Misteldrossel. Die Misteldrossel schluckt die
gesamte Frucht und scheidet anschlieend tber den Darm den Mistelkern und die
unverdaute Fruchthille wieder aus (Endochorie). Die Samen werden somit mit einer
Restschleimhaut, aber ohne Beerenhaut, auf den zuklnftigen Wirtsbaum
ausgeschieden. Im Frihjahr beginnt der Samen dann zu keimen. Im Winter, von
Januar/Februar bis Anfang Mai, bliihen dann alle drei Unterarten. Mistelpflanzen sind
dibzisch, weshalb ein immergriner Mistelbusch entweder nur weibliche oder nur
mannliche Bliten besitzt. Eine anschlieRende Bestdubung erfolgt entomogamisch.
Typische Vertreter hierfir sind unter anderem Hummeln, Wespen, Ameisen und Fliegen.
Ende des Jahres werden die Beeren, welche im botanischen Sinne sogenannte
Scheinbeeren sind, reif und dienen den verschiedenen Vogelarten wieder als Nahrung,
welche so die Samen erneut verbreiten (Luther et al. 1986; Petercord et al. 2017; Ramm
2006).
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5.2 Inhaltsstoffe der Mistel und deren Wirkung

Die Bedeutung der Mistel in der Medizin beziehungsweise insbesondere in der
Onkologie beruht auf den biologisch aktiven Inhaltsstoffen der Mistelextrakte, welche fur
die wachstumshemmenden, immunstimulierenden und mittels induzierter Apoptose
zytotoxischen Eigenschaften der Mistel verantwortlich sind (Blssing 2000; Kienle Kiene
2003; Marvibaigi et al. 2014).

Das Gesamtextrakt einer Mistel besteht aus mehr als 1.000 Inhaltstoffen. Dazu gehoéren
600 verschiedene Proteine wie Glykoproteine (Mistellektine), ebenso wie Polypeptide
(Viskotoxine), Kohlenhydrate, Aminosauren, zahlreiche Enzyme, Fette, Oligo- und
Polysaccharide, Flavonoide, Phenylpropane, DNA, Triterpene, Lignane, Alkaloide,
Kalium, Vesikel und Phosphor (Blissing 2000; Jager et al. 2007; Kienle Kiene 2003; Klett
et al. 1989; Mueller et al. 1990; Orhan et al. 2006; Paepke 2018; Winkler et al. 2005).
Die schlussendliche chemische Zusammensetzung des Mistelextraktes ist dabei
abhangig von der Jahreszeit (Sommer-/Wintersaft), der Erntezeit, der Lokalisation und
der Art des Wirtsbaumes sowie von der Technik der Extraktherstellung und von der
Wachstumsphase der Pflanze (Bar-Sela 2011; Zee-Cheng 1997). Die beiden
bedeutendsten und am besten erforschten Inhaltstoffe der Mistel, sind die sogenannten
Mistellektine (ML) und die Viskotoxine. Die Mistellektine, welche aufgrund ihrer
Zuckerspezifitat in Mistellektine I-Ill eingeteilt werden, bilden die Hauptkomponente des
Mistelextraktes und befinden sich Uberwiegend im Zentrum der Pflanze, im Senker und
in &lteren Stengeln. Der Lektingehalt eines Mistelextrakts unterliegt, wie bereits erwahnt,
verschiedenen Faktoren. Am héchsten ist er im Winter. Als lektinreiche Wirtsbaumarten
zahlen vor allem Laubbaume wie die Pappel, die Eiche, die Linde, der Apfelbaum und
die Esche. Dem gegenuber steht die Kiefermistel, welche den geringsten Lektingehalt
aufweist (Paepke 2018). Funktionell und strukturell weisen Mistellektine Verwandtschaft
zu Abrinlektinen (Abrus praecatorius) und Ricinuslektinen auf, welche ebenfalls
zytolytisch und hamolytisch wirksam sind. ML bilden eine Gruppe von Proteinen, welche
die Fahigkeit besitzen Zuckerreste zu erkennen und sich an diese zu binden. So wird
D-Galaktose spezifisch von ML | gebunden, ML Il bindet D-Galaktose und N-Acetyl-
Galaktosamin und ML III bindet ausschlief3lich N-Acetyl-Galaktosamin. Mistelektine I-11I
gehdren zu der Ribosomen-inhibierenden Proteinfamilie (RIP) und bestehen strukturell
aus zwei Ketten, einer A-Kette und einer B-Kette, welche per Disulfidbriicke miteinander
verbunden sind. Die A-Kette hemmt in zellfreien und zellularen Systemen die
Proteinbiosynthese, indem sie den Schritt der Elongation inhibiert. Jene Inhibierung ist
die Folge einer Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung an Adenin-4324 an der
28. Untereinheit der ribosomalen RNS. Als Folge der Inhibierung wird die Apoptose oder

der nekrotische Zelltod der Zelle eingeleitet. Aufgabe der B-Kette ist es wiederum
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Kohlenhydrate zu binden, dadurch den Kontakt mit der Zellmembran herzustellen und
somit die zellulare Aufnahme des Hololectins zu vermitteln. Sie dient somit also der
Bindungsspezifitat zu den Zielzellen. (Bantel et al. 1999; Endo et al. 1988; Franz et al.
1981; Kienle Kiene 2003; Kreis 2009; Schink 1990; Voelter et al. 2005). Auf jene, durch
beide Ketten induzierte Ereignisse, beruht der antitumorale beziehungsweise
zytotoxische Effekt, welcher sich in vitro fur eine Vielzahl von Tumorzelllinien
demonstrieren lasst (Blssing 2000; Bissing et al. 1996; Kienle Kiene 2003; Pryme et al.
2006). Neben ihren antitumoralen Effekt erzeugt die Mistel zudem einen
immunmodulatorischen Effekt. Jener Effekt ist ebenfalls auf die B-Kette zurtickzufuhren,
welche die Sekretion von zahlreichen Zytokinen, ebenso wie die daraus resultierende
Aktivierung von nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen) und T-Helferzellen steigert (Hajto et
al. 1998; Lee et al. 2009). Beuth et al. (2008) zeigen in einer Studie jene signifikante
Steigerung von NK- und T-Zellen in 20 Mammakarzinompatientinnen, die subkutan
Mistellektine erhalten haben. Auch lasst sich eine vermehrte Phagozytoseaktivitat und
ein erhohter Aktivitdtszustand von TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) und IFN-y (Interferon-
y) sowie von lymphatischen Zellen beobachten. Ein Schutz der DNA vor
Methylierungsprozessen kann ebenfalls festgestellt werden (Fischer 2006; Hajto et al.
1997; Hajto et al. 1998; Kienle Kiene 2003; Lee et al. 2009). Stauder et al. (2002)
berichten in ihrem Uberblick tber praklinische und klinische Studien beziglich
Mistellektine und ihrer Wirkung, dass in einer Vielzahl von Experimenten der
zytotoxische und immunstimulierende Effekt von Mistelextrakten nachgewiesen werden
konnte.

Die zweitwichtigsten misteltypischen Inhaltsstoffe bilden die Viskotoxine. Viskotoxine
sind basische Polypeptide und gehéren zur Gruppe der Thionine. Sie dhneln in ihrer
chemischen Struktur den Cardiotoxinen von Schlangen und weisen einen starkeren
zytostatischen Effekt auf als beispielsweise das Zytostatikum Vincristin. Strukturell
bestehen sie aus 46 Aminosauren und 3 Disulfidbricken. Die namensgebende
Zytotoxizitat schwankt innerhalb der unterschiedlichen Untergruppen der Viskotoxine,
ebenso wie von Wirtsbaum zu Wirtsbaum (Paepke 2018; Schaller et al. 1996; Wilkens
et al. 2016). Im Gegensatz zu den Mistellektinen ist der Gehalt an Viskotoxinen im
Sommer am hochsten und befindet sich vor allem in den &uf3eren Bereichen der Pflanze,
in sehr jungen Blattern, blitentragenden Kurztrieben, Beeren und Stengeln. Der
zytolytische/zytostatische Effekt beruht auf der Auslésung des nekrotischen Zelltodes
durch Lyse der Zellmembran. Urséchlich fur die Lyse ist vermutlich eine Bindung der
Thionine an Membranphospholipide, welche anschlieRend zur Porenbildung und somit
zur Zellwandschéadigung fuihrt (Becker et al. 2005; Bissing 2000; Paepke 2018). Coulon

et al. (2002) berichten in ihrer Studie Uber die zytotoxische Wirkungsweise von
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Viskotoxinen, wobei es infolge der zytotoxischen Wirkung zu Leckstellen innerhalb der
Doppelmembran der Zelle kommt, welche mit zunehmender Quantitéat folglich zu einem
Aufbrechen der Doppelmembran filhren und somit schlussendlich zum Untergang der
Zelle. Wie auch Mistellektine dienen Viskotoxine der Immunmodulation, indem sie die
Aktivitat von Granulozyten und T-Zellen mittels respiratorischer Burst und Phagozytose
stimulieren. Auch steigern sie die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat gegeniber
Tumorzellen, bewirken eine Freisetzung von IL-6 und hemmen die Proteinbiosynthese
sowie die DNA- und RNA-Synthese (Bopp 2006; Blssing 2000; Fischer 2006; Giudici et
al. 2005; Kienle Kiene 2003; Rostock 2000). Studien von Schaller et al. (1996) und
Tabiasco et al. (2002) berichten ebenfalls Giber den immunogenen Effekt der Viskotoxine.
Peptide, welche einige Eigenschaften der Viskotoxine aufweisen, sind die in der Mistel
enthaltenen sogenannten Kuttan’schen Peptide. Kuttan et al. (1993) konnten in ihrer
Studie sowohl zytotoxische als auch immunstimulierende Wirkungen feststellen. Im
Rahmen von Tierversuchen zeigt sich zudem eine antitumorale Wirkung. Andere Stoffe
wie Triterpene und Flavonoide dienen der Stabilisierung und der Modulierung der
Wirkung von Viskotoxinen und Mistellektinen. Weitere Komponenten der Mistel und ihre
entsprechenden Effekte sind im Anhang, in Tabelle 1, zusammengefasst.

Zahlreiche wissenschaftliche Studien belegen den Immunsystem verstarkenden Effekt
der Mistel, ebenso wie den zytotoxischen Effekt, welcher die Tumorzerstdrung
beziehungsweise Tumorreduzierung steigern kann. Sowohl in vitro als auch in vivo
konnten immunstimulierende und zytotoxische Wirkungen der Mistel nachgewiesen
werden (Blssing 2006; Blssing et al. 2005; Eggenschwiler et al. 2007; Hajto 1986;
Heinzerling et al. 2006; Johansson et al. 2003; Yang et al. 2011; Yoon et al. 1999; Zhao
et al. 2012). So lasst sich nach der Gabe von Mistelextrakt ein signifikanter Anstieg der
Anzahl von Granulozyten, Monozyten und der gegen Krebszellen gerichteten NK-Zellen,
T-Helferzellen und Pan-T-Zellen beobachten. Auch berichten Blissing et al. (2007) tber
eine T-Zell-Stabilisierung unter Misteltherapie, wahrend bei Patienten ohne
Misteltherapie eine deutliche Abnahme dieser feststellbar war. Somit induziert die Mistel
also sowohl eine Stabilisierung als auch eine Zunahme jener Zellen, welche direkt an
der Tumorabwehr beteiligt sind und verbessert zudem die zellulare und auch die
humorale Immunantwort (Bussing 2006; Bussing et al. 2007; Gardin 2009; Heiny et al.
1998; Kienle et al. 2009; Kienle Kiene 2003; Kienle et al. 2010; Marvibaigi et al. 2014;
Matthes et al. 2005). Weiterhin zeigen beispielsweise Pae et al. (2000) in ihrer Studie,
dass Mistellektine die Sensitivitat von MCF-7 Zellen gegeniber einer TNF-a induzierten
Apoptose erhéhen. Auch ist eine gesteigerte Aktivitat von IL-2, IL-6 und IL-12 sowie eine
Steigerung der Phagozytoseaktivitat und der TNF-a und IFN-y-Anzahl in verschiedenen
Studien feststellbar (Friedel et al. 2009; Kienle 2009; Kovacs 2000; Son et al. 2010). Es
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wird angenommen, dass der immunstimulierende/immunmodulierende Effekt der Mistel
auf proinflammatorische Zytokine beruht, welche wiederum auf eine verstarkte Balance
des unspezifischen Immunsystems hinweisen. Weiterhin konnten auch antiangiogene
und proapoptopische Effekte nachgewiesen werden (Bopp 2006; Hajto et al. 1990;
Kienle et al. 2006). Aufgrund der Aktivierung von Granulozyten und Lymphozyten, der
Induktion verschiedener Zytokine und der Fahigkeit zur Stimulation von Phagozyten,
wird die Mistel als ,biological response modifier eingestuft (Beuth et al. 1994; Kuttan et
al. 1993; Pae et al. 2000).

In einer Vielzahl vorklinischer und klinischer Studien konnte der zytotoxische und
antitumorale Effekt der Mistel und derer aktiven Verbindungen vor allem gegenuber
Brustkrebs festgestellt werden (Beuth et al. 2006; Burger et al. 2001; Drees et al. 1996;
Hugo et al. 2007; Kelter et al. 2007; Knopfl-Sidler et al. 2005; Maier et al. 2002;
Ramaekers et al. 2007). Jener mistelbedingte Effekt zeigt sich aber auch fiir zahlreiche
andere Tumorzelllinien, wie zum Beispiel auf Leberkarzinom-, Pankreaskarzinom- und
Lymphomzelllinien (Burger et al. 2001; Harmsma et al. 2006; Mabed et al. 2004; Maier
et al. 2002; Matthes et al. 2005; Matthes et al. 2004). Laut Harmsma et al. (2006) und
Ramaekers et al. (2007) beruht diese antitumorale Wirkung auf einer mistelbedingten
induzierten Apoptose.

5.3 Préaparate, Anwendungsbereiche und Wirkungsspektrum

Mit dem Beginn der durch Rudolf Steiner und Ita Wegmann erfolgreich eingesetzten
Misteltherapie bei Krebspatienten werden in Deutschland seit Uber 100 Jahren die
unterschiedlichsten  Krebserkrankungen ergdnzend und unterstitzend  mit
Mistelextrakten behandelt. Im deutschsprachigen Raum werden derzeit bei etwa 40%-
50% der humanmedizinischen  Tumorpatienten  komplementarmedizinische
Krebstherapien angewandt. Viscum album stellt hierbei das am meisten verwendete
Mittel dar (Schwabe et al. 2004). Eine Studie von Melzer et al. (2009) gibt sogar eine
Pravalenz von adjuvanten Misteltherapien zur Basistherapie von Tumoren mit zwischen
29% und 77% an.

Das Anwendungsspektrum der Mistel ist weit gefachert und ist je nach Wirtsbaum
unterschiedlich. Derzeit gibt es in Deutschland 4 zur Krebsbehandlung zugelassene
anthroposophische Mistelpraparate, Abnobaviscum®, Helixor®, Iscador® und Iscucin®.
Neben den unterschiedlichen Herstellern unterscheiden sich die 4 Praparate auch
beziglich ihres Herstellungsprozesses, ihres Lektingehaltes sowie hinsichtlich ihrer
Wirtsbdume. Lediglich die Kiefer ist als Wirtsbaum in allen 4 Préparaten enthalten. Da
das Praparat Iscador® im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, wird ausschlie3lich

auf jenes Praparat genauer eingegangen. Iscador® enthalt sowohl den Saft von
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Winter- als auch von Sommermisteln. Die Mischung beider zu einem Extrakt findet in
einer hochtourig rotierenden Maschine statt. Die Rohmischung wird anschlieRend
verdiinnt, sodass ein wassriges Mistelextrakt vorliegt, welches nach seiner Gewinnung
einer Milchsauregarung unterzogen wird. Zur Verflgung stehen 5 verschiedene
Praparationen unterschiedlicher Wirtsbaummisteln (siehe Tabelle 1). Zudem gibt es zwei
sogenannte Iscador® Spezial-Formulierungen, Iscador® M spezial und Iscador® Qu
spezial. Im Gegensatz zu den anderen 5 Iscador® Praparaten sind die Spezial-
Zubereitungen auf einen konstanten Mistellektingehalt eingestellt. Die Applikation des
Praparates erfolgt grundsatzlich subkutan (Iscador 2019; Rippe 2017; Wilkens et al.
2016). Im Rahmen von Studien und Experimenten werden aber auch Applikationsformen
wie intramuskuldr, oral, intratumoral, intraperitoneal und intrapleural beschrieben
(Berger et al. 1983; Beuth et al. 2006; Drees et al. 1996).

Tabelle 1: Iscador® Praparate und deren Wirtsbdume der Rohsubstanz (Iscador 2019)

Iscador® M Viscum Mali (Apfelbaummistel)
Iscador® Qu Viscum Quercus (Eichenmistel)
Iscador® A Viscum Abietes (Tannenmistel)
Iscador® U Viscum Ulmi (Ulmenmistel)
Iscador® P Viscum Pini (Kiefernmistel)
Iscador® Qu 5 mg spezial Gesamtlektin 375 ng/ml
Iscador® M 5 mg spezial Gesamtlektin 250 ng/ml

Im Sinne einer homoopathischen Therapie findet die Mistel vielfachen Einsatz.
Indikationen sind beispielsweise Schlafstérungen, Allergien, Epilepsie und
Kopfschmerzen (Rippe 2017). Bewiesene und besser untersuchte Indikationen fiur die
Misteltherapie sind Prakanzerosen zur Progressionsverhinderung, wie beispielsweise
Zervixdysplasien, Dysplasien bei Colitis ulcerosa und proliferierende Mastopathien.
Zudem wurde unter Behandlung von Iscador® bei Metastasen, inoperablen Tumoren
oder Rezidiven, neben der Verbesserung des Allgemeinbefindens und der analgetischen
Wirkung auch gelegentlich eine Regression von Tumoren, sowie ein
Wachstumsstillstand nachgewiesen. Somit besteht auch insbesondere bei
verschiedensten Tumorerkrankungen, Metastasen und inoperablen Tumoren eine
Indikation fur eine Misteltherapie. Die Misteltherapie soll dabei vor allem im Rahmen der

Nachsorge, Nebenwirkungen einer Chemo- und/oder Strahlentherapie vermindern, die
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rezidiv- und metastasenfreie Uberlebenszeit verlangern und primar die Lebensqualitét
verbessern (Matthiessen et al. 1995; Rippe 2017; Wilkens et al. 2016). So zeigt sich im
Rahmen der Behandlung des B-Non-Hodgkin-Lymphoms nach subkutan applizierter
Mistel-Monotherapie in einer Studie von Kiithn (2005) in 42% der Félle eine partielle oder
sogar komplette Remission. Auch lasst sich nach subkutan applizierter Misteltherapie
bei der Behandlung des hepatozellularen Karzinoms (HCC) bei 8,1% der Patienten
ebenfalls eine partielle und bei 13,1% der Patienten eine komplette Remission
feststellen (Mabed et al. 2004). Neben der subkutanen Mistelapplikation demonstrieren
auch die intralasionale und intratumorale Applikation insbesondere bei der Behandlung
des HCC und des duktalen Mammakarzinoms in vivo eine gute Ansprechbarkeit. So
wurde bei nicht operablen HCCs sowohl eine deutliche Verbesserung der
Lebensqualitat als auch eine komplette Tumorremission beobachtet (Matthes et al.
2004). Auch fir das duktale Mammakarzinom ist eine deutliche Reduzierung des
Zellwachstums sowie eine Abnahme der Tumormasse erkennbar (Beuth et al. 2006).

Neben Viscum album gibt es noch zahlreiche weitere Mistelarten deren zytotoxischer
Effekt spezifisch auf die in dieser Arbeit verwendeten Brustkrebszelllinie MCF-7
nachgewiesen werden konnte. So weisen die Triterpenoide und die triterpenoidischen
Saponine der Koreanischen Mistel zytotoxische Effekte gegen MCF-7 auf, ebenso wie
die Flavonoide der Chinesischen Mistel. Auch die Iranische Mistel, die Kalifornische
Mistel und die Indische Mistel demonstrieren innerhalb verschiedener Studien ihre
zytotoxische Wirkung gegen jene Brustkrebszelllinie. Weitere Mistelarten wie
beispielsweise die Kamerunische Mistel und die Kalifornische Mistel zeigen jenen Effekt
auch gegenuber anderen Tumorzelllinien (Dashora et al. 2011; Hojjat et al. 2006;
Jacobo-Salcedo et al. 2011; Johansson et al. 2003; Pieme et al. 2012; Yang et al. 2011;
Zhao et al. 2012). Praparate der Europaischen Mistel und deren Wirkung sind jedoch
am besten erforscht. So ist fir Iscador® Qu und Iscador® M in einer Studie von Knopfl-
Sidler et al. (2005) eine Inhibierung der Krebszellproliferation erkennbar. Auch in einer
anderen Studie mit der HER2-Brustkrebszelllinie als Modelzellinie wurde beobachtet,
dass Iscador® M, die durch den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)
-bedingte Tumorproliferation, inhibiert (Hugo et al. 2007). Burger et al. (2001)
beispielweise berichten in ihrer Studie auch Uber den zytotoxischen Effekt der
Européischen Mistel auf zahlreiche verschiedene humane Tumorzelllinien. Zudem
verglichen sie die antiproliferative Wirkung der Mistel mit einem klassischen
Zytostatikum und gaben an, dass die Wirkung beider Therapieansétze in vitro gleich ist.
Eggenschwiler et al. (2007) demonstrieren in ihrer Studie den unterschiedlichen

zytotoxischen Effekt verschiedener Iscador®-Zubereitungen auf mehrere Brustkrebs-
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zelllinien, wobei sich auch hier fir alle Iscador®-Préparate eine Inhibierung der Tumor-
zellproliferation feststellen lasst, wobei das Ausmall der Wachstumshemmung je nach
Zelllinie und Praparat differenziert. Wie auch die Studie von Hugo et al. (2007) dient jene
Studie als direkter Beweis fur die antitumoralen Eigenschaften der
unterschiedlichen Iscador®-Zubereitungen auf verschiedene Brustkrebs- und weitere
Tumorzelllinien. Neben in vitro-Studien wurde die zytotoxische und antitumorale Wirkung
von Mistelextrakten auch im Rahmen von Tierexperimenten untersucht. Bestandteil der
meisten Studien war auch hierbei die Europaische Mistel und deren Wirkung in Méusen
und Ratten. In den in vivo Studien von Beuth et al. (2006) und Drees et al. (1996) lasst
sich sowohl eine Reduzierung des Tumorwachstums als auch eine Reduzierung der
TumorgrofRe erkennen. Darlber hinaus ist auch eine Steigerung der Apoptose zu
beobachten.

Der zusatzliche Gebrauch von Mistelpraparaten parallel zu einer adjuvanten und/oder
palliativen Chemotherapie ist am besten untersucht. Der Gebrauch geht mit einer
belegten Reduktion von Chemotherapie assoziierten Nebenwirkungen, einer Senkung
der Toxizitat der Chemotherapeutika sowie mit einer positiven Auswirkung auf die
Remissionsrate und einer Rezidivprophylaxe einher. Auch ist eine Verbesserung der
Lebensqualitat und des Wohlbefindens feststellbar. Das Ziel ist zudem eine partielle oder
komplette Tumorregression, bedingt durch den Apoptose induzierenden, den
Proteinbiosynthese inhibierenden und den zytolytischen/zytotoxischen Effekt der
Mistellektine und Viskotoxine auf die Tumorzellen. Eine damit einhergehende
Verlangerung der Gesamtiiberlebenszeit und eine Verbesserung der Lebensqualitat
sind weitere Ziele einer Misteltherapie. Insbesondere die mistelbedingte Verringerung
der tumorassoziierten Fatigue und die Verbesserung der Lebensqualitat zeigen dabei
eine sehr gute Evidenz (Brandenberger et al. 2011; Horneber et al. 2008; Kienle et al.
2007; Kroz et al. 2002; Schumacher et al. 2003; Semiglasov et al. 2004; Werner et al.
2011; Wode et al. 2009; Ziegler et al. 2010). In einer systemischen Ubersichtsarbeit von
Kienle et al. (2010) untersuchten die Autoren 10 nicht-randomisierte klinische Studien
und 26 randomisierte Studien. Dabei ist eine Verbesserung der Lebensqualitat in 22 der
26 randomisierten Studien sowie in allen 10 nicht-randomisierten Studien erkennbar.
Auch eine von Bussing et al. (2012) durchgefihrte Metaanalyse, bestehend aus
9 randomisierten und 4 nicht-randomisierten klinischen Studien, berichtet hinsichtlich der
Lebensqualitat bei verschiedenen Tumorentitaten tber eine positive Tendenz. Weiter
stellt auch Beuth et al. (2008) fur 741 Mammakarzinompatientinnen unter Misteltherapie
eine deutliche Steigerung der Lebensqualitat fest. Zu demselben Ergebnis kamen auch
Semiglazov et al. (2006) in einer &hnlich angelegten Studie. In der systemischen

Ubersichtsarbeit von Kienle et al. (2010) wurde neben einer Verbesserung der
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Lebensqualitat auch ein besseres psychosomatisches Wohlbefinden und eine Linderung
von Erbrechen, Ubelkeit und Fatigue beobachtet. In der von Werner et al. (2011)
durchgefihrten multizentrischen, kontrollierten  Studie wurde Patienten mit
unterschiedlichen Krebserkrankungen verschiedene Iscador®-Praparate verabreicht.
Eine signifikante Verbesserung der tumorassoziierten Symptome prasentiert sich auch
hier fir alle verwendeten Praparate, unter anderem auch fur Iscador® M. Uber jene
mistelbedingte verbesserte Vertraglichkeit onkologischer Therapien berichten zudem
zahlreiche weitere Studien (Beuth et al. 2008; Bock et al. 2004; Bussing et al. 2008;
Eisenbraun et al. 2011; Loewe-Mesch et al. 2008; Piao et al. 2004).

Neben zahlreichen Studien, welche die durch Mistel verbesserte Lebensqualitét
untersuchen und auch belegen, gibt es ebenso viele Studien, welche mdgliche
Wechselwirkungen und Nebenwirkungen erforschen, ebenso wie Studien, welche eine
mogliche  mistelbedingte  verlangerte = Gesamtlberlebenszeit  demonstrieren.
Wechselwirkungen durch die Misteltherapie im Sinne einer Stimulation des
Tumorwachstums oder einer Abschwachung von Chemotherapeutika und deren
Therapieeffekt konnte bisher weder in vitro noch in vivo gezeigt werden (Burger et al.
2003; Burkhart et al. 2010; Kienle et al. 2006; Kleeberg et al. 2004; Troger et al. 2013).
Kelter et al. (2007) berichten in ihrer Studie beispielsweise tiber den Effekt verschiedener
Helixor-Mistelextrakte und konnten im Rahmen von 38 humanen Zelllinien keine
Proliferation und auch keine Wachstumsstimulation feststellen. Eine &hnliche Studie mit
Iscador®-Mistelextrakten wurde von Maier et al. (2002) durchgefiihrt und auch hier ist
keine Wachstumsstimulation und keine Tumorproliferation erkennbar. Weissenstein et
al. (2016) zeigen in ihrer Studie die Interaktion von Mistelextrakt mit dem Antikdrper
Trastuzumab im Rahmen der Behandlung von HER2-positiven Mammakarzinomen.
Eine Abschwéchung der Wirkung von Trastuzumab ist nicht nachweisbar. Vielmehr
prasentiert sich ein synergistischer antitumoraler Effekt des Mistelextraktes gemeinsam
mit dem monoklonalen Antikérper. In der randomisierten Phase-II-Studie von Bar-Sela
(2011) ist bei Patienten mit nichtkleinzelligem Lungenkarzinom unter Misteltherapie zu
beobachten, dass es deutlich seltener zu einer nebenwirkungsbedingten Dosisreduktion
des Chemotherapeutikums kommt. Auch eine intraldsionale Applikation eines
Mistelextraktes in Kombination mit Gemcitabin bei Pankreaskarzinompatienten senkt die
chemotherapeutischen Nebenwirkungen, verbessert somit die Lebensqualitat und erzielt
in der Studie von Matthes et al. (2005) sogar eine Tumorremission.

Nebenwirkungen sind gleichermalRen wie Wechselwirkungen verschwindet gering und
beschranken sich hauptséachlich auf grippeartige Symptome wie Kopfschmerzen,
Schiittelfrost, Fieber und leichte gastrointestinale Beschwerden sowie lokale Reaktionen

an der Injektionsstelle infolge einer gemischtzelligen Leukozyteninfiltration (Axtner et al.
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2016). Eine leichte Temperaturerhéhung und eine leichte lokale Reaktion signalisieren
jedoch eine gewilinschte gute Immunstimulation. In einer Studie von Bock et al. (2004)
mit 1.442 Mammakarzinompatientinnen zeigen sich innerhalb der Mistelgruppe
signifikant weniger therapiebedingte Nebenwirkungen als in der Kontrollgruppe (16% vs.
54%, p <0,001). Lediglich 6 von 710 Patientinnen entwickelten leichte bis moderate
systemische Nebenwirkungen. 123 Patientinnen wiesen lokale Reaktionen wie
Schwellungen, Rétungen und Juckreiz auf. Somit wurde die Misteltherapie insgesamt
gut vertragen.

Im Rahmen einer Vielzahl von kasuistischen und retrospektiven Untersuchungen
prasentiert sich bisher eine mistelbedingte positive Auswirkung auf das
Gesamtlberleben, wobei sich die beste Evidenz fur epidemiologische Untersuchungen
ergibt (Bock et al. 2004; Grossarth-Maticek et al. 2006; Konrad et al. 2006; Ostermann
et al. 2009; Semiglazov et al. 2006; Werner et al. 2011; Ziegler et al. 2010). 2009 wurden
11 Kohortenstudien, 19 randomisierte klinische Studien und 16 nicht-randomisierte
klinische Studien im Rahmen einer systematischen Ubersichtsarbeit, unter anderem auf
Tumoransprechen und Uberleben untersucht, dabei ergibt sich fiir den GroRteil der
Studien eine gunstige Tendenz fur das Gesamtiberleben (Kienle et al. 2009).
Publikationen zur Misteltherapie bei Pankreaskarzinompatienten lieferten bisher jedoch
die spektakularsten und signifikantesten Daten. Wie bereits in dem Kapitel “Therapie”
des humanen Pankreaskarzinoms erwéhnt, zeigen Stadium IV erkrankte
Pankreaskarzinompatienten in der multizentrischen Beobachtungsstudie von Axtner et
al. (2016) unter einer Kombinationstherapie, bestehend aus Mistelextrakt und
Chemotherapeutikum, ein signifikant verlangertes Gesamtiberleben gegentiber der
Gruppe mit alleiniger Chemotherapie (12,1 vs. 7,3 Monate). Auch Troger et al. (2013)
und Troger et al. (2014) stellen fiir Pankreaskarzinompatienten unter Misteltherapie, bei
einer deutlichen Verbesserung der Lebensqualitat, einen statistisch signifikanten Vorteil
fir das Gesamtuberleben fest. Innerhalb der Mistelgruppe ergibt sich nahezu eine
Verdoppelung des medianen Uberlebens. Somit prasentiert die aktuelle Studienlage
beziglich einer mistelbedingten adjuvanten Therapie von Mamma- und
Pankreaskarzinomen eindeutig positive Ergebnisse und Tendenzen und sollte
dementsprechend weiterverfolgt und in zuklnftigen, qualitativ hochwertigen Studien

weiter erforscht werden.
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6. Das Immunsystem

Das Immunsystem dient sowohl Mensch als auch Tier als Schutzmechanismus und der
Abwehr verschiedenster Pathogene wie Bakterien, Viren und Pilzen. Es erkennt und
entfernt sterbende kérpereigene Zellen, ebenso wie kérperfremde Substanzen (Gobel et
al. 2010). Eine weitere wichtige Funktion des Immunsystems ist die Zerstérung
fehlerhafter, entarteter Zellen, weshalb die Immunologie als moderner Therapieansatz
in der Onkologie gilt. Ziel ist es hierbei, das korpereigene Immunsystem zielgerichtet
gegen maligne Tumore zu mobilisieren beziehungsweise die Zellen des Immunsystems,
welche direkt an der Tumorabwehr beteiligt sind, zu vermehren und sie somit in ihrer
Wirkung zu verstarken (Rink et al. 2015). Jenen immunmodulierenden/
immunstimulierenden Effekt zeigt im Rahmen der komplementéren Medizin vor allem
die Mistel und deren aktiven Verbindungen in verschieden in vitro und in vivo Studien
(Beuth et al. 1992; Biissing 2006; Biissing et al. 2007; Gardin 2009; Heinzerling et al.
2006; Pae et al. 2000; Son et al. 2010).

Klassischerweise wird das Immunsystem in das angeborene und das erworbene
Immunsystem unterteilt. Innerhalb dieser Aufteilung werden jeweils zellvermittelte und
I6sliche (humorale) Abwehrmechanismen unterschieden (Gdbel et al. 2010; Rink et al.
2015). Die folgenden Kapitel sollen das Immunsystem und dessen Einteilung genauer

erlautern.

6.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem wird bereits pranatal ausgebildet und dient somit ab der
Geburt der Immunabwehr. Bestandteil der innaten Immunabwehr sind verschiedenste
unspezifische Abwehrmechanismen, welche unabhéngig von einem vorausgegangenen
Kontakt mit einem Pathogen, jederzeit und in erster Instanz wirksam sind. Unterschieden
werden dabei mikrobiologische, chemische und mechanische Abwehrmechanismen.
Eine der wichtigsten Schutzbarrieren bildet die natirliche Bakterienflora der Haut,
welche in standiger Nahrungskonkurrenz mit Krankheitserregern steht und diese so
verdrdngen kann. Die natlrlichen chemischen Abwehrmechanismen umfassen
zahlreiche gastrointestinale Enzyme, den sauren pH-Wert des Magens, Fettsauren der
Haut und den zahen Schleim der Schleimh&ute. Als mechanische Abwehrmechanismen
dienen zum einen die permanente Abschilferung der Epithelzellen, deren dichter
Zellverband bedingt durch ,Tight Junctions® und zum anderen der retrograde Transport
von Pathogenen durch Zilienbewegung. Das Ziel all jener Abwehrmechanismen besteht
darin, die auReren und inneren Korperoberflachen vor der Penetration von Pathogenen

zu schitzen und diese zu verhindern. Ein anderes Ziel ist die Inaktivierung und der
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Abbau von Krankheitserregern (Broker et al. 2019; Christen et al. 2016; Gdbel et al.
2010; Kaufmann 2012).

Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems gemeinsam mit seinen
Abwehrmechanismen erfolgt durch die Erkennung von molekularen Strukturen, welche
nur auf Pathogenen, also kérperfremden Zellen vorkommen. Zwar erfolgt die Aktivierung
der angeborenen Abwehrmechanismen und die damit einhergehende Zerstérung von
Pathogenen innerhalb weniger Stunden, eine vollstandige Eliminierung aller
Krankheitserreger ist meistens jedoch nicht mdglich. Im Gegensatz zum erworbenen
Immunsystem bildet sich kein immunologisches Gedéachtnis aus, was dazu fuhrt, dass
sich auch nach wiederholter Infektion mit dem gleichen Pathogen die
Immunreaktion nicht andert (Goébel et al. 2010; Kaufmann 2012). Wie bereits erwahnt,
gliedert sich das unspezifische Immunsystem, wie auch das erworbene Immunsystem,
in zellulare und l6ésliche Faktoren. Die wichtigsten zellularen Komponenten sind dabei
Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen, follikulare dendritische
Zellen und innate lymphoide Zellen. Aufgabe all jener Zellen ist die Phagozytose von
Krankheitserregern oder eine zytotoxische Wirkung auf diese, ausgeldost durch
verschiedene Rezeptoren auf der Zelloberfliche der Immunzellen. Granulozyten
beispielsweise binden mit dem Komplementrezeptor 1 (CR1) an das
Komplementfragment C3b auf der Membran des Bakteriums und aktivieren so die
Phagozytose. Auch Makrophagen und dendritische Zellen werden durch Bindung von
Krankheitserregern an die Toll-like-Rezeptoren (TLR) aktiviert, phagozytieren diese und
schitten Zytokine als Signalstoffe aus. Neben Makrophagen und dendritischen Zellen
werden auch Mastzellen Gber TLR aktiviert. Nach der Aktivierung von Mastzellen Gber
TLR schiitten diese ihre zytoplasmatische Granula, bestehend aus Enzymen, toxischen
Substanzen und Entziindungsmediatoren, auf die Erreger und zerstoren diese so. Eine
weitere wichtige zellulare Komponente stellen die Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen)
dar. Sie gehoéren zu den innaten lymphoiden Zellen und lysieren mittels zytotoxischer
Wirkung infizierte und Antikdrper-markierte Zellen sowie Tumorzellen. Neben der
Eliminierung von Krankheitserregern spielen sie somit auch eine wichtige Rolle bei der
Bekampfung von Tumorzellen. NK-Zellen tragen sowohl inhibierende als auch
aktivierende Rezeptoren. Ebenso tragen alle kernhaltigen Korperzellen, wie auch die
NK-Zellen, Haupthistokompabilitatskomplex-Klasse-1-Molekile (MHC-Klasse-I-
Molekule). Jene MHC-Klasse-I-Molekile binden im Normalfall an die inhibierenden
Rezeptoren und unterbinden so den Abtotungsmechanismus der NK-Zelle.
Einige Viren und auch Tumorzellen kdnnen sich durch Herunterregulation der MHC-
Klasse-I-Molekul-Expression dem erworbenen Immunsystem entziehen, werden

dadurch aber gegeniber NK-Zellen anfallig, da sie deren Abtétungsmechanismus nicht
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mehr inhibieren kénnen und werden letztendlich lysiert. Jene verminderte Expression
beziehungsweise jener Verlust von einzelnen MHC-I-Allelen wird als missing self
bezeichnet. Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren aus der Immunglobulinsuperfamilie sind
beispielsweise die zwei natirlichen zytotoxischen Rezeptoren (NCR) NKp30 und
NKp46, deren Anzahl und Aktivitst im Rahmen dieser Dissertation per
Durchflusszytometrie erfasst wurden. Auch NKG2D, als der einzige lektinahnliche
aktivierende NK-Zellrezeptor, ist Gegenstand dieser Arbeit und wurde ebenfalls per
Durchflusszytometrie erfasst. Ein anderes zellulares Oberflachenprotein, welches in
hoher Dichte auf NK-Zellen exprimiert wird und ebenfalls ein bedeutender aktivierender
NK-Zell-Rezeptor ist, ist der Differenzierungsmarker (CD) 16. Durch die Bindung von
CD16 an den Fc-Teil eines an der Zelloberflache gebundenen IgG-Antikdrpers, wird die
NK-Zelle zur Lyse der IgG-gebundenen Zielzelle aktiviert. Bezeichnet wird dieser
Prozess als Antikorper-gebundene zelluldre Zytotoxizitat (ADCC) (Broker et al. 2019;
GoObel et al. 2010; Rink et al. 2015). Ebenso wie NKp30, NKp46 und NKG2D wurde auch
der Differenzierungsmarker CD16 im Rahmen dieser Dissertation per
Durchflusszytometrie gemessen. Eine weitere wichtige Funktion der NK-Zellen besteht
in der Regulation der Immunantwort tber sogenannte Zytokine. Wie bereits erwahnt
schitten beispielsweise Makrophagen und dendritische Zellen nach Aktivierung
Zytokine aus. Es handelt sich dabei um lI6sliche Botenstoffe, welche vor allem von
Immunzellen nach dessen Aktivierung freigesetzt werden und gehdren somit zu den
humoralen Komponenten des angeborenen Immunsystems. Strukturell handelt es sich
dabei um Glykoproteine, die Uber eine Bindung an den Rezeptor an der Zelloberflache
der Zielzelle ihr Signal vermitteln. Sie ermdglichen die Zusammenarbeit und die
Koordination zwischen unspezifischen und adaptiven Immunsystem. Nur mithilfe von
Zytokinen ist eine Uberwachung des Korpers, ein Aufbau und Beenden einer
Immunantwort sowie eine schlussendliche Auslésung von Heilungsprozessen maglich.
Zytokine unterscheiden sich hinsichtlich ihres Wirkungsbereiches. So wirken sie
entweder auf die Produzentenzelle selbst (autokrin), auf die benachbarten Zellen
(parakrin) oder auf weit entfernt liegende Zellen (endokrin). Zytokine werden weiter
unterteilt in Interleukine (zum Beispiel IL-2), Interferone (zum Beispiel IFN-y),
Tumornekrosefaktoren (zum Beispiel TNF-a), Chemokine (zum Beispiel CCL-1) und
koloniestimulierende Faktoren (zum Beispiel GM-CSF). Je nach Gruppenzugehorigkeit
induzieren, steigern oder beenden Zytokine Immunreaktionen, regulieren die
Hamatopoese, kontrollieren die Proliferation und Differenzierung von Zellen, steuern die
Kommunikation zwischen den Leukozyten und anderen Zellen oder wirken im Falle der
Interferone antiviral. Das autokrine Zytokin Interleukin IL-2, welches ebenfalls im

Rahmen dieser Arbeit als Stimulanz verwendet wurde, fungiert beispielsweise als
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wesentlicher Faktor fur die T-Zellen-Stimulation (Gobel et al. 2010; Kaufmann 2012; Rink
et al. 2015). Neben den zahlreichen Zytokinen bildet das Komplementsystem einen
weiteren bedeutsamen Bestandteil der humoralen Abwehr. Es besteht aus ca. 20
verschiedenen Plasmaproteinen, den sogenannten Komplementfaktoren, welche sich
zunachst inaktiv im Blutplasma und der extrazellularen Flussigkeit befinden. Erst nach
Kontakt mit mikrobiellen Keimen oder mit Antikérper, werden die inaktiven Pro-Enzyme
durch proteolytische Spaltung kaskadenartig aktiviert. Es kommt zur Spaltung und
Aktivierung  weiterer Komplementfaktoren bis sich letztendlich ein aus
Komplementfaktoren bestehender Membranangriffskomplex gebildet hat, welcher Poren
in der Membran des Pathogens bildet und somit zu dessen Lyse fiihrt (Bakteriolyse). Die
entstandenen Spaltprodukte locken weitere Immunzellen an (Chemotaxis), aktivieren
diese und verstarken die Abwehrfunktion durch eine Steigerung der Phagozytose
(Opsonisierung). Weitere humorale Komponenten sind beispielsweise Defensine, das
antibakterielle Enzym Lysozym und sogenannte Akut-Phase-Proteine. Zu ihnen gehoren
unter anderem einige Gerinnungsfaktoren sowie Komplementfaktoren (Gobel et al.
2010; Rink et al. 2015).

Anhand verschiedener Studien ist feststellbar, dass die Mistel und ihre Komponenten
eine Vielzahl zellularer und auch humoraler Komponenten des angeboren
Immunsystems induziert, stimuliert, verstarkt und erhéht. Die Mistel induziert demnach
sowohl eine Stabilisierung als auch eine Zunahme jener Zellen, welche direkt an der
Tumorabwehr beteiligt sind und verbessert sowohl die zellulare als auch die humorale
Immunantwort (Gardin 2009; Kienle et al. 2009; Kienle Kiene 2003; Kienle et al. 2010;
Marvibaigi et al. 2014; Matthes et al. 2005). So resultiert beispielsweise die Aktivierung
von Monozyten aus einer Aktivierung von CD14, welche wiederum das angeborene
Immunsystem aktivieren und so mdglicherweise fir die Verringerung von
chemotherapeutischen Nebenwirkungen ursachlich sind (Heinzerling et al. 2006). Auch
eine gesteigerte Aktivitat von IL-2, IL-6 und IL-12 sowie eine Steigerung der
Phagozytoseaktivitat und der TNF-a- und IFN-y-Anzahl ist in weiteren Studien ebenfalls
erkennbar (Friedel et al. 2009; Kienle 2009; Kovacs 2000; Son et al. 2010). Beruhend
auf der Aktivierung von Granulozyten und Lymphozyten, der Induktion verschiedener
Zytokine und der Fahigkeit zur Stimulation von Phagozyten, wird die Mistel als
sogenannter ,biological response modifier* eingestuft (Beuth et al. 1994; Kuttan et al.
1993; Pae et al. 2000).
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6.2 Das erworbene Immunsystem

Dem angeboren Immunsystem gegenuber steht das erworbene Immunsystem. Nicht
immer ist es dem angeborenen Immunsystem madglich alle Krankheitserreger
abzuwehren und vollstandig zu eliminieren. So besitzen beispielsweise einige Bakterien
eine Schleimkapsel durch die sie der Erkennung durch Fresszellen, wie Granulozyten
und Makrophagen, entgehen konnen. Auch dem humoralen Anteil der angeboren
Immunabwehr, wie zum Beispiel dem Komplementsystem, kdnnen sich Bakterien so
entziehen. Des Weiteren besitzen auch Tumorzellen und Viren die Fahigkeit unter
anderem durch fehlende Herunterregulierung von MHC-Klasse-I-Molekilen NK-Zellen
mittels jener Molekile zu inhibieren und somit einer Lyse durch diese zu umgehen.

Im Gegensatz zum unspezifischen Immunsystem reagiert das erworbene Immunsystem
spezifisch gegen eine Antikbrper regenerierende Substanz, einem sogenannten
Antigen. Die Reaktion des adaptiven Immunsystems erfolgt verzégert. Zunachst erkennt
das unspezifische Immunsystem korperfremde Stoffe und regt anschlieBend das
adaptive Immunsystem an. Die durch das erworbene Immunsystem hervorgerufene
Immunreaktion resultiert in ein Zellgedachtnis. Bei einer Reinfektion erfolgt somit eine
sekundare Immunantwort. Mithilfe von sogenannten Gedachtniszellen erinnert sich das
Immunsystem an das Antigen und geht nun spezifisch gegen dieses vor (Christen et al.
2016; Gobel et al. 2010; Rink et al. 2015).

Das erworbene Immunsystem beruht auf den T- und den B-Lymphozyten. Sie besitzen
hoch variable Antigenrezeptoren, wodurch jeder Lymphozyt eine individuelle
Antigenspezifitat aufweist und eine bestimmte molekulare Struktur erkennt. Mittels
Makrophagen und dendritischen Zellen des angeborenen Immunsystems werden die
Antigene in die lymphoiden Organe (Milz, Tonsillen, Lymphknoten) transportiert. In den
lymphoiden  Organen liegt eine  besonders hohe  Konzentration an
Entziindungszellen, Antigenen und Lymphozyten vor. Somit kommt es dort zu einem
Aufeinandertreffen zwischen Antigenen und Lymphozyten (Gobel et al. 2010; Rink et al.
2015). Bei Antigenkontakt erfolgt die selektive Aktivierung und die Proliferation
antigenspezifischer Zellen. Nach anschliel3ender klonaler Expansion liegt eine Vielzahl
identischer Lymphozyten vor. Die lymphoid aktivierten und differenzierten T-Zellen
verlassen die Lymphknoten, gelangen in die Blutzirkulation, erkennen die spezifischen
Antigene in der Peripherie und greifen diese an. Die Differenzierung von T- und B-Zellen
erfolgt entweder zu Effektorzellen mit unterschiedlichen Aufgaben oder zu langlebigen
Gedéachtniszellen, welche bei erneutem Kontakt mit dem gleichen Antigen eine
sekundare Immunantwort auslésen und dadurch bedingt sofort zur Verfiigung stehen
und den Infektionserreger noch vor Auslosung einer Erkrankung eliminieren oder

abschwéchen (Christen et al. 2016; Goébel et al. 2010). Die Effektorzellen der
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T-Lymphozyten sind die zytotoxischen T-Zellen und die T-Helferzellen. Im Gegensatz zu
B-Lymphozyten erkennen T-Lymphozyten nicht die dreidimensionale Struktur von
Antigenen. Fir eine Erkennung durch T-Lymphozyten missen Antigene im Inneren von
Korperzellen in kleine Peptidfragmente zerlegt werden, was als Antigenprozessierung
bezeichnet wird. Entsprechende Fragmente werden dann von spezialisierten
Glykoproteinen, den sogenannten MHC-Molekuilen, an die Zelloberflache transportiert
und dort prasentiert. So werden Peptidfragemente, die in MHC-Klasse-I-Molekilen
eingebaut sind, zytotoxischen CD8+-T-Zellen prasentiert. Sie dienen der Tétung von
infizierten und entarteten Zellen. In MHC-Klasse-lI-Molekille eingebaute
Peptidfragmente werden CD4+-T-Helferzellen prasentiert und von diesen erkannt. Dabei
werden unterschiedliche Untergruppen von T-Helferzellen (Thl-, Th2-, Th17-Zellen)
unterschieden. Durch die je nach Untergruppe unterschiedlich abgegeben Zytokine
koordinieren sie die Immunantwort im entziindeten Gewebe und aktivieren oder
unterdricken die Funktion anderer Zellen des Immunsystems. Die Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen, naturlicher Killerzellen und von Phagozyten sowie das Induzieren
einer zellvermittelten Immunantwort gegen intrazellular lebende Erreger wie bestimmte
Bakterien, Viren, aber auch gegen Tumore, ist Aufgabe der Thl-Zellen. Das Aktivieren
von B-Zellen und deren Anregung zur Bildung verschiedener Antikorperklassen
(Immunglobuline) ist gemeinsame Aufgabe von Thl- und Th2-Zellen. Beide Zelltypen
koordinieren somit also die antikbrpervermittelte humorale Immunantwort des
erworbenen Immunsystems. Auch dienen sie der Neutralisation von Bakterientoxinen.
Zudem differenzieren wenige Thl- und Th2-Zellen nach erfolgter Immunreaktion in die
sogenannten T-Gedachtniszellen, welche bei einer erneuten Infektion sofort spezifisch
zur Verfiigung stehen. Die dritte Untergruppe von T-Helferzellen, die Th17-Zellen, regen
lokale Gewebezellen zur Produktion von chemotaktischen Molekilen an, um so
Granulozyten an den entziindeten Ort zu locken (Broker et al. 2019; Rink et al. 2015).

Wie auch die T-Lymphozyten differenzieren die B-Lymphozyten nach
Antigenkontakt in den lymphoiden Organen entweder zu Effektorzellen oder zu
Gedéachtniszellen und ermoéglichen somit eine sekunddre Immunantwort.
Die Effektorzellen der B-Lymphozyten sind die sogenannten Plasmazellen, welche eine
groBe Anzahl an I6slichen Antikbrpermolekilen (Immunglobuline) in das Blut
sezernieren und somit im Gegensatz zu T-Lymphozyten, welche ausschlief3lich vor Ort
wirksam sind, einen Ferneffekt erzielen. Die von den Plasmazellen gebildeten
Antikdrpermolekiile stellen den humoralen Teil des erworbenen Immunsystems dar. Sie
binden antigenspezifisch und verhindern so eine potenzielle Bindung von Viren oder
Toxinen an eine Wirtszelle. Jene Immunglobuline werden in 5 Isotypen unterteilt: 19G,

IgM, IgA, 1gD und IgE, wobei IgD ausschlief3lich bei Nagern und Primaten vorkommt. Die
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IgG-, IgM- und IgA-Isotypen erfilllen innerhalb des Immunsystems verschiedene
Effektorfunktionen. So gilt IgG als das wichtigste Immunglobulin, welches vor allem nach
erneuten Antigenkontakt gebildet wird. Das Immunglobulin IgM wird jedoch nach
Antigenkontakt als erstes gebildet. Gemeinsam mit IgG dient es der Aktivierung des
klassischen Weges der Komplementkaskade, der Neutralisation von Bakterientoxinen
sowie der Verhinderung einer Rezeptoranheftung von Viren. Auch IgA kommt eine
wichtige Aufgabe zu, so ist es das wichtigste Immunglobulin auf allen mucosalen
Oberflachen und verhindert im Darm die Anheftung von Pathogenen an das Epithel.
Kommt es dennoch zu einem Durchdringen des Epithels, wird der jeweilige
Krankheitserreger in der Lamina propria des Darms an IgA gebunden und wieder
retrograd in das Lumen transportiert (Broker et al. 2019; Christen et al. 2016; Go6bel et
al. 2010; Rink et al. 2015).

Wie bereits kurz in dem Kapitel “Das angeborene Immunsystem” angesprochen, existiert
eine Gruppe von immunphanotypischen Zelloberflachenmerkmalen. Bei diesen
Differenzierungsmarkern handelt es sich um zellspezifische exprimierte, meist
membranstandige Glykoproteine, die unterschiedliche Funktionen erfiilllen. Zum einen
dienen sie als Rezeptor, der Signallbertragung und der intrazellularen Kommunikation,
zum anderen zeigen sie einige Enzymaktivitaten. Im Folgenden soll nun kurz spezifisch
auf die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten CDs eingegangen werden. So ist CD3
T-Zell-spezifisch und nitzt der Membranexpression und der Signaltransduktion des
T-Zell-Rezeptors (TCR). Auch CD45 dient der Signaltransduktion, wird aber im
Gegensatz zu CD3 auf allen Leukozyten exprimiert. Es handelt sich somit um einen
Pan-Leukozytenmarker. Weitere gemessene CDs sind CD4+ und CD8+. CD4+ ist, wie
bereits erwahnt, ein spezifischer T-Helferzellen-Marker, wird aber auch auf Monozyten
und Makrophagen exprimiert und fungiert als costimulierendes Molekul der
T-Zellaktivierung. Auch CD8+ ist ein spezifischer T-Zell-Subpopulationsmarker. Er wird
auf den zytotoxischen T-Zellen exprimiert und dient ebenfalls als costimulierendes
Molekul der T-Zellaktivierung. CD19 ist ein spezifischer B-Lymphozyten-Marker und
fungiert als Corezeptor zur Aktivierung dieser. Ein weiterer Aktivierungsmarker ist CD69
und nutzt als Aktivierungsmarker fur alle Lymphozyten. CD56 und CD94 werden
spezifisch von NK-Zellen exprimiert, wobei CD56 als Rezeptor zur gegenseitigen
Erkennung von NK-Zellen und CD94 als einfacher NK-Rezeptor dient (Broker et al. 2019;
Rink et al. 2015).

Im Bezug auf das erworbene Immunsystem zeigt Mistelextrakt, laut Heinzerling et al.
(2006), eine spezifische T-Helferzellen-Antwort, die in eine Induktion von
T-Gedachtniszellen resultiert, welche eine antiinfektiose und antitumorale Wirkung

haben kdnnte.
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6.3 Tumorimmunologie

Unter einem Tumor versteht man eine Anhaufung entarteter Zellen, welche nicht mehr
der Homdostase des Koérpers unterliegen, ungestort wachsen, umgebendes Gewebe
penetrieren und zerstéren und sich in einem fortgeschrittenen Krankheitsverlauf an
andere Orte absiedeln und dort Tochtergeschwilste, sogenannte Metastasen, bilden.
Ausloser hierfir sind die Zellphysiologie verandernde Mutationen. Korpereigene
Mechanismen dienen der Verhinderung solcher Mutationen und der Reparatur
geschadigter DNA, um so einer Krebsentstehung entgegenzuwirken. Ziel ist die
Sicherstellung unveranderter, die Zellproliferation steuernde Gene, um so ein
unkontrolliertes Wachstum zu verhindern. Trotz entsprechender Mechanismen kommt
es zur Entstehung entarteter Zellen, welche im Idealfall vom Immunsystem erkannt und
vernichtet werden. Schon 1909 ging Paul Ehrlich davon aus, dass das Immunsystem
permanent nach veranderten Zellen sucht und diese auch unschadlich macht bevor es
zu einer Krankheitsentstehung kommt. Frank Macfarlane Burnet war es dann, der in den
1950er Jahren diese Theorie aufgriff und erweiterte, indem er davon ausging, dass
T-Lymphozyten im Rahmen einer Immunantwort gegen Krebszellen die Wachter des
Immunsystems  darstellen und schuf den Begriff der immunologischen
Tumortberwachung (Broker et al. 2019; Donnez et al. 2011; Rink et al. 2015).
Hinweisend, dass das Immunsystem mafgeblich an der Tumortberwachung beteiligt
ist, ist die Tatsache, dass immunsupprimierte Menschen haufiger und schwerer an Krebs
erkranken als immunkompetente Menschen. Auch zeigen Tumore, die dicht mit T-Zellen
infiltriert sind, eine bessere Prognose als solche ohne entsprechende Filtrate. Die
Immunologie als Behandlungsoption von Krebserkrankungen gilt also forthin als
vielversprechender Ansatz. So erzielen immunologische Therapieansatze weiterhin gute
Fortschritte. James P. Allison und Tasuku Honjo erhielten erst 2018 einen Nobelpreis fur
ihre erfolgreiche Forschung an monoklonalen Antikdrper gegen das Immunsystem
abschwachende Proteine (Programmiertes Zelltod Protein-1 (PD-1) und zytotoxisches
T-Lymphozyten-assoziiertes Protein-4 (CTLA-4)). Eine Blockade beider resultiert dabei
in eine starke Aktivierung des Immunsystems und in der Auslosung antitumoraler Effekte
(Broker et al. 2019; Shi et al. 2019).

Die an der Tumorerkennung und Tumorabwehr beteiligten Zellen sind die NK-Zellen, die
zytotoxischen Zellen, die zytotoxischen T-Zellen und die inflammatorischen
Makrophagen mittels zytotoxischer Zytokine. Die Tumorabwehr durch zytotoxische
T-Zellen ist komplex und beruht auf zahlreichen Mechanismen. So werden
Tumorantigene entweder direkt oder indirekt présentiert. Tumorspezifische Epitope
werden so von naiven CD8+-T-Zellen erkannt und differenzieren nach Antigenkontakt

zu reifen zytotoxischen T-Zellen. Dabei handelt es sich bei den Tumorantigenen um
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onkovirale Proteine, anormale posttranslationale Modifikationen, Uberexprimierte
Differenzierungsantigene, aberrant exprimierte embryonale Antigene und um mutierte
zellulare Proteine. Neben zytotoxischen T-Zellen sind auch NK-Zellen maRgeblich an
der Tumorabwehr beteiligt. NK-Zellen erkennen den bei vielen Tumorzellen
vorkommenden Verlust von MHC-I-Molekilen und téten diese nach deren Erkennung.
Durch eine maligne Transformation werden die Stressproteine  MICA
(Haupthistokompabilitatskomplex Klasse-1-kettengebundenes Protein A) und MICB
(Haupthistokompabilitatskomplex Klasse-1-kettengebundenes Protein B) hochreguliert
und dienen ebenfalls der Erkennung von Tumorzellen. Auch zytolytische Reaktionen
sind an der Tumorabwehr beteiligt. So dienen beispielsweise Perforin und Granzyme,
welche sich in der intrazellularen Granula von NK- und T-Zellen befinden, dem
apoptotischen Abbau von Tumorzellen. Daneben niutzen auch die von zytolytischen
T-Zellen und NK-Zellen produzierten Zytokine IFN-y und FasLigand einer gesteigerten
Antigenexpression und einer damit einhergehenden verstéarkten
Tumorantigenerkennung (Broker et al. 2019; Rink et al. 2015; Shi et al. 2019).

Nur in den Fallen, in denen es den Tumorzellen gelingt, sich allen genannten
Abwehrmechanismen zu entziehen, kann sich eine Krebserkrankung entwickeln. Diese
von Tumorzellen praktizierte Entziehung vor dem Immunsystem wird als Tumorescape
bezeichnet. Verantwortlich dafir sind eine Reihe verschiedener Mechanismen. So ist es
infolge des Verlustes von Tumorantigenen und einer Verhinderung der
Antigenprasentation durch Modulation von MHC-Molekilen und Antigenpeptid-
Transportern (TAP) den Tumorzellen mdglich, sich den zytolytischen T-Zellen zu
entziehen. Weitere Mechanismen sind eine mdgliche Hemmung und Eliminierung von
T-Zellen beispielsweise durch die tumorbedingte Bildung von den Programmierten
Zelltod-Liganden 1 und 2 (PD-L1, PD-L2), welche zu einer Abschwachung des
Immunsystems flihren, ebenso wie die tumorbedingte Herunterregulation von FasL.
Darlber hinaus zeigen viele Tumorzellen sowohl aktive als auch passive
Toleranzmechanismen. So zahlen die Induktion von inhibitorischen T-Zellrezeptoren,
wie CTL-4 und die Induktion von regulatorischen T-Zellen, zu den aktiven
Abwehrmechanismen. Weitere aktive Toleranzmechanismen sind die Sekretion von
TGF-B und IL-10. Beide antientziindlichen Zytokine dienen der Ausschaltung von
tumorsuppressiven Faktoren und bedingen so die Tumorproliferation. Das Ausbleiben
einer Entziindung, ebenso wie die fehlende Aktivierung von CD4+ T-Helferzellen z&hlen
zu den passiven Toleranzmechanismen. Eine Induktion antiapoptotischer Proteine und
eine IFN-y-Resistenz sowie Funktionsverlust-Mutationen von proapoptotischen Genen,
ermoglicht  Tumorzellen die  Ausbildung einer  Apoptoseresistenz.  Jene

Apoptoseresistenz, bedingt durch dieselben Mechanismen, zeigt sich auch gegenuber
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NK-Zellen. Ein weiterer Mechanismus um einer Erkennung durch NK-Zellen zu
entgehen, ist ebenfalls die Sekretion ldslicher MICA und MICB, welche den
Abtétungsmechanismus der NK-Zellen inhibieren, wobei die NK-Zelleninhibierung durch
eine tumorbedingte MHC-I-Induktion erfolgt (Broker et al. 2019; Kaufmann 2012; Rink et
al. 2015).

Trotz zahlreicher Tumorescape-Mechanismen gibt es eine Vielzahl immunologischer
Abwehrmechanismen, an welchen die Immunonkologie ansetzt. Mdbgliche
Therapieanséatze sind hierbei, wie bereits erwahnt, der Einsatz von monoklonalen
Antikérpern, welche sich gegen sogenannte physiologische Checkpoints richten, an
denen Lymphozyten in ihrer Aktivitat gehemmt werden und somit das Immunsystem
abschwachen. Beispiele hierflr sind CTL-4 und PD-1. Beide Proteine hemmen im
aktiven Zustand T-Lymphozyten. Durch eine Hemmung beider Proteine mittels
monoklonaler Antikdrper wird so eine Immunverstarkung erzielt, da die T-Lymphozyten
in ihrer Aktivitat nicht mehr gehemmt werden. Andere immunologische Therapieansétze
sind sogenannte Chimerische Antigen-Rezeptoren (CAR) der T-Zellen und Bispezifische
T-Zell-Einrtickelemente (BiTE). Dabei beruht das Prinzip von CAR-T-Zellen auf der
Isolierung von T-Zellen aus dem Blut, welche mit einem spezifischen Rezeptorkonstrukt,
bestehend aus einer Antigenbindungsstelle eines Antikérpers und einem intrazellularen
Signaltransduktionsmodul, versetzt werden. Die Bindungsstelle ist spezifisch gegen ein,
bei bestimmten Tumorarten vorkommendes Antigen gerichtet. Nach Rickibertragung
der modifizierten T-Zellen in das Blut des Patienten erfolgt nach Antigenkontakt eine
zielzellspezifische T-Zellreaktion. Ein ahnliches Prinzip liegt dem BIiTE zugrunde. Hierbei
wir das Tumorantigen Uber einen bispezifischen Antikérper mit dem T-Zell-Rezeptor-
komplex vernetzt und aktiviert antigenunspezifisch alle T-Zellen. Ein weiterer
therapeutischer Ansatz ist der der Tumorvakzinierung. Dieser Ansatz beruht darauf
dendritische Zellen eines Patienten zu gewinnen, diese zu aktivieren und mit dem
spezifischen Tumorantigen zu versetzen. Die spezifischen Tumorantigene werden mit
inflammatorischen Zytokinen und costimulierenden Oberflachenrezeptoren prasentiert
und sollen so im Koérper schlieZlich eine primare Immunantwort auslésen (Broker et al.
2019; Rink et al. 2015; Shi et al. 2019).

Aufgrund der immunstimulierenden Effekte der Mistel auch auf die direkt an der
Tumorabwehr beteiligten NK- und T-Zellen und der damit einhergehenden Stimulierung
und Steigerung der Anzahl dieser Zellen, zeigt sich ein Immunsystem verstarkender
Effekt, welcher die Tumorzerstérung beziehungsweise Tumorreduzierung steigern kann
(Beuth et al. 2008; Gardin 2009; Heinzerling et al. 2006; Kienle et al. 2009; Kienle Kiene
2003; Kienle et al. 2010; Marvibaigi et al. 2014; Matthes et al. 2005). Im Rahmen

zahlreicher Studien ist jener antitumorale Effekt der Mistel festgestellt worden, weshalb
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die Mistel als aussichtsreicher immunologischer Therapieansatz in der Behandlung von
Krebserkrankungen gilt und weiter verfolgt werden sollte (Beuth et al. 2006; Drees et al.

1996; Kiihn 2005; Kuttan et al. 1993; Mabed et al. 2004; Matthes et al. 2005; Matthes et
al. 2004).
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7. Materialien und Methodik

7.1 Materialien

Effektorzellen

KHYG-1

Naturliche Killerzellen aus NK-Leukamie-Zelllinie

MOLT-4

T-Lymphoblasten aus  akuter lymphoblastischer

Leukamie-Zelllinie

periphere Blutzellen

aus dem Blut eines gesunden Menschen

Targetzellen

MCF-7

humane Mammakarzinomzellen

Panc-1

humane Pankreaskarzinomzellen

Stimulierende Substanzen

Rekombinantes humanes
IL-2

VWR International GmbH,
Darmstadt

Interleukin-2, Zytokin

PHA Phytohdmagglutinin, Biochrom GmbH, Berlin
Lektin
Iscador® M Mistelextrakt Iscador AG, Lorrach

Zellkulturmedien

MCF-7/Pan-1 500 ml DMEM, 50 ml FCS, 5 ml Penicillin/Streptomycin,
5 ml L-Glutamin
KHYG-1/PBZ 10%iges BZM= 500 ml RPMI, 50 ml FCS,
5 ml Penicillin/Streptomycin, 5 ml L-Glutamin,
5 ml Natriumpyruvat
MOLT-4 20%iges BZM= 500 ml RPMI, 100 ml FCS,
5 ml Penicillin/Streptomycin, 5 ml L-Glutamin,
5 ml Natriumpyruvat
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Pufferldsungen

fetales Kéalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

Sigma-Aldrich, Steinheim

FACS Puffer (FCS+PBS)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Antikorper
IgG1-FITC BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
I9G1-PE BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
I9G1-APC BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
IgG1-PerCP BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
CD3-PerCP BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
CD4-FITC BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
CD8-PE BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
CD16-PE BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
CD19-PE BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
CD45-APC Life Technologies Corp, Frederick, USA
CD56-APC BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
CD69-APC BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
CD56-FITC BD Bioscienes, Dun Laoghaire, Irland
CD9%4-FITC Life Technologies Corp, Frederick, USA
NKG2D-PE R&D Systems, Minneapolis, USA
NKp30-PE Immunotech SAS, Marseille, Frankreich
NKp46-PE Immunotech SAS, Marseille, Frankreich

Kits

Pierce LDH Cytotoxicity
Assay

Substrat-Mix, Assay Puffer, LDH,
Lyse Puffer, Stop-Losung

Thermo Fisher
Scientific,
Rockford, USA
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Sonstige Chemikalien

Trypanblau

Sigma-Aldrich, Steinheim

Biocoll-Trennlésung

Biochrom GmbH, Berlin

Trypsin

Sigma-Aldrich, Steinheim

ultrasteriles Aqua

Braun, Melsungen

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roswell Park Memorial Institute 1640

Medium (RPMI 1640 Medium)

gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Penicillin/Streptomycin

Sigma-Aldrich, Steinheim

L-Glutamin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Natriumpyruvat

Sigma-Aldrich, Steinheim

Behaltnisse

T25 Flaschen

greiner bio-one, Frickenhausen

T75 Flaschen

greiner bio-one, Frickenhausen

Zellkulturtestplatte 96-Well (V-Form)

Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz

Zellkulturtestplatte 96-Well (flach)

Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz

Zellkulturtestplatte 6-Well (flach)

Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz

Falcon 15 ml

greiner bio-one, Frickenhausen

Falcon 50 ml

greiner bio-one, Frickenhausen

Eppendorf-Réhrchen (Mikro Tubes,
Reagiergefal)

SARSTEDT, Nirnbrecht

FACS Tube

SARSTEDT, Nurnbrecht
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Gerate
FACSCalibur Becton Dickinson
Zentrifuge Thermo Fisher Scientific,

Heraeus Multifug 3SR+

Spektrophotometer Biotek, ET 808

Software
FACSCalibur (Becton Dickinson) CellQuest Pro
Spektrophotometer (Biotek, ET 808) Gen5

Methodik

7.2.1 Zellkulturen

Sowohl die Effektorzellen (KHYG-1, MOLT-4) als auch die Targetzellen (MCF-7, Pan-1)
befanden sich zunachst in der flissigen Stickstoffkilhlung und mussten vor dessen
Gebrauch aufgetaut werden. Hierfir mussten die in Kryoréhrchen weggefrorenen
Zellkulturen aus dem, mit flissigem Stickstoff gefiillten Behélter, entnommen und mittels
Korperwarme in der Hand aufgetaut werden, wobei jedes Kryor6hrchen ca. 1.200.000
Zellen enthielt. Bevor die Zellen jedoch vollstéandig aufgetaut waren, wurden sie in ein
mit 5 ml fetalen Kélberserum (FCS) beflllten 15 ml-Falcon Rohrchen Uberfuhrt. Danach
wurde das Kryréhrchen mit 0,5 ml FCS ausgesplult, um sicher zu gehen, dass sich keine
weiteren Zellen mehr in diesem befinden. Anschliel3end wurde das Falcon Réhrchen mit
den 5 ml FCS und den darin enthaltenden Zellen bei 1.200 Umdrehungen pro Minute
(rpm) bei 4 Grad Celsius fur 5 Minuten zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde
anschliel3end abgeschittet und das zuriickbleibende Zellpellet wurde je nach Zelllinie
mit 5 ml oder mit 15 ml des entsprechenden Zellmediums versetzt. Die Zellkultur wurde
zusammen mit dem Medium in eine T25 oder T75 Zellkultur-Flasche umgeftillt und
schlussendlich in einen Inkubator abgelegt. Hier wurden die Zellen bis zum né&chsten
Mediumwechsel beziehungsweise bis zum ndchsten Passagieren nach drei Tagen, bei
37 Grad Celsius und 5% CO2, bebritet.

Nach drei Tagen wurden die Zellkulturen ausgezahlt, passagiert, anschlieRend neu

ausgesat und zurtick in den Inkubator verbracht.
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7.2.2 Zellkultur von peripheren Zellen aus frischem Blut

Von einem gesunden Spender wurde mehrmalig 60 ml frisches Blut abgenommen, um
aus diesem periphere Blutzellen (PBZ) zu gewinnen. Mehrere Schritte waren dafur
notwendig. Die 60 ml Blut wurden zunachst zu vier gleichen Anteilen von a 15 ml auf vier
50 ml-Falcon Réhrchen aufgeteilt. Im Verhaltnis 1:1 wurde dann zu allen vier Falcon
Rohrchen jeweils 15 ml Biocoll als Trennldésung hinzugeben und wurde anschliel3end mit
Roswell Park Memorial Institute-Medium (RPMI) auf 45 ml aufgefillt. Danach wurden
alle 4 Falcon R6hrchen fir 20 Minuten bei 2.000 rpm und 20 Grad Celcius zentrifugiert,
um so alle Erythrozyten aufgrund ihres Gewichtes auf den Boden des Falcons zu
zentrifugieren. Nach erfolgter Zentrifugierung wurden die durch Biocoll separierten
peripheren Blutzellen samt RPMI-Medium per Pipette gewonnen und in ein weiteres
Falcon Roéhrchen pipettiert, welches anschlieBend fur weitere 7 Minuten bei 1.500 rpm
zentrifugiert wurde. Der flussige Uberstand wurde anschlieBend abgegossen und das
am Boden befindliche Zellpellet wurde mit 40 ml RPMI-Medium resuspendiert und auf
zwei T75-Flaschen mit a 20 ml aufgeteilt. Beide T75-Flaschen wurden ebenfalls
abschlie3end in den Inkubator verbracht und verblieben dort fir drei Tage. Wie auch die
KHYG-1- und die MOLT-4-Zelllinien, diente auch die Zellkultur der peripheren Blutzellen
als Effektorzelllinie.

7.2.3 Passagieren und Aussdaen am Beispiel der MCF-7 Zellkultur

Nach Herausnahme aus dem Brutschrank erfolgte zunéchst eine Adspektion der Zellen
unter dem Mikroskop. Bei einem adspektorisch ausreichenden flachendeckenden
Wachstum der Zellen unter dem Mikroskop erfolgte das eigentliche Passagieren.

Dazu wurde der Uberstand der T25-Flasche abgeschiittet und die Zellen mit 2 ml
Phospat-gepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen, um so samtliche Mediumreste zu
beseitigen. Aufgrund der adharenten Eigenschaft der MCF-7-Zellen wurde 1 ml Trypsin
hinzugefugt, um so die Zellen von der Flaschenwand zu l6sen. Nach Zugabe beider
Chemikalien erfolgte eine Inkubation von zwei Minuten im Brutschrank. Nach
erfolgreicher Ablosung der Zellen von der Flaschenwand wurden 5 ml des Mediums
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) hinzugefiigt. AnschlieRend wurden die
Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer nach Anfarbung mit dem anionischen
Diazofarbstoff Trypanblau ausgezahlt. Trypanblau dient der Bestimmung der
Zellviabilitat, da jener Farbstoff nur von abgestorbenen und perforierten Zellen
aufgenommen werden kann. Somit konnten dunkelblau gefarbte Zellen bei der Zahlung

vernachlassigt werden.
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Ziel fur die MCF-7- und Pan-1-Zellkulturen waren 100.000 Zellen pro ml und somit
500.000 Zellen pro 5 ml. Das kalkulierte Volumen der Zellsuspension wurde
anschlie3end in einer neuen T25-Flasche ausgesat und mit DMEM-Medium auf 5 ml
aufgeflllt. Die neue beschriftete T25-Flasche wurde abschlieBend wieder fur die
nachsten drei Tagen in den Inkubator verbracht. Danach wiederholten sich alle oben
genannten Schritte regelmafig.

Beispiel: Es wurden 600.000 Zellen pro ml gezahlt, das heil3t, dass sich in 0,8 ml
500.000 Zellen befinden. Somit ergeben sich fur die neue Passage:
0,8 ml Zellsuspension + 4,2 ml DMEM.

Die Schritte fur das Passagieren und Aussaen von Panc-1-Zellen ist zu den oben
genannten Schritten komplett identisch.

Die Schritte fur das Passagieren und Ausséen von KHYG-1-, MOLT-4- und PB-Zellen
ist zu den oben genannten Schritten ebenfalls aquivalent, unterscheidet sich aber in der
notwendigen Zellzahl pro Milliliter, in der Behéaltnisgré3e und in dem zu verwendenden
Medium. So wurden fir KHYG-1-, MOLT-4- und PB-Zellen 300.000 Zellen pro ml
veranschlagt. Aufgrund der sehr guten und schnellen Vermehrung dieser Zelllinien
wurden T75-Flaschen verwendet, mit je 15 ml enthaltener Zellsuspension. Somit wurden
pro T75-Flasche 4.500.000 Zellen bendtigt. Fir die Zelllinie KHYG-1 und die PBZ wurde
das 10%ige BZM-Medium und fur die Zelllinie MOLT-4 das 20%ige BZM-Medium
verwendet. Der KHYG-1-Zelllinie wurde aus Stimulationszwecken noch zusétzlich
150 pl IL-2 hinzugeflgt.

7.2.4 Zytotoxizitatassay

FUr ein Zytotoxizitatassay mussten zunéchst die dafir benétigten Effektorzellen, wie
auch die Targetzellen, in einer Zellkultur angelegt und bebritet werden.

Das Vorgehen fir die Targetzellen (MCF-7, Panc-1) war hierbei dasselbe wie bereits
unter “Zellkulturen“ beschrieben.

Fur die Effektorzellen (KHYG-1, MOLT-4, periphere Blutzellen) wurde extra eine 6-Well-
Zellkulturplatte angelegt. In den oberen drei Wells befanden sich zu je 2 ml die jeweilige
Effektorzellsuspension und in den unteren drei Wells je 2 ml PBS, um den durch
Inkubation stattfindenden Verdunstungsverlust auf ein Minimum zu reduzieren.

In den 2 ml der Effektorzellsuspension mussten jeweils mindestens 1.200.000 Zellen
enthalten sein. Grundlage hierfiir waren die oben beschriebenen angelegten Zellkulturen
der KHYG-1-, MOLT-4- und PB-Zellen, welche zunachst ausgezahlt wurden.
Anschlieend wurde die notwendige Zellzahl gewonnen, zentrifugiert, mit jeweils 6 ml

des entsprechenden Mediums resuspendiert und zu drei gleichen Anteilen von je 2 mlin
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die drei Wells aufgeteilt. Darauffolgend wurden den Effektorzelllinien Stimulanzien
hinzugefligt, wobei das erste Well mit Effektorzellen als Referenzwert unstimuliert blieb.
Das zweite Well mit Effektorzellen wurde mit 20 pl IL-2 und das dritte Well, im Falle von
MCF-7, wurde zunéchst mit 2 pl PHA und spater mit 5 pl Mistelextrakt Iscador® M
versetzt. Die Effektorzellen fir das Zytotoxizitdtassay mit Panc-1-Zellen wurden in
gleicher Dosierung mit IL-2 und Iscador® M stimuliert (siehe Abbildung 1). Abschlie3end
wurde auch die 6-Well-Zellkulturplatte fir drei Tage in einem Inkubator bebrutet.
Beispiel: Bei der Zahlung der KHYG-1-Zellen ergaben sich 1.170.000 Zellen pro ml. So
sind in 1,2 ml 1.404.000 Zellen enthalten. Da es sich um drei Wells mit je mindestens
1.200.000 Zellen handelte, wurden also 3,6 ml der Zellsuspension bendétigt.

Jene 3,6 ml wurden zunachst bei 1.500 rpm und bei 4 Grad Celsius fur 4 Minuten
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde dann anschlieBend mit 6 ml 10%igen
BZM-Medium resuspendiert und zu je 2 ml in die entsprechenden 3 Wells aufgeteilt.

KHYG-1 KHYG-1 KHYG-1
unstimuliert IL-2 stimuliert PHA/ME stimuliert
2 ml 2 ml 2 ml
PBS 2 ml PBS 2 ml PBS 2 ml
MOLT-4/PBZ MOLT-4/PBZ MOLT-4/PBZ
unstimuliert IL-2 stimuliert ME stimuliert
2 mli 2 ml 2 mli

PBS 2 ml PBS 2 ml PBS 2 ml

Abbildung 1: Angelegte 6-Well-Zellkulturplatten mit den unterschiedlichen Effektorzellen und
Stimulanzien in Vorbereitung auf das Zytotoxizitatassay;
KHYG-1/MOLT-4/PBZ= Effektorzellen, IL-2= Interleukin-2, ME= Mistelextrakt,
PHA= Phytohdmagglutinin, PBS= Phosphat-gepufferte Salzldsung

Nach dreitdgiger Bebritung bei 37 Grad Celsius und 5% CO2 wurde die 6-Well-

Zellkulturplatte aus dem Inkubator entnommen und die Effektorzellen in den drei oberen

Wells wurden, wie bereits beschrieben, mittels Trypanblau-Anfarbung und Neubauer-

Zahlkammer jeweils ausgezéahlt. Mit den nun ausgezéhlten Zellen wurde anschlieRend

auf einer V-férmigen 96-Well-Zellkulturplatte eine E:T Ratioreihe von 80:1 bis 1,25:1,
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angelegt (siehe Abbildung 2). Vorbereitet wurden die Effektorzellenkonzentrationen in
Mikro Tubes. Als Ausgangswert wurden in der 80:1 E:T Ratio 1.200.000 Effektorzellen
bendtigt, welche fiir die erste Ratio immer mit 650 pl RPMI in einem Mikro Tube verdinnt
wurden. Die folgenden sechs Mikro Tubes einer E:T Ratioreihe wurden jeweils mit
200 ul RPMI befillt. Das Gemisch der 80:1 Ratio mit Effektorzellen und 650 ul RPMI
wurde fir ein gutes Mischverhéltnis mehrfach auf und abpipettiert. Anschlie3end wurden
mit der Pipette 220 pl aus dem ersten Mikro Tube enthommen und in das zweite Mikro
Tube hineinpipettiert. Hier lag am Ende der Vorbereitung eine E:T Ratio von 40:1 vor.
Bis zur letzten Ratio, 1,25:1, wurden immer wieder 220 ul des Effektorzellen/RPMI-
Gemisches der vorherigen Ratio entnommen und in das darauffolgende Mikro Tube
gegeben. Dieser Vorgang erfolgte sowohl fiir die unstimulierten, die IL-2 stimulierten als
auch fur die PHA/ME stimulierten Zellen. Die nun hergestellte Ratioreihe wurde dann auf
eine bereits beschriftete V-férmige 96-Well-Zellkulturplatte tbertragen. Daflr wurden
aus jedem einzelnen Mikro Tube 100 pl enthommen und in die daflir vorgesehene
Vertiefung der 96-Well-Zellkulturplatte pipettiert. Neben den Effektorzellen wurden auch
die Targetzellen (MCF-7, Pan-1) gebraucht, welche wie bereits unter “Zellkultur®
beschrieben, ebenfalls ausgesat, bebritet und gezéhlt wurden. Insgesamt wurden
ca. 12 ml der Targetzellsuspension bendtigt, welche pro Milliliter mindestens 30.000
Zellen enthalten sollte. Als Medium wurde ebenfalls RPMI verwendet. In jedes Well, in
dem sich 100 ul Effektorzellensuspension befanden, wurden 100 ul
Targetzellensuspension hinzugegeben, womit die unterschiedlichen E:T-Ratios nun
vollstdndig angelegt worden. Letztendlich befanden sich in jedem verwendeten Well
200 pl, bestehend aus 100 pl Effektor- und 100 pl Targetzellensuspension. Zusatzlich
wurden die ersten sechs Vertiefungen der letzten Zellkulturplatten-Reihe mit jeweils
100 pl Targetzelllensuspension befllt. Neben den Wells, welche das Effektorzellen/
Targetzellen-Gemisch enthielten, wurden zwei zuséatzliche Kontrollreihen angelegt. In
den oberen drei Wells jener Kontrollreihen befanden sich die Kontrollen fiir spontane von
Effektorzellen freigesetzte Lactatdehydrogenase (LDH) (spontane von Effektorzellen
freigesetzte LDH-Kontrolle), mit je 100 pl der 80:1 E:T-Ratio von unstimulierten,
IL-2 stimulierten und PHA/ME stimulierten Zellen, plus 100 pyl RPMI. In den mit MAX
beschrifteten Vertiefungen befanden sich, wie auch innerhalb der experimentellen Wells,
jeweils 100 ul der Targetzellensuspension, zu denen spater zusatzlich 10 ul Lyse Puffer
hinzugefugt wurden. Die Notwendigkeit der beiden MAX-Kontroll-Wells bestand darin,
eine 100%ige Freisetzung von LDH durch Targetzellen festzustellen zu kénnen
(maximale von Targetzellen freigesetzte LDH). Die mit VOL beschrifteten Wells
enthielten jeweils 100 ul RPMI, plus die ebenfalls spéater hinzugefiigten 10 pl Lyse Puffer

und dienten der Korrektur der durch den Lyse Puffer bedingten Volumenzunahme
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(Volumen Korrektur Kontrolle). Auch die mit MED beschrifteten Wells enthielten jeweils
100 yl RPMI und nutzten der notwendigen Korrektur der durch die LDH-Aktivitat
mdglicherweise veranderten Werte im Kulturmedium. Die LDH-Wells wurden spater mit
jeweils 1 ul purer LDH versetzt, um deren Aktivitat festzustellen. Nach erfolgter Beftllung
aller entsprechender Wells, folgte eine vierstiindige Inkubation der 96-Well-
Zellkulturplatte. 45 Minuten vor Beendigung der Bebriitung wurden jeweils 10 pl Lyse
Puffer in die Volumen- und in die Maximal-Wells hinzugefigt. Nach der
abgeschlossenen vierstiindigen Inkubation wurde die gesamte Platte bei 1.500 rpm fur
3 Minuten zentrifugiert. Danach wurden jeweils 50 ul aus jedem beflllten Well in das
aquivalente Well auf einer flachen 96-Well-Zellkulturplatte Ubertragen und dort mit
jeweils 50 pl Reaktion-Mixtur versetzt. Jene Reaktion-Mixtur ist Bestandteil des Pierce
LDH Cytotoxicity Assay Kits und besteht aus einem fertigen Substrat-Mix, welcher mit
11,4 ml ultrareinem Wasser und 0,6 ml Assay Puffer angemischt wurde. AnschlieRend
wurde die flache 96-Well-Zellkulturplatte fir weitere 30 Minuten inkubiert. Um die, durch
die Reaktion-Mixtur induzierte chemische Reaktion wieder zu beenden, wurden
letztendlich jeder Vertiefung 50 ul einer Stop-Losung hinzupipettiert. Die LDH-Aktivitat
konnte nun per Messung der Formazan-Formation mittels Spektrophotometer bei
490 nm und 680 nm ermittelt werden.

KHYG-1/ U |U IL-2 | IL-2 PHA | PHA | KO | KO
MOLT-4/

80:1 u |U IL-2 | IL-2 PHA PHA | U U
40:1 u | u IL-2 | IL-2 PHA PHA IL-2 | IL-2
20:1 u | u IL-2 | IL-2 PHA PHA PHA | PHA
10:1 u |U IL-2 | IL-2 PHA PHA MAX | MAX
5:1 u | u IL-2 | IL-2 PHA PHA | VOL | VOL
2,5:1 u | u IL-2 | IL-2 PHA PHA MED | MED
1,25:1 u |U IL-2 | IL-2 PHA PHA LDH | LDH
MCF-7 T T T T T T
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KHYG-1/ u (U IL-2 | IL-2 ME ME KO KO
MOLT-4/

PBZ

80:1 u |U IL-2 | IL-2 ME ME U U
40:1 Uu |U IL-2 | IL-2 ME ME IL-2 | IL-2
20:1 Uu |U IL-2 | IL-2 ME ME ME ME
10:1 u |U IL-2 | IL-2 ME ME MAX | MAX
5:1 Uu |U IL-2 | IL-2 ME ME VOL | VOL
2,5:1 u |U IL-2 | IL-2 ME ME MED | MED
1,25:1 u |U IL-2 | IL-2 ME ME LDH | LDH
MCE-7/ T T T T T T

Panc-1

Abbildung 2: Angelegte Zytotoxizitatassays auf 96-Well-Zellkulturplatten mit den
unterschiedlichen E:T Ratios;
KHYG-1/MOLT-4/PBZ= Effektorzellen, MCF-7/Panc-1= Targetzellen,
U= unstimuliert, IL-2= IL-2 stimuliert, PHA= Phytohamagglutinin stimuliert,
ME= Mistelextrakt stimuliert, KO= Kontrolle, MAX= Maximum, VOL= Volumen,
MED= Medium, LDH= Lactatdehydrogenase, T= Targetzellen

7.2.5 Spektrophotometer

Im letzten Schritt des Zytotoxizitdtassays wurde mittels plattenlesenden
Spektrophotometer die LDH-Aktivitat bei 490 nm und bei 680 nm gemessen.
Lactatdehydrogenase ist ein zytosolisches Enzym, welches in zahlreichen
verschiedenen Zelltypen vorkommt. Erfahrt eine Zelle einen Plasmaschaden, so wird
LDH in das Zellmedium freigelassen. Das nun extrazellulare LDH kann mittels
gekoppelter Enzymreaktion, bei welcher LDH via NAD+ Reduktion zu NADH, die
Umwandlung von Lactat in Pyruvat katalysiert, quantifiziert werden. Hierfiir nutzt das
wasserstoffibertragende Enzym Diaphorase wiederum das entstandene NADH um
Tetrazolium Salz (INT) zu roten Formazan zu reduzieren, welches dann bei 490 nm und
680 nm mittels Adsorption gemessen werden kann. Da das Level der Formazan-
Formation direkt proportional zu der Menge freigelassener LDH ist, dient es dadurch als
Indikator fur die Zellzytotoxizitat. Somit ergaben sich aus den ermittelten Messwerten die
unterschiedlichen Zytotoxizitaten, welche mit der GroRR3e der spezifischen Zelllyse

ausgedrickt werden. Die berechneten Werte sind prozentuale Werte und geben die
74



Materialien und Methodik

zytolytische/zytotoxische Wirkung der unstimulierten und unterschiedlich stimulierten
Effektorzellen (KHYG-1, MOLT-4, PBZ) auf die Zielzellen (MCF-7, Panc-1) an. Der
Zytotoxizitatwert wurde fir jede Ratio des Effektor-/Targetzellen-Gemisches mithilfe des
Computerprogrammes Gen5 ermittelt, tabellarisch aufgelistet und vergleichend
graphisch dargestellt. Folglich resultierte jeder Stimulationszustand in einem Diagramm,
durch Auftragung der E:T Ratio auf der x-Achse und der Zytotoxizitatwerte auf der

y-Achse.

7.2.6 Durchflusszytometrie

Als Grundlage fur die  Durchflusszytometrie  diente der Rest der
Effektorzellensuspensionen in den oberen drei Wells der 6-Well-Zellkulturplatte fir das
Zytotoxizitatassay.

Zunachst wurden 4 bis 15 beschriftete Eppendorf-Réhrchen vorbereitet, welche auf Eis
gelegt wurden. Es wurden je 2 bis 5 Roéhrchen fir die unstimulierten, die IL-2 stimulierten
und die PHA/ME stimulierten Zellen vorbereitet. Jedes der Eppendorf-Réhrchen musste
dabei 100.000 Zellen enthalten. Nach erfolgter Umfllung der
Effektorzellensuspensionen aus den Wells der 6-Well-Zellkulturplatte in die Eppendorf-
Rohrchen mussten diese fur 5 Minuten bei 4 Grad Celsius und bei 1.500 rpm zentrifugiert
werden. Der Uberstand wurde nach erfolgter Zentrifugierung abgesaugt und das
Rohrchen wurde geratscht. Danach wurde in jedes Rohrchen 1 ml kalter FACS Puffer
hinzugegeben. Nun wurden alle Roéhrchen ein zweites Mal unter denselben
Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend erneut abgeschdittet. Zu
den Zellen wurden nun die entsprechenden Antikdrper hinzugeben. Jedes Roéhrchen

wurde somit mit 3 bis 4 verschiedenen Antikorper versetzt.

Fur die Zelllinie KHYG-1 wurden 15 Eppendorf-R6hrchen angelegt. Jeweils 5 Réhrchen
fUr unstimulierte, IL-2 stimulierte und PHA/ME stimulierte KHYG-1-Zellen, welche mit

folgenden Antikdrpern versetzt wurden:

Rohrchen 1 I9G1-FITC, IgG1-PE, 1gG1-APC
Rohrchen 2 CD94-FITC, CD16-PE, CD56-APC
Rohrchen 3 CD94-FITC, NKG2D-PE, CD56-APC
Rohrchen 4 CD94-FITC, NKp30-PE, CD56-APC
Rohrchen 5 CD94-FITC, NKp46-PE, CD56-APC
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Fur die Zelllinie MOLT-4 wurden 4 Eppendorf-R6hrchen angelegt. Jeweils 2 R6hrchen
fur unstimulierte MOLT-4-Zellen und jeweils 2 Rohrchen fur PHA/ME stimulierte

MOLT-4-Zellen, mit jeweils 4 entsprechenden Antikorper:

Rohrchen 1 IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG1-PerCP,
IgG1-APC

Rohrchen 2 CD4-FITC, CD8-PE, CD3-PerCP,
CD45-APC

Fur die peripheren Blutzellen wurden 12 Eppendorf-Réhrchen angelegt. Jeweils 4
Rohrchen fur unstimulierte, IL-2 stimulierte und ME stimulierte PBZ. Die
Antikdrperaufteilung erfolgte wie folgt:

Roéhrchen 1 IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG1-PerCP,
IgG1-APC

Rohrchen 2 CD56-FITC, CD19-PE, CD3-PerCP,
CD45-APC

Roéhrchen 3 CD56-FITC, NKG2D-PE, CD3-PerCP,
CD69-APC

Rohrchen 4 CD4-FITC, CD8-PE, CD3-PerCP,
CD45-APC

Nachdem die Antikdrper hinzugefuigt wurden, mussten die Rohrchen fir 30 Minuten in
Dunkelheit inkubiert werden. Anschlie3end erfolgte eine weitere Waschung mit 1 ml
kalten FACS Puffer und eine weitere Zentrifugierung fir 5 Minuten bei 1.500 rpm und
4 Grad Celsius. Der Uberstand wurde erneut abgesaugt und alle Réhrchen wurden ein
weiteres Mal geratscht. Danach wurden alle Zellpellets mit 500 pl FACS Puffer
resuspendiert und in FACS-Ro6hrchen Ubertragen. Mittels Durchflusszytometrie wurde
die Zellaktivitat per Analyse der Menge aktivierter und inhibierter Rezeptoren an der
Zelloberflache erfasst. Auch wurde der Prozentsatz positiv gefarbter Zellen und der
Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat (MFI) analysiert, welcher als Mal3 fur die
Menge gebundener Floureszensfarbstoffe pro Partikel dient.

Als optisches Messverfahren dient die Durchflusszytometrie der Analyse von Partikeln
beziehungsweise der Analyse von Zellen in Suspension. Die Zellen werden einzeln an
einer Lichtquelle in einem Flussigkeitsstrom vorbeigeleitet, wodurch eine grol3e Anzahl
von Zellen in kurzer Zeit untersucht werden kann. Gemessen werden dabei die interne

Komplexitdt anhand der Seitwartsstreuung des Lichtes (SSC), die Gréf3e der Zellen
76



Materialien und Methodik

anhand der Vorwartsbhewegung des Lichtes (FSC) sowie unterschiedliche potenzielle
Zelleigenschaften  mittels  Fluoreszenzfarbstoff-konjugierter ~ Antikérper.  Jene
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikérper nitzen der Markierung von Zellstrukturen,
von intrazellularen Zielen und einer Immunphanotypisierung. In Rahmen dieser Arbeit
wurde eine Mehrfarbendurchflusszytometrie durchgefuihrt, bei welcher parallel mehrere
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte Antikérper Anwendung fanden und gemessen wurden.
Die parallele Messung mehrerer Fluoreszenzfarbstoff-konjugierter Antikdrper beruht
dabei auf den unterschiedlichen Emmissions- und Absorptionspektren der
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe.

Mittels dem Computerprogramm CellQuest Pro wurden anschlieRend alle Messwerte

graphisch dargestellt.
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lll. Ergebnisse

1. Auswertung der Wirkung unstimulierter, IL-2 stimulierter und PHA
stimulierter KHYG-1- und MOLT-4-Effektorzellen auf die
Brustkrebszelllinie MCF-7

1.1 Zytotoxizitdtassay-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Effektorzellen

Um die Zytotoxizitat bestimmter Effektorzellen gegenuber spezifischer Zielzellen zu
bestimmen, dient das Zytotoxizitdtassay. Zunéchst wurde im Rahmen dieser Arbeit die
zytotoxische Wirkung der NK-Leukdmie-Zelllinie KHYG-1 im unstimulierten, IL-2
stimulierten und PHA stimulierten Zustand mittels Zytotoxizitdtassay gegen die
Brustkrebszelllinie MCF-7 getestet. Hierfir wurde die LDH-Aktivitdt der drei
unterschiedlichen Stimulationszustdnde der KHYG-1-Zellen per Spektrophotometer
gemessen und erfasst. In einer ersten graphischen Ubersicht mittels Saulendiagramm
zeigt sich dabei ein Vorteil fur die IL-2 stimulierten KHYG-1-Zellen (Abbildung 1.0). Die
Mittelwerte der spezifischen Lyse liegen dabei fir IL-2 stimulierte Zellen zwischen 24%
und 100%, fur PHA stimulierte Zellen zwischen 24% und 83% und fir die der
unstimulierten Zellen zwischen 18% und 62%. Der hdchste gemessene Mittelwert der
spezifischen Lyse befindet sich fiir alle drei KHYG-1-Zellgruppen bei einer E:T Ratio von
80:1 und betragt fur IL-2 stimulierte KHYG-1-Zellen 100%, fir PHA stimulierte KHYG-1-
Zellen 83% und fir unstimulierte KHYG-1-Zellen 62%. Die Standardabweichungen fiir
unstimulierte KHYG-1-Zellen bewegen sich dabei zwischen 4% und 14%, fir IL-2
stimulierte Zellen zwischen 1,5% und 16% und fir PHA stimulierte Zellen zwischen 3%
und 14%, womit sich die Standardabweichungen fir alle drei unterschiedlich stimulierten

KHYG-1-Zellen in einem einheitlichen Bereich befinden.
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Abbildung 1.0: Graphische Ubersichtsdarstellung mittels Saulendiagramm der per
Spektrophotometer gemessenen LDH-Aktivitat zur Bestimmung der spezifischen
Lyse von unstimulierten, IL-2 stimulierten und PHA stimulierten KHYG-1-Zellen
gegeniiber MCF-7 Mammakarzinomzellen,

n= 8 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Um festzustellen, ob ein pragnanter Unterschied zwischen der zytotoxischen Wirkung
der drei unterschiedlichen Zustéande der KHYG-1-Zellen besteht, wurden hierfur jeweils
zwei der drei unterschiedlich stimulierten KHYG-1-Zellgruppen mittels Zweistichproben-
t-Testes miteinander verglichen. Bei dem Zweistichproben-t-Test handelt es sich um
einen sogenannten Signifikanztest, welcher auf der Prifung der Mittelwerte zweier
Stichproben beruht und diese miteinander auf ihre Gleichheit oder Verschiedenheit prift.
Somit ist es moglich eine Aussage dariiber zu treffen, ob die Mittelwerte zweier
Grundgesamtheiten gleich oder verschieden voneinander sind. Im Rahmen der
Auswertung des Zytotoxizitdtassays handelt es sich um die Mittelwerte der spezifischen
Lyse, welche sich in diesem Fall aus der zytotoxischen Wirkung der Effektorzellen
KHYG-1 gegen die Zielzellen MCF-7 ergeben. Die allgemeingiiltige und auch hier
verwendete Einteilung der Signifikanz erfolgt dabei wie folgt: p-Wert >0,05 = keine
Signifikanz, p-Wert <0,05 = geringe Signifikanz (*), p-Wert <0,01 = moderate Signifikanz
(**), p-Wert <0,001 = deutliche Signifikanz (***).

Basierend auf dieser Einteilung prasentiert sich somit weder im Vergleich zwischen den
unstimulierten und IL-2 stimulierten KHYG-1-Mittelwerten (p= 0,11, p >0,05), noch im
Vergleich zwischen den unstimulierten und PHA stimulierten KHYG-1-Mittelwerten
(p= 0,15, p >0,05), eine Signifikanz. Auch der Vergleich zwischen den Mittelwerten IL-2
und PHA stimulierter KHYG-1-Zellen (p= 0,15, p >0,05) blieb ohne pragnante
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Signifikanz. Die héchste Signifikanz lasst sich insgesamt jedoch zwischen den unstimu-
lierten und IL-2 stimulierten KHYG-1-Mittelwerten erkennen (p= 0,11, p >0,05) (Abbil-
dung 1.1).

Mit p-Werten von 0,11 bis 0,15 lasst sich zudem feststellen, dass die Signifikanz der

unterschiedlichen KHYG-1-Zellgruppen nahezu gleich ist.
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Abbildung 1.1: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Mittelwerte
spezifischer Lyse zwischen unstimulierten und IL-2 stimulierten KHYG-1-Zellen
gegen die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 mittels Zweistichproben-t-Test,

n= 8 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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1.2 FACS-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Effektorzellen

Um nachvollziehen zu konnen, wie stark die NK-Zellen der NK-Leukamie-Zelllinie
KHYG-1 in ihrer Aktivitat unter den unterschiedlichen Stimulationszustanden stimuliert
und in ihrer Wirkung verstarkt wurden, wurden diese mit Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikdrpern versetzt und deren unterschiedlichen Emmissions- und
Absorptionspektren mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie erfasst. In einer ersten
Ubersicht fiir jeweils unstimulierte, IL-2 stimulierte und PHA stimulierte KHYG-1-Zellen,
in welcher die verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper CD94-FITC,
CD16-PE, CD56-APC, NKG2D-PE, NKp30-PE und NKp46-PE miteinander verglichen
wurden, ist fur alle drei KHYG-1-Zellgruppen erkennbar, dass der Antikorper
CD94-FITC, in einer vorher festgelegten Region, am starksten und der Antikorper
CD16-PE am schwéachsten von den KHYG-1-Zellen gebunden wurde. Mit 67% wurde
CD94-FITC am starksten unter IL-2 Stimulation gebunden, gefolgt von 63% unter
unstimulierten Bedingungen und 51% unter PHA Stimulation. CD16-PE wurde mit 10%
am schwachsten unter PHA Stimulation detektiert, gefolgt von 13% unter IL-2
Stimulation und 21% unter unstimulierten Bedingungen. Bis auf CD94-FITC zeigen
insgesamt alle weiteren Antikorper ihre starkste Detektion unter unstimulierten
Bedingungen mit Werten zwischen 21% und 42%.

Die Standardabweichungen bewegen sich dabei fur die unstimulierte Zellgruppe
zwischen 32% und 42%, fir die IL-2 stimulierte Zellgruppe zwischen 27% und 41% und
fur die PHA stimulierte Zellgruppe zwischen 17% und 38% und liegen somit in einem
einheitlichen Bereich (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Graphische Darstellung der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrper-
Detektion innerhalb einer ausgewahlten Region mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie fiir unstimulierte (oben), IL-2 (mittig) und
PHA (unten) stimulierte KHYG-1-Zellen,

n= 8 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Abbildung 1.3 prasentiert fur jeweils alle drei KHYG-1 Zellgruppen eine Ubersicht tiber
den Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat (MFI), welcher als Mal fir die Menge
gebundener Floureszensfarbstoffe pro Partikel dient. So ist fur unstimulierte KHYG-1-
Zellen der héchste MFI fur den Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper NKp30-PE
mit einem Wert von 156,5 feststellbar. Mit einem Wert von 119 unter IL-2 Stimulation
und einem Wert von 69 unter PHA Stimulation lasst sich hier der héchste MFI jeweils fur

CD56-APC nachweisen. Unter unstimulierten Bedingungen mit einem Wert von 40 und
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19 unter IL-2 Stimulation zeigt sich der schwéchste MFI-Wert fir den Antikorper
CD16-PE. Als der schwéachste MFI-Wert unter PHA Stimulation erweist sich der
Antikérper NKp46-PE mit 28.

Fur die unstimulierten MFI-Werte liegen die Standardabweichungen zwischen 28 und
297, fur die IL-2 stimulierten MFI-Werte zwischen 26 und 178 und fir die PHA
stimulierten MFI-Werte zwischen 18 und 89. Die Standardabweichungen variieren somit
deutlich.
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Abbildung 1.3: Graphische Darstellung der MFI-Werte der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikorper fur jeweils unstimulierte (oben), IL-2 (mittig) und
PHA (unten) stimulierte KHYG-1-Zellen,

n= 8 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)

Um eine Aussage Uber die Signifikanz zwischen den, unter unterschiedlichen
Stimulationszustanden gemessenen, gebundenen Antikorper treffen zu kénnen, wurden
alle hier verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikérper jeweils fir ihre
unterschiedlichen Stimulationszustdnde per Zweistichproben-t-Test miteinander
verglichen.

Mit p-Werten zwischen 0,05 und 0,89 prasentiert sich fur keinen der hier verwendeten
Antikdrper eine Signifikanz zwischen den Mittelwerten der unterschiedlich stimulierten
Zellgruppen.

Die insgesamt hochste Signifikanz ergibt sich jedoch fur den Antikdrper CD94-FITC
zwischen den Mittelwerten unstimulierter und IL-2 stimulierter Mittelwerte mit p= 0,05
(Abbildung 1.4). Die hochste Signifikanz fur alle weiteren Antikorper ist insgesamt
zwischen den Mittelwerten unstimulierter und PHA stimulierter KHYG-1-Zellen mit

p-Werten zwischen 0,12 und 0,45 erkennbar.
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Abbildung 1.4: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz des Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikérpers CD94-FITC zwischen den unterschiedlich
stimulierten KHYG-1-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test,
n= 8 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)
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1.3 Zytotoxizitatassay-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
MOLT-4-Effektorzellen

Neben den NK-Zellen spielen auch insbesondere die T-Zellen eine entscheidende Rolle
in der Tumorabwehr, weshalb auch die T-lymphoblastische Leukamie-Zelllinie MOLT-4
im Rahmen dieser Arbeit als Effektorzelllinie dient. Dabei wurden die MOLT-4-Zellen,
wie auch die KHYG-1-Zellen, in ihrer zytotoxischen Wirkung gegen die
Brustkrebszelllinie MCF-7 getestet. Die MOLT-4-Zellen waren dafir unstimuliert und
PHA stimuliert. Auch hier wurde die LDH-Aktivitdt fir beide unterschiedlichen
Stimulationszustande der MOLT-4-Zellen per Spektrophotometer gemessen und erfasst.
In einer ersten graphischen Ubersicht mittels Saulendiagramm zeichnet sich ein Vorteil
der unstimulierten Zellen gegenuber der PHA stimulierten Zellen ab (Abbildung 1.5). Die
Mittelwerte der spezifischen Lyse befinden sich beziglich der unstimulierten Zellen
zwischen 26% und 121% und die der PHA stimulierten Zellen zwischen 28% und 115%.
Der htchste gemessene Mittelwert der spezifischen Lyse liegt bei beiden MOLT-4-Zell-
gruppen bei einer E:T Ratio von 80:1 und betragt fur die unstimulierten MOLT-4-Zellen
121% und fir die PHA stimulierten MOLT-4-Zellen 115%. Die Standardabweichungen
fir unstimulierte MOLT-4 bewegen sich dabei zwischen 3% und 10% und fir PHA
stimulierte Zellen zwischen 2% und 15%, womit sich auch hier die
Standardabweichungen flur beide unterschiedlich stimulierten MOLT-4-Zellen in einem

nahezu einheitlichen Bereich befinden.
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Abbildung 1.5: Graphische Ubersichtsdarstellung mittels Saulendiagramm der per
Spektrophotometer gemessenen LDH-Aktivitat zur Bestimmung der spezifischen
Lyse von unstimulierten und PHA stimulierten MOLT-4-Zellen gegeniiber

MCF-7 Mammakarzinomzellen, n= 7 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

87



Ergebnisse

Auch fur die Mittelwerte der spezifischen Lyse beider MOLT-4-Zellgruppen wurde ein
Zweistichproben-t-Test durchgefihrt.

So ist auch im Vergleich zwischen unstimulierten und PHA stimulierten MOLT-4-Zellen
(p= 0,075, p >0,05) keine Signifikanz zwischen den Mittelwerten der spezifischen Lyse
beider Zellgruppen erkennbar (Abbildung 1.6). Im Vergleich zu den drei Zellgruppen der
KHYG-1-Zelllinie (Abbildung 1.1) prasentiert sich hier jedoch insgesamt die hdchste
Signifikanz.
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Abbildung 1.6: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Mittelwerte spezifischer
Lyse zwischen unstimulierten und PHA stimulierten MOLT-4-Zellen gegen die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 mittels Zweistichproben-t-Test,

n= 7 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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1.4 FACS-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
MOLT-4-Effektorzellen

Auch die unterschiedlich stimulierten Zellen der T-lymphoblastischen Leukamie-Zelllinie
MOLT-4 wurden mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrpern versetzt und deren
unterschiedlichen Emmissions- und Absorptionspektren mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie erfasst, um so eine Aussage uber ihre Aktivitat treffen
zu koénnen. In einer ersten Ubersicht fir jeweils unstimulierte und PHA stimulierte
MOLT-4-Zellen, in welcher die verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikdrper CD4-FITC, CD8-PE, CD3-PerCP und CD45-APC miteinander verglichen
wurden, erweist sich fur die unstimulierten MOLT-4-Zellen der Antikorper CD8-PE mit
41%, in einer vorher festgelegten Region, als am starksten und der Antikorper CD4-FITC
mit 9% als am schwéchsten von den MOLT-4-Zellen gebunden. Fir PHA stimulierte
MOLT-4-Zellen zeigt sich mit 40% die starkste Bindung fir CD45-APC und mit 5% die
schwachste Bindung, wie auch bei der unstimulierten MOLT-4-Zellgruppe, fir
CDA4-FITC.

Die Standardabweichungen bewegen sich dabei fur die unstimulierte Zellgruppe
zwischen 7% und 44% und fur die PHA stimulierte Zellgruppe zwischen 5% und 49%

und befinden sich somit auch hier in einem einheitlichen Bereich (Abbildung 1.7).
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Abbildung 1.7: Graphische Darstellung der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrper-
Detektion innerhalb einer ausgewahlten Region mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie fir unstimulierte (oben) und PHA (unten)
stimulierte MOLT-4-Zellen, n= 7 (n= Anzahl unabhéangiger Experimente)

Abbildung 1.8 stellt jeweils fiir die beiden MOLT-4-Zellgruppen eine Ubersicht tiber den
Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat dar. So prasentiert sich fir unstimulierte
und fur PHA stimulierte MOLT-4-Zellen der héchste MFI jeweils fiir den Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikorper CD45-APC mit einem Wert von 183 flr unstimulierte
und einem Wert von 217 fur PHA stimulierte MOLT-4-Zellen.

Mit Werten von 6 fur unstimulierte und 5 fur PHA stimulierte MOLT-4-Zellen lasst sich
der schwachste MFI fiir den Antikérper CD4-FITC feststellen.

Die Standardabweichungen fiir die unstimulierten MFI-Werte liegen hier zwischen 4 und
297 und fir die PHA stimulierten MFI-Werte zwischen 4 und 266, womit sich auch hier

die Standardabweichungen in einem nahezu &hnlichen Bereich bewegen.
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Abbildung 1.8: Graphische Darstellung der MFI-Werte der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikdrper fur jeweils unstimulierte (oben) und PHA (unten)

stimulierte MOLT-4-Zellen, n= 7 (n= Anzahl unabhéngiger Experimente)

Um eine Aussage Uber die Signifikanz zwischen den, unter unterschiedlichen
Stimulationszustanden gemessenen, gebundenen Antikorper treffen zu kénnen, wurden
auch fur die MOLT-4-Zellen alle verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikorper jeweils fur ihre unterschiedlichen Stimulationszustande per Zweistichproben-
t-Test miteinander verglichen.

So ist auch hier fir keinen der verwendeten Antikdrper eine Signifikanz zwischen den

Mittelwerten der unstimulierten und PHA stimulierten Zellgruppen feststellbar.
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Die p-Werte befinden sich zwischen 0,13 und 0,63 (p >0,05). Eine Signifikanz zeichnet
sich somit nicht ab. Die héchste Signifikanz prasentiert sich jedoch insgesamt flr den
Antikérper CD4-FITC mit einem p-Wert von 0,1 (Abbildung 1.9).
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Abbildung 1.9: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz des Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikérpers CD4-FITC zwischen den unstimulierten und
PHA stimulierten MOLT-4-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test,
n= 7 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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2.  Auswertung der Wirkung unstimulierter, IL-2 stimulierter und
IL-2+Mistelextrakt stimulierter KHYG-1- und MOLT-4-Effektorzellen auf
die Brustkrebszelllinie MCF-7

2.1 Zytotoxizitdtassay-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Effektorzellen

Das Lektin PHA wurde als Stimulanz nun durch eine gemeinsame Zellstimulation mittels
IL-2 und Iscador® M ersetzt. Der Aufbau und der Ablauf der Experimente war derselbe.
Somit wurde auch hier die zytotoxische Wirkung der NK-Leukamie-Zelllinie KHYG-1 im
unstimulierten, IL-2 stimulierten und IL-2+ME stimulierten Zustand mittels
Zytotoxizitatassay gegen die Brustkrebszelllinie MCF-7 getestet. Ebenfalls wurde auch
hier die LDH-Aktivitat der drei unterschiedlichen Stimulationszustande der KHYG-1-
Zellen per Spektrophotometer gemessen und erfasst. In einer ersten graphischen
Ubersicht mittels Saulendiagramm présentiert sich im Rahmen dieses Experimentes ein
Vorteil for IL-2+ME stimulierte KHYG-1-Zellen (Abbildung 2.0). Die Mittelwerte der
spezifischen Lyse bewegen sich dabei fur IL-2+ME stimulierte Zellen zwischen 60% und
150%, fur IL-2 stimulierte Zellen zwischen 57% und 130% und fur die der unstimulierten
Zellen zwischen 48% und 94%. Der hdchste gemessene Mittelwert der spezifischen
Lyse liegt fur alle drei KHYG-1-Zellgruppen erneut bei einer E:T Ratio von 80:1 und be-
tragt fur IL-2+ME stimulierte KHYG-1-Zellen 150%, fur IL-2 stimulierte KHYG-1-Zellen
130% und fur unstimulierte KHYG-1-Zellen 94%. Bereits hier Iasst sich ein deutlicher
Unterschied zwischen den Werten PHA und IL-2+ME stimulierter Zellen demonstrieren,
mit einem deutlichem Vorteil gegeniber der Stimulation mit IL-2+ME (max. 83% vs. max.
150%).

Die Standardabweichungen fir unstimulierte KHYG-1-Zellen befinden sich dabei
zwischen 2% und 7%, fur IL-2 stimulierte KHYG-1-Zellen zwischen 0,2% und 18% und
fur IL-2+ME stimulierte Zellen zwischen 1% und 8%, womit sich die
Standardabweichungen fir unstimulierte und IL-2+ME stimulierte Zellen in einem
einheitlichen Bereich bewegen. Die Standardabweichungen fir IL-2 stimulierte Zellen

liegen etwas dartber.
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Abbildung 2.0: Graphische Ubersichtsdarstellung mittels Saulendiagramm der per
Spektrophotometer gemessenen LDH-AKktivitat zur Bestimmung der spezifischen
Lyse von unstimulierten, IL-2 und IL-2+ME stimulierten KHYG-1-Zellen
gegeniiber MCF-7 Mammakarzinomzellen,

n= 4 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)

Ebenso wurde zur Feststellung, ob ein pragnanter Unterschied in der zytotoxischen
Wirkung der drei unterschiedlichen Stimulationszustéande der KHYG-1-Zellen besteht,
jeweils zwei der drei unterschiedlich stimulierten KHYG-1-Zellgruppen mittels des
Zweistichproben-t-Testes miteinander verglichen.

Anhand der bereits genannten allgemeingiltigen Einteilung der p-Werte ergibt sich mit
einem p-Wert von 0,02 zwischen den Mittelwerten unstimulierter und IL-2 stimulierter
KHYG-1-Zellen eine leichte Signifikanz (p <0,05). Eine deutliche Signifikanz wird deutlich
bei dem Vergleich zwischen den Mittelwerten unstimulierter und IL-2+ME stimulierter
KHYG-1-Zellen (p= 0,0007, p <0,001) (Abbildung 2.1). Nur der Vergleich zwischen den
Mittelwerten IL-2 und IL-2+ME stimulierter KHYG-1-Zellen blieb ohne pragnante
Signifikanz (p= 0,2, p >0,05).
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Abbildung 2.1: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Mittelwerte spezifischer

Lyse fir unstimulierte, IL-2 und IL-2+ME stimulierte KHGY-1-Zellen gegen die

Mammakarzinomzelllinie MCF-7 mittels Zweistichproben-t-Test,

*p= geringe Signifikanz (p <0,05), ***p= deutliche Signifikanz (p <0,001),

n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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2.2 FACS-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Effektorzellen

Um nachvollziehen zu konnen, wie stark die NK-Zellen der NK-Leukamie-Zelllinie
KHYG-1 in ihrer Aktivitat unter den unterschiedlichen Stimulationszustanden stimuliert
und in ihrer Wirkung verstarkt wurden, wurden auch diese mit Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikorpern versetzt und deren unterschiedlichen Emmissions- und Absorp-
tionspektren mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie erfasst. In einer ersten Ubersicht
fur jeweils unstimulierte, IL-2 stimulierte und IL-2+ME stimulierte KHYG-1-Zellen, in
welcher die verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper CD94-FITC,
CD16-PE, CD56-APC, NKG2D-PE, NKp30-PE und NKp46-PE miteinander verglichen
wurden, lasst sich fur alle drei KHYG-1-Zellgruppen feststellen, dass der Antikorper
NKG2D-PE, in einer vorher festgelegten Region, am starksten von den KHYG-1-Zellen
gebunden wurde. Mit 9% wurde NKG2D-PE am starksten unter IL-2+ME Stimulation
gebunden, gefolgt von 7% unter IL-2 Stimulation und 4% unter unstimulierten
Bedingungen. Der schwachste gebundene Antikérper ist unter unstimulierten und
IL-2+ME stimulierten Bedingungen CD56-APC mit jeweils 0,4% und mit 0% unter IL-2
stimulierten Bedingungen, der Antikorper NKp30-PE. Die hdchste Antikérperbindung fiir
alle verwendeten Antikorper ist insgesamt fur die IL-2+ME stimulierten KHYG-1-Zellen
erkennbar.

Die Standardabweichungen bewegen sich fiir die unstimulierte Zellgruppe zwischen
0,65% und 4%, fir die IL-2 stimulierte Zellgruppe zwischen 0% und 7% und fir die
IL-2+ME stimulierte Zellgruppe zwischen 0,4% und 8,5% und befinden sich somit in
einem relativ einheitlichen Bereich (Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2: Graphische Darstellung der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrper-

Mehrfarbendurchflusszytometrie fir unstimulierte (oben), I1L-2 (mittig) und

IL-2+ME (unten) stimulierte KHYG-1-Zellen,

n= 4 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)
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Abbildung 2.3 stellt fiir jeweils alle drei KHYG-1 Zellgruppen eine Ubersicht tiber den
Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat dar. So ergibt sich fir unstimulierte, fur
IL-2 stimulierte und auch fur IL-2+ME stimulierte KHYG-1-Zellen der hchste MFI fir den
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrper CD56-APC, mit einem Wert von 5 unter
unstimulierten Bedingungen, mit einem Wert von 6 unter IL-2 Stimulation und einem

Wert von 6,5 unter IL-2+ME Stimulation. Mit einem Wert von jeweils 2 fir unstimulierte
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Bedingungen, fir IL-2 Stimulation und fur IL-2+ME Stimulation ist der schwachste
MFI-Wert fir den Antikbrper CD94-FITC erkennbar.

Fur die unstimulierten MFI-Werte liegen die Standardabweichungen zwischen 0,2 und
1, fUr die IL-2 stimulierten MFI-Werte zwischen 0,05 und 1,6 und fir die IL-2+ME stimu-
lierten MFI-Werte zwischen 0,08 und 2,22. Auch hier befinden sich die

Standardabweichungen in einem einheitlichen Bereich.
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Abbildung 2.3: Graphische Darstellung der MFI-Werte der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikdrper fur jeweils unstimulierte (oben), IL-2 (mittig) und
IL-2+ME (unten) stimulierte KHYG-1-Zellen,

n= 4 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)

Um eine Aussage Uber die Signifikanz, zwischen den unter unterschiedlichen
Stimulationszustanden gemessenen, gebundenen Antikorper treffen zu kénnen, wurden
ebenfalls alle verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper jeweils fir ihre
unterschiedlichen Stimulationszustdnde per Zweistichproben-t-Test miteinander
verglichen.

Mit p-Werten zwischen 0,235 und 1,0 ist auch hier fur alle Antikdrper keine Signifikanz
zwischen den Mittelwerten der unterschiedlichen Stimulationszustande feststellbar.
Dennoch prasentiert sich insgesamt die héchste Signifikanz fir die beiden Antikdrper
CD94-FITC und CD16-PE, mit p-Werten zwischen 0,2 und 0,8 (Abbildung 2.4).
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Abbildung 2.4: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikbrper CD94-FITC und CD16-PE zwischen den unterschiedlich
stimulierten KHYG-1-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test,

n= 4 (n= Anzahl unabh&angiger Experimente)
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2.3  Zytotoxizitatassay-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
MOLT-4-Effektorzellen

Die MOLT-4-Zellen wurden nun, wie auch die KHYG-1-Zellen, mit IL-2+Iscador® M, statt
mit PHA stimuliert und in ihrer zytotoxischen Wirkung gegen die Brustkrebszelllinie
MCF-7 getestet. Die MOLT-4-Zellen waren dafur unstimuliert und IL-2+ME stimuliert.
Dabei wurde die LDH-Aktivitat der unterschiedlichen Stimulationszustande der MOLT-4-
Zellen erneut per Spektrophotometer gemessen und erfasst. In einer ersten graphischen
Ubersicht mittels Saulendiagramm zeichnet sich, wie auch firr die KHYG-1-Zellen, ein
Vorteil fur die IL-2+ME stimulierten Zellen gegenuber der unstimulierten Zellen ab
(Abbildung 2.5). Die Mittelwerte der spezifischen Lyse liegen bezuglich der
unstimulierten Zellen zwischen 64% und 149% und die der IL-2+ME stimulierten Zellen
zwischen 63% und 158%. Der hdchste gemessene Mittelwert der spezifischen Lyse
prasentiert sich erneut bei beiden MOLT-4-Zellgruppen bei einer E:T Ratio von 80:1 und
betragt fur die unstimulierten MOLT-4-Zellen 149% und fur die IL-2+ME stimulierten
MOLT-4-Zellen 158%. Somit lasst sich auch fur die Mittelwerte der spezifischen Lyse ein
deutlicher Unterschied zwischen IL-2+ME und PHA stimulierte MOLT-4-Zellen erkennen
(max. 158 vs. max. 115%).

Die Standardabweichungen fur unstimulierte MOLT-4 befinden sich zwischen 1% und
12% und fir IL-2+ME stimulierte Zellen zwischen 2% und 10%, womit sich auch hier die
Standardabweichungen fur beide unterschiedlich stimulierten MOLT-4-Zellen in einem

einheitlichen Bereich bewegen.
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Abbildung 2.5: Graphische Ubersichtsdarstellung mittels Saulendiagramm der per
Spektrophotometer gemessenen LDH-Aktivitat zur Bestimmung der spezifischen
Lyse von unstimulierten und IL-2+ME stimulierten MOLT-4-Zellen gegeniber

MCF-7 Mammakarzinomzellen, n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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Fur die beiden MOLT-4-Zellgruppen und deren Mittelwerte spezifischer Lyse wurde
ebenfalls ein Zweistichproben-t-Test durchgefiihrt.

Im Vergleich zwischen den Mittelwerten unstimulierter und IL-2+ME stimulierter
MOLT-4-Zellen (p= 0,9, p >0,05) liegt keine Signifikanz zwischen den beiden
Zellgruppen vor (Abbildung 2.6). Gegenlber dem p-Wert fur unstimulierte und PHA sti-
mulierte MOLT-4-Zellen (Abbildung 1.6) zeigt sich somit eine deutlich geringere
Signifikanz (0,9 vs. 0,075).
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Abbildung 2.6: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Mittelwerte spezifischer
Lyse fUr unstimulierte und IL-2+ME stimulierte MOLT-4-Zellen gegen die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 mittels Zweistichproben-t-Test,

n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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2.4 FACS-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
MOLT-4-Effektorzellen

Die unterschiedlich stimulierten Zellen der T-lymphoblastischen Leukamie-Zelllinie
MOLT-4 wurden daflr erneut mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikérpern versetzt
und deren unterschiedlichen Emmissions- und Absorptionspektren mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie erfasst, um so eine Aussage uber ihre Aktivitat treffen
zu konnen. In einer ersten Ubersicht fiir jeweils unstimulierte und IL-2+ME stimulierte
MOLT-4-Zellen, in welcher erneut die verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikdrper CD4-FITC, CD8-PE, CD3-PerCP und CD45-APC miteinander verglichen
wurden, erweist sich fur die unstimulierten MOLT-4-Zellen der Antikorper CD45-APC mit
95,5%, in einer vorher festgelegten Region, als am stérksten und der Antikorper CD3-
FITC mit 18%, als am schwéchsten von den MOLT-4-Zellen gebunden. Fir IL-2+ME
stimulierte MOLT-4-Zellen prasentiert sich mit 84% die starkste Bindung fir CD8-PE und
mit 31% die schwachste Bindung, wie auch fir die beiden MOLT-4-Zellgruppen in
Abbildung 1.7, fir CD4-FITC.

Die Standardabweichungen bewegen sich dabei flr die unstimulierte Zellgruppe
zwischen 5% und 16% und fir die IL-2+ME stimulierte Zellgruppe zwischen 8% und

39%. Sie befinden sich somit in unterschiedlichen Bereichen (Abbildung 2.7).
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Abbildung 2.7: Graphische Darstellung der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper-
Detektion innerhalb einer ausgewdahlten Region mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie fir unstimulierte (oben) und IL-2+ME (unten)

stimulierte MOLT-4-Zellen, n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Abbildung 2.8 zeigt jeweils fiir die beiden MOLT-4-Zellgruppen eine Ubersicht tiber den
Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat. So lasst sich fur unstimulierte und fur
IL-2+ME stimulierte MOLT-4-Zellen der hochste MFI, wie auch fir die beiden MOLT-4-
Zellgruppen in Abbildung 1.8, jeweils fir den Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikérper CD45-APC, mit einem Wert von 254 fir unstimulierte und einem Wert von
236 fur IL-2+ME stimulierte MOLT-4-Zellen, feststellen. Mit Werten von jeweils 4 flr
unstimulierte und IL-2+ME stimulierte MOLT-4-Zellen prasentiert sich der schwéachste
MFI, wie auch wieder fir die beiden MOLT-4-Zellgruppen in Abbildung 1.8, fir den
Antikérper CD4-FITC. Die Standardabweichungen fiir die unstimulierten MFI-Werte
liegen hier zwischen 1 und 59 und fir die IL-2+ME stimulierten MFI-Werte zwischen 1
und 316, womit sich die Standardabweichungen auch hier in unterschiedlichen
Bereichen bewegen.
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Abbildung 2.8: Graphische Darstellung der MFI-Werte der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikdrper fur jeweils unstimulierte (oben) und
IL-2+ME (unten) stimulierte MOLT-4-Zellen,

n= 4 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)

Um eine Aussage Uber die Signifikanz zwischen den, unter unterschiedlichen
Stimulationszustanden gemessenen, gebundenen Antikorper treffen zu kénnen, wurden
fur die MOLT-4-Zellen erneut alle verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikorper jeweils fur ihre unterschiedlichen Stimulationszustande per Zweistichproben-
t-Test miteinander verglichen (Abbildung 2.9).

Wie auch fur die KHYG-1-Zellen in Abbildung 2.4, Iasst sich fur keinen der hier
verwendeten Antikorper eine Signifikanz zwischen den Mittelwerten der unstimulierten

und IL-2+ME stimulierten Zellgruppen aufzeigen.
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Die p-Werte liegen zwischen 0,2 und 0,45, sind damit p >0,05 und weisen somit keine

Signifikanz auf. Die héchste Signifikanz scheint jedoch insgesamt fir den Antikdrper
CD8-PE feststellbar, mit einem p-Wert von 0,2.
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Abbildung 2.9: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz des Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikérpers CD8-PE zwischen den unstimulierten und IL-2+ME
stimulierten MOLT-4-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test,
n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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3. Auswertung der Wirkung unstimulierter, IL-2 stimulierter und
Mistelextrakt stimulierter KHYG-1- und MOLT-4-Effektorzellen auf die
Brustkrebszelllinie MCF-7

3.1 Zytotoxizitatassay-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Effektorzellen

Nach effektiver gemeinsamer Stimulation der KHYG-1-Zellen mit IL-2+Iscador® M,
wurde die alleinige Wirkung des Mistelextraktes Iscador® M in weiteren Experimenten
getestet. Die durchgefuhrten Experimente waren wieder dieselben. Es wurde erneut die
zytotoxische Wirkung der NK-Leukamie-Zelllinie KHYG-1 im unstimulierten, IL-2
stimulierten und ME stimulierten Zustand mittels Zytotoxizitdtassay gegen die
Brustkrebszelllinie MCF-7 getestet. Ebenfalls wurde hierfir die LDH-Aktivitat der drei
unterschiedlichen Stimulationszustdnde der KHYG-1-Zellen per Spektrophotometer
gemessen und erfasst. In einer ersten graphischen Ubersicht mittels Saulendiagramm
lasst sich im Rahmen dieses Experimentes ein Vorteil fir die ME stimulierten KHYG-1-
Zellen demonstrieren (Abbildung 3.0). Die Mittelwerte der spezifischen Lyse liegen dabei
fur ME stimulierte Zellen zwischen 56% und 153%, fir IL-2 stimulierte Zellen zwischen
38% und 150% und die der unstimulierten Zellen zwischen 37% und 164%. Der hdchste
gemessene Mittelwert der spezifischen Lyse befindet sich fur alle drei KHYG-1-
Zellgruppen bei einer E:T Ratio von 80:1 und betragt fir unstimulierte KHYG-1-Zellen
164%, fur ME stimulierte KHYG-1-Zellen 153% und fur IL-2 stimulierte KHYG-1-Zellen
150%. Fir die E:T Ratio 80:1 lasst sich ein Vorteil fur unstimulierte KHYG-1-Zellen
gegenulber IL-2 und ME stimulierter KHYG-1-Zellen feststellen. Ab einer E:T Ratio von
40:1 ist jedoch ein deutlicher Vorteil fir ME stimulierte KHYG-1-Zellen erkennbar und ab
einer E:T Ratio von 20:1 sind die Werte unstimulierter und IL-2 stimulierter KHYG-1-
Zellen nahezu deckungsgleich. Die hochsten Werte der spezifischen Lyse fiur IL-2+ME
stimulierte und nur fir ME stimulierte KHYG-1-Zellen sind nahezu identisch. Es lasst sich
somit kein Vorteil fir eine der beiden Gruppen aufzeigen (max. 150% vs. max. 153%).
Die Standardabweichungen fur unstimulierte KHYG-1-Zellen liegen dabei zwischen
0,3% und 18%, fir IL-2 stimulierte Zellen zwischen 2% und 11% und fir ME stimulierte
Zellen zwischen 5% und 27%, womit sich die Standardabweichungen fir unstimulierte
und IL-2 stimulierte Zellen in einem einheitlichen Bereich bewegen.

Die Standardabweichungen fir ME stimulierte Zellen befinden sich etwas dariber.
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Abbildung 3.0: Graphische Ubersichtsdarstellung mittels Saulendiagramm der per
Spektrophotometer gemessenen LDH-Aktivitat zur Bestimmung der spezifischen
Lyse von unstimulierten, IL-2 stimulierten und ME stimulierten KHYG-1-Zellen
gegentber MCF-7 Mammakarzinomzellen,

n=5 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Zur Feststellung, ob ein pragnanter Unterschied in der zytotoxischen Wirkung der drei
unterschiedlichen Stimulationszustidnde der KHYG-1-Zellen besteht, wurden erneut
jeweils zwei der drei unterschiedlich stimulierten KHYG-1-Zellgruppen mittels
Zweistichproben-t-Test miteinander verglichen.

Anhand der bereits genannten allgemeingtiltigen Einteilung der p-Werte zeigt sich mit
einem p-Wert von 0,9 zwischen den Mittelwerten unstimulierter und IL-2 stimulierter
KHYG-1-Zellen (p >0,05) keine Signifikanz. So lasst sich aber eine geringe Signifikanz
im Vergleich zwischen den Mittelwerten unstimulierter und ME stimulierter KHYG-1-
Zellen nachweisen (p= 0,01, p <0,05). Der Vergleich zwischen den Mittelwerten von
IL-2 und ME stimulierten KHYG-1-Zellen weist sogar eine deutliche Signifikanz, mit
p= 0,0007 (p <0,001), auf (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Mittelwerte
spezifischer Lyse flr unstimulierte, IL-2 stimulierte und ME stimulierte KHYG-1-
Zellen gegen die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 mittels
Zweistichproben-t-Test, *p= geringe Signifikanz (p <0,05),
***n= deutliche Signifikanz (p <0,001),

n=>5 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)
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3.2 FACS-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Effektorzellen

Um auch hier nachvollziehen zu kdnnen wie stark die NK-Leukamie-Zelllinie KHYG-1 in
ihrer Aktivitat unter den unterschiedlichen Stimulationszusténden stimuliert und in ihrer
Wirkung verstarkt wurde, wurde auch diese mittels Fluoreszenzfarbstoff-konjugierter
Antikérper versetzt und deren unterschiedlichen Emmissions- und Absorptionspektren
mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie erfasst. In einer ersten Ubersicht fur jeweils un-
stimulierte, IL-2 stimulierte und ME stimulierte KHYG-1-Zellen, in welcher die
verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper CD94-FITC, CD16-PE,
CD56-APC, NKG2D-PE, NKp30-PE und NKp46-PE miteinander verglichen wurden,
lasst sich fur alle drei KHYG-1-Zellgruppen, wie auch bei dem vorherigen Experiment
mit IL-2+ME (Abbildung 2.2), demonstrieren, dass der Antikorper NKG2D-PE die
starkste Bindung fur KHYG-1-Zellen aufweist. Mit 22% wurde NKG2D-PE am starksten
unter ME Stimulation gebunden, gefolgt von 18% unter IL-2 Stimulation und 17,5% unter
unstimulierten Bedingungen. Als der schwachste gebundene Antikoérper unter
unstimulierten Bedingungen lasst sich CD56-APC mit 0,13% feststellen. Unter IL-2
stimulierten und ME stimulierten Bedingungen prasentiert sich der Antikorper
CD94-FITC als am schwachsten gebundener Antikoérper. Die beiden Antikdrper
CD56-APC und NKG2D-PE ausgeschlossen, weisen alle weiteren Antikérper ihre
hdchste Bindung jedoch unter unstimulierten Bedingungen auf.

Die Standardabweichungen bewegen sich hier fiir die unstimulierte Zellgruppe zwischen
0,45% und 29%, firr die IL-2 stimulierte Zellgruppe zwischen 0,46% und 19% und fir die
ME stimulierte Zellgruppe zwischen 0,7% und 22% und liegen damit in einem
nahezu einheitlichen Bereich (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Graphische Darstellung der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrper-
Detektion innerhalb einer ausgewdahlten Region mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie fiir unstimulierte (oben), IL-2 (mittig) und
ME (unten) stimulierte KHYG-1-Zellen,

n=5 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)

Abbildung 3.3 stellt ebenfalls fiir jeweils alle drei KHYG-1 Zellgruppen eine Ubersicht
tber den Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat dar. So zeigt sich fur
unstimulierte, IL-2 stimulierte und auch fir ME stimulierte KHYG-1-Zellen der hochste
MFI fir den Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrper NKG2D-PE, mit einem Wert
von 16 unter unstimulierten Bedingungen, mit einem Wert von 25 unter IL-2 Stimulation
und einem Wert von 16,5 unter ME Stimulation. Mit Werten von 3 fur unstimulierte Be-
dingungen, einem Wert von 3,5 unter IL-2 Stimulation und einem Wert von 2,6 unter ME
Stimulation ergibt sich der schwachste MFI-Wert fiir den Antikérper CD94-FITC.

Fur die unstimulierten MFI-Werte liegen die Standardabweichungen zwischen 2 und
20,5, fur die IL-2 stimulierten MFI-Werte zwischen 2 und 23 und fir die ME stimulierten
MFI-Werte zwischen 1 und 21. Auch hier befinden sich die Standardabweichungen somit

in einem einheitlichen Bereich.
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Abbildung 3.3: Graphische Darstellung der MFI-Werte der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikorper fur jeweils unstimulierte (oben), IL-2 (mittig)
und ME (unten) stimulierte KHYG-1-Zellen,
n=5 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Um auch hier eine Aussage Uber die Signifikanz zwischen den, unter unterschiedlichen
Stimulationszustanden gemessenen, gebundenen Antikorper treffen zu kénnen, wurden
wiederholt alle verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper jeweils fur ihre
unterschiedlichen Stimulationszustande per Zweistichproben-t-Test miteinander
verglichen (Abbildung 3.4).

Fur den Antikorper CD94-FITC lasst sich mit einem p-Wert von 0,02 eine geringe
Signifikanz zwischen den Mittelwerten unstimulierter und IL-2 stimulierter KHYG-1-
Zellen nachweisen (p <0,05). Mit einem p-Wert von 0,05 zeigt sich im Vergleich zwischen
den Mittelwerten unstimulierter und IL-2 stimulierter KHYG-1-Zellen, fur den Antikérper
CD56-APC, keine eindeutige Signifikanz. Mit p-Werten zwischen 0,1 und 0,94 ist auch

eine weitere Signifikanz nicht erkennbar.
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Abbildung 3.4: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz des Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikérpers CD94-FITC zwischen den unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test,

*p= geringe Signifikanz (p< 0,05), n=5 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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3.3 Zytotoxizitatassay-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
MOLT-4-Effektorzellen

Auch die MOLT-4-Zellen wurden nun, ebenso wie die KHYG-1-Zellen, mit Iscador® M,
statt mit IL-2+ME stimuliert und anschlieend in ihrer zytotoxischen Wirkung gegen die
Brustkrebszelllinie MCF-7 getestet. Die MOLT-4-Zellen waren dafur unstimuliert und ME
stimuliert. Die LDH-Aktivitat beider Stimulationszustande per Spektrophotometer wurde
erneut gemessen und erfasst. In einer ersten graphischen Ubersicht mittels
Saulendiagramm présentiert sich, wie auch bei den KHYG-1-Zellen (Abbildung 3.0), ein
Vorteil fur die ME stimulierten Zellen gegentber den unstimulierten Zellen. Jedoch ist
dieser hier dezent und nur in den hoheren E:T Ratios feststellbar (Abbildung 3.5). Die
Mittelwerte der spezifischen Lyse liegen beziiglich der unstimulierten Zellen zwischen
38% und 176% und die der ME stimulierten Zellen zwischen 35% und 179%. Der
hdchste gemessene Mittelwert der spezifischen Lyse lasst sich bei beiden MOLT-4-
Zellgruppen bei einer E:T Ratio von 80:1 feststellen und betragt fir die unstimulierten
MOLT-4-Zellen 176% und fur ME stimulierte MOLT-4-Zellen 179%. Zwischen den
Mittelwerten der spezifischen Lyse fur nur ME und IL-2+ME stimulierte MOLT-4-Zellen
ist somit ein deutlicher Unterschied erkennbar, mit Vorteil fir die ME stimulierten Zellen
(max. 179 vs. max. 158%).

Die Standardabweichungen fir unstimulierte MOLT-4-Zellen bewegen sich dabei
zwischen 0,6% und 15% und fur ME stimulierte Zellen zwischen 3% und 17%, womit
sich auch hier die Standardabweichungen fir beide Stimulationszustande in einem

einheitlichen Bereich befinden.
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Abbildung 3.5: Graphische Ubersichtsdarstellung mittels Saulendiagramm der per
Spektrophotometer gemessenen LDH-Aktivitat zur Bestimmung der spezifischen
Lyse von unstimulierten und ME stimulierten MOLT-4-Zellen gegeniber

MCF-7 Mammakarzinomzellen, n=5 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Fur die beiden MOLT-4-Zellgruppen und deren Mittelwerte spezifischer Lyse wurde
ebenfalls ein Zweistichproben-t-Test durchgefihrt.

Dabei ergibt sich auch hier keine Signifikanz zwischen den Mittelwerten der spezifischen
Lyse beider Zellgruppen (p=0,7, p >0,05). Im Vergleich zu dem p-Wert fir die Mittelwerte
unstimulierter und IL-2+ME stimulierter MOLT-4-Zellen (Abbildung 2.6) zeigt sich hier
jedoch eine minimal hohere Signifikanz (0,7 vs. 0,9) (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Mittelwerte spezifischer

Lyse fur unstimulierte und ME stimulierte MOLT-4-Zellen gegen die

Mammakarzinomzelllinie MCF-7 mittels Zweistichproben-t-Test,

n=>5 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)
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3.4 FACS-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
MOLT-4-Effektorzellen

Die unterschiedlich stimulierten Zellen der T-lymphoblastischen Leukamie-Zelllinie
MOLT-4 wurden wiederholt mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrpern versetzt
und deren unterschiedlichen Emmissions- und Absorptionspektren mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie erneut erfasst, um so eine Aussage uber ihre Aktivitat
treffen zu konnen. In einer ersten Ubersicht flr jeweils unstimulierte und ME stimulierte
MOLT-4-Zellen, in welchen erneut die verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikdrper CD4-FITC, CD8-PE, CD3-PerCP und CD45-APC miteinander verglichen
wurden, ist sowohl fur die unstimulierten als auch fur die ME stimulierten MOLT-4-Zellen
erkennbar, dass der Antikdrper CD45-APC mit 93% fiir unstimulierte und mit 89% fiir
ME stimulierte MOLT-4-Zellen, in einer vorher festgelegten Region, am starksten und
der Antikdrper CD3-PerCP mit 15% und 20%, am schwachsten gebunden wurde.

Die Standardabweichungen bewegen sich dabei fur die unstimulierte Zellgruppe
zwischen 5% und 17% und fur die ME stimulierte Zellgruppe zwischen 10% und 33%.

Die Standardabweichungen liegen somit in unterschiedlichen Bereichen (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Graphische Darstellung der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrper-
Detektion innerhalb einer ausgewdahlten Region mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie fir unstimulierte (oben) und ME (unten)

stimulierte MOLT-4-Zellen, n=5 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Abbildung 3.8 stellt jeweils fiir die beiden MOLT-4-Zellgruppen eine Ubersicht tiber den
Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat dar. So ergibt sich fur unstimulierte und fur
ME stimulierte MOLT-4-Zellen der hochste MFI, wie auch fur die beiden MOLT-4-
Zellgruppen in Abbildung 2.8, jeweils fir den Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikérper CD45-APC, mit einem Wert von 576 fir unstimulierte und einem Wert von
429 fur ME stimulierte MOLT-4-Zellen. Mit Werten von 4 und 5 erweist sich der
schwachste MFI fur den Antikdrper CD4-FITC.

Die Standardabweichungen fiir die unstimulierten MFI-Werte liegen hier zwischen 1 und
321 und fur die ME stimulierten MFI-Werte zwischen 2,5 und 247, womit sich die

Standardabweichungen in unterschiedlichen Bereichen bewegen.
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Abbildung 3.8: Graphische Darstellung der MFI-Werte der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikdrper fur jeweils unstimulierte (oben) und ME (unten)
stimulierte MOLT-4-Zellen, n=5 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Per Zweistichproben-t-Test wurden alle fir die MOLT-4-Zellen verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikbrper miteinander verglichen, um ebenfalls eine
Aussage Uber die Signifikanz  zwischen den, unter unterschiedlichen
Stimulationszustanden gemessenen, gebundenen Antikorper, treffen zu kénnen. Dabei
ist fur keinen der hier verwendeten AntikGrper eine Signifikanz zwischen den
Mittelwerten der unstimulierten und ME stimulierten Zellgruppen feststellbar. Die
p-Werte liegen zwischen 0,06 und 0,7, sind damit p >0,05 und weisen somit keine

Signifikanz auf. Die hdchste Signifikanz insgesamt prasentiert sich jedoch fur den
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Antikdrper CD8-PE mit einem p-Wert von 0,06. Auch der Antikdrper CD3-PerCP zeigt
mit einem p-Wert von 0,09 eine vergleichsweise hdhere Signifikanz. Die schwachste
Signifikanz weist wieder CD4-FITC, mit einem p-Wert von 0,7, auf (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikdrper CD8-PE und CD3-PerCP zwischen den unstimulierten
und ME stimulierten MOLT-4-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test,

n= 5 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)
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4. Auswertung der Wirkung unstimulierter, IL-2 stimulierter und
Mistelextrakt stimulierter KHYG-1- und MOLT-4-Effektorzellen auf die

Pankreaskrebszelllinie Panc-1

4.1 Zytotoxizitatassay-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Effektorzellen

Nach erfolgter Stimulation der KHYG-1-Zellen mit Mistelextrakt und anschlieRend
durchgefuhrter Experimente zur Untersuchung der zytotoxischen Wirkung gegen die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7, wurde diese nun gegen die Pankreaskarzinomzelllinie
Panc-1 ausgetauscht. Die bisher verwendeten Effektorzellen wurden beibehalten und
die durchgefiuihrten Experimente waren dieselben wie auch unter Verwendung der
Brustkrebszellen MCF-7. Das Ziel war es auch hier die zytotoxische Wirkung der
NK-Leukamie-Zelllinie KHYG-1 im unstimulierten, IL-2 stimulierten und ME stimulierten
Zustand mittels Zytotoxizitatassay auf die Pankreaskrebszelllinie Panc-1 zu testen. So
wurde ebenfalls die LDH-Aktivitat der drei unterschiedlichen Stimulationszustande der
KHYG-1-Zellen per Spektrophotometer gemessen und erfasst. In einer ersten
graphischen Ubersicht mittels Saulendiagramm prasentiert sich im Rahmen dieses
Experimentes, wie auch bei der mistelextraktbedingten Stimulation der KHYG-1-Zellen
gegen die Brustkrebszelllinie MCF-7 (Abbildung 3.0), ein Vorteil fir die ME stimulierten
KHYG-1-Zellen (Abbildung 4.0). Der jedoch vergleichsweise dezenter ausfallt als im
gleich aufgebauten Experiment mit MCF-7 Zellen. Die Mittelwerte der spezifischen Lyse
befinden sich bezlglich ME stimulierter Zellen zwischen 71% und 173%, fir IL-2
stimulierte Zellen zwischen 69% und 164% und die der unstimulierten Zellen zwischen
65% und 140%. Der hochste gemessene Mittelwert der spezifischen Lyse ist fir alle drei
KHYG-1-Zellgruppen bei einer E:T Ratio von 80:1 feststellbar und betragt fir
unstimulierte KHYG-1-Zellen 140%, flr IL-2 stimulierte KHYG-1-Zellen 164% und fir ME
stimulierte KHYG-1-Zellen 173%. Dabei verlaufen die Werte der spezifischen Lyse fir
IL-2 und ME stimulierte KHYG-1-Zellen eng beieinander. Vergleichsweise ist fir die
Mittelwerte der spezifischen Lyse fur ME stimulierte KHYG-1-Zellen ein leichter Vorteil
fir die Panc-1- Krebszelllinie gegentber der MCF-7-Krebszelllinie erkennbar
(max. 173% vs. max. 153%). Eine Signifikanz zwischen den Werten beider ME
stimulierter Zellgruppen lasst sich jedoch nicht nachweisen (p= 0,06). Der hdchste Wert
fur IL-2 stimulierte Zellen ist fir beide Experimente 164% und ist somit identisch.

Die Standardabweichungen fir unstimulierte KHYG-1-Zellen bewegen sich dabei
zwischen 2% und 13,5%, fur IL-2 stimulierte KHYG-1-Zellen zwischen 0,8% und 7% und

fur ME stimulierte Zellen zwischen 1% und 11%, womit sich die Standardabweichungen
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fur unstimulierte und ME stimulierte Zellen in einem einheitlichen Bereich befinden. Die

Standardabweichungen fur IL-2 stimulierte Zellen liegen etwas darunter.
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Abbildung 4.0: Graphische Ubersichtsdarstellung mittels Saulendiagramm der per
Spektrophotometer gemessenen LDH-Aktivitat zur Bestimmung der spezifischen
Lyse von unstimulierten, IL-2 stimulierten und ME stimulierten
KHYG-1-Zellen gegeniiber Panc-1 Pankreaskarzinomzellen,

n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Zur erneuten Feststellung, ob ein pragnanter Unterschied in der zytotoxischen Wirkung
der drei unterschiedlichen Stimulationszustande der KHYG-1-Zellen besteht, wurden
jeweils zwei der drei unterschiedlich stimulierten KHYG-1-Zellgruppen mittels
Zweistichproben-t-Test miteinander verglichen.

Beruhend auf der allgemeingtiltigen Einteilung der p-Werte lasst sich mit einem p-Wert
von 0,003 zwischen den Mittelwerten unstimulierter und IL-2 stimulierter KHYG-1-Zellen
eine moderate Signifikanz (p <0,01) nachweisen. Diese moderate Signifikanz ist ebenso
zwischen den Mittelwerten unstimulierter und ME stimulierter KHYG-1-Zellen
feststellbar, mit demselben p-Wert von 0,003. Auch der p-Wert von 0,009 zwischen den
Mittelwerten IL-2 und ME stimulierter KHYG-1-Zellen weist auf eine moderate
Signifikanz hin (p <0,01) (Abbildung 4.1). Dieselben Experimente unter Verwendung der
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 zeigen ebenfalls eine Signifikanz zwischen den
Mittelwerten unstimulierter und ME stimulierter KHYG-1-Zellen (0,003 vs. 0,01) sowie
zwischen den Mittelwerten IL-2 und ME stimulierter KHYG-1-Zellen (0,009 vs. 0,0007)
(Abbildung 3.1). Eine eindeutige Signifikanz ist zwischen den beiden

Krebszelllinien jedoch nicht ersichtlich.
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Abbildung 4.1: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Mittelwerte

spezifischer Lyse fur unstimulierte, IL-2 stimulierte und ME stimulierte
KHYG-1-Zellen gegen die Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1 mittels
Zweistichproben-t-Test, **p= moderate Signifikanz (p <0,01),

n= 4 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)
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4.2 FACS-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Effektorzellen

Um ebenfalls nachvollziehen zu kdnnen wie stark die NK-Leukamie-Zelllinie KHYG-1 in
ihrer Aktivitat unter den unterschiedlichen Stimulationszustanden stimuliert und in ihrer
Wirkung verstarkt wurde, wurde diese ebenfalls mittels Fluoreszenzfarbstoff-konjugierter
Antikérper versetzt und deren unterschiedlichen Emmissions- und Absorptionspektren
mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie erfasst. In einer ersten Ubersicht fur jeweils
unstimulierte, IL-2 stimulierte und ME stimulierte KHYG-1-Zellen, in welcher die
verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper CD94-FITC, CD16-PE,
CD56-APC, NKG2D-PE, NKp30-PE und NKp46-PE miteinander verglichen wurden,
lasst sich fur alle drei KHYG-1-Zellgruppen, wie auch bei dem gleich aufgebauten
MCF-7-Experiment (Abbildung 3.2), demonstrieren, dass der Antikrper NKG2D-PE am
starksten von den KHYG-1-Zellen gebunden wurde. Mit 34% wurde NKG2D-PE am
starksten unter unstimulierten Bedingungen gebunden, gefolgt von 24% unter IL-2
Stimulation und 20% unter ME Stimulation. Der schwéachste gebundene Antikdrper ist
fur alle drei KHYG-1-Zellgruppen CD94-FITC, mit 0,01% fur stimulierte KHYG-1-Zellen,
mit 0% fir IL-2 stimulierte und mit 0,009% fir ME stimulierte Zellen. Auch innerhalb des
Experimentes mit der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 ist CD94-FITC fur IL-2 stimulierte
und ME stimulierte KHYG-1-Zellen als schwachster gebundener Antikérper ersichtlich
(Abbildung 3.2). Die insgesamt hochste Antikorperbindung prasentiert sich jedoch
insgesamt fUr die unstimulierten KHYG-1-Zellen.

Die Standardabweichungen bewegen sich dabei fir die unstimulierte Zellgruppe
zwischen 0,05% und 17%, fir die IL-2 stimulierte Zellgruppe zwischen 0% und 15,5%
und fur die ME stimulierte Zellgruppe zwischen 0,02% und 11%. Sie befinden sich somit
in einem einheitlichen Bereich (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Graphische Darstellung der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrper-
Detektion innerhalb einer ausgewdahlten Region mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie fiir unstimulierte (oben), IL-2 (mittig) und
ME (unten) stimulierte KHYG-1-Zellen,

n= 4 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)

Die Ubersicht in Abbildung 4.3 verdeutlicht fir alle drei KHYG-1-Zellgruppen den
Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat. So ergibt sich fur unstimulierte KHYG-1-
Zellen der hochste MFI fur den Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper NKG2D-
PE, mit einem Wert von 7. Unter IL-2 Stimulation und ME Stimulation weist der
Antikdrper CD56-APC den hdchsten MFI auf, mit Werten von jeweils 6. Der schwéchste
Antikorper fur alle drei KHYG-1-Zellgruppen, mit einem Wert von jeweils 2, zeichnet sich
fir den Antikorper CD94-FITC ab.

Fur die unstimulierten MFI-Werte liegen die Standardabweichungen zwischen 0,2 und
2, fur die IL-2 stimulierten MFI-Werte zwischen 0,2 und 3 und flr die ME stimulierten
MFI-Werte zwischen 0,2 und 1,5. Auch hier befinden sich die Standardabweichungen in

einem einheitlichen Bereich.
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Abbildung 4.3: Graphische Darstellung der MFI-Werte der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikorper fur jeweils unstimulierte (oben), IL-2 (mittig) und
ME (unten) stimulierte KHYG-1-Zellen,

n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Um wiederholt eine Aussage Uber die Signifikanz zwischen den, unter unterschiedlichen
Stimulationszustanden gemessenen, gebundenen Antikorper, treffen zu kbnnen, wurden
auch hier wieder alle verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper jeweils
fur ihre unterschiedlichen Stimulationszustande per Zweistichproben-t-Test miteinander
verglichen (Abbildung 4.4).

Mit p-Werten zwischen 0,12 und 0,93 lasst sich fur keinen der Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikorper zwischen den Mittelwerten der unterschiedlichen KHYG-1-
Zellgruppen eine Signifikanz nachweisen. Bis auf zwei abweichende Signifikanzen
innerhalb des gleich aufgebauten MCF-7 Experimentes zeigt sich zwischen den beiden
Experimenten eine nahezu gleiche Signifikanzverteilung der Antikorper fur die
verschiedenen Stimulationszustande (Abbildung 3.4). Dabei prasentiert sich, mit
p-Werten zwischen 0,12 und 0,36, die hdchste Signifikanz fir den Antikorper CD16-PE.
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Abbildung 4.4: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz des Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikdrpers CD16-FITC zwischen den unterschiedlich stimulierten
KHYG-1-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test,
n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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4.3 Zytotoxizitdtassay-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
MOLT-4-Effektorzellen

Fir die MOLT-4-Zellen wurde nun, ebenso wie fir die KHYG-1-Zellen, die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 gegen die Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1
ausgetauscht und unter denselben Bedingungen wie bisher getestet. Die MOLT-4-Zellen
waren dafir unstimuliert und ME stimuliert. Die LDH-Aktivitat fur die beiden
unterschiedlichen Stimulationszustande der MOLT-4-Zellen wurde wieder per
Spektrophotometer gemessen und erfasst. In einer ersten graphischen Ubersicht mittels
Saulendiagramm présentiert sich, wie auch bei den KHYG-1-Zellen (Abbildung 4.0), ein
Vorteil fur die ME stimulierten Zellen gegentber der unstimulierten Zellen (Abbildung
4.5). Die Mittelwerte der spezifischen Lyse liegen bezlglich der unstimulierten Zellen
zwischen 74% und 146% und die der ME stimulierten Zellen zwischen 65% und 166%.
Der hochste gemessene Mittelwert der spezifischen Lyse ist bei beiden Zellgruppen bei
einer E:T-Ratio von 80:1 feststellbar und betragt fiir die unstimulierten Zellen 146% und
fur die ME stimulierten Zellen 166%. Ein Unterschied im Vergleich zu den mit MCF-7-
Zellen durchgeflihrten Experimenten lasst sich auch hier aufzeigen, sodass sich ein
Vorteil fur die spezifische Lyse innerhalb des MCF-7-Experimentes abzeichnet (166%
vs. 179%). Eine Signifikanz zwischen den beiden ME stimulierten Zellgruppen ist
dennoch nicht nachweisbar (p= 0,13).

Die Standardabweichungen fir unstimulierte MOLT-4-Zellen liegen zwischen 2% und
13% und fur ME stimulierte Zellen zwischen 1,5% und 14%, womit sich auch hier die
Standardabweichungen fur beide unterschiedlich stimulierten MOLT-4-Zellen in einem
einheitlichen Bereich befinden.
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Abbildung 4.5: Graphische Ubersichtsdarstellung mittels Saulendiagramm der per
Spektrophotometer gemessenen LDH-Aktivitat zur Bestimmung der spezifischen
Lyse von unstimulierten und ME stimulierten MOLT-4-Zellen gegentiber

Panc-1-Pankreaskarzinomzellen, n= 4 (n= Anzahl unabhéngiger Experimente)

Fur die beiden MOLT-4-Zellgruppen und deren Mittelwerte spezifischer Lyse wurde
ebenfalls ein Zweistichproben-t-Test durchgefiihrt.

Im Vergleich zwischen unstimulierten und ME stimulierten MOLT-4-Zellen ist eine
Signifikanz zwischen den Mittelwerten der spezifischen Lyse beider Zellgruppen nicht
erkennbar (p= 0,23, p >0,05) (Abbildung 4.6). Im Vergleich zu dem p-Wert fir die
Mittelwerte zwischen unstimulierter und ME stimulierter MOLT-4-Zellen im Rahmen des
MCF-7 Experimentes, ist hier jedoch eine deutlich hdhere Signifikanz ersichtlich (0,23
vs. 0,74) (Abbildung 3.6). Eine Signifikanz zwischen den beiden Krebszelllinien ist jedoch
auch hier nicht feststellbar.
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Abbildung 4.6: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Mittelwerte
spezifischer Lyse fir unstimulierte und ME stimulierte MOLT-4-Zellen mittels

Zweistichproben-t-Test, n= 4 (n= Anzahl unabhé&ngiger Experimente)
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4.4 FACS-Auswertung der unterschiedlich stimulierten
MOLT-4-Effektorzellen

Die unterschiedlich stimulierten Zellen der T-lymphoblastischen Leukamie-Zelllinie
MOLT-4 wurden erneut mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikérpern versetzt und
deren unterschiedlichen Emmissions- und Absorptionspektren wiederholt mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie erfasst, um so eine Aussage uber ihre Aktivitat treffen
zu konnen. In einer ersten Ubersicht fur jeweils unstimulierte und ME stimulierte
MOLT-4-Zellen, in welcher erneut die verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikdrper CD4-FITC, CD8-PE, CD3-PerCP und CD45-APC miteinander verglichen
wurden, prasentiert sich fir die unstimulierten MOLT-4-Zellen der Antikdrper CD45-APC,
mit 92%, als am starksten von den MOLT-4-Zellen gebunden. Mit 87% liegt fir die ME
stimulierten MOLT-4-Zellen die starkste Bedingung fiir den Antikdrper CD8-PE vor. Die
niedrigste Bindung weisen beide MOLT-4-Zellgrupen fir den CD3-PerCP-Antikdrper, mit
Werten von 16% und 9%, auf.

Die Standardabweichungen bewegen sich dabei fur die unstimulierte Zellgruppe
zwischen 3% und 20% und fur die ME stimulierte Zellgruppe zwischen 5% und 12%. Die
Standardabweichungen befinden sich somit in nahezu ahnlichen Bereichen (Abbildung
4.7).

120

100

60

Gated in %

40 I

i ﬁ
0
CD4 CD8 CD3 CD45
Antikorper

136



Ergebnisse

120

100

80

60

Gated in %

40

20

: ™

CD4 CcD8 CD3 CD45
Antikorper

Abbildung 4.7: Graphische Darstellung der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikérper-
Detektion innerhalb einer ausgewéahlten Region mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie fur unstimulierte (oben) und ME (unten)

stimulierte MOLT-4-Zellen, n= 4 (n= Anzahl unabhéangiger Experimente)

Abbildung 4.8 stellt wieder jeweils fir die beiden MOLT-4-Zellgruppen eine Ubersicht
tber den Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat dar. So I&sst sich fur unstimulierte
und ME stimulierte MOLT-4-Zellen der héchste MFI, wie auch fir die beiden MOLT-4-
Zellgruppen in Abbildung 3.8, erneut jeweils fur den Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikdrper CD45-APC nachweisen, mit einem Wert von 227 fir unstimulierte und einem
Wert von 353 fur ME stimulierte MOLT-4-Zellen. Mit Werten von jeweils 4 zeigt sich der
schwachste MFI auch hier erneut fiir den Antikérper CD4-FITC. Auch im &quivalent dazu
abgelaufenen Experiment mit MCF-7-Tumorzellen erweist sich CD4-FITC als der
Antikdrper mit dem schwéchsten MFI (Abbildung 3.8).

Die Standardabweichungen fiir die unstimulierten MFI-Werte liegen hier zwischen 1 und
256 und fir die ME stimulierten MFI-Werte zwischen 1 und 236, womit sich die

Standardabweichungen auch hier in &hnlichen Bereichen bewegen.
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Abbildung 4.8: Graphische Darstellung der MFI-Werte der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikorper fur jeweils unstimulierte (oben) und ME (unten)

stimulierte MOLT-4-Zellen, n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Per Zweistichproben-t-Test wurden alle fir die MOLT-4-Zellen verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper wiederholt miteinander verglichen, um
ebenfalls eine Aussage Uber die Signifikanz zwischen den, unter unterschiedlichen Sti-
mulationszustanden gemessenen, gebundenen Antikdrper, treffen zu konnen
(Abbildung 4.9).

Es lasst sich auch hier fur keinen der verwendeten Antikorper, mit p-Werten zwischen
0,14 und 0,5, eine Signifikanz zwischen den Mittelwerten der unstimulierten und ME sti-
mulierten Zellgruppen feststellen. Die hdchste Signifikanz findet sich jedoch insgesamt

fur den Antikérper CD3-PerCP, mit einem p-Wert von 0,14. Die schwéchste Signifikanz
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zeigt sich fur CD8-PE, mit einem p-Wert von 0,5. Im aquivalenten Experiment mit den
Mammakarzinomzellen MCF-7 lasst sich im Vergleich dazu die héchste Signifikanz fur
den Antikoérper CD8-PE feststellen, mit einem p-Wert von 0,06. Eine gute Signifikanz ist
dort auch bereits fur CD3-PerCP erkennbar (p= 0,089) (Abbildung 3.9).
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Abbildung 4.9: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz des Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikérpers CD3-PerCP zwischen den unstimulierten und ME
stimulierten MOLT-4-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test,
n= 4 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)
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5. Auswertung der Wirkung peripherer Blutzellen einer Spenderperson
auf die Brustkrebszelllinie MCF-7

5.1 Zytotoxizitatassay-Auswertung der unterschiedlich stimulierten

peripheren Blutzellen

Nach erfolgter Stimulation der gefrorenen KHYG-1- und MOLT-4-Zellen mittels PHA,
IL-2, IL-2+ME und Iscador® M und dazu durchgefiihrter Experimente zur Untersuchung
der zytotoxischen Wirkung sowohl gegen die Brustkrebszelllinie MCF-7, als auch gegen
die Pankreaskrebszelllinie Panc-1, wurde abschlieBend die zytotoxische Wirkung
frischer peripherer Blutzellen in unstimulierten, IL-2 stimulierten und ME stimulierten
Stimulationszustand gegen die Brustkrebszelllinie MCF-7 mittels Zytotoxizitatassay,
getestet. Die durchgefiihrten Experimente waren dieselben wie bisher. Nach erfolgtem
Anlegen eines Zytotoxizitdtassays wurde auch hier die LDH-Aktivitat fir die drei
unterschiedlichen Stimulationszustande der PBZ per Spektrophotometer gemessen und
erfasst. In einer ersten graphischen Ubersicht mittels Saulendiagramm ist im Rahmen
dieses Experimentes kein eindeutiger Vorteil flr einen der unterschiedlichen
Stimulationszustande ersichtlich (Abbildung 5.0). Die Verlaufe der unterschiedlich
stimulierten PBZ sind schwankend und variieren teilweise sehr stark. Die Mittelwerte der
spezifischen Lyse bewegen sich dabei fir unstimulierte Zellen zwischen 119% und
184%, fur IL-2 stimulierte Zellen zwischen 98% und 204% und fir ME stimulierte PBZ
zwischen 151% und 183%. Der hdchste gemessene Mittelwert der spezifischen Lyse
liegt in diesem Fall nur fur die unstimulierte PBZ-Zellgruppe bei einer E: T Ratio von 80:1,
mit einem Wert von 184%. Die IL-2 stimulierten PBZ zeigen ihren gréRten Wert von
204% bei einer E:T Ratio von 2,5:1 sowie die ME stimulierten PBZ bei einer E:T Ratio
von 1,25:1, mit 183%. Trotz schwankenden Verlaufes weisen die Mittelwerte der
spezifischen Lyse fir PBZ vergleichsweise die hdchsten Werte fiir alle verwendeten
Effektorzellen auf. So betragt beispielsweise die spezifische Lyse fur unstimulierte
KHYG-1-Zellen 164%, fiur IL-2 stimulierte KHYG-1-Zellen 150% und fir ME stimulierte
KHYG-1-Zellen 153% und sind somit deutlich niedriger (Abbildung 3.0).

Die Standardabweichungen fur unstimulierte PBZ befinden sich dabei zwischen 21%
und 126%, fur IL-2 stimulierte Zellen zwischen 4% und 82% und fur ME stimulierte Zellen
zwischen 18% und 87%, womit sich die Standardabweichungen fur IL-2 und ME
stimulierte PBZ in einem einheitlichen Bereich bewegen. Die Standardabweichungen fir

unstimulierte PBZ liegen etwas dartber.

140



Ergebnisse

X

=

g i

| .
i Bunstim
ey

@ miL-2

g BME

o

)

80:1 40:1 20:1 10:1 5:1 2,51 1,251
E:T Ratio

Abbildung 5.0: Graphische Ubersichtsdarstellung mittels Saulendiagramm der per
Spektrophotometer gemessenen LDH-Aktivitat zur Bestimmung der spezifischen
Lyse von unstimulierten, IL-2 stimulierten und ME stimulierten
peripheren Blutzellen gegentuber MCF-7 Mammakarzinomzellen,

n= 8 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)

Auch hier wurden zur Feststellung, ob ein préagnanter Unterschied in der zytotoxischen
Wirkung der drei unterschiedlichen Stimulationszustande der PBZ besteht, jeweils zwei
der drei unterschiedlich stimulierten PB-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test
miteinander verglichen.

Mit p-Werten zwischen 0,09 und 0,60 (p >0,05) lasst sich zwischen keinen der
miteinander verglichen Mittelwerte eine Signifikanz feststellen. Die insgesamt hochste
Signifikanz ergibt sich jedoch zwischen den Mittelwerten unstimulierter und ME
stimulierter PBZ, mit einem p-Wert von 0,09 (Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Mittelwerte
spezifischer Lyse fur unstimulierte und ME stimulierte periphere Blutzellen gegen
die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 mittels Zweistichproben-t-Test,

n= 8 (n= Anzahl unabh&ngiger Experimente)
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5.2 FACS-Auswertung der unterschiedlich stimulierten

peripheren Blutzellen

Um auch hier nachvollziehen zu kénnen wie stark die peripheren Blutzellen in ihrer
Aktivitat unter den unterschiedlichen Stimulationszustéanden stimuliert und in ihrer
Wirkung verstarkt wurden, wurden diese ebenfalls mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikérpern versetzt und deren unterschiedlichen Emmissions- und Absorptionspektren
mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie erfasst. In einer ersten Ubersicht fur jeweils
unstimulierte, IL-2 stimulierte und ME stimulierte PBZ, in welchen die verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikérper CD56-FITC, CD19-PE, CD3-PerCP,
CD45-APC, NKG2D-PE, CD69-APC, CD4-FITC und CD8-PE miteinander verglichen
wurden, lasst sich fur beide PB-Zellgruppen feststellen, dass der Antikérper CD45-APC,
mit Werten von 73% fiir unstimulierte und von 65% fir ME stimulierte PBZ, am starksten
gebunden wurde. Unter IL-2 Stimulation lasst sich die stéarkste Bindung fir den
Antikérper CD3-PerCP mit 58% nachweisen. Der schwachste gebundene Antikorper ist
sehr uneinheitlich. So stellt sich fur unstimulierte PBZ der Antikdrper CD56-FITC mit 13%
sowie der Antikérper CD19-PE mit 18,5% flr IL-2 stimulierte und der Antikorper
NKG2D-PE fir ME stimulierte Zellen mit 12%, als am schwachsten gebunden dar. Die
insgesamt hdchste Antikérperbindung scheint sich tendenziell dezent fir IL-2 stimulierte
und ME stimulierte PBZ zu zeigen.

Die Standardabweichungen bewegen sich dabei fir die unstimulierte Zellgruppe
zwischen 11% und 25%, fir die IL-2 stimulierte Zellgruppe zwischen 14% und 25% und
fur die ME stimulierte Zellgruppe zwischen 7% und 34%. Die Standardabweichungen fir
unstimulierte und IL-2 stimulierte PBZ befinden sich somit in einem einheitlichen Bereich
und die Standardabweichungen fur ME stimulierte PBZ liegen dezent dariber
(Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2: Graphische Darstellung der Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrper-
Detektion innerhalb einer ausgewahlten Region mittels
Mehrfarbendurchflusszytometrie fiir unstimulierte (oben), IL-2 (mittig) und

ME (unten) stimulierte PB-Zellen, n= 8 (n =Anzahl unabhangiger Experimente)

Die Ubersicht in Abbildung 5.3 verdeutlich fur jeweils alle drei PB-Zellgruppen den
Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat. So ergibt sich fur unstimulierte PB-Zellen
der hochste MFI fur den Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper CD45-APC, mit
einem Wert von 413. Unter IL-2 Stimulation und ME Stimulation I&sst sich der hochste
MFI fir den Antikérper CD8-PE feststellen, mit Werten von 580 und 298. Der schwéachste
MFI zeigt sich fur den Antikorper CD56-APC unter unstimulierten und IL-2 stimulierten
Bedingungen, mit Werten von 9 und 31,5. Mit einem Wert von 18 verdeutlicht der
Antikérper NKG2D-PE unter ME Stimulation seine schwachste Bindung.

Fur die unstimulierten MFI-Werte liegen die Standardabweichungen zwischen 7 und
487, fur die IL-2 stimulierten MFI-Werte zwischen 30 und 341,5 und fur die ME
stimulierten MFI-Werte zwischen 23 und 323. Auch hier befinden sich die

Standardabweichungen in uneinheitlichen Bereichen.
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Abbildung 5.3: Graphische Darstellung der MFI-Werte der unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff-konjugierten Antikérper fur jeweils unstimulierte (oben), IL-2 (mittig) und

ME (unten) stimulierte PB-Zellen, n= 8 (n= Anzahl unabhangiger Experimente)

Um auch hier eine Aussage Uber die Signifikanz zwischen den, unter unterschiedlichen
Stimulationszustanden gemessenen, gebundenen Antikorper, treffen zu kbnnen, wurden
erneut alle verwendeten Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper jeweils fur ihre
unterschiedlichen Stimulationszustdnde per Zweistichproben-t-Test miteinander
verglichen (Abbildung 5.4).

So ergibt sich fir den Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikérper CD56-FITC mit
einem p-Wert von 0,015 eine geringe Signifikanz zwischen den Mittelwerten
unstimulierter und IL-2 stimulierter PBZ, wie auch eine moderate Signifikanz mit
p= 0,0034 zwischen den Mittelwerten IL-2 und ME stimulierter PBZ. Auch fir den
Antikérper CD3-PerCP lasst sich zwischen den Mittelwerten IL-2 und ME stimulierter
PBZ sogar eine deutliche Signifikanz, mit p= 0,000024, nachweisen. Mit p= 0,0020 ist
fir den gleichen Antikdrper eine moderate Signifikanz zwischen den Mittelwerten
unstimulierter und ME stimulierter PB-Zellgruppen feststellbar. Die Antikdrper
NKG2D-PE und CD8-PE weisen jeweils eine Signifikanz zwischen den Mittelwerten
IL-2 stimulierter und ME stimulierter PB-Zellen auf. Dabei zeigt sich mit p= 0,0036 fur
NKG2D-PE eine moderate und mit einem p-Wert von 0,04 fir CD8-PE eine geringe
Signifikanz. Eine weitere Signifikanz ergibt sich fur den Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Antikorper CD45-APC zwischen den Mittelwerten unstimulierter und
IL-2 stimulierter PB-Zellgruppen. Mit einem p-Wert von 0,005 prasentiert sich hier eine
moderate Signifikanz. Fur den Antikdrper CD4-FITC zeigt sich ebenfalls eine geringe

Signifikanz zwischen den Mittelwerten unstimulierter und ME stimulierter PBZ. Nur fr
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die beiden weiteren Antikbrper CD19-PE und CD69-APC lasst sich, mit p-Werten zwi-
schen 0,06 und 0,67, keine nennenswerte Signifikanz nachweisen. Die peripheren Blut-
zellen stellen somit im Vergleich zu den anderen FACS-basierenden Experimenten die
qualitativ und quantitativ starksten Signifikanzen zwischen den Mittelwerten der
unterschiedlich stimulierten PBZ fiur die jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten
Antikérper dar (Abbildung 5.4).
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Abbildung 5.4: Graphisch vergleichende Darstellung der Signifikanz der Fluoreszenzfarbstoff-

konjugierten  Antikérper  zwischen den  unterschiedlich  stimulierten
PB-Zellgruppen mittels Zweistichproben-t-Test,

*p= geringe Signifikanz (p <0,05), **p= moderate Signifikanz (p <0,01),

***n= deutliche Signifikanz (p <0,001),

n= 8 (n =Anzahl unabh&ngiger Experimente)
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IV. Diskussion

Tumorerkrankungen nehmen sowohl in der Human-, als auch in der Veterinarmedizin
einen hohen Stellenwert ein. Laut Internationaler Agentur fir Krebsforschung (IARC)
erkrankt im Laufe des Lebens jede sechste Frau und jeder finfte Mann an Krebs (Bray
et al. 2018). Auch in der Veterindrmedizin erkrankt durchschnittlich jeder vierte Hund und
jede vierte Katze an einer malignen Neoplasie (Di Cerbo et al. 2014; Komazawa et al.
2016). Somit stellen bdsartige Tumorerkrankungen in beiden medizinischen Bereichen
einen Routinefall dar und bedirfen einer entsprechenden Therapie. Im Rahmen der
konventionellen Medizin bilden Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie die
grundlegenden Therapieansatze der Onkologie. Trotz entsprechender therapeutischer
Ansatze verlauft der Grol3teil onkologischer Erkrankungen nach wie vor todlich, was die
Notwendigkeit fur weitere mdgliche Behandlungsmethoden deutlich macht. Ein
moderner Ansatz bei der Bekampfung bosartiger Krebserkrankungen ist die
Immunologie. Ziel ist es hierbei, das korpereigene Immunsystem zu stimulieren, zu
verstarken und eine antigenspezifische Immunantwort zu induzieren. Dabei hat sich im
Bereich der komplementaren Medizin insbesondere die Européische weiRbeerige Mistel
(Viscum album L.) als Immunmodulator innerhalb der letzten Jahrzehnte etabliert. Neben
den konventionellen onkologischen Therapieansatzen gilt sie, als eine der wichtigsten
und starksten pflanzlichen Arzneimittel, als alternative und unterstitzende
Therapieoption bei der Behandlung von Krebserkrankungen (Bussing 2000; Wilkens et
al. 2016). Ihr klinisch relevanter Ansatz, fiir die Therapie von Tumorerkrankungen, beruht
auf ihrer Inhaltsstoff basierenden immunstimulierenden/immunmodulierenden,
zytotoxischen und auch antitumoralen Wirkung, welche bereits in zahlreichen
vorklinischen und klinischen Studien belegt wurde (Beuth et al. 1992; Bissing 2006;
Maier et al. 2002; Marvibaigi et al. 2014; Pieme et al. 2012; Son et al. 2010; Zhao et al.
2012). Trotz entsprechender Studien Uber die vielfaltigen Effekte der Mistel gilt sie nicht
allgemeinglltig als Onkotherapeutikum und ist weiterhin Gegenstand grof3er Skepsis,
vor allem im Bereich der konventionellen Medizin. Thema dieser Arbeit war die
Untersuchung jener immunstimulierenden und zytotoxischen Wirkung des
Mistelextraktes Iscador® M und eine damit einhergehende Bewertung dieses als
madgliche adjuvante onkologische Therapieoption. Dabei konnten beide Wirkungen auf
die verwendeten Effektor- und Targetzellen im Rahmen der hier durchgefihrten
Experimente sogar teilweise deutlich demonstriert werden und belegen somit die

Beobachtungen und Ergebnisse bereits bestehender Literatur.
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Eine Vielzahl wissenschaftlicher Studien bestatigen die mistelbedingte Fahigkeit das
Immunsystem zu verstarken und eine Tumorzerstérung beziehungsweise
eine Tumorreduzierung zu erhéhen. Sowohl die zytotoxische als auch die antitumorale
Wirkung von Mistelextrakten berunt dabei auf einer immunstimulierenden/
immunmodulierenden Wirkung und einer damit einhergehenden verstarkten Expression
von Granulozyten, NK-Zellen, Pan-T-Zellen und T-Helferzellen. Zellen, welche
mafigeblich an der natirlichen Tumorabwehr beteiligt sind und sich zytotoxisch gegen
entartete Zellen richten (Beuth et al. 1992; Burger et al. 2001; Hajto 1986; Heiny et al.
1998; Stauder et al. 2002). Dabei lasst sich die immunmodulatorische Aktivitat der Mistel
laut Beuth et al. (1995), Hajto et al. (1998) und Lee et al. (2009) auf die
Kohlenhydrat-bindende B-Kette des ML-1 zurlckfiihren, welche die Zytokinsekretion
steigert und somit auch die Ausschittung und die Aktivitat von NK-Zellen und T-Zellen
erhoht.

Jene verstarkte Expression von NK-Zellen und verschiedenen T-Zell-Subpopulationen
l&sst sich auch in dieser Arbeit mittels durchgefiihrter Mehrfarbendurchflusszytometrie
nachweisen. So zeigen alle mit Iscador® M stimulierten KHYG-1-Zellen die starkste
Antikdrperbindung fiir den Antikdrper NKG2D, welcher als aktivierender NK-Zellrezeptor
fungiert und die zellvermittelte Zytotoxizitat der NK-Zellen stimuliert (Abbildung 3.2, 4.2).
Seine Expression ist somit hinweisend auf die Aktivitdt von NK-Zellen. Auch die
unstimulierten und IL-2 stimulieten KHYG-1-Zellen prasentieren die starkste
Antikérperbindung fir NKG2D. Im Vergleich zwischen den drei unterschiedlich
stimulierten KHYG-1-Zellengruppen ergibt sich jedoch auch insgesamt die starkste
Bindung von NKG2D fir alle ME stimulierten KHYG-1-Zellen. Eine Signifikanz fir die
Antikérperbindung von NKG2D zwischen den drei Stimulationszustanden mittels T-Test,
ist jedoch fir keines der durchgeflhrten Experimente feststellbar. Interessanterweise
beobachten Lee et al. (2007) in ihrer Studie, dass das Mistelextrakt ABNOBA viscum
Fraxini die Expression der natiirlichen zytotoxischen Rezeptoren (NCR) NKp30 und
NKp46 sowie den NKG2D-Rezeptor inhibiert. Nach erfolgter Stimulation mit IL-2 und
IL-15 ist ein deutlich angeregtes NKp30- und NKG2D-Level erkennbar, welches nach
Zugabe des Mistelextraktes nahezu auf das Level unstimulierter Zellen supprimiert
wurde. Auch fir unbehandelte NK-Zellen konnte unter Mistelextraktzugabe eine
signifikante Inhibierung ihrer zytotoxischen Aktivitat festgestellt werden. Die Autoren
dieser Studie gehen dabei von einer durch Mistelextrakt induzierten Apoptose der
NK-Zellen aus. Der exakte Mechanismus, welcher die mistelinduzierte Suppression der
aktiven NK-Zell-Rezeptoren ausgeldst hat, ist jedoch nur schwer nachvollziehbar und

nicht bekannt. In der hier vorliegenden Doktorarbeit sind ebenfalls NK-Zellen (KHYG-1)
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gleichzeitig mit dem Zytokin IL-2 und Iscador® M stimuliert wurden. Jene IL-2+ME sti-
mulierten NK-Zellen weisen innerhalb des dazu durchgefiihrten Experimentes die
hdchste Antikdrperbindung fir NKG2D und somit auch die starkste Expression von
NKG2D-Rezeptoren auf (Abbildung 2.2). Im Rahmen desselben Experimentes
exprimieren auch die unstimulierten und IL-2 stimulierten KHYG-1-Zellen NKG2D-
Rezeptoren am stéarksten, jedoch prozentual schwacher als unter IL-2+ME Stimulation
(Abbildung 2.2). Eine Signifikanz zwischen den drei Stimulationszustanden ist auch hier
nicht feststellbar, ebenso wenig wie eine Suppression des NKG2D-Rezeptors. Die
beiden NCR NKp30 und NKp46 werden vergleichsweise insgesamt schwach exprimiert,
befinden sich aber fur alle drei Stimulationszustande auf einem &hnlich niedrigen Level,
mit einer Tendenz fur die hochste Expression unter Mistelextraktstimulation (Abbildung
2.2). Eine mistelbedingte Inhibierung lasst sich somit auch fir die NCR nicht erkennen.
Neben einer verstarkten NK-Zell-Expression demonstrieren mehrere Studien auch die
Expression von T-Lymphozyten nach erfolgter Mistelextraktstimulation (1993; Beuth et
al. 1992; 1995; Hajto 1986; Heiny et al. 1998). Die Ergebnisse dieser Arbeit fir ME
stimulierte MOLT-4-Zellen zeigt ebenfalls jene T-Zellexpression. So ergibt sich fur alle
Iscador® M stimulierten MOLT-4-Zellen, mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie, die
starkste Antikorperbindung entweder fir CD8+ oder CD45. Dabei dient CD45 der
Signaltransduktion und damit der Aktivierung von T-Zellen. Zudem wird er als Pan-
Leukozytenmarker von allen Leukozyten exprimiert. Im Gegensatz dazu ist CD8+ ein
spezifischer T-Zellen-Subpopulationsmarker. Er wird auf den zytotoxischen T-Zellen
exprimiert, die der Tétung von infizierten und entarteten Zellen dienen. Die Expression
beider Rezeptoren weist somit auf eine vergleichsweise verstarkte Aktivitat der T-Zellen
und der T-Zell-Subpopulation zytotoxischer T-Zellen hin. Eine Signifikanz fiur die
Antikérperbindung von CD8+ und CD45 zwischen den beiden Stimulationszustanden ist
jedoch ebenfalls nicht nachweisbar. Die von Beuth et al. (1995), Heiny et al. (1998) und
Schink (1997) beobachtete gesteigerte Aktivitat von NK-Zellen und T-Lymphozyten nach
Stimulation mit ME, kann somit auch in dieser Arbeit demonstriert werden. Neben einer
Erhdhung von T-Lymphozyten zeigen Bussing et al. (2007) in ihrer Studie mit 36
Brustkrebspatientinnen unter ME Stimulation, auch eine dauerhafte Stabilisierung der
T-Zellen-Anzahl und deren Funktion, wahrend die Zellzahl und die Zellaktivitat in der
Kontrollgruppe ohne Mistelextrakt abnahm. Mistelpraparate induzieren also sowohl eine
Stabilisierung als auch eine Zunahme jener direkt an der Tumorabwehr beteiligen Zellen
und verbessern zudem die zellulare als auch die humorale Immunantwort (Gardin 2009;
Kienle et al. 2009; Kienle Kiene 2003; Kienle et al. 2010; Marvibaigi et al. 2014; Matthes
et al. 2005). So resultiert eine Langzeittherapie mit Iscador® laut Heinzerling et al. (2006)

in eine spezifische T-Helferzellen Antwort, welche die Induzierung von
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T-Gedachtniszellen aktiviert, welche wiederum antiinfektiose und antitumorale Wirkung
haben kénnten.

Der bereits erwahnte immunstimulierende/immunmodulierende Effekt der Mistel stellt
einen Teil der antitumoralen Wirkung dar. Der andere Teil beruht auf der zytotoxischen
Wirkung der A-Kette des ML-1, welche in eine induzierte Apoptose oder den
nekrotischen Zelltod resultiert (Bantel et al. 1999; Endo et al. 1988). Die Annahme, dass
der antitumorale Effekt der Mistel auf einer induzierten Apoptose beruht, bestéatigen
Harmsma et al. (2006) in ihrer Studie und berichten, dass Iscador® innerhalb
verschiedener Tumorzelllinien, unter anderem auch Brustkrebzelllinien, eine friihzeitige
Zellzyklusregression verursacht, auf welche dann besagte Apoptose folgt. Dariiber
hinaus weisen die Ergebnisse daraufhin, dass Iscador® Qu durch Aktivierung des
mitochondriales Transduktionsweges und Iscador® M durch Aktivierung des
Todesrezeptor-Transduktionsweges jeweils die Apoptose induzieren. Auch die Studie
von Ramaekers et al. (2007) veroffentlicht sehr &hnliche Ergebnisse, zeigen aber, dass
Iscador® M sowohl Uber den mitochondrialen als auch Uber den Todesrezeptor-
Transduktionsweg die Apoptose induzieren kann. Zudem konnte eine vollstandige
Inhibierung des Voranschreitens der S-Phase innerhalb, der auch im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Brustkrebszelllinie MCF-7, nachgewiesen werden. Die
zytolytische/zytostatische Wirkung der Viskotoxine, welche auf einer Indizierung des
nekrotischen Zelltodes durch Lyse der Zellmembran beruht, liegt ebenso dem
antitumoralen Effekt von Mistelextrakten zugrunde. Jene Apoptose und Nekrose
induzierende Eigenschaften von Iscador® M scheinen auf den, im Zuge dieser
Doktorarbeit, gemessen Werten der spezifischen Lyse zu beruhen. So ergeben sich fir
alle mistelstimulierten Effektorzelllinien die hdochsten Werte spezifischer Lyse,sowohl
gegenluber MCF-7 als auch gegenlber Panc-1 (Abbildung 2.0, 3.0, 4.0). Dabei erzielten
die peripheren Blutzellen gegenlber der Brustkrebszelllinie MCF-7 im Vergleich sowohl
fuir unstimulierte als auch fur IL-2 und ME stimulierte Zellen, die hochsten Werte
spezifischer Lyse (Abbildung 5.0). Der antitumorale Effekt der Mistel lasst sich somit
anhand hoher mistelbedingter spezifischer Lyse-Werte innerhalb aller durchgefiihrten

Experimente feststellen und im Rahmen bestehender Literatur bestatigen.

Neben den beiden tiefgefrorenen Effektorzelllinien KHYG-1 und MOLT-4 wurden auch
periphere Blutzellen aus frischem Blut gewonnen und als Effektorzellen verwendet. Wie
erwartet zeigen diese im unstimulierten und Mistelextrakt stimulierten Zustand ebenfalls
die hochste Expression fur den Pan-Leukozytenmarker CD45. Die Zellpopulation der
peripheren Blutzellen besteht nach hier erfolgter Zentrifugation und Versetzung mit der

Trennflussigkeit Bicoll hauptsachlich aus weiRen Blutkdrperchen, welche alle auf ihrer
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Zelloberflache CD45 exprimieren, weshalb die Antikérperbindung von CD45 somit
erwartungsgemal am hdchsten ist. Mit einem prozentualen Anteil von 61%-85% aller
Lymphozyten im Blut machen T-Lymphozyten den grof3ten Anteil aus. Gefolgt von
Naturlichen Killerzellen mit 10%-30% und B-Lymphozyten mit 7%-23% (Kaufmann
2012). Ein dementsprechendes Bild stellt sich auch bei der gemessenen
Antikérperbindung dar. Neben CD45 erweisen sich die Antikérperbindungen fir die
spezifischen T-Zell-Marker CD8+, CD4+ und CD3 sowie fir den Pan-Aktivierungsmarker
CD69 als am starksten. Die B-Lymphozyten- und NK-Zell-Marker CD19, NKG2D und
CD56 werden entsprechend prozentual schwacher gebunden (Abbildung 5.2).
Interessanterweise lasst sich fir die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente mit
PBZ kein Vorteil in der Expression der verschiedenen Marker fur die ME stimulierte
Zellgruppe erkennen, sondern fur die IL-2 stimulierte Zellgruppe. Fur die Mistelextrakt
stimulierte Zellgruppe lasst sich sogar die geringste Antikdrperbindung fir nahezu alle
Antikorper feststellen. Eine mogliche Erklarung hierfur kdnnte sein, dass ein Teil der
T-Zellen aus dem frischen Blut der Spenderperson immunstatusbedingt bereits aktiviert
waren und IL-2 ausgeschiittet haben, was durch zusatzliche Stimulation mit IL-2 weiter
verstarkt wurde. IL-2, als sogenannter T-Zell-Wachstumsfaktor, hat somit die
Proliferation und die Differenzierung weiterer T- und B-Lymphozyten, ebenso wie die
Proliferation und die Differenzierung von NK-Zellen, verstarkt induziert. Letztendlich
lagen jene Zellgruppen in einer héheren Zellzahl vor als innerhalb der unstimulierten und
ME stimulierten Zellsuspension. Folglich ergibt sich auch der groRte Anteil gebundener
Antikorper fir die IL-2 stimulierte Zellgruppe. Ein mdglicher Hinweis fir diese Annahme
konnte die, nur fir die IL-2 stimulierte-Zellgruppe feststellbare, starkste
Antikérperbindung von CD3-PerCP sein. So ist CD3 T-Zell-spezifisch, dient der
Membranexpression und der Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptors, welcher
wiederum als Aktivator von T-Lymphozyten fungiert und somit ebenfalls ursachlich fir
eine gesteigerte T-Lymphozytenanzahl unter IL-2-Stimulation sein kbénnte. Zudem gelten
TCR’s als charakterisierendes Merkmal der T-Zellen. Ohne CD3 ist es den TCR’s nicht
madglich auf die Membranoberflache zu gelangen, weshalb sich der monomorphe CD3-
Komplex fur einen diagnostischen T-Zell-Nachweis eignet (Broker et al. 2019; Rink et al.
2015). Warum die ME-Zellgruppe insgesamt die geringste Antikdrperbindung aufweist
ist unklar. Eine mégliche Ursache dafur konnte sein, dass es sich nicht um eine reine
Zelllinie handelt, sondern neben 25%-40% Naturlichen Killerzellen und T- und
B-Lymphozyten, auch Granulozyten mit 50%-80% und Makrophagen und Monozyten mit
2%-8%, enthalten sind (Kaufmann 2012). Da Mistelextrakt auch die Proliferation von

Granulozyten stimuliert, kdnnte es somit sein, dass die PBZ-Zellkultur hauptséachlich aus
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Granulozyten bestanden hat, was bei der Auszéhlung der Zellen nicht differenziert wer-
den konnte (Hajto 1986). So ist es moglich, dass zwar die notwendige
Gesamtzellzahl nach Inkubation erreicht wurde, aber nicht die notwendige Zellzahl pro
Zellpopulation. Hinweisend auf die Anwesenheit eines hohen Anteils von unter anderen
Granulozyten, konnte die starkste Antikorperbindung fir den Pan-Leukozytenmarker
CD45 sein, welcher auch von Granulozyten, Makrophagen und Monozyten exprimiert
wird. Demgegentiber steht die geringe Antikérperbindung fur spezifische NK-Zell-Marker
und T- und B-Lymphozytenmarker, welche méglicherweise durch den grundsatzlichen
Mangel entsprechender Zellpopulationen bedingt ist.

Im Rahmen der Experimente mit PBZ lassen sich im Vergleich zu allen weiteren
Experimenten die hdchsten Signifikanzen zwischen den unterschiedlich stimulierten
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorper feststellen. So zeigt sich vor allem eine
Signifikanz zwischen den IL-2 stimulierten und ME stimulierten Antikdrpern CD56-APC
(p= 0,003), CD3-PerCP (p= 0,00002), NKG2D-PE (p= 0,004) und CD8-PE (p= 0,04),
womit die Annahme eines potenziellen unterschiedlichen prozentualen Anteils an
NK-Zellen und T-Lymphozyten innerhalb der IL-2 und ME stimulierten Zellgruppen
zusatzlich untermauert werden kann (Abbildung 5.4). Dabei handelt es sich bei CD56,
CD3 und CD8+ um spezifische T-Lymphozyten- beziehungsweise bei NKG2D, um
spezifische NK-Zell-Marker, die innerhalb der IL-2 stimulierten Zellpopulation
offensichtlich starker gebunden wurden als innerhalb der ME-Zellpopulation.
Interessanterweise weisen die drei unterschiedlich stimulierten PBZ-Zellgruppen
dennoch jeweils insgesamt die hochsten spezifischen Lyse-Werte fir alle
durchgefiihrten Experimente mit der Brustkrebszelllinie MCF-7 auf (Abbildung 5.0). So
ergibt sich eine spezifische Lyse fur unstimulierte Zellen von maximal 184%, fur IL-2
stimulierte PBZ von maximal 204% und fur ME stimulierte Zellen von maximal 183%,
wobei sich auch hier das Maximum fir die IL-2 stimulierte Zellgruppe zeigt. Ursachlich
fir die insgesamt hdchsten spezifischen Lyse-Werte, kdnnte der unterschiedliche
Ausgangszustand der verschiedenen Effektorzelllinien sein. So waren die beiden
Effektorzelllinien KHYG-1 und MOLT-4 urspringlich tiefgefroren, wohingegen die
peripheren Blutzellen direkt nach Blutabnahme gewonnen und verarbeitet wurden,
weshalb die Annahme, dass die peripheren Blutzellen gegeniber der tiefgefrorenen
Effektorzelllinien bereits ein gewisses Aktivitatslevel hatten und dieses unter Stimulation
verstarkt wurde, nahe liegt. Demgegeniber stehen die KHYG-1- und MOLT-4-Zellen,
welche mittels entsprechenden Mediums und der jeweiligen Stimulanzien aktiviert und
langsam stimuliert wurden. Mdéglicherweise ist der prozentuale Anteil an T- und B-
Lymphozyten und NK-Zellen innerhalb der PBZ-Zellsuspension nicht hoch, ihre Aktivitat

und Funktion dafir jedoch umso hdher.
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Das Blut zur Gewinnung von frischen peripheren Blutzellen wurde nur von einem
Spender entnommen, wobei kritisch zu betrachten ist, dass der genaue und aktuelle
Immunstatus der Spenderperson nicht bekannt war. Mit knapp 60 Jahren weist die
Person zudem ein immunologisch hdheres Alter auf, da laut Fahy et al. (2019) die
Immunantwort ab 60 Jahren langsam verzogert ist. Weiter kritisch zu betrachten ist
auBerdem die hier verwendete Iscador® M Dosis und die Inkubationszeit,
welche aquivalent zu den beiden reinen Effektorzelllinien sind. So kdénnte eine hdhere
Dosis und eine verlangerte Inkubationszeit die Zellzahl der Lymphozyten und NK-Zellen
mdglicherweise positiv beeinflussen und somit auch die Menge exprimierter

Zelloberflachenmarker und die von ihnen gebundenen Antikérper erhéhen.

Indikationen fur eine Misteltherapie sind aufgrund ihrer immunstimulierenden und
antitumoralen Wirkung sehr vielfaltig und reichen von einer Progressionsverhinderung
von Prakanzerosen bis hin zu einer Behandlung der unterschiedlichsten Tumorarten und
Tumorstadien. Die Misteltherapie soll insbesondere im Rahmen der Nachsorge,
Nebenwirkungen einer Chemo- und/oder Strahlentherapie vermindern, die rezidiv- und
metastasenfreie Uberlebenszeit verlangern und insbesondere die Lebensqualitat
verbessern (Matthiessen et al. 1995; Rippe 2017). Eine Neoplasie, an denen die
Wirkungen und Effekte einer Misteltherapie besonders gut erforscht sind, stellt das
Mammakarzinom dar. So haben bereits zahlreiche in vitro und in vivo Studien den Effekt
der Mistel und derer aktiven Komponenten auf Brustkrebszellen untersucht und
berichten dabei vorrangig Uber den antitumoralen und zytotoxischen Effekt auf
verschiedene Brustkrebszelllinien. Gegenstand jener Studien, wie auch im Rahmen
dieser Arbeit, war oftmals die Mammakarzinomzelllinie MCF-7. Dabei weisen, neben der
hier verwendeten Europaischen Mistel, auch Mistelarten wie die Koreanische, die
Chinesische, die Iranische und auch die Amerikanische Mistel, zytotoxische Effekte
speziell gegen die Tumorzelllinie MCF-7 auf (Hojjat et al. 2006; Jacobo-Salcedo et al.
2011; Yang et al. 2011; Zhao et al. 2012). Zudem demonstriert die Indische Mistel auch
eine signifikante Inhibierung der Zellproliferation und ein damit einhergehendes
verzogertes Tumorwachstum (Dashora et al. 2011). Die zytotoxische und
antiproliferative Wirkung der hier verwendeten Europaischen Mistel auf verschiedene
Brustkrebszelllinien zeigen unter anderem Kelter et al. (2007) und Maier et al. (2002) in
ihren Studien. Die antitumorale und zytotoxische Wirkung von Viscum album L. auf die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 konnte in der vorliegenden Arbeit mittels Zytotoxizitat-
assay ebenfalls nachgewiesen werden und reiht sich somit in die bisherigen Ergebnisse

der bestehenden Literatur ein. So ergibt sich fir die mit ME stimulierten Effektorzellen
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(KHYG-1- und MOLT-4-Zellen) innerhalb der MCF-7-Experimente der hichste spezifi-
sche Lyse-Wert mit Werten zwischen 150%-153% fiir die KHYG-1-Zellen und mit Werten
zwischen 158%-179% fur die MOLT-4-Zellen (Abbildung 2.0, 3.0). An-
hand jener Werte kann, im Rahmen dieser Doktorarbeit, der antitumorale Effekt der mis-
telstimulierten Effektorzellen auf die Brustkrebszelllinie MCF-7 verdeutlicht und
bestatigt werden. Zwar wurden die Parameter der Lebensqualitat und der rezidiv- und
metastasenfreien Uberlebenszeit innerhalb dieser Arbeit nicht thematisiert, legen aber
aufgrund vorhandener Literatur und der hier prasentierten Werte der spezifischen Lyse
eine mogliche erhéhte Tumorzelllyse nahe, welche in einen weniger starken
Krankheitsverlauf, in eine bessere Lebensqualitéat und in eine verlangerte rezidiv- und
metastasenfreie Uberlebenszeit resultieren konnte.

Auch fur weitere Mammakarzinomzellinien konnte der zytotoxische Effekt von Viscum
album in verschiedenen Studien demonstriert werden (Beuth et al. 2006; Knopfl-Sidler
et al. 2005; Maier et al. 2002; Pieme et al. 2012). So wurde in einer Studie von Hugo et
al. (2007) mit der HER2-Brustkrebszelllinie als Modelzellinie beobachtet, dass
Iscador® M die durch den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor-bedingte
Tumorproliferation inhibiert und sich somit auch fir diese aggressive und prognostisch
unginstigere Brustkrebsform als vielversprechender therapeutischer Ansatz erweisen
konnte. Bestétigt wurde diese Annahme durch die Studie von Weissenstein et al. (2016)
in der das fur HER2 positive-Mammakarzinome gangige Medikament Trastuzumab mit
einer Behandlung mit Iscador® M verglichen wurde. Dabei bewirkten beide Praparate
in vitro, einzeln oder in Kombination, eine Inhibierung der Tumorproliferation. Urséchlich
hierfiir ist eine Hemmung der GO0/G1-Zellzyklusphase unter Trastuzumab und eine
Hemmung der G2/M-Zellzyklusphase unter Iscador® M. Auch wurde fir beide Préaparate
eine signifikante Inhibierung des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF)
festgestellt. Zuséatzlich ist unter Iscador® M eine Apoptose zu beobachten, welche sich
unter Trastuzumab nicht nachweisen lie3. Somit erwies sich ME in vitro als genauso
beziehungsweise starker wirksam als der Antikérper Trastuzumab.

Limitierende Faktoren in all diesen Studien sind die oftmals geringe Patientenzahl, das
Fehlen einer Kontrollgruppe und die Inhomogenitat aufgrund unterschiedlicher
Mistelpraparate und Tumorzelllinien. Jedoch beschreiben Eggenschwiler et al. (2007) in
ihrer in vitro Studie, dass alle untersuchten Iscador®-Zubereitungen sowohl einen
zytotoxischen als auch einen antitumoralen Effekt auf verschiedene Brustkrebszelllinien
haben. Auch die innerhalb der vorliegenden Doktorarbeit durchgefiihrten Experimente
beruhen ebenfalls auf in vitro Experimente. Demgegenuber stehen in vivo Studien, in
welchen mithilfe von Tiermodellen die zytotoxische und antitumorale Wirkung der Mistel

untersucht und bestatigt wurde. Bestandteil der meisten Studien war ebenfalls die
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Europaische Mistel und deren Wirkung in Mausen und Ratten. Der grof3te Teil der Stu-
dien berichtet dabei Uber eine Reduzierung der Tumorproliferation und der
TumorgrofRe und Uber eine gesteigerte induzierte Apoptose (Berger et al. 1983; Beuth
et al. 2006; Drees et al. 1996). So zeigt sich beispielsweise im Rahmen der Behandlung
des B-Non-Hodgkin-Lymphoms (B-NHL) nach subkutan applizierter Mistel-
Monotherapie, in einer Studie von Kiihn (2005), in 42% der Falle eine partielle oder
komplette Tumorremission. Auch erzielte die subkutane Misteltherapie bei der
Behandlung des hepatozellularen Karzinoms (HCC) bei 8,1% der Patienten eine partielle
und bei 13,1% der Patienten sogar eine komplette Remission (Mabed et al. 2004).
Ursachlich hierfir koénnte der Apoptose induzierende und Proteinbiosynthese
inhibierende Effekt sein sowie das tumorhemmende Potenzial, bedingt durch den
zytolytischen/zytotoxischen Effekt der Mistellektine und Viskotoxine.

Im Vergleich zu in vitro Studien sind die Ergebnisse von in vivo Studien bisher jedoch
inkonstant und bediirfen weiterer, standardisierter und qualitativ hochwertiger Studien.
Tumorproliferation, Tumorregression und Apoptoseanzahl wurden in der vorliegenden
Doktorarbeit nicht untersucht. Auf der Basis bestehender Literatur und der erhaltenen
hohen experimentellen spezifischen Lyse-Werte, liegt eine hohe Apoptoseanzahl und
eine damit moglicherweise einhergehende Tumorregression jedoch nahe.

Die Misteltherapie bei Brustkrebspatientinnen findet in Europa vor allem zusatzlich zu
einer Chemotherapie Anwendung. Dabei geht laut zahlreichen Studien der zusatzliche
Gebrauch von Mistelpraparaten parallel zu einer adjuvanten und/oder palliativen
Chemotherapie grundsatzlich mit einer Reduktion krankheits- und
therapiebedingter Nebenwirkungen, einer Senkung der Toxizitat der Chemotherapeutika
sowie mit einer positiven Auswirkung auf die Remissionsrate und die
Gesamtiiberlebenszeit einher. Zudem ist eine Verbesserung der Lebensqualitat und des
Wohlbefindens feststellbar. Die meisten Studien untersuchen die Wirkung der Mistel im
Vergleich zu einer Chemotherapie oder den therapeutischen Nutzen einer Kombination
aus beiden Therapieansétzen. So gibt es in den Studien von Friedel et al. (2009), Kim
et al. (2012), Lange-Lindberg et al. (2006) und Troger et al. (2014) jeweils eine
Chemotherapie erhaltende Kontrollgruppe und eine Chemotherapie und Mistelextrakt
erhaltende ME-Gruppe. Fir alle vier Studien lasst sich im Ergebnis ein Vorteil fur die
Patienten der ME-Gruppe beziglich der Lebensqualitat feststellen. In einer
umfassenden systemischen Ubersichtsarbeit von Kienle et al. (2010) ,bestehend aus 10
nicht-randomisierten klinischen Studien und 26 randomisierten Studien, ist ebenfalls
mehrheitlich eine Verbesserung der Lebensqualitdt erkennbar. Insgesamt zeigt sich

diese in 22 der 26 randomisierten Studien sowie in allen 10 nicht-randomisierten Studien.
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Auch eine von Bussing et al. (2012) durchgefihrte Metaanalyse, bestehend aus 9
randomisierten und 4 nicht-randomisierten klinischen Studien, weist hinsichtlich der
Lebensqualitat bei verschiedenen Tumorentitdten positive Tendenzen auf. Ebenso
berichten Beuth et al. (2008), in ihrer Studie mit 741 Mammakarzinompatientinnen, tber
eine deutliche Steigerung der Lebensqualitat innerhalb der ME erhaltenden Gruppe.
Auch fur die ME-Gruppe innerhalb der qualitativ hochwertigen Studie von Semiglasov et
al. (2004), lassen sich sehr &hnliche Ergebnisse feststellen. In einer weiteren
prospektiven, multizentrischen Studie derselben Autoren ist eine erneute signifikante
Verbesserung der Lebensqualitat unter Misteltherapie zu beobachten (Semiglazov et al.
2006).

Zudem lasst sich auch eine mistelbedingte verbesserte Vertraglichkeit der
onkologischen Therapien in zahlreichen Studien nachweisen. Piao et al. (2004)
beispielsweise berichten Uber eine stabile beziehungsweise verbesserte Vertraglichkeit
der Chemotherapie bei Brustkrebspatientinnen unter Misteltherapie. Auf eine
mistelbedingte verbesserte Vertraglichkeit der Chemotherapie weisen auch Friedel et al.
(2009), Matthes et al. (2010), Schumacher et al. (2003) und Semiglasov et al. (2004) hin.
In der systemischen Ubersichtsarbeit von Kienle et al. (2010) zeigt sich neben einer
Verbesserung der Lebensqualitat auch ein besseres psychosomatisches Wohlbefinden
sowie eine Linderung von Nebenwirkungen wie Erbrechen, Ubelkeit und Fatigue. In
einer von Werner et al. (2011) durchgefihrten multizentrischen, kontrollierten Studie
wurden Patienten, mit unterschiedlichen Krebserkrankungen, verschiedene Iscador®-
Praparate verabreicht, wobei sich fiir alle verwendeten Praparate eine signifikante
Verbesserung der tumorassoziierten Symptome beobachten lieR3.

Neben zahlreichen Studien, welche die Lebensqualitat und die Vertraglichkeit von
Mistelextrakten unter Misteltherapie untersuchen und auch belegen, gibt es ebenso viele
Studien, welche mdogliche Wechselwirkungen und Nebenwirkungen erforschen.
Wechselwirkungen durch die Misteltherapie im Sinne einer Stimulation des
Tumorwachstums oder einer Abschwachung von Chemotherapeutika und deren Thera-
pieeffekt konnte bisher weder in vitro noch in vivo nachgewiesen werden (Burger et al.
2003; Burkhart et al. 2010; Kienle et al. 2006; Kleeberg et al. 2004; Maldacker 2006;
Troger et al. 2013). Kelter et al. (2007) berichten in ihrer Studie Uber den Effekt
verschiedener Helixor-Mistelextrakte und konnten im Rahmen von 38 humanen
Zelllinien keine Proliferation und ebenfalls keine Wachstumsstimulation feststellen. Eine
ahnlich Studie mit Iscador®-Préparaten wurde von Maier et al. (2002) durchgefiuhrt. Eine
Wachstumsstimulation oder Tumorproliferation war ebenfalls nicht nachweisbar. Auch

der Therapieeffekt von Chemotherapeutika wird mistelbedingt nicht abgeschwacht
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(Pelzer et al. 2018; Schad et al. 2018). Vielmehr zeigt sich eine synergetische antitumo-
rale Wirkung zwischen den Chemotherapeutika und der Misteltherapie (Axtner et al.
2016; Grossarth-Maticek et al. 2001; Troger et al. 2013).

Nebenwirkungen sind wie Wechselwirkungen verschwindet gering und sind oftmals
selbstlimitierend. Sie beschranken sich hauptséchlich auf grippeartige Symptome, wie
Kopfschmerzen, Schittelfrost, Fieber und leichte gastrointestinale Beschwerden sowie
auf lokale Reaktionen an der Injektionsstelle infolge einer gemischtzelligen
Leukozyteninfiltration (Axtner et al. 2016; Eisenbraun et al. 2011; Kienle et al. 2016;
Schoffski et al. 2004). Eine leichte Temperaturerhéhung und eine leichte lokale Reaktion
signalisieren jedoch eine gewiinschte Immunstimulation. In einer Studie von Bock et al.
(2004) mit 1.442 Mammakarzinompatientinnen ergeben sich innerhalb der ME-Gruppe
signifikant weniger therapiebedingte Nebenwirkungen als innerhalb der Kontrollgruppe
ohne Misteltherapie (16% vs. 54%, p <0,001). Lediglich 6 von 710 Patientinnen (0,8%)
entwickelten leichte bis moderate systemische Nebenwirkungen und 123 Patientinnen
zeigten lokale Reaktionen in Form von Schwellungen, R6tungen und Juckreiz. In einer
randomisierten Phase-lI-Studie von Bar-Sela (2011) ist bei Patienten mit
nichtkleinzelligem Lungenkarzinom unter Misteltherapie zu beobachten, dass es deutlich
seltener zu einer Dosisreduktion des Chemotherapeutikums kommt, da
Nebenwirkungen nahezu ausbleiben. Auch im Zusammenhang mit einer
Strahlentherapie konnten Wechselwirkungen und mistelinduzierte Nebenwirkungen
nicht nachgewiesen werden (Kienle et al. 2016; Steele et al. 2014a). Somit erweist sich
eine Misteltherapie als insgesamt sicher und gut vertraglich. Laut Heinzerling et al.
(2006) beruht dabei das Verschwinden von Nebenwirkungen auf der mistelbedingten
Aktivierung von Monozyten, welche aus einer Aktivierung von CD14 resultiert. Eine
Aktivierung von Monozyten aktiviert wiederum das unspezifische Immunsystem und ist
so mdglicherweise fir die Verringerung von Nebenwirkungen ursachlich.

Im Rahmen einer Vielzahl von kasuistischen und retrospektiven Untersuchungen zeigt
sich insgesamt eine mistelbedingte positive Auswirkung auf das Gesamtiberleben,
wobei sich die beste Evidenz bisher fur epidemiologische Untersuchungen nachweisen
lasst (Bock et al. 2004; Grossarth-Maticek et al. 2006; Konrad et al. 2006; Ostermann et
al. 2009; Semiglazov et al. 2006; Werner et al. 2011; Ziegler et al. 2010). 2009 wurden
11 Kohortenstudien, 19 randomisierte klinische Studien und 16 nicht-randomisierte
klinische Studien im Rahmen einer systematischen Ubersichtsarbeit, unter anderem auf
Tumoransprechen und Uberleben, untersucht. Dabei ergibt sich fur einen GroRteil der
Studien eine ginstige Tendenz fiur das Gesamtuberleben (Kienle et al. 2009). Auch
Grossarth-Maticek et al. (2001) berichten Uber ein deutlich verlangertes

Gesamtlberleben fur Brustkrebspatientinnen unter Misteltherapie. Die mediane
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Uberlebenszeit fiir Frauen ohne zuséatzliche Misteltherapie wird von den Autoren mit 2,3
Jahren und fir Frauen mit Misteltherapie mit 6,2 Jahren angegeben. Die
Gesamtlberlebenszeit hat sich somit nahezu verdreifacht. In einem aktuellen
systemischen Bericht von Ostermann et al. (2020) schlussfolgern die Autoren ebenfalls,
dass eine adjuvante Behandlung mittels Iscador® das Uberleben von Krebspatienten
verbessern kann. Insgesamt beobachten viele Studien eine positive Tendenz flr ein ver-
langertes Gesamtlberleben, dennoch sind einige dieser Studien uneindeutig, nicht ver-
blindet, qualitativ nicht ausreichend oder teilweise auch unvollstandig, sodass die
erzielten Ergebnisse nicht zuverlassig nachvollziehbar sind und einer Standardisierung

bedurfen.

Publikationen zur Misteltherapie bei Pankreaskarzinompatienten sind limitiert, liefern
bisher jedoch spektakulédre und signifikante Daten. So berichten Matthes et al. (2005)
auch fur Pankreaskarzinompatienten tber eine verbesserte Lebensqualitat unter einer
Kombinationstherapie bestehend aus Gemcitabin und ME. Zudem war auch eine
Tumorremission feststellbar. In einer weiteren Studie von Matthes et al. (2008) zeigt sich
fur Patienten mit inoperablem Stadium IlIl/IV Pankreaskarzinom eine Aquivalenz
zwischen der medianen Uberlebenszeit unter einer Misteltherapie und unter einer
Behandlung mit dem Chemotherapeutika FOLFIRINOX, mit 11,6 Monaten
beziehungsweise 11,1 Monaten.

Demgegentber ist in einer multizentrischen Beobachtungsstudie von Axtner et al. (2016)
,mit Stadium IV erkrankten Pankreaskarzinompatienten, ein deutlich verlangertes
Gesamtiiberleben unter Misteltherapie nachweisbar. Eine Kombinationstherapie,
bestehend aus ME und Chemotherapie, verlangerte das Gesamtiiberleben hier
signifikant gegenlber der Gruppe mit alleiniger Chemotherapie von 7,3 Monate auf 12,1
Monate. Auch Trdger et al. (2013) stellten bei Patienten unter Misteltherapie, bei einer
deutlichen Verbesserung der Lebensqualitat, einen statistisch signifikanten Vortell
bezlglich des Gesamtiiberlebens fest. Innerhalb der Mistelgruppe zeigt sich sogar eine
Verdoppelung des medianen Uberlebens (6,6 Monate vs. 3,2 Monate). In einer weiteren
ahnlichen Studie von Troger et al. (2014) ergab sich erneut ein statistisch signifikanter
Vorteil fur das Gesamtuberleben unter Misteltherapie. In der Studie von Troger et al.
(2013) lasst sich zudem eine gute Vertraglichkeit der Misteltherapie nachweisen.
Nebenwirkungen beschrénken sich dabei auch hier hauptsachlich auf lokale Reizungen.
Auch ist fur einige krankheitsbedingte Symptome eine signifikante Reduzierung
erkennbar, was letztendlich in eine bessere Lebensqualitat resultiert. Das im Rahmen
dieser Doktorarbeit durchgefuhrte Pankreaskarzinomzelllinien-Experiment prasentiert

seine hdchsten Werte spezifischer Lyse ebenfalls fur die ME stimulierten KHYG-1-Zellen
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mit 173% und mit 166% fur die ME stimulierten MOLT-4-Zellen. Dabei liegen die Werte
der spezifischen Lyse, im Vergleich zu den Werten des aquivalent durchgefiihrten
Experimentes mit der Brustkrebszelllinie MCF-7, hier etwas hoher (Abbildung 4.0). Eine
Signifikanz zwischen den ME stimulierten Zellgruppen liegt jedoch weder fiir die beiden
KHYG-1-Zellengruppen (p= 0,06) noch fur die beiden MOLT-4-Zellgruppen (p= 0,13)
vor. Eine moderate Signifikanz zeigt sich allerdings innerhalb des Panc-1-Experimentes
fur die Mittelwerte der spezifischen Lyse-Werte zwischen unstimulierter und ME
stimulierter KHYG-1-Zellen sowie fur die Mittelwerte unstimulierter und IL-2 stimulierter
KHYG-1-Zellen, mit einem p-Wert von jeweils 0,003. Eine moderate Signifikanz fur die
Mittelwerte zwischen IL-2 und ME stimulierter KHYG-1-Zellen ist ebenfalls erkennbar
(p= 0,009) (Abbildung 4.1). Zwar sind die Parameter Lebensqualitat und
Gesamtiiberleben weiterhin kein Bestandteil dieser Doktorarbeit, aufgrund der
vorliegenden Werte der spezifischen Lyse und bestehender Literatur, liegt jedoch auch
fur die Panc-1-Zelllinie eine mogliche mistelbedingte Tumorregression und eine damit
einhergehende verbesserte Lebensqualitdt und ein verlangertes Gesamtiberleben
nahe.  Aufgrund der limitierten  Therapieansatze fir das  humane
Pankreasadenokarzinom, welche grundsatzlich nur auf einer OP und einer adjuvanten
Chemotherapie beruhen, stellt die Misteltherapie insbesondere fir dieses Krankheitsbild
einen aussichtsreichen Therapieansatz dar. Mit der Senkung krankheits- und
therapiebedingter Nebenwirkungen, einer Erhéhung der Lebensqualitat und auch einer
mdglichen Tumorregression, besitzt die Misteltherapie das Potenzial den schweren
Verlauf einer bdsartigen Pankreastumorerkrankung zu mildern und zu lindern.

Insgesamt zeigen die Studien lber eine Misteltherapie jedoch verschiedene limitierende
Faktoren. Im Rahmen der Bewertung der Lebensqualitat verwenden einige Autoren
keine umfangreiche, standardisierte Validierung, sondern eigens entwickelte
Bewertungsparameter, weshalb sich insgesamt eine starke Inhomogenitét bezlglich der
Bewertung der Lebensqualitat feststellen lasst. Auch unterscheiden sich oftmals der
Beobachtungszeitraum, die Dosierung und auch die methodische Qualitat der Studien
stark. Ein weiterer schwerwiegender limitierender Faktor ist eine fehlende Verblindung
der Studie. Ohne Verblindung ist ein Placebo-Effekt oder eine verstarkte
Aufmerksamkeit auf Beschwerden innerhalb der Behandlungsgruppe nicht
auszuschlieen. Zudem verzichten einige Autoren auf eine Placebo-Kontrollgruppe.
Andere limitierende Faktoren ergeben sich grundséatzlich durch die teilweise sehr
geringe Patientenanzahl und durch die teilweise ungenauen Formulierungen der
Autoren. So geben einige Autoren eine Gesamtzahl fiir beobachtete Nebenwirkungen
an, differenzieren aber nicht exakt wie viele davon jeweils in den unterschiedlichen

Untersuchungsgruppen aufgetreten sind. In Studien beziglich der vergleichsweisen
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Toxizitat von Chemotherapien fehlen teilweise die Angaben Uber einen Signifikanztest
oder p-Werte. Auch werden die Wechselwirkungen zum Teil nicht genau spezifiziert und
auch hier erweist sich die Datenlage als insgesamt heterogen. Zukiinftige Studien sollten
somit qualitativ hochwertig und in ihren Angaben praziser sein. Auch empfiehlt sich eine
groRere Patientenanzabhl, eine Dosis-Standardisierung und ein
placebo-kontrolliertes, verblindetes Studiendesign.

Als limitierende Faktoren innerhalb der vorliegenden Doktorarbeit sind hauptsachlich
methodische Fehler, wie Pipettierfehler und Messfehler zu nennen. Der Aufbau der
Experimente war grundsatzlich immer derselbe und sollte somit reproduzierbar sein.
Auch die verwendeten Zellen beziehungsweise Zelllinien, die benétigte Zellzahl sowie
verwendete Medien, Stimulanzien und Dosierungen blieben innerhalb der
verschiedenen Experimente einheitlich. Fir die Ergebnisse der spezifischen Lyse
dienten jeweils die unstimulierten Zellgruppen und fir die Durchflusszytometrie die
Isotypen als Positivkontrolle.

Jedoch unterscheidet sich die Anzahl unabhéangiger Experimente. Fir einen exakteren
Vergleich wirde sich eine identische Anzahl anbieten. Zudem wirden sich weitere
Versuche mit unterschiedlichen Iscador®-Dosierungen empfehlen, um zu zeigen ob der
mistelinduzierte Effekt dosisabhangig verstarkt beziehungsweise geschwacht werden
kann oder ob sich unter unterschiedlichen Dosierungen weitere beziehungsweise

reverse Effekte zeigen.

Die Misteltherapie bietet einen vielversprechenden Ansatz als potenzielle adjuvante
Therapiemdglichkeit. Im deutschsprachigen Raum werden derzeit bei etwa 40%-50%
der humanmedizinischen Tumorpatienten komplementarmedizinische Krebstherapien
angewandt, wobei Viscum album L. das am meisten verwendete Mittel darstellt
(Schwabe et al. 2004). Melzer et al. (2009) geben die Pravalenz adjuvanter
Misteltherapien zur Basistherapie von Tumoren sogar mit 29% bis 77% an.
Mammatumore sind die am haufigsten auftretenden Tumore der Frau und stellen somit
einen Routinefall in der Praxis dar (Eucker et al. 2018; Schem et al. 2019). Auch das
Pankreaskarzinom, als die vierthaufigste Tumorerkrankung mit todlichem Ausgang,
kommt somit zwar verhaltnismaRig seltener vor, stellt aber aufgrund der sehr
ungiinstigen Prognose sowohl Arzte als auch Patienten vor eine groRe Herausforderung
(Oettle 2018; Robert-Koch-Institut 2017a). Der therapeutische Standard fir beide
Tumorarten beruht dabei auf der chirurgischen Entfernung (Deutsche Krebsgesellschaft
2018; Stratmann et al. 2008). Weitere konventionelle Therapieansatze bilden die
Chemo- und die Strahlentherapie. Trotz verschiedenster therapeutischer Ansatze

sterben auch heute noch pro Jahr ca. 18.000 Brustkrebspatientinnen und nahezu alle
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Pankreaskarzinompatienten (Robert-Koch-Institut 2017a; Schem et al. 2019). Folglich
bedarf es dringend weiterer therapeutischer Alternativen und Ansatze. Eine solche
Alternative bietet mdglicherweise die komplementare Misteltherapie als sogenannter
,biological response modifier” im Rahmen der Immuntherapie.

Die konventionellen onkologischen Therapieansatze, wie Chemotherapie und
Strahlentherapie, sind oftmals mit starken Nebenwirkungen und einer damit einherge-
henden Einschrankung der Lebensqualitat verbunden. Demgegeniiber steht die Mistel-
therapie, die in zahlreichen Studien als gut vertraglich und sicher beschrieben wird. Ne-
benwirkungen sind oftmals selbstlimitierend, beschranken sich meistens auf eine
lokale Reizung der Injektionsstelle und eine leicht erhdhte Kdrpertemperatur (Axtner et
al. 2016; Bock et al. 2004). Zudem reduziert die Mistel tumor- und therapiebedingte
Nebenwirkungen und trdgt somit zur besseren Vertraglichkeit von Chemo- und
Strahlentherapie bei (Bock et al. 2014; Marvibaigi et al. 2014). Auch ist eine Limitation
aufgrund der Lage des Tumors, wie sie des Ofteren fir eine Bestrahlungstherapie
vorliegt, fur eine Misteltherapie nicht gegeben. Au3erdem wird auch tumorumgebendes
Gewebe nicht zusatzlich beschadigt, wie es im Zuge einer Bestrahlung durchaus
vorkommen kann. Wie auch Chemotherapeutika sind Mistelextrakte nicht zielgerichtet,
beschadigen aber im Gegensatz zu den herkdmmlichen Zytostatika keine gesunden
somatischen Zellen, womit wiederum eine verbesserte Lebensqualitdt und weniger
Nebenwirkungen einhergehen. Auch andere medikamentbse Ansatze wie
Hormonpraparate, wie sie haufig zur Behandlung des humanen Mammakarzinoms
eingesetzt werden, stellen einen Eingriff in den Hormonhaushalt dar und erhéhen
beispielsweise das Risiko fir andere Erkrankungen wie Osteoporose.

Die meist subkutane Applikation der Mistelpraparate ermdglicht zudem eine einfache
Handhabung ohne viel Aufwand (Rippe 2017). Auch andere Applikationsarten wie
intramuskular, oral und intratumoral sind bereits beschrieben wurden und erméglichen
somit ein breiteres Anwendungsspektrum (Beuth et al. 2006; Drees et al. 1996).
Demgegeniber stehen beispielsweise der hohe apparative Aufwand einer
Strahlentherapie und die Sicherheitsmafinahmen, welche wéahrend der Applikation von
Zytostatika eingehalten werden mussen, damit die verabreichende Person nicht selbst
in Kontakt mit dem Praparat kommt und Schaden davontragt, da einige Zytostatika
sowohl mutagene als auch kanzerogene Eigenschaften aufweisen. Eine
krebsauslosende Gefahr besteht zudem auch unter langfristiger Strahlentherapie.
Wechselwirkungen im Sinne einer Tumorproliferation konnten unter Misteltherapie
jedoch bisher weder in vitro noch in vivo nachgewiesen werden (Burger et al. 2003;
Kelter et al. 2007). Infolge aller mistelbedingten Effekte verbessert sich laut zahlreicher

Studien letztendlich auch die Lebensqualitéat und das Gesamtuberleben (Semiglazov et
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al. 2006; Troger et al. 2014). Neben der Misteltherapie als Bestandteil der
Immunonkologie gibt es in diesem Bereich noch weitere aussichtsreiche Ansatze, wie
beispielsweise monoklonale Antikérper gegen immunabschwachende Proteine, wie
PD-1 und CTLA-4, wobei die Blockade beider Proteine in eine starke Aktivierung des
Immunsystems und in die Auslosung antitumoraler Effekte resultiert. Auch andere
immunologische Therapieanséatze, wie CAR-T-Zellen und BIiTE, stellen mogliche
Therapieanséatze dar (Broker et al. 2019; Shi et al. 2019). In einer Studie von
Weissenstein et al. (2016) wurde Brustkrebspatientinnen der monoklonale Antikdrper
Trastuzumab gemeinsam mit einem Mistelpraparat verabreicht, was in eine
synergistische antitumorale Wirkung resultierte. Eine mistelbedingte Abschwachung des
Antikdrpers war dementsprechend nicht feststellbar. Somit stellt die Mistel nicht nur eine
adjuvante Alternative zu den konventionellen Therapieansatzen dar, sondern auch fur
moderne Ansatze im Bereich der Immunonkologie.

Ein anderer onkologischer Therapieansatz beruht auf den Mechanismen der
Zellmigration, dem damit einhergehenden Potenzial Metastasen zu bilden und deren
moglichen Beeinflussung und Unterdriickung. Sowohl in der Human-, als auch in der
Veterinarmedizin, sterben Krebspatienten nicht an ihrem Primartumor, sondern an den
sich spater entwickelnden Metastasen. Ein Hauptziel der Tumorbehandlung besteht
somit in der Hemmung der Zellmigration, wodurch eine Progression der Erkrankung
verzogert oder sogar verhindert werden kénnte (Zanker 1997). Auch hier zeigen sich in
ersten Studien vielversprechende Ergebnisse mit Mistelpraparaten. Eine aktuelle Studie
von Felenda et al. (2019) bestatigt jenen migrationshemmenden/antiproliferativen
Einfluss von Iscucin ®M auf verschiedene humane Tumorzelllinien. Die Migration von
Tumorzellen kann somit mittels Mistelextrakt méglicherweise reduziert beziehungsweise
vermieden und die Bildung von Metastasen und das Fortschreiten der Krankheit
potenziell hinausgezdgert werden. Der genaue zugrunde liegende Mechanismus ist
nicht bekannt. Eine Annahme beruht jedoch darauf, dass das in den verschiedenen
Iscador®-Préaparaten enthaltene ML-1 promigratorische Substanzen hemmt, indem
ML-1 einen Komplex mit diesen bildet und so zu deren Inaktivierung fuhrt. Da
promigratorische Substanzen auch mit einer Verédnderung der Genexpression
einhergehen und ML-1 durch Inaktivierung der ribosomalen Untereinheit diese
blockieren kann, ist auch ein solcher Mechanismus in Betracht zu ziehen (Hong et al.
2012). Aber auch Viscotoxine zeigen immunogenetische Effekte und sollten deshalb bei
der Erklarung des zugrunde liegenden Mechanismus ebenfalls mit in Betracht gezogen
werden (Schaller et al. 1996; Tabiasco et al. 2002).

Einen anderen tendenziell vielversprechenden therapeutischen Ansatz konnte eine

Kombinationstherapie bestehend aus Mistelextrakt und COX-2-Inhibitoren bieten. Das
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durch das Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2) synthetisierte Prostaglandin-E2 regt die
Bildung des sogenannten vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors an und férdert
somit die Angiogenese des Tumors. Angiogenese ist fir das Wachstum und die
Metastasierung solider Tumore essenziel und korreliert beispielsweise mit der Prognose
fir humane und kanine Mammakarzinome (Lavalle et al. 2009). In ca. 40% aller
humaner Brustkrebskarzinome ist die Expression von COX-2 erhoht.
Physiologischerweise ist COX-2 im Brustepithelium jedoch nicht prasent und steigt erst
im Falle eines pramalignen Brustkrebsstadiums an (Regulski et al. 2016). Auch fir einige
Pankreaskarzinome konnte die Expression von COX-2 bereits nachgewiesen werden
(Ding et al. 2000; Eibl et al. 2005). Daraus schlieBend kénnte COX-2 entscheidend fir
das Tumorwachstum sein und COX-2-Inhibitoren somit ein aussichtsreicher
Therapieansatz in der Behandlung verschiedener Tumorarten (Lavalle et al. 2009;
Regulski et al. 2016). Wie auch fir COX-2-Inhibitoren konnten antiangiogene Effekte
ebenfalls bereits fur Mistellektine beobachtet werden (Hajto et al. 1990).

Des Weiteren induzieren COX-2-Inhibitoren, ebenso wie Mistelextrakte, eine Apoptose,
weisen antiproliferative Effekte auf und besitzen die Fahigkeit das Immunsystem zu
verstarken (Regulski et al. 2016). Eine synergetische Wirkung beider Préparate gegen
verschiedenste Tumorarten ist somit durchaus denkbar und sollte in zukunftigen Studien
verfolgt und untersucht werden.

Aufgrund der belegten antiproliferativen und antitumoralen Eigenschaften von
Mistelextrakten auf zahlreiche Tumorzelllinien, sollten diese ebenfalls weiterhin als
vielversprechender onkologischer Therapieansatz beriicksichtigt und erforscht werden
(Burger et al. 2003; Maier et al. 2002).

Mithilfe bereits bestehender Literatur und der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse, lasst
sich die Misteltherapie als maogliche erfolgversprechende, effektive und gut
vertrdgliche  erganzende  Therapiemdglichkeit in  der Bekdampfung von
Krebserkrankungen einstufen. Insbesondere im Rahmen fortgeschrittener
Tumorerkrankungen sollte sie aufgrund ihrer Lebensqualitat verbessernden,
Nebenwirkungen senkenden und Gesamtuberleben verldngerten Eigenschaften,
verstarkt Anwendung finden.

Als Alternative soll sie bestehende und bewerte Therapieverfahren wie die
Chemotherapie und die Strahlentherapie nicht ersetzen, sondern soll diese unterstitzen
und im Falle, dass der Einsatz konventioneller Therapieverfahren aufgrund
fortgeschrittener Krankheit nicht mehr mdglich oder vertretbar ist, als sichere und
vertragliche Alternative dienen. Viscum album stellt somit durchaus eine adjuvante
onkologische Therapieoption bei der Behandlung von humanen Mamma- und

Pankreaskarzinomen dar.
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Wie bereits erwahnt, werden im deutschsprachigen Raum derzeit bei etwa 40%-50% der
humanmedizinischen Tumorpatienten komplementarmedizinische Krebstherapien
angewandt, wobei Viscum album L. das am meisten verwendete Mittel darstellt
(Schwabe et al. 2004). In der Veterinarmedizin spielt die Misteltherapie, als adjuvante
Therapieoption, bisher nur eine untergeordnete Rolle, gewinnt aber auch hier vermehrt
an Bedeutung (Biegel et al. 2017; Spadiut 2001). Im Vergleich zur Humanmedizin sind
veterinarmedizinische wissenschaftliche Erkenntnisse tUber die Chirurgie unterstitzende
Therapieanséatze wie Strahlen-, Chemo-, Hormon- und Immuntherapie, stark limitiert. So
sind veterinarmedizinische Erkenntnisse Uber die Mistel als adjuvante Therapieoption
rar. Eine 1999 gegrindete tierarztliche Forschungsgruppe (Viscum-Vet-Group)
beschaftigt sich jedoch seitdem mit der Mistel und ihrer Wirkung als
Immuntherapeutikum fur den veterindrmedizinischen Bereich. Dabei liegen ihre
Forschungsschwerpunkte insbesondere auf kanine Mammatumore, auf kanine orale
Melanome, auf feline Fibrosarkome und auf Equine Sarkoide. Zwar beschrankt sich die
aktuelle Datenlage auf wenige Studien zu den genannten vier Tumorarten, jedoch
zeigen diese vielversprechende Ergebnisse bezlglich der Tumorregression, des
rezidivfreien Intervalls, des Sterberisikos, der Gesamtiiberlebenszeit, der Lebensqualitat
und der Vertraglichkeit (Biegel et al. 2011, Biegel et al. 2017; Christen-Clottu et al. 2010;
von Bodungen et al. 2017). Im Rahmen dieser Arbeit wurde sich speziell auf das kanine
Mamma- und Pankreaskarzinom festgelegt. Veterindrmedizinische Literatur ist
grundsatzlich sparlich, wobei kanine Tumorerkrankungen vergleichsweise jedoch am
besten erforscht sind. Zudem treten die thematisierten Tumorarten speziesvergleichend
am haufigsten in Hunden auf. Die wenigen vorhandenen Studien Uber adjuvante
postoperative Therapieansatze bei der Behandlung von kaninen Mammatumoren
berichten jedoch weitgehend (ber erfolgversprechende Ergebnisse. So zeigt eine
aktuelle Studie erstmalig die Wirkung von Mistel als adjuvante postoperative
Behandlungsoption bei kaninen Mammatumoren (Biegel et al. 2017). Es handelt sich
dabei um eine kontrollierte Studie mit einer prospektiven Behandlungsgruppe (ME) und
einer retroperspektiven Kontrollgruppe (KON). Erfasst wurden hierbei die
Gesamtlberlebenszeit, das Sterberisiko, die Lebensqualitat und die Vertraglichkeit. So
ergab sich fur die ME-Gruppe ein um 53% verringertes Gesamtsterberisiko gegentber
der KON-Gruppe, welches mit einem p-Wert von 0,15 jedoch statistisch nicht signifikant
ist. Als Tendenz belegbar war dagegen das tumorbedingte Sterberisiko. Dieses wurde
in der ME-Gruppe, im Vergleich zur KON-Gruppe, auf 25% gesenkt (p= 0,07). Eine
magliche Ursache fir das in der ME-Gruppe verringerte Sterberisiko konnte eine durch

Mistelextrakt erhohte spezifische Lyse der kaninen Mammatumorzelllinie sein, welche
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im Rahmen dieser Arbeit gegeniber der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 demons-
triert werden konnte (Abbildung 3.0). Aufgrund der ausgewéhlten Methodik konnte die
Lebensqualitat, als entscheidender Faktor sowohl in der Human- als auch insbesondere
in der Veterinarmedizin, nur innerhalb der prospektiven Therapiegruppe erhoben wer-
den. Bezogen wurde sich dabei auf vier ausgewahlte Parameter, deren Ent-
wicklung Uber die gesamte Behandlungsdauer kontinuierlich und subjektiv von den Hun-
debesitzern dokumentiert wurde. Aufgrund des hohen Niveaus der Lebensqualitat wurde
auf eine gute Vertraglichkeit des hier verwendeten Mistelextraktes Iscador® P geschlos-
sen, Uber Nebenwirkungen wurde nicht berichtet. Eine direkt vergleichbare Stu-
die Uber die Misteltherapie bei kaninen Mammatumoren liegt bisher nicht vor.

Trotz der erheblichen Bedeutung der Aufrechterhaltung einer hohen Lebensqualitat,
insbesondere in der veterinarmedizinischen Onkologie, sind auch dazu Studienlagen rar.
Jedoch zeigen humanmedizinische Studien zur Misteltherapie bei Tumorerkrankungen,
auch speziell fur Mammakarzinome, teilweise eine deutliche Verbesserung der
Lebensqualitdt und der Gesamtlberlebenszeit (Beuth et al. 2008; Bock et al. 2004;
Grossarth-Maticek et al. 2001; Kienle et al. 2010; Ostermann et al. 2009; Werner et al.
2011; Ziegler et al. 2010). So berichten Schumacher et al. (2003) in einer
multizentrischen, retrolektiven Kuhorten-Studie mit 689 Brustkrebspatientinnen, tber
eine Verbesserung der Lebensqualitat unter Misteltherapie. Auch in dem von Kienle et
al. (2007) veroffentlichten systematischen Bericht Gber prospektive klinische Studien
Uber anthroposophische Mistelextrakte, lasst sich ein vorteilhafter Effekt von
Mistelextrakten beziiglich der Lebensqualitat beobachten.

Kritisch, in der von Biegel et al. (2017) veroffentlichten Studie zu betrachten, ist die
verwendete visuelle Analogskala zur Beurteilung der Lebensqualitat der Hunde durch
die Tierhalter. Im Gegensatz zur Humanmedizin fehlen in der Veterindarmedizin
grundsatzlich allgemein anerkannte und verlassliche Erfassungsmethoden zur
Validierung der Lebensqualitat von Hunden und Katzen unter adjuvanter Therapie bei
Krebserkrankungen (Giuffrida et al. 2014). Trotz einer Patientenanzahl von 56, welche
damit gegentber anderen Studien, (Arenas et al. 2016; Simon et al. 2006; Tran et al.
2016) im oberen Bereich der Patientenzahl liegt, empfiehlt sich eine hohere
Patientenanzahl. Zwar ist die hier vorliegende Darstellung des Studiendesigns nicht
optimal, dennoch ist es methodisch vergleichsweise zu aktuell publizierter Literatur
ahnlich. Optimalerweise sollte mit einer unbehandelten Kontrollgruppe gearbeitet
werden. Allerdings erweisen sich placebo-kontrollierte Studien bei malignen
Tumorerkrankungen aufgrund mangelnder Compliance seitens der Tierhalter als kaum
durchfihrbar (Biegel et al. 2017). Auch im Bereich der Humanmedizin sind

nicht-placebo-kontrollierte Studien nicht untblich. So ist es haufig der Fall, dass neue
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Therapieformen mit bereits bestehenden Therapieformen verglichen werden (Early
Breast Cancer Trialists' Collaborative 2012; Munzone et al. 2015). Das hier angegebene
Sterberisiko wird auch in humanmedizinischen Studien Ublicherweise angegebenen,
fehlt aber haufig in veterindrmedizinischen Studien und bedarf somit ebenfalls einer
Standardisierung. Lediglich zwei weitere Studien, die ebenfalls adjuvante postoperative
Therapiemethoden fir kanine Mammatumoren untersuchten, machten Angaben zum
Sterberisiko (Arenas et al. 2016; Kristiansen et al. 2016).

Bisher veroffentlichte Studien zu adjuvanten postoperativen Therapieoptionen
beschranken sich speziell fir kanine Mammakarzinome auf den Ansatz der
Chemotherapie. Karayannopoulou et al. (2001) berichten beispielsweise in ihrer Studie,
dass die adjuvante postoperative Chemotherapie bei kaninen Mammatumoren mit 5-FU
und Cyclophosphamid gegeniber der alleinigen chirurgischen Therapie einen positiven
Einfluss auf die Uberlebenszeit und auch auf das krankheitsfreie Intervall hat (p <0,05).
Simon et al. (2006) und auch Tran et al. (2016) wiederum konnten in ihren Studien
keinen Vorteil einer postoperativen Chemotherapie gegeniiber alleiniger chirurgischer
Therapie erkennen. Demgegeniber stehen die beiden Studien von Nunes et al. (2019)
und De Campos et al. (2018). Beide Studien stellten fir Hiindinnen unter postoperativer
Chemotherapie eine deutlich verlangerte Gesamtiberlebenszeit im Vergleich zu denen
ohne weitere adjuvante Therapie fest.

Ein anderer medikamentdser Therapieansatz wie beispielsweise die Hormontherapie,
die in der Humanmedizin erfolgreich mit Antiéstrogenen praktiziert wird, scheint aufgrund
massiver Nebenwirkungen beim Hund kein erfolgversprechender Therapieansatz zu
sein (Morris et al. 1993; Morris et al. 1998; Tavares et al. 2010) Als weiterer
Therapieansatz kdonnten beispielsweise Cycloxygenase-2-Inhibitoren (COX-2) auch im
veterindarmedizinischen Bereich dienen und eine verfolgenswerte Behandlungsoption
darstellen. So berichten Arenas et al. (2016) in ihrer Studie, dass Hunde mit
hochmalignen Mammatumoren unter Therapie mit Firocoxib einen signifikanten Vorteil
bezuglich des krankheitsfreien Uberlebens und der Gesamtiiberlebenszeit prasentieren,
im Vergleich zu denjenigen Hunden ohne adjuvante Therapie. Auch Nunes et al. (2019)
stellen nach paralleler Chemotherapie und Therapie mit Firocoxib einen deutlichen
Vorteil beziglich des Gesamtiiberlebens gegentiber den anderen Studiengruppen fest.
COX-2 kommt in einer Vielzahl von Tumorzellen vor, unter anderem in
Mammakarzinomen, was Lavalle et al. (2009) in ihrer Arbeit immunhistochemisch
beweisen konnten. Des Weiteren weisen Lavalle et al. (2009) in ihrer Studie nach, dass
eine erhohte COX-2-Expression und Mikrogefal3dichte des Tumors mit einer
schlechteren Prognose und Gesamtuberlebenszeit einhergehen. Eine weitere typische

adjuvante Therapieoption von Mammatumoren in der Humanmedizin ist die Bestrahlung.
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In der Veterinarmedizin ist dieses Verfahren fir kanine Mammatumoren bisher nicht
evaluiert und scheint fir metastasierte Formen wenig sinnvoll, da Fernmetastasen nicht
erreicht werden (Sleeckx et al. 2011b). Eine Studienlage zu einer Bestrahlungstherapie
mit gemeinsamer oder anschlieRender Misteltherapie ist in der Veterindrmedizin nahezu
nicht vorhanden. Lediglich von Bodungen et al. (2017) untersuchten die Wirkung einer
kombinierten Strahlentherapie mit adjuvanter Misteltherapie auf das orale maligne
Melanom und zeigen dabei einen positiven Effekt auf die Gesamtiberlebenszeit. Zudem
beschreiben sie den Einsatz von Mistelextrakt als sichere und nebenwirkungsarme
Behandlungsoption. Die Studienpopulationen sind jedoch verhaltnismaRig klein und
heterogen und nicht alle prognostischen Parameter sind bestandig. Fir weitere Studien
empfehlen sich somit gréRere Gruppen, eine standardisierte Validierung und ein
prospektives Studiendesign.

Die Datenlage zu adjuvanten postoperativen Therapiemdglichkeiten bei kaninen
Pankreasadenokarzinomen ist noch geringfugiger als die zu kaninen Mammatumoren
und beschrankt sich nahezu ausschlief3lich auf einen chemotherapeutischen Ansatz.
Studien (Uber den postoperativen Einsatz von Mistelextrakten bei kaninen
Pankreastumoren liegen bisher nicht vor. Im Falle eines chemotherapeutischen
Therapieversuches ist Gemcitabin das Mittel der Wahl. Martinez-Ruzafa et al. (2009)
erzielten in ihrer Studie mittels Kombinationstherapie aus Gemcitabin und Carboplatin,
nach einer Verabreichung Uber sechs Zyklen, bei einer von drei Katzen eine komplette
Remission des Pankreaskarzinoms. Einen weiteren Ansatz beschreibt Althaus (2010)
mit dem Einsatz von 5-FU und Paclitaxel. Aber auch diese Therapieversuche
beschranken sich bis dato nur auf Einzelberichte und sind nicht kliniktauglich. Einen
Goldstandard fir die Behandlung des kaninen exokrinen Pankreaskarzinoms gibt es bis
heute nicht (Paoloni et al. 2007). Grundsatzlich existiert fir das fortgeschrittene kanine
exokrine Pankreaskarzinom derzeit keine erfolgversprechende heilende Behandlung
(Bennett et al. 2001). Ein weiterer aktuell diskutierter Ansatz ist der intrakavitare Einsatz
von Cisplatin/Carboplatin beim Hund beziehungsweise Carboplatin bei der Katze
(Kessler 2013). Insgesamt gilt das Pankreasadenokarzinom als sehr
chemotherapieresistent und trdgt so zu dessen auflerst schlechten Prognose bei,
weshalb insbesondere flur dieses Krankheitshild weitere adjuvante Therapieansatze
dringend notwendig sind (Ghaneh et al. 2007). Das im Rahmen dieser Doktorarbeit
durchgefuhrte humane Pankreaskarzinomzelllinien-Experiment erzielt seine hdchsten
Werte spezifischer Lyse fur die ME stimulierten Effektorzellen. Ein &quivalentes Ergebnis
fir eine kanine Pankreaskarzinomzellinie ist durchaus denkbar. So berichten
humanmedizinische Studien fur Pankreaskarzinompatienten unter Misteltherapie, Uber

eine deutliche Verbesserung der Lebensqualitat, eine Verldngerung der
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Gesamtiiberlebenszeit und vereinzelt sogar tber eine Tumorre-
gression, welche sich mdglicherweise auf eine mistelinduzierte erhohte
spezifische Lyse der Tumorzellen zuriickfiihren lassen kann (Axtner et al. 2016; Schad
et al. 2014; Troger et al. 2013).

Neben der Mistel als Immuntherapie gibt es im Rahmen der humanmedizinischen
Tumoronkologie noch weitere immunologische Ansétze, wie beispielsweise der Einsatz
monoklonaler Antikérper gegen die Immunsystem abschwachenden Proteine

PD-1 und CTLA-4, durch dessen Blockade eine starke Aktivierung des Immunsystems
und antitumorale Effekte ausgeltst werden (Broker et al. 2019; Shi et al. 2019).
Grundsatzlich kénnen alle immuntherapeutischen Ansatze aus der Humanmedizin auch
im veterinarmedizinischen Bereich angewandt werden, zumal nahezu alle Ansatze
bereits im Laufe ihrer Forschung an Tiermodellen getestet werden. Ein grofer
limitierender Faktor fur die Kleintiermedizin ist hierbei jedoch vor allem der finanzielle
Faktor, da immuntherapeutische Préparate nicht selten sehr teuer sind. Auch stellt sich
hier wieder die Frage nach der Akzeptanz durch die Tierbesitzer. Die Immunonkologie
ist ein moderner erfolgversprechender Ansatz, mit der Notwendigkeit fur weitere
Langzeitstudien, um so konkrete Aussagen Uber den therapeutischen Erfolg und
kurz- und langfristige Nebenwirkungen treffen zu kdnnen. Ein anderer onkologischer
Therapieansatz beruht auch in der Veterindrmedizin auf den Mechanismen der
Zellmigration. Auch hier lassen sich in ersten Studien vielversprechende Ergebnisse mit
ME feststellen. So zeigt Hugo (2006) in ihrer Dissertation, in welcher das
Migrationsverhalten der kaninen Mammakarzinomzelllinie CMT-U-27 erstmals unter
Zugabe von Iscador® M untersucht wurde, das Iscador® M hemmend auf
promigratorische Substanzen wirkt und somit moglicherweise die Migration von
Tumorzellen reduzieren beziehungsweise vermeiden und damit die Bildung von
Metastasen und das Fortschreiten der Krankheit gegebenfalls hinauszdgern kann. lhre
Ergebnisse sind damit aquivalent zu denen der humanmedizinische Studie von Felenda
et al. (2019). Beide Studien dienen somit als direkter Beweis fiir die antimigratorischen,
antitumoralen und antiangiogenen Effekte der Mistel und bestédtigen den Nutzen
weiterfuhrender Studien (ber die Misteltherapie als alternative onkologische
Therapieoption. Auch im Rahmen der Veterinarmedizin sollte der antiangiogene Ansatz
der COX-2-Inhibitoren gemeinsam mit einer Misteltherapie verfolgt und untersucht
werden. Fir beide Substanzen liegen jeweils vielversprechende Studien, auch innerhalb
der Veterindrmedizin vor, sodass eine synergetische antitumorale Wirkung beider

Praparate auch im Tier durchaus denkbar ist.
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Der Einsatz von Mistelprdparaten bei Tumorerkrankungen in Deutschland beschrankt
sich bisher hauptsachlich auf den humanmedizinischen Bereich (Schwabe et al. 2004).
Fur den veterindrmedizinischen Bereich zeigt sich jedoch eine Tendenz zum
vermehrten Einsatz und findet hier, entweder als Monotherapie oder als
Chemotherapie erganzende Therapie, Anwendung (Christen-Clottu et al. 2010; Lefebvre
et al. 2007). Der Einsatz einer Misteltherapie in der tierarztlichen Kleintierpraxis wirde
einige Vorteile bieten. So erfolgt die Applikation per subkutaner Injektion, ist somit
zeitsparend und leicht anwendbar. Bisher durchgefihrte Studien weisen eine gute
Vertraglichkeit und nur leichte Nebenwirkungen auf, bei denen es sich meist um
selbstlimitierendes leichtes Fieber und Hautreaktionen handelt (Biegel et al. 2013; Biegel
et al. 2017; Glardon et al. 2014). Eine humanmedizinische Ubersichtsarbeit gibt die, mit
einer subkutanen Mistelinjektion einhergehenden lokalen Nebenwirkungen mit 15,9%
und systemische Nebenwirkungen mit 1,6% an (Melzer et al. 2009). Im Gegensatz dazu
weisen andere Therapieansitze wie Chemotherapie und Strahlentherapie
schwerwiegende Nebenwirkungen auf, wie zum Beispiel Ubelkeit, Erbrechen, Fellverlust
und Appetitlosigkeit. Auch ist bisher nicht erforscht, inwieweit der Kontakt mit einem
chemotherapeutisch behandelten Hund eine Gefahr flir den Tierbesitzer darstellt.
Jedoch sind strenge MalRnahmen zur Verhinderung eines direkten Kontaktes mit
Chemotherapeutika Bestandteil der Guten klinischen Praxis (GCP). Im Falle einer
versehentlichen Selbstinjektion eines Mistelextraktes, oder einem versehentlichen
Kontakt mit einer verwendeten Kantle, geht mistelbedingt ein sehr geringes bis kein
Risiko einher. Weiterhin sind die therapeutischen Mdglichkeiten bei Tumorerkrankungen
von Kleintieren grundsétzlich stark eingeschrankt und belaufen sich, wenn mdéglich, auf
einen operativen Eingriff. Oftmals scheuen Tierbesitzer den anschlieRenden Einsatz von
Chemotherapeutika, da diese mit bereits genannten nicht unerheblichen Nebenwirkun-
gen einhergehen. Aufgrund des hohen apparativen Aufwandes und der Tatsache, dass
nur wenige Kliniken eine Bestrahlungstherapie anbieten kdnnen, stellt auch diese nur
eine stark eingeschrankte Therapieoption dar. Zusatzlich missen die Tiere flr jede
Sitzung in Narkose gelegt werden, was sowohl Stress fur das Tier als auch fur den
Besitzer bedeutet. All dies kann zur Folge haben, dass nach Entfernung des
Primartumors eine Wiedervorstellung des Tieres erst erfolgt, wenn dieses Metastasen,
Rezidive oder ein reduziertes Allgemeinbefinden aufweist. Die dann zur Verfigung
stehenden Therapiemdglichkeiten sind noch eingeschrénkter und gehen oftmals mit
dem natirlichen Tod, oder die durch den Tierarzt durchgefiihrte Euthanasie des Tieres,
einher. Aufgrund der je nach Tumorart eingeschrankten Chemo- und
Radiotherapie werden Mistelpraparate in Form einer Monotherapie oder in Form einer

Kombinationstherapie mit paralleler Chemotherapie, wie es bereits in der Humanmedizin
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Ublich ist, verabreicht. Sobald es der Zustand des Patienten erlaubt, sollte postoperativ
mit einer adjuvanten Misteltherapie begonnen werden. Da kanine Mammatumore die bei
unkastrierten Hindinnen die am haufigsten vorkommenden Tumore sind, erweisen sich
diese in der Kleintierpraxis als ein sehr haufig auftretendes Krankheitsbild. Auch hier gilt
der chirurgische Eingriff als therapeutisches Standardverfahren. Ein postoperatives
anschlie3endes erfolgversprechendes Chemotherapieprotokoll gibt es auch fir dieses
Krankheitshild bisher leider nicht. Kanine Pankreaskarzinome treten im Gegensatz dazu
selten auf, sind dafir aber nahezu ausnahmslos infaust und bedurfen aufgrund dessen
dringend weiterer therapeutischer Ansatze. Aufgrund ihrer Lebensqualitat
aufrechterhaltenden und Nebenwirkungen senkenden Eigenschaften, kommt der
Misteltherapie insbesondere bezuglich des schwer verlaufenden Pankreaskarzinoms
eine essenzielle Bedeutung zu. So wird beispielsweise in dernTierklinik Spadiut, Graz,
seit ca. 30 Jahren neben chirurgischen MalRnahmen ausschlief3lich mit Mistelpréparaten
behandelt und das mit gutem Erfolg und sehr guten Erfahrungen (Spadiut 2001). Zudem
zeigen zahlreiche humanmedizinische Studien Uber ME und dessen Wirkung, sowohl
auf Mamma-, als auch auf Pankreaskarzinome, vielversprechende Ergebnisse, welche
sich durchaus auf den veterindrmedizinischen Patienten Ubertragen lassen konnten.

Basierend, auf den in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Versuchen, zusammen mit
der in dieser Arbeit vorgestellten bestehenden veterindr- und insbesondere
humanmedizinischen Literatur, erweist sich die Misteltherapie, wie auch beim
humanmedizinischen Krebspatienten, beim veterinarmedizinischen
Krebspatienten ebenfalls als eine potenzielle aussichtsreiche, in Betracht zu ziehende
Behandlungsalternative. Auch in der Veterinarmedizin soll die Misteltherapie als
Alternative bestehende und bewerte Therapieverfahren wie die operative Entfernung,
die Chemotherapie und die Strahlentherapie nicht ersetzen, sondern soll diese
unterstiitzen und im Falle, dass der Einsatz konventioneller Therapieverfahren aufgrund
fortgeschrittener Krankheit nicht mehr mdglich oder vertretbar ist, als sichere und gut
vertragliche Alternative dienen. Somit stellt Viscum album auch fir die Veterinarmedizin

eine mogliche adjuvante onkologische Therapieoption dar.
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V. Zusammenfassung

Viscum album als adjuvante onkologische Therapieoption bei der

Behandlung von humanen Mamma- und Pankreaskarzinomen

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden in vitro Studien zu der zytotoxischen Wirkung
von Viscum album-stimulierten Effektorzellen auf die Mammakarzinomzelllinie MCF-7
und die Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1, durchgefuhrt. Ziel dieser Arbeit war die
Untersuchung einer moglichen immunstimulierenden Wirkung auf verschiedene
Effektorzelllinien und einer moglichen zytotoxischen Wirkung auf zwei humane
Krebszelllinien durch das Mistelextrakt Iscador® M.

Hierfur dienten die NK-Leukamie-Zelllinie KHYG-1, die T-lymphoblastische Leukamie-
Zelllinie MOLT-4 und frisch gewonnene periphere Blutzellen als Effektorzellen. Sowohl
die Effektorzelllinien als auch die beiden Targetzelllinien (MCF-7, Panc-1) wurden
zunachst als Zellkulturen angelegt. Im Laufe der Studie wurden die drei Effektorzelllinien
in verschiedenen Experimenten mit unterschiedlichen Stimulanzien versetzt. Zunachst
wurden im Rahmen der Experimente mit der Brustkrebszelllinie MCF-7 die Effektorzellen
KHYG-1 mit dem Zytokin IL-2 und dem Lektin Phytoh&magglutinin stimuliert. Auch die
MOLT-4-Zellen wurden mit Phytohdmagglutinin versetzt. In einem weiteren Experiment
mit MCF-7-Zellen, wurde das Lektin Phytohdmagglutinin fir beide genannten
Effektorzelllinien durch das zu untersuchende Mistelextrakt Iscador® M ersetzt. Ein
weiterer experimenteller Ansatz innerhalb der MCF-7-Experimente war die Stimulation
beider Effektorzelllinien mittels simultaner Stimulation mit IL-2 und Iscador® M. Im
Rahmen der Experimente mit der Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1 wurden die
KHYG-1-Zellen ebenfalls jeweils mit dem Zytokin IL-2 und dem Mistelextrakt
Iscador® M versetzt. Auch die hierfir verwendeten MOLT-4-Zellen wurden ebenso mit
Iscador® M stimuliert. Aquivalent zu dem unter Panc-1 verwendeten
Stimulationsprotokoll fur die KHYG-1-Zelllinie, wurden aus frischem Blut gewonnene
periphere Blutzellen stimuliert und deren zytotoxische Wirkung gegen MCF-7
ebenfalls getestet. Nach erfolgter Stimulation der verschiedenen Effektorzellen und der
Anlegung eines Zytotoxizitdtassays bestehend aus stimulierten Effektorzellen und
kultivierten Targetzellen, erfolgte die Messung der zytotoxischen Wirkung auf die beiden
Targetzelllinien per Spektrophotometer. Dabei ergibt sich die, durch die Effektorzellen
bewirkte, héchste spezifische Lyse, sowohl im Rahmen der durchgefihrten

Mammakarzinomzell-Experimente als auch im Rahmen der durchgefiihrten
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Pankreaskarzinomzell-Experimente, fir jene Effektorzellen, welche mit dem Mistelex-
trakt Iscador® M versetzt und stimuliert wurden. Die insgesamt hochste spe-
zifische Lyse gegen MCF-7-Zellen zeigt sich vergleichend fur alle durchgefuhrten Expe-
rimente sowohl fur unstimulierte als auch fur IL-2 und Iscador® M stimulierte
Effektorzellen, jeweils fir die aus frischem Blut gewonnenen peripheren Blutzellen.

Die Reste der Effektorzellensuspensionen-Ansétze flr das Zytotoxizitatassay dienten
anschlieRend fir das optische Messverfahren der Durchflusszytometrie, um so die
Zellaktivitat der verschiedenen Effektorzelllinien unter den unterschiedlichen
Stimulationszustanden, anhand der Menge aktivierter und inhibierter Rezeptoren an der
Zelloberflache, zu erfassen und zu analysieren. Dafir wurden die verschiedenen
Effektorzelllinien mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrpern
versetzt und markiert. Somit erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine sogenannte
Mehrfarbendurchflusszytometrie, bei welcher parallel mehrere Fluoreszenzfarbstoffe
Anwendung fanden und die Messung dieser auf deren unterschiedlichen Emmissions-
und Absorptionspektren beruht. Gemessen wurde dabei der Prozentsatz positiv
gefarbter Zellen und der Durchschnittswert der Fluoreszenz-Intensitat (MFI), welcher als
Malf fur die Menge gebundener Floureszensfarbstoffe pro Partikel dient.

Als Resultat zeigt sich fur die KHYG-1-Zellen aller Experimente der hdchste Prozentsatz
positiv gefarbter Zellen insgesamt deutlich fir den Antikdrper NKG2D-PE, welcher als
aktivierender NK-Zellrezeptor fungiert und somit hinweisend auf die Aktivitdt von
NK-Zellen ist. Der hochste Prozentsatz positiv gefarbter Zellen fur die MOLT-4-Zellen
lasst sich insgesamt fiir die beiden Antikérper CD45-APC und CD8-PE feststellen. Auch
fur die PBZ weist der Antikbrper CD45 durchschnittlich den héchsten Prozentsatz positiv
gefarbter Zellen auf, wobei CD45 ein Pan-Leukozytenmarker ist, der von allen
Leukozyten exprimiert wird und der Signaltransduktion dient. CD8+, als der spezifischere
Marker, wird von zytotoxischen T-Zellen exprimiert und ist somit ebenfalls hinweisend
fir die Aktivitat jener T-Zell-Subpopulation. Der groRte MFI, also die grofite Menge
gebundener Floureszensfarbstoffe pro Partikel, lasst sich insgesamt fur die KHYG-1-
Zellen fur die Antikdrper NKG2D-PE und CD56-APC, fur die MOLT-4-Zellen fur den
Antikdrper CD45-APC und fur die PBZ fir die Antikbrper CD45-APC und CDS8-PE,
nachweisen.

Laut bestehender Literatur konnte der mistelinduzierte stimulierende Effekt sowohl auf
NK-Zellen als auch auf T-Lymphozyten bereits festgestellt werden. Im Rahmen der
vorliegenden Doktorarbeit ist ebenfalls jene immunstimulierende Wirkung der
Mistel erkennbar an der verstarkten Expression von NKG2D-Rezeptoren innerhalb der
NK-Zelllinie KHYG-1 und an der verstarkten Expression von CD8+-Rezeptoren innerhalb

der T-Zelllinie MOLT-4. Mittels der Werte der spezifischen Lyse, welche sich in den
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meisten hier durchgefihrten Experimenten am starksten und deutlichsten unter Miste-
lextraktstimulation darstellen, bestétigt sich auch die zytotoxische Wirkung der Mis-
tel. Sowohl der immunstimulierende Effekt auf die Effektorzelllinien KHYG-1,
MOLT-4 und PBZ, als auch der zytotoxische Effekt von Viscum album L. auf die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und die Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1, lassen sich

im Rahmen dieser Arbeit feststellen und belegen.
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VI. Summary

Viscum album as an adjuvant oncological therapeutic option in the

treatment of human breast carcinoma and pancreatic carcinoma

Within the scope of this doctoral thesis in vitro studies on the cytotoxic effect of Viscum
album stimulated effector cells on the mammary carcinoma cell line MCF-7 and the
pancreatic carcinoma cell line Panc-1 were conducted. This thesis aims to examine a
potential immunostimulatory effect of the mistletoe extract Iscador® M on different
effector cell lines, as well as a possible cytotoxic effect on two human cancer cell lines.

The NK-leukaemia cell line KHYG-1, the T-lymphoblastic leukaemia cell line MOLT-4
and freshly extracted peripheral blood cells served as effector cells for this purpose. Both
the effector cell lines and the two target cell lines (MCF 7, Panc-1) were initially set up
as cell cultures. Over the course of the study the three effector cell lines were mixed with
various stimulants in different experiments. As part of the experiments on the breast
cancer cell line MCF-7 the effector cells KHYG-1 were stimulated with the cytokine IL-2
and the lectin phytohaemagglutinin. The MOLT-4 cells were mixed with
phytohaemagglutinin, too. In another experiment with the MCF-7-cells the lectin
phytohaemagglutinin was replaced by the mistletoe extract Iscador® M, which is to be
examined for both mentioned effector cells lines. The stimulation of both effector cell
lines through the simultaneous stimulation with IL-2 and Iscador® M served as another
experimental approach within the MCF-7 experiments. As part of the experiments on the
pancreatic carcinoma cell line Panc-1 the KHYG-1-cells were each also mixed with the
cytokine IL-2 and the mistletoe extract Iscador® M. The MOLT-4-cells used for this
purpose were also stimulated with Iscador® M. Just like the stimulation protocol for the
KHYG-1 cell line used under Panc-1 peripheral blood cells that were extracted from fresh
blood were stimulated the same way and their cytotoxic effect against MCF-7 was
tested, too. After the stimulation of the different effector cells and the creation of a
cytotoxicity assay consisting of stimulated effector cells and cultivated target cells the
cytotoxic effect on both target cell lines was measured through a spectrophotometer. The
highest specific lysis provided by the effector cells becomes apparent for those effector
cells which were stimulated with the mistletoe extract Iscador® M in the context of both
the mammary carcinoma cell experiments and the pancreatic carcinoma cell
experiments. Comparing all the experiments conducted the overall highest specific lysis

against MCF-7-cells can in each case be seen on the unstimulated effector cells and the
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cells stimulated with IL-2 and Iscador ® M for the peripheral blood cells extracted from
fresh blood.

The rest of the effector cell suspension approaches for the cytotoxicity assay was then
used for the optical measuring of the flow cytometry in order to gather and analyse the
cell activity of the different effector cell lines for different conditions of stimulation on the
basis of the amount of activated and inhibited receptors on the surface of the cells.
Therefor the different effector cell lines were mixed and marked with various fluorescent
dye-conjugated antibodies. In the scope of this thesis a so called multicolour flow
cytometry was applied, for which several different fluorescent dyes were simultaneously
used, and which is based on the different emission and absorption spectra of the different
fluorescent dyes. The percentage of positively stained cells was measured, as well as
the mean of fluorescence intensity (MFI), which functions as measurement for the
amount of bound fluorescent dyes per particle.

As result for the KHYG-1-cells of all experiments the highest percentage of positively
stained cells appears for the antibody NKG2D-PE, which functions as an activating
NK-cell receptor and therefore indicates the activity of NK-cells. The highest percentage
of positively stained cells for the MOLT-4-cells overall becomes evident for the antibodies
CD45-APC and CD8-PE. For the PBZ the highest percentage of positively stained cells
overall becomes evident for the antibody CD45, too. CD45 is a pan-leukocyte marker,
which is expressed by all leukocytes and is used for signal transduction. CD8+ as the
specific marker is expressed by cytotoxic T-cells and therefore indicates the activity of
the given T-cell-subpopulation. The highest MFI, that means the highest amount of
bound fluorescent dyes per particle overall appears in the KHYG-1 cells for the
antibodies NKG2D-PE and CD56-APC, in the MOLT-4 cells for the antibody CD45-APC
and in the PBZ for the antibodies CD45-APC and CD8-PE.

According to existing literature several studies have already identified the stimulating
effect on NK-cells and T-lymphocytes induced by the mistletoe. Within the scope of this
doctor thesis the mentioned immunostimulatory effect of the mistletoe is recognizable in
the intensified expression of NKG2D-receptors within the NK-cell line KHYG-1 and in the
intensified expression of CD8+-receptors within the T-cell line MOLT-4.

By means of the specific lysis data, which most of the experiments conducted in this
thesis show most clearly through the stimulation with mistletoe extract, the cytotoxic
effect of the mistletoe is confirmed as well. Both the immunostimulatory effect on the
effector cell lines and the cytotoxic/antitumoral effect of Viscum album L. on the
mammary carcinoma cell line MCF-7 and the pancreatic carcinoma cell line Panc-1

becomes evident within the scope of this thesis.
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VII.

Anhang

Tabelle 1: Darstellung der wesentlichen Effekte von Viscum album L. und dessen einzelner

Inhaltsstoffe auf das Immunsystem (nach Pfiiller et al. (2001) und Stein (1995))

neutrophilen

Granulozyten

Erhdéhung der
IL-2R-,
HLA-DQ- und
HLA-DR-

Expression

Senkung der
Lymphozy-
tenprolifera-

tion

Stoffklasse Stoffgruppen | Antitumorale | Zelluléres Humorales Zyto-
Effekte Immunsys- Immunsys- 1o
tem tem
Glykoproteine | Mistellektine Zytotoxizitat Erhohung der | Steigerung IFN-a
-1l durch Phagozytose | des C-reakti- IEN-y
Hemmung der | und ven Proteins,
ribosomalen NK-Zell- der Komple- IL-1
Proteinbiosyn- | Aktivitat mentarkom- IL-2
these Monozyten- ponente C3 IL-6
Senkung der [ und Makro- und der Anti- oM
korperreduk- )
Tumorzellzahl | phagen-
- tion CSF
Aktivierung
- MIF
Freisetzung Erhohung der
vonIL-1, IL-2, IgM-Zellzahl
IL-6 und Steigerung
TNF-a von Coerulo-
Steigerung plasmin,
der  Pan-T- Albumin und
Zellen, der Haptoglobin
T-Helferzel-
len, der LGL-
Zahl und der
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Polypeptide Viskotoxin Nekrose Steigerung IL-6
Kutter'sches induzierend der Aktivitat
Peptid NK-Zell von
vermittelte Granulozyten
Zytotoxizitat und
zytotoxi-
Zytotoxizitat schen
durch Lyse der T-Zellen
Zellmembran
Phagozyto-
sestimulie-
rung
Senkung der
CD8+
Zellzahl
Steigerung
der Zytotoxi-
zitat humaner
Lymphozyten
Oligo-/Poly- Arabino- Tumorinhibie- | Steigerung Aktivierung TNF-a
saccharide galaktane rung im Tier- | der Phagozy- | des alternati- Monozy-
Galaktorurane versuch tose-, der | ven Komple- ten/Mak-
NK- und der | mentarweges
Rhamnogalak- ropha-
LAK-Zell-
turonane . gen
Aktivitat
IFN-y
Erhéhung der
Carbon-
Clearance
Flavonoide Quercetin und | Tumorhem-
Derivate mung im

Tierversuch

Inhibierung der
Kollegenase
IV-Aktivitat
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Aminosauren

Arginin

GABA

Inhibierung der
Tumorinduk-
tion im

Tierversuch

Induktion der
Apoptose in
verschiede-
nen
Zellkulturmo-

dellen

Mistelextrakt
in
seiner

Gesamtheit

Steigerung von
CD3+, CD19+,
T-Helferzellen,
T-Zellen,

der LGL-Zahl,
eosinophiler
und neutrophi-
ler Granulozy-

ten

Steigerung der
NK-Zellen- und
Phagozytose-
aktivitat
Steigerung der
ADCC
Erhdéhung der
Lymphozyten-

proliferation

Legende: ADCC= Antikoérper-gebundene zellvermittelte Zytotoxizitat,

CD= Differenzierungsmarker, GM-CSF= Granulozyten-Monozyten-Kolonie stimulierender
Faktor, HLA= Humanes Leukozyten-Antigensystem, IFN= Interferone (a,y),

IL= Interleukine (1,2,6), IL-2R= Interleukin-2 Rezeptor, LAK= Lymphokin-aktivierte Killerzellen,
LGL= groRe granulierte Lymphozyten, MIF= Migrationsinhibitionsfaktor,

TNF= Tumornekrosefaktor (a)
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