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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der immunologischen Tumorabwehr

Die Tumorerkrankung wird initial als Versagen der Homoostase zwischen proliferativen
und antiproliferativen bzw. apoptoseinduzierenden physiologischen Faktoren auf
zelluldrer Ebene insbesondere hervorgerufen durch Mutationen verstanden [13].
Aufgrund  verschiedener Phidnomene konnen maligne Tumorzellen der
Immuniiberwachung entgehen. Neben geringer Antigenitit, Antigenmaskierung oder
Antigenverlust kann eine tumorbedingte sekundire Immunsuppression durch Zytokine (
TGF-B, IL-10 u.a.), 16sliche Immunkomplexe oder Rezeptoren (IL-2R u.a.), 16sliche
Adhisionsmolekiile, Prostaglandine oder saure Proteine auftreten. Diese Seite der
immunological escape-Phinomene muss im Zusammenhang gesehen werden mit
einerseits  einer  gestorten  genetischen =~ Wachstumskontrolle  (Onkogene,
Tumorsuppressorgene und Apoptosegene), andererseits einer unzuldnglichen
immunologischen Wachstumskontrolle auf humoraler, zelluldrer oder auf Zytokin-
Ebene [58].

In einem komplexen Zusammenspiel von spezifischem und unspezifischem
Immunsystem werden als zur Tumorabwehr geeignete Zelltypen einerseits zytotoxische
T-Zellen, andererseits NK-Zellen, Makrophagen und eosinophile Granulozyten
bereitgestellt. Die jeweilige Auspriagung der Immunreaktion hingt dabei von der Dichte
und Art des présentierten Antigens, der wechselseitigen Beeinflussung von
Zytokinmilieu und T-Helfer-Zell-Populationen, sowie von co-stimulatorischen Signalen

ab [13].

1.2 TH-1/TH-2 — Paradigma

Fir die jeweilige Ausprigung einer Immunreaktion spielt die Steuerung des
Immunsystems durch T-Helfer-Zellen eine Schliisselrolle. Nach einer heute weithin
akzeptierten Vorstellung konnen sich TH-Vorldufer-Zellen (TH-P) in zwei polare
Untergruppen differenzieren, TH-1 und TH-2, welche jeweils unterschiedliche
Funktionen und Zytokinprofile besitzen [111]. Die Lenkung der Differenzierung erfolgt
iber das Zytokinmuster der Mikroumgebung fiir TH-1 primir iiber IL-12 und fiir TH-2

primér iiber IL-4. Unter neutralen Bedingungen ist auch eine Differenzierung in TH-0-



Zellen moglich [37]. TH-1 Zellen produzieren als ,,Leitsubstanz* Interferon-y (IFN-y),
ferner auch IL-2 und TNF-B und sind vornehmlich fiir die Abwehr intrazelluldrer
Pathogene zustindig,. TH-2-Zellen produzieren als Leitsubstanz Interleukin 4 (IL-4),
sowie IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13, die bei der Abwehr von Parasiten (extrazellulér) aber
auch bei allergischen Reaktionen eine Schliisselrolle spielen. Die Produktion diverser
Zytokine (z.B. IL-4, IL-5, 1L-6, IL-10, IFN-y) ist jedoch nicht exklusiv auf TH-Zellen
beschrinkt, sondern durch diverse PBMC (peripheral blood mononuclear cells)
moglich. Eosinophile Leukozyten konnen beispielsweise selber IL-4, IL-5 und IL-6
produzieren. Es wurde daher vorgeschlagen, statt TH-1-Reaktion besser von einer Typ 1

Reaktion und statt TH-2-Reaktion von Typ 2 Reaktion zu sprechen. [101].

1.3 Aspektie der Anwendung von Mistelextrakten

1.3.1 Geschichtlicher Uberblick

Die Verwendung der Mistel (Viscum album L.) als Heilmittel 146t sich bis in das
Corpus hippocraticum verfolgen [29]. In der Volksmedizin wird sie {iiber die
Jahrhunderte fiir die unterschiedlichsten Indikationen genannt [S7]. Die erstmalige
Einfithrung der Mistel als Heilmittel bei Krebs geht auf Steiner zuriick, der durch
goetheanistische Menschen- und Naturbetrachtung zu seiner Empfehlung kam [142]. In
der Therapie maligner Tumoren werden seit iiber 80 Jahren injizierbare Mistelextrakte
(abgekiirzt VAE fiir Viscum album extracts) angewendet [27, 149]. Das aktuelle
wissenschaftliche Interesse an der Mistel richtet sich stark auf die mittlerweile belegte
Zytotoxizitit und ihre immunmodulatorische Potenz als biologic response modifier
(BRM) [9, 61, 62, 128]. Die antitumortése Wirksamkeit einer Therapie mit VAE ist
noch umstritten, wenngleich bisher eine Mehrzahl der aussagekriftigen
Anwendungsstudien und eine Fiille von Einzelfalldarstellungen fiir eine Wirksamkeit

sprechen [85, 88, 106].

1.3.2 Inhalisstoffe der Mistel

Die Inhaltsstoffe der Mistel sind auBergewohnlich gut untersucht. Zu den
hochmolekularen Verbindungen gehoren die Lektine ML-1, ML-2 und ML-3
(Glykoproteine), die Viscotoxine (Polypeptide) und Pektine (Polysaccharide).



Niedermolekulare Inhaltsstoffe sind u.a. Flavonoide, Aminoséuren, Lipide und Amine

[64].

Unter Lektinen fasst man eine im Pflanzenreich weit verbreitete heterogene Gruppe von
Glykoproteinen zusammen, die die Moglichkeit besitzen, Zucker zu binden . Boyd
bezeichnete sie 1957 zum ersten Mal mit dem Begriff Lektin, abgeleitet von lat. legere
fiir auswéhlen. Sie besitzen gemeinsam mit Enzymen und Antikorpern die Eigenschaft
der spezifischen Erkennung und reversiblen Bindung von zuckerartigen Stoffen und
erfiillen vielféltige Aufgaben in biologischen Informationsprozessen [122]. Unter ihnen
befinden sich sowohl solche mit mitogenen oder Lymphozyten stimulierenden
Eigenschaften, als auch solche, die zytotoxisch wirken oder aber keinen Effekt ausiiben

[54].

Die drei Mistellektine ML-1, ML-2 und ML-3 sind glykosylierte, toxische Proteine , die
zur Gruppe der Ribosomen inaktivierenden Lektine gehoren und aus zwei
Polypeptidketten, einer toxophoren A wund einer zuckerbindenden B-Kette
zusammengesetzt sind. Die Verbindung besteht aus einer Disulfidbriicke. Sie erkennen
Kohlenhydrate und Glykokonjugate, die D-Galaktose (ML-1) oder N-
Acetylgalaktosamin (ML-2 und ML-3) enthalten [126]. Ein neu gefundenes viertes
Mistellektin Visalb-CBL besteht aus einer P-Kette und bindet Chitin [114]. Die B-Kette
des ML-1 ist fiir die endozytotische Aufnahme der A-Kette in die Zelle verantwortlich
und besitzt mehrere Zuckerbindungsstellen, an die bevorzugt Galactose-Reste gebunden
werden [147]. Die Bedeutung von ML-1 fiir die Immunmodulation von VAE wird

aufgrund tierexperimenteller Befunde besonders hoch eingeschitzt [16].

1.3.3 Eigenschaften

VAE fiihren neben direkten zytotoxischen Wirkungen sowohl zu einer Aktivierung des
unspezifischen Immunsystems wie auch zur Stimulation des afferenten und des
efferenten Schenkels des spezifischen Immunsystems [13]. Im Verlauf einer
Behandlung mit VAE erfolgt hédufig eine spezifische Antikorperbildung auf Antigene
der Inhaltsstoffe, u.a.. gegen Mistellektine oder Viscotoxine. Eine unspezifische
Aktivierung trifft die auch an der Tumorkontrolle beteiligten NK-Zellen, Monozyten,

Makrophagen oder Neutrophile Granulozyten [63, 67, 90, 140]. Welchen Anteil die eine
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oder die andere Schiene an den beobachteten klinischen Effekten hat, ist noch nicht

sicher zu sagen [23].

1.3.4 Zytotoxische Wirkung

Die zytotoxischen Wirkungen der Mistelextrakte beruhen wesentlich auf der
apoptoseinduzierenden Potenz, die in vitro durch die Mistellektine vermittelt wird und
die der Viscotoxine weit Ubertrifft. Mehrfach konnte in vitro eine Inhibition des
Zellwachstums und Apoptose-Induktion bei zahlreichen Tumorzellinien fiir ML-1
nachgewiesen werden [77, 109]. In einer neueren Untersuchung zeigte sich an 25
Zellinien eine mit Doxirubicin vergleichbare, dosisabhingige Wirkung bei wesentlich

geringerer Konzentration (0,17 —1 ng ML /ml) [19].

Die Mechanismen, die dabei zur Auslosung der Kaskade des programmierten Zelltodes
fiihren, sind Gegenstand gegenwirtiger Forschung, wobei eine Schliisselfunktion der
Aktivierung von Transmembranrezeptoren zugesprochen wird [22]. Es konnte gezeigt
werden, dass die B-Kette von ML-1 an Zellrezeptoren (CD95) bindet, worauf ein
Eindringen der A-Kette in die Zelle ermoglicht wird. Es kommt zu einem Ca* -Anstieg
und zur Interaktion der A-Kette mit den Ribosomen. Diese wird analog der Interaktion

der A-Kette von Ricin, einem verwandten Lektin, vorgestellt [109, 156].

Neuere Studien belegen, dass die zytotoxische Wirkung von ML-1 von Proteasen
(Kaspasen) abhéngt und auch unabhingig von der Expression von CD95 Rezeptoren
iber die Freisetzung von Cytochrom C verléduft. Zusitzlich wurde eine Verstirkung der
zytotoxischen Wirkung von Chemotherapeutika, die iiber das Cytochrom C wirken,
gezeigt [9]. Es konnten auch synergistische Wirkungen verschiedener
Mistelkomponenten, z.B. der ML und der Vesikel dargestellt werden [131]. Neben der
direkten Stimulierung intrazelluldr wirkt ML-1 auch iiber Freisetzung von Zytokinen

wie IL-1, IL-6 und TNF-o und IFN-y indirekt zytotoxisch [60, 62].

1.3.5 Klinische Anwendung
In der Monographie der Kommission C {iiber Viscum album L. werden als
Anwendungsgebiete unter anderem die Behandlung von bdsartigen und gutartigen

Geschwulsterkrankungen, von bosartigen Erkrankungen und begleitenden Storungen
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der blutbildenden Organe sowie von definierten Prikanzerosen und die Vorbeugung
gegen Geschwulstrezidive angegeben. In sehr seltenen Fillen treten unter Behandlung
mit subkutanen Dosen von Mistelextrakten Nebenwirkungen in Form von stirkeren
ortlichen oder allgemeinen allergischen Reaktionen wie Urtikaria, Schiittelfrost,
Atemnot oder Schock auf, die ein Absetzen des Préparates und eine notfallméBige

Behandlung notig machen [91].

RegelmifBig kommt es zu dosisabhingigen, individuell unterschiedlich ausgeprigten
Begleitreaktionen, die nicht mit unerwiinschten Nebenwirkungen verwechselt werden
diirfen. Dazu gehoren hiufig Rotung und Schwellung am Applikationsort von < 5 cm
Durchmesser sowie Temperaturreaktionen, sowohl im Sinne einer pyrogenen Wirkung

als auch einer Betonung der zirkadianen Rhythmik [67, 143].

VAE zihlen zu den am hiufigsten additiv angewandten ,,biological response modifiern*
bei Tumorerkrankungen und werden unter unterschiedlichen Gesichtspunkten
therapeutisch eingesetzt. Eine Ubersicht findet sich bei Schiffler [128]. Insbesondere zu
unterscheiden ist die lokale Infiltration in den Tumor, bei der mit dem Erreichen direkt
zytotoxischer Schwellendosen gerechnet werden kann, von der iiblicheren subkutanen
Applikation. Bei letzterer ist eine Stimulation des unspezifischen Immunsystem in vivo
nachgewiesen, jedoch ist noch nicht belegt, wie diese mit einer Beeinflussung des
Tumorwachstums korreliert [138, 85]. Eine solche Stimulation scheint aber
therapeutisch sinnvoll, denn PBMC von Tumorpatienten zeigen auf Mitogenexposition
in vitro eine reduzierte Freisetzung von Zytokinen des TH-1-Pfades (IFN-y, IL2 und
IL1-a ) und solchen der Monozyten/Makrophagen-Reihe (TNF-a, 1L6)[36, 157]. Auch
die Plasmakonzentrationen von TH-1- und TH-2-spezifischen (IL4, ILS5) Zytokinen

waren bei Tumorpatienten geringer [154].

Regelmifig kommt es auch zu einer Aktivierung des spezifischen Immunsystems mit
Bildung von spezifischen Antikdrpern gegen Lektine oder Viscotoxine [89]. Die Frage
einer spezifisch tumorhemmenden Wirkung von Mistelpriparaten ist nach wie vor
umstritten, wobei insbesondere der Zusammenhang von den genannten Einfliissen auf

das Immunsystem mit der In-vivo-Tumorentwicklung schwierig zu belegen ist [13].
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Eine ganze Reihe von Immunparametern und funktionellen immunologischen
Testsystemen wurde zur Charakterisierung des Immunstatus entwickelt, fiir die sich

eine Ubersicht bei Hager findet [59].

1.3.6 Antikdrperbildung gegen Mistelinhaltsstoffe

Die toxische Wirkung der Mistellektine wird durch Antikorperbildung beeinflusst.
Diese Mistellektin-1-spezifischen Antikdrper wurden erstmals 1990 beschrieben [143]
und konnen zu einer Neutralisation der ML1-vermittelten Zytotoxizitét fithren. Es ist
offen, ob bei systemischer Anwendung in vivo die Mistellektine langfristig einen
Einfluss auf das Immunsystem ausiiben konnen oder dieser durch Antikorper
vollstindig neutralisiert wird. Denkbar ist aber, dass trotz Antikorperbildung ein
anderes Epitop des Lektins immunologisch interagiert oder dass weitere Inhaltsstoffe
von VAE fiir eine Wirksamkeit verantwortlich sind. Inzwischen ist die Bildung von
Antikorpern auch gegen Viscotoxine beschrieben [89]. Neben Anti-MLI1-IgG wurden
auch IgE-Antikorper und vereinzelt solche vom IgA und IgM-Typ beobachtet [40]. Fiir
die Anti-ML1-IgG lisst sich sagen, dass in jiingeren Untersuchungen, die iiber 3 bis 6
Monate durchgefiihrt wurden, bevorzugt Antikorper der Subklassen 1 und 3 gebildet
wurden [89, 40], wéhrend in der Untersuchung von Stettin 1990 nach 2 Jahren einer

Behandlung mit Helixor ® daneben auch die Subklassen 2 und 4 hiufig auftraten [143].

1.4 Immunglobuline G

Nach einem Antigenkontakt kénnen die B-Lymphozyten unter Vermittlung von T-
Helfer-Zellen sich in Plasmazellen differenzieren und als solche spezifische Antikorper
synthetisieren. Diese Immunglobuline sind eine Gruppe von Glykoproteinen, die als
Grundeinheit jeweils aus 4 Proteinketten, zwei schweren und zwei leichten, aufgebaut
sind. Es gibt fiinf Arten von schweren Ketten, nach denen sich die

Immunglobulinklassen A, G, M, D und E unterscheiden.

Die Klassen unterscheiden sich in der Zahl und dem Ort von Disulfidbriicken und
Kohlenhydratketten, sowie in der Anzahl ihrer Doménen und z.T. ihrer
Aminosduresequenz. Antikorper der Klassen IgA und IgM treten als Polymere auf.

Disulfidbriicken verbinden die leichte mit der schweren Kette und tragen zur Faltung



13

der Dominen innerhalb der Ketten bei. Als Dominen unterscheidet man zwei variable
Dominen am aminoterminalen Endstiick der schweren und der leichten Kette (VH und
VL) sowie vier konstante Doménen, die sich auf die leichte Kette (CL) und auf die

schwere Kette (CH1, CH2, CH3) verteilen.

Das Immunglobulin kann durch Papain in 3 Stiicke aufgespalten werden: zwei Fab-
Fragmente bestehen jeweils aus den Doménen VH, VL, CL, und CH1 und ein Fc-
Fragment, bestehend aus 2 CH2 und 2 CH3 Dominen. Fiir die Bindung von Antigenen
sind die variablen Regionen am Fab zustindig. Die Dominen des Fc bestimmen den
Weg der Prozessierung und Eliminierung des gebundenen Antigens. Indem die Anzahl
und Distribution der Disulfidbriicken einer Immunglobulinklasse variieren, lassen sich
Subklassen unterscheiden. Die Halbwertszeit der Immunglobuline im Plasma ist fiir IgG

mit 23 Tagen am groBten [146].

75 % der Immunglobuline des Plasmas entfallen bei Gesunden auf IgG. Das Auftreten
von IgG entspricht einer gereiften Immunantwort nach vorangegangenem
Antigenkontakt, die die langdauernde Bereitschaft mit sich bringt, bei erneuter
Exposition das Antigen mit hoher Affinitit zu binden und nachfolgende Reaktionen
auszulosen. Diese konnen je nach Art des Fc-Segmentes und der lokalen Interaktionen
in einer Komplementaktivierung, und/oder Phagozytosestimulierung durch
Opsonisierung bestehen. Wihrend die Komplementaktivierung durch Bindung des Clq
an die CH2-Domine erfolgt, obliegt die Phagozytoseinduktion einer Briickenbildung
durch das IgG, welches mit seiner variablen Region das Antigen, mit dem Fc-Fragment
aber an den Fc-Rezeptor der Effektorzelle (z.B. Makrophage) bindet. Erst daraufhin
konnen jeweils Phagozytose, Endozytose, zelluldre Zytotoxizitit, Zytokinfreisetzung,

Antigenprisentation oder Abbau von Immunkomplexen erfolgen [102].

1.4.1.1 Immunglobulin G-Subklassen

Es konnten 4 Subklassen (IgG1, 1gG2, 1gG3 und IgG4) definiert werden, die sich am
stirksten in der sog. hinge-region am Scharnier zwischen Fab und Fc unterscheiden, wo
durch eine unterschiedliche Anzahl und Verteilung von Disulfidbriicken die Flexibilitit
zwischen Fab und Fc sowie zwischen den beiden Fc-Abschnitten variiert [20, 49]. Diese

Beweglichkeit der Abschnitte zueinander kann die Effektor- und Bindungsfunktion



14

beeinflussen. Sie ist bei IgG2 am geringsten, gefolgt von IgG4 und IgGl. Einen
Sonderfall stellt IgG3 dar, da es eine verlidngerte hinge-Region mit zahlreichen
Disulfidbriicken besitzt, die eine unflexible Doppelhelix bildet, andererseits aber den
Fab-Abschnitten die grofite Flexibilitdt bietet [123]. Je nach Subklasse besteht eine
unterschiedliche Affinitit zu den jeweils exprimierten Fcg-Rezeptoren der
Effektorzellen: Der Fcg-Rezeptor-1(CD64) auf Monozyten, Makrophagen, neutrophilen
und dendritischen Zellen bindet kaum IgG2 und IgG4 zehn mal schwicher als IgG1 und
IgG3. FcgR-2 (CD32) zeigt Isoformen fiir die [gG2-Bindung und bindet kaum IgG4.
FcgR-3 (CD16) auf NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen und einigen T-Zellen bindet
fast ausschlieBlich IgG1 und IgG3. Die Eigenschaften der IgG-Subklassen sind in
Tabelle 1-3 zusammengefasst [102, 105]:

IgGl IgG2 IgG3 IgG4
Serumkonzen- |7,1 +/-1,7 3,0 +/-0,54 0,65 +/-0,31 0,6 +/- 0,39
tration bei Er-
wachsenen  in
g/dl
Prozentualer 58,4-71,5 19,4-31,0 4,2-8,4 0,7-6,5
Anteil am
Gesamt IgG
Halbwertszeit in | 12-21 12-21 7-8 11-21
Tagen
Komplement- | ++ + +++ -
aktivierung
Bindung an Fcg-Rezeptoren
CDo4 +++ + +++ +
CD32 ++ + ++ +
CD16 ++ + ++ +

Tabelle 1: Biologische Eigenschaften der menschlichen IgG-Subklassen

Effektorzellen CDho4 CD32 CD16
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Monozyten + + -
Makrophagen + + +
Neutrophile - + +
Eosinophile - + -
B-Zellen - + -
Thrombozyten - + -
NK-Zellen - - +
T-Zellen - - +

Tabelle 2: Expression der Fcg-Rezeptoren durch verschiedene Effektorzellen

IgGl IgG2 IgG3 IgG4
Molekiilgewicht | 146 kd 146 kd 170 kd 146 kd
Aminosduren in| 15 12 62 12
hinge-Region
Disulfidbriicken |2 4 11 2
in hinge-Region

Tabelle 3 : Chemische Eigenschaften der menschlichen IgG-Subklassen

Die Distribution der IgG-Subklassen einer spezifischen Immunantwort variiert mit der
Struktur des Antigens (Art des Antigentrdgers, Anzahl und Eigenschaft der Epitope,
physiko-chemische Eigenschaften), seiner Dosis, Expositionsfrequenz und der
Eintrittspforte. Einen weiteren EinfluB haben genetische Faktoren. Bei Proteinen
bakterieller oder viraler Herkunft dominiert die Bildung von IgGl, manchmal in
Kombination mit I[gG3, wihrend IgG2 nur eine marginale Rolle spielt [39].
Polysaccharid-Antigene hingegen, die im allgemeinen T-Zell unabhingig IgG
induzieren, fithren oft zu einer fast ausschlieBlichen IgG2-Antwort [133]. Komplettes
Fehlen einzelner oder mehrerer IgG-Subklassen bei einem Individuum ist sehr selten

und wird durch Gendefekte auf Chromosom 14 bedingt [113].

1.4.1.2 Immunreaktionslage und IgG-Subklassen

Die Autoregulation des Verteilungsmusters der IgG-Subklassen ist nur anfinglich
aufgeklirt und unterliegt der Beeinflussung durch verschiedene Zytokine, so etwa IL-2,

IL-4, IL-6 und IFN-y [82, 87]. Die Anordnung der Genorte fiir die die
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Subklasseneigenschaft determinierenden konstanten Regionen der schweren Kette auf
Chromosom 14 zeigt eine Nachbarschaft fiir Subklasse 3 und 1 sowie fiir Subklasse 2
und 4. Die Synthese der einzelnen Subklassen ist unabhéngig reguliert. Die Gene fiir
den variablen Abschnitt eines Immunglobulins werden zuerst transkribiert. [gM, das als
erster Isotyp hergestellt wird, liegt diesen variablen Abschnitten am néchsten. Dieser
Zusammenhang von oOrtlicher Nédhe und zeitlicher Abfolge wird kausal aufgefasst in
dem Sinne, dass eine downstream-Aktivierung der Genorte vorgestellt wird. Denn
gewohnlich wird ein Anstieg der Subklassen 1 und 3 zuerst beobachtet. In die
»otandardvorgabe® der Subklassenabfolge 3-1-2-4 konnen jedoch T-Zellen mit
Zytokinen des Typ 1 oder Typ 2 modulierend eingreifen [110].

Die Induktion von IgG1- und IgG3 durch menschliche Plasmazellen wird mit einer
Aktivierung von TH-1-Zellen in Verbindung gebracht, wihrend IgG4 Synthese und die
Produktion von IgE durch B-Zellen von einer TH-2- Stimulierung mit IL-4 Sekretion
abhingig sind [111]. Autoimmunkrankheiten bieten héufig typische IgG-Subklassen-
Muster, die in Zusammenhang mit einer Typ 1 oder Typ 2-Reaktionslage gesehen
werden konnen [102]. Die Induktion einer TH-1-polarisierten Immunantwort wird fiir
viele Tumorarten als vorteilhaft bewertet, da sie nicht nur die CTL des spezifischen
Immunsystems, sondern auch NK-Zellen und Makrophagen des unspezifischen
Immunsystems stimuliert [13]. Es wurde spekuliert, ob aus der Polaritit der
Antikorpersubklassenbildung gegen ML-1 auf die gleichzeitige Polaritit der

Tumorabwehr geschlossen werden kann [94].

1.5 Mammakarzinom

Mammakarzinome werden auf Vorschlag der WHO in 2 histologische Gruppen
unterteilt: das nicht-invasive Karzinom (Carcinoma in Situ) und das invasive Karzinom.
Die héufigsten histologischen Tumorformen umfassen das:

e duktal invasive Karzinom (75%)

e Jobulir invasive Karzinom (10%)

e medulldre Karzinome und das Kolloidkarzinom (3-5%) [51]

Die Stadieneinteilung des Mammakarzinoms erfolgt nach dem TNM-System. Auf

dieser Grundlage folgt dann eine Gruppierung in einzelne Stadien [4].
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1.5.1 TNM-System

Der Primirtumor (T) wird nach seiner Grosse eingestuft in:

T1:
Tla:
T1b:
Tlc:
T2:
T3:
T4:

Tumor <2.0 cm

Tumor > 0.1 aber nicht > 0.5 cm
Tumor > 0.5 cm aber nicht > 1.0 cm
Tumor > 1.0 cm aber nicht > 2.0 cm
Tumor > 2.0 cm aber nicht > 5.0 cm
Tumor > 5.0

Tumor jeder GroB3e mit Beteiligung von Thoraxwand (a) oder Haut (b) ,

Haut und Thoraxwand (c) oder inflammatorisch (d)

Die regiondre Lymphknotenbeteiligung (N) wird nach Grosse und Lokalisation

eingestuft:

NO:
N1:
Nla:
N1b:
N2:
N3:

Region

Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

Metastasen in ipsilaterale axillaire Lymphknoten ohne Fixierung
Nur Mikrometastasen (keine groBer als 0,2 cm)

Metastasen > 0,2 cm

Metastasen in ipsilaterale axillare Lymphknoten mit Fixierung

Metastasen in ipsilaterale Lymphknoten der A. mammaria interna —

Die Einteilung nach Fernmetastasen (M) ist dichotom:

MO:
MI1:

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen (einschlieBlich ipsilateral supraclaviculir)
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1.5.2 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung des Mammakarzinoms ist in Tabelle 4 dargestellt.

Stadieneinteilung des Mammakarzinoms

Stadium 0 Tis NO
Stadium 1 T1 NO MO
Stadium ITA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Stadium IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium IIIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Stadium I1IB T4 jedes N MO
jedes T N3 MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

Tabelle 4: Stadieneinteilung des Mammakarzinoms

1.5.3 Grundlagen der Primértherapie

Die Stadien I, IT und Illa werden, unabhéngig vom histologischen Typ, entweder durch
ein brusterhaltendes Vorgehen (Lumpektomie, Axillarevision, Radiotherapie) oder
durch eine modifizierte Mastektomie mit oder ohne plastischer Rekonstruktion und
Axillarevision behandelt [41, 150]. Andere Optionen befinden sich in klinischer

Erprobung, z.B. die Sentinel-Lymphknotenbiopsie [92].

Der axillire Lymphknotenstatus gilt als ausschlaggebend fiir die postoperative
Behandlung. Die Rolle der befallenen Lymphknoten wird passiv und nicht aktiv im
Tumorgeschehen gesehen, d.h. sie sind Indikatoren, jedoch nicht Determinanten der

Uberlebenszeit der Erkrankung, wobei es onkochirurgisch sinnvoll ist, eine zusitzlich
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immunsuppressiv wirkende, stirkere Tumorlast der Lymphknoten zu entfernen [30].
Dabei wird neben der Anzahl befallener Lymphknoten auf das Vorhandensein einer
Lymphangiosis carcinomatosa, die Uberschreitung der Lymphknotenkapsel, den Befall
des axilldren Fettgewebes und eine Fixierung an umgebende Strukturen geachtet. Bei
Lymphknotenbeteiligung von mehr als 3 Lymphknoten oder Beteiligung anderer

Strukturen ist die Empfehlung zur Bestrahlung unumstritten [30].

1.5.4 Prognosefaktoren und Adjuvante Therapie

Der wichtigste prognostische Parameter ist der axilldre Lymphknotenstatus [30]. Sind
axillire Lymphknoten nicht befallen, iiberleben nach 10 Jahren ca. 80 % der
Patientinnen krankheitsfrei, bei Befall der Lymphknoten jedoch insgesamt nur ca. 25 %.
Eine zunehmende Zahl der befallenen Lymphknoten verschlechtert die Prognose weiter:
mit 1-3 positiven Lymphknoten liegt die 10-Jahres-Rate fiir krankheitsfreies Uberleben
bei 34-36 %, mit 4 oder mehr Lymphknoten bei 14-16 %. Mit mehr als 20 befallenen
Lymphknoten sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate auf etwa 20 %. Hiufig wird beim
Mammakarzinom zur Erfolgsbeurteilung die 10-Jahres-Uberlebensrate herangezogen,
da Spitrezidive relativ hiufig sind und sogar bei unbehandeltem Brustkrebs die 5-

Jahres-Uberlebensrate relativ hoch ist [51].

Eine Internationale Konsensus-Gruppe (St. Gallen 1998) hat fiir Lymphknoten-negative
Patientinnen Risikokategorien aufgestellt und Leitlinien fiir die daraus folgende
adjuvante systemische Therapieauswahl , auch fiir Lymphknoten-positive Patientinnen,
formuliert [51]. In Tabelle 5-7 werden die Empfehlungen von 1998 zusammengefasst ,
die am ehesten im Beobachtungszeitraum zur Geltung kamen, obwohl die

Empfehlungen mittlerweile eine gewisse Modifikation erfahren haben [50].

Low-risk Intermediate-risk | High-risk
Tumorgrofle </=1cm 1-2 cm >2cm
ER oder PR Status |positiv positiv negativ
Histol. Grading 1 1-2 2-3
Alter < 35 Jahre

Tabelle 5: Risikoeinteilung des nodal negativen Mammakarzinoms
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Lymphknoten-negative Patientinnen

Risikogruppe Low-risk Intermediate-risk | High-risk

pramenopausal, HR+ | Nil oder TAM TAM alleine oder | Chemo + TAM
TAM + Chemo oder Chemo +

Ovar-Ablation

primenopausal, HR- Chemo

postmenopausal, HR+ | Nil oder TAM TAM alleine oder | TAM alleine oder
TAM + Chemo TAM + Chemo

postmenopausal, HR- Chemo

> 70 Jahre Alter Nil oder TAM TAM alleine oder| TAM, wenn HR-
TAM + Chemo Chemo

Tabelle 6: Adjuvante Therapie des nodal negativen Mammakarzinoms (TAM =

Tamoxifen, Chemo = Chemotherapie)

Lymphknoten-positive Patientinnen

Patientencharakteristik Therapie

primenopausal, HR+ Chemo + TAM oder
Chemo + Ovar-Ablation oder

Chemo + TAM + Ovar-Ablation

pramenopausal, HR- Chemo
postmenopausal, HR+ TAM + Chemo
postmenopausal, HR- Chemo

> 70 Jahre Alter TAM, wenn HR- Chemo

Tabelle 7: Adjuvante Therapie des nodal positiven Mammakarzinoms

Der Vorteil einer Hormontherapie mit Tamoxifen hinsichtlich Rezidiv und Mortalitit ist
fiir Patientinnen mit unbekanntem oder ER-positivem Rezeptorstatus in groflen Studien
belegt [32]. Fiir Rezeptor-negative Frauen ist sie umstritten [74]. Das Risiko, ein
Endometriumkarzinom zu entwickeln, ist jedoch unter Behandlung mit Tamoxifen 2-
bis 7-fach erhoht [45]. AuBBerdem erhoht sich das Risiko fiir Thrombosen [42]. Neben
dem am besten untersuchten Tamoxifen stehen weitere Anti-Ostrogene, Progesterone
zur

(z.B. Medroxyprogesteronazetat) und Aromatasehemmer Verfiigung, die
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insbesondere bei Therapieversagen oder Unvertriglichkeit von Tamoxifen zum Einsatz
kommen. Eine weitere Moglichkeit stellt die Ovarablation dar, die auf Organebene oder
medikamentds-funktionell (GnRH-Analoga) erfolgen kann und bei primenopausalen

Frauen signifikant die Uberlebenszeit beeinfluBt [33].

Die Verbesserung der 10-Jahres-Uberlebenszeit durch eine Chemotherapie ist fiir
Frauen unter 50 Jahren am deutlichsten [34]. Die Studienergebnisse fiir den Wert einer
Kombination der Hormontherapie mit einer Chemotherapie bei postmenopausalen
Frauen sind nicht einheitlich, deuten jedoch ebenfalls auf einen signifikanten, jedoch
kleinen Uberlebenszeit-Vorteil [75]. Fiir Patientinnen, die sich sowohl einer
Chemotherapie wie einer Bestrahlung unterziehen sollen, ist es vertretbar, die
Bestrahlung bis zur Beendigung der Chemotherapie um einige Monate
hinauszuschieben, wenngleich oft auch die Bestrahlung zwischen verschiedene Zyklen
der Chemotherapie eingeschoben wird [117]. Das Risiko fiir Sekundirtumoren nach

adjuvanter Radiotherapie ist sehr gering [144].

Bestimmte ungewohnliche histologische Typen (tubuldr, medulldr, muzinds) gelten als
prognostisch giinstig [150]. Patientinnen mit einer Primédrtumorgréfe < 1 cm und NO-
Status haben eine sehr gute Prognose. Bis zu 90 % sind nach 20 Jahren rezidivfrei
[120]. Das Risiko, einen kontralateralen Brustkrebs innerhalb von 5 Jahren zu
entwickeln, ist fiir Patientinnen mit positiver Familienanamnese hoher, dies gilt
insbesondere fiir Frauen mit nachgewiesener genetischer Disposition (BRCA-1/-2). Ein

hoheres lokales Rezidivrisiko scheint jedoch nicht zu bestehen [24].

1.6 Zielsetzung der Untersuchung

Die vielfiltigen Ebenen, auf denen VAE mit dem Immunsystem interagieren und die
ausgepragt individuellen Reaktionsmuster der Patienten auf eine Behandlung mit VAE
haben eine Zuordnung einer vorherrschenden Richtung der Immunmodulation oder die
Definition einer Zielrichtung mehr im Sinne einer TH 1-artigen oder einer TH 2-artigen
Reaktionslage bisher verhindert. Obwohl die Bildung von spezifischen Antikoérpern
gegen Inhaltsstoffe von VAL seit lingerem bekannt ist, fehlt bisher eine umfangreichere

Darstellung, wie diese unter praktischen Anwendungsbedingungen in der adjuvanten
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Tumortherapie verlduft. Allgemein aktzeptierte objektive Verlaufsparameter fiir eine
Behandlung mit VAE als Biologic Response Modifier, die helfen konnten, die Therapie
zu lenken und die Erfolgsquote zu erhohen, fehlen bisher. Vor diesem Hintergrund
entstand die Absicht anhand einer breiteren Datengrundlage die Hypothesenbildung
dariiber voranzubringen, wie das differenzierte Auftreten der verschiedenen IgG-
Subklassen im Hinblick auf eine Modulation des Immunsystems durch VAE zu
verstehen sein konnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, aus dem Datenbestand einer onkologischen
Schwerpunktpraxis das Auftreten und den Verlauf der Anti-ML1-IgG-Subklassen iiber
24 Monate bei Patientinnen mit Mammakarzinom zur Diskussion zu stellen und mit
anderen Parametern zu vergleichen. Als Verlaufsparameter wurden zusitzlich die
Eosinophilen im peripheren Blut herangezogen. Die Laborparameter sollen in
explorativer Weise in Beziehung gesetzt werden zu den vorhanden
Patientencharakteristika. Hierzu wurde eine Risikoeinschitzung anhand des
Tumorausgangsstadiums erstellt und der bisherige Verlauf der Therapie auf Rezidive
oder Verdachtsmomente eines Rezidivs beurteilt. AuBerdem wurde eine der
Misteltherapie vorausgehende oder sie begleitende Durchfithrung von Chemotherapie,
Bestrahlung oder Hormontherapie dokumentiert, sowie der Allergiestatus und das Alter

erhoben.

2 Patienten und Methoden

2.1 Studiendesign /Datenerhebung

Die  vorliegende  Arbeit untersucht im  Sinne  einer  retrospektiven
Anwendungsbeobachtung iiber 24 Monate den Verlauf von Eosinophilen und Anti-ML-
1-IgG-Subklassen ~ bei =~ Mammakarzinom-Patientinnen  einer  onkologischen
Schwerpunktpraxis, bei denen eine Behandlung mit dem Mistelpriparat

ABNOBAviscum Mali ® ( AM ) erstmals durchgefiihrt wurde.

2.1.1 Einschlusskriterien

In die Auswahl gezogen wurden alle Patientinnen der Praxis, die zwischen November

1995 und Februar 1999 folgende Einschlusskriterien erfiillten :



23

¢ Erkrankung an Mammakarzinom mit kurativer Behandlungsaussicht (RO)
e Keine Fernmetastasierung

e Keine vorausgegangene zweite maligne Tumorerkrankung

e Keine Vorbehandlung mit Mistelextrakten

e Vorliegen von Messwerten an mindestens 6 von 8 moglichen Zeitpunkten

e iibliche Tumornachsorge-Untersuchungen durchgefiihrt

Insgesamt wurden in der Praxis im genannten Zeitraum 430 Patientinnen mit der
Diagnose Mammakarzinom behandelt. Davon lagen bei 316 Patientinnen die Messwerte
nicht in den fiir die Anwendungsbeobachtung ausgewihlten Abstinden vor.
Vorbehandelt waren 50, durch die anderen Einschlusskriterien fanden weitere 10 keine

Aufnahme. Aufgenommen wurden zuletzt 54 Patientinnen.

Folgende Einflussgrossen wurden festgelegt und aus dem Krankenblatt, ggf. durch

Riicksprache mit der Patientin erginzt, erhoben:

e Alter bei Beginn der Misteltherapie

e Allergieanamnese aufgeteilt in 4 Stufen fiir 1) leere Anamnese, 2) Allergie nur in
der Familienanamnese, 3) eigene allergische Episode und 4) atopische Disposition

¢ Hormonrezeptorstatus des Karzinoms

e Stadieneinteilung des Ausgangsbefundes nach Kriterien des AJCC

e  Tumorgrofie

¢ Lymphknotenstatus

e Histologisches Grading

e Monat der Erstdiagnose

e Monat des Behandlungsbeginns mit AM

¢  Wurde eine Chemotherapie durchgefiihrt, wenn ja, Monat ihrer Beendigung.

e  Waurde eine Radiotherapie durchgefiihrt, wenn ja, Monat ihrer Beendigung.

®  Wurde eine Hormontherapie durchgefiihrt?

e Kam es im Verlauf bis zum 01.09.2001 zu a) einem Anstieg eines Tumormarkers

oder einem Verdacht auf ein Rezidiv oder eine Metastase, b) dem Nachweis eines
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Lokalrezidivs oder einer lokoregionalen Lymphknotenmetastase, ¢) dem Nachweis
einer Fernmetastase, d) dem Tod der Patientin aufgrund der Krebserkrankung ?

e Trat ein Zweittumor auf?

2.1.2 Zeitlicher Verlauf

Fiir die Abstinde der Messwerte wurde folgendes Zeitraster angelegt:
Als Zeitpunkt O wurde eine Messung direkt vor Beginn der Misteltherapie definiert. Die
weiteren Zeitpunkte weisen eine Toleranzbreite auf, da es sich um eine

Anwendungsbeobachtung unter iiblichen Praxisbedingungen handelt.

e Zeitpunkt 1 4 bis 8 Wochen nach Therapiebeginn
e Zeitpunkt 3 3 Monate +/- 3 Wochen
e Zeitpunkt 6 6 Monate +/- 4 Wochen
e Zeitpunkt 9 9 Monate +/- 6 Wochen

e Zeitpunkt 12 12 Monate +/- 8 Wochen
e Zeitpunkt 24 24 Monate +/- 8 Wochen.

2.1.3 Mistelpraparat und Dosierung

Als Mistelpriaparat kam ABNOBAviscum Mali ® (AM) der Firma ABNOBA Heilmittel
GmbH, Pforzheim, zur Anwendung. Es handelt sich um einen wissrigen,
unfermentierten PreBsaft aus Viscum album L. mit definierter Wirtsbaumherkunft
(Apfelbaum). Der Mistelgesamtextrakt ist ein Vielstoffgemisch, bei dem die genaue
Zusammensetzung hinsichtlich Inhaltsstoffen und deren Konzentrationen nicht exakt
bekannt ist. Uber eine ProzeBstandardisierung, d.h. iiber die Festlegung und Einhaltung
von standardisierten Bedingungen beim  Herstellungsverfahren, wird die

pharmazeutische Qualitét gesichert [130].

ABNOBAviscum Mali ® (AM), steht in den Verdiinnungsstufen 2; 3; 4; 5; 6; 10; 20
und 30 zur Verfiigung. In einer 1ml Ampulle der Verdiinnungsstufe 2 befinden sich 15
mg wissriger, unfermentierter PreB3saft aus 20 mg Mistel (Viscum album L.), in der
Verdiinnungsstufe 3 dann 1/10 davon , d.h. 1,5 mg Presaft aus 2 mg Mistelkraut usw.
Der Lektingehalt des Priparates AM wurde vom Hersteller als Gesamtlektingehalt mit

5800 ng/ml fiir die 20 mg Ampulle (Verdiinnungsstufe 2) angegeben [2].
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Fiir die phytotherapeutischen Mistelpriparate, die basierend auf tierexperimentellen
Untersuchungen nach dem Mistellektin-1-Gehalt standardisiert werden, wurde ein
Dosisoptimum von 0,5 — 1 ng ML-1 pro kg Korpergewicht empfohlen [16]. Bis
einschlieBlich zur Verdiinnungsstufe 4 liegt die ML-1 Dosis von 1 ml AM bei

Normalgewichtigen somit im bzw. iiber dem empfohlenen Bereich.

In Anlehnung an die Monographie Viscum album der Kommission C [91] wurde in der
Einleitungsphase eine geringe Konzentration, also AM Stufe 4 oder 5 subkutan 2-3 x
wochentlich appliziert, meist in die Bauchhaut oder am Oberschenkel. Die Patientinnen
wurden, wenn gewiinscht, zur Selbstapplikation angeleitet. Die Konzentration wurde
unter Beachtung der typischen Begleitreaktionen in Form von lokaler
Entziindungsreaktion, Temperaturreaktion und Anderung des subjektiven Befindens,
individuell gesteigert, wobei bei allen Patientinnen in den ersten 6 Wochen eine
deutliche Lokalreaktion von ca. 5 cm Durchmesser angestrebt wurde. Nachgeordnet
wurde die Bluteosinophilie als Kriterium benutzt. Angestrebt wurden Werte zwischen
0,36 und 1,0/nl. Bei iiberschieBender Eosinophilie (> 1,0/nl) erfolgte eine

Dosisreduktion.

Mit der so ermittelten individuellen Konzentration wurde die Behandlung in der
Erhaltungsphase fortgesetzt. Die groBe Mehrheit der Patientinnen erhielt in der
Erhaltungsphase eine Dosierung von AM Stufe 3 oder 4. Nur eine Patientin erhielt AM
Stufe 2 und sechs erhielten AM Stufe 5.

Die Dokumentation der beobachteten Lokalreaktionen oder der Temperaturreaktionen
erfolgte, soweit sie sich im iiblichen Rahmen bewegten, nicht systematisch, sodass sie
in dieser Arbeit nicht als Parameter aufgenommen wurden. Seltene Reaktionen, wie

beispielsweise einmalig eine generalisierte Urtikaria, wurden beriicksichtigt.

2.2 Labor

Die  Laboruntersuchungen erfolgten in einer zertifizierten = Laborirzte-
Gemeinschaftspraxis . Es wurden die eosinophilen Granulozyten aus dem peripheren
Blutbild per Durchflusszytometrie bestimmt und in der Dimension Zellen/nl angegeben.
Die ML-1-IgG-Subklassen 1 bis 4 wurden aus Patientenserum mittels ELISA nach

Standardarbeitsanweisung gemil} der Methode von Stettin et. al bestimmt [143].
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Die im Patientenserum nachzuweisenden Mistellektin-Antikorper bilden mit
Mistellektin-Antigen, das auf einer Nunc-Immunoplatte fixiert ist, einen
Immunkomplex. Nicht gebundene Immunglobuline werden durch einen Waschprozess
entfernt. Mit diesem Komplex verbindet sich das Enzymkonjugat, wiederum werden
nicht gebundene Immunkomplexe durch Waschen entfernt. Nach Zugabe von
Substratlosung (O-Phenylen-diamin in Zitratpuffer + H,O,) entsteht durch Peroxidase-
Enzymaktivitit ein gelber Farbstoff, der nach Zugabe der Stopplosung nach orange
umschlédgt. Die Messung der Extinktion erfolgt bei 450 nm und wird in OD (optische
Dichte) angegeben. Dabei wird vom Mittelwert der Probenmessungen der Mittelwert
des Leerwertes abgezogen. Spezielle Storfaktoren sind nicht bekannt, bzw. nicht
spezifiziert. Die untere Nachweisgrenze liegt bei 0,002 OD. Zur Bestimmung eines
Referenzwertes untersuchte das Labor an 50 nicht mistelexponierten Probandensera von
einer Blutbank die naiv-Werte fiir Anti-ML1-IgG1 bis IgG4. Der Mittelwert zuziiglich
der doppelten Standardabweichung wurde als Cut-off-Wert definiert. Messwerte unter
diesem Wert werden als <Cut-off herausgegeben. Es handelt sich also um sogenannte
zensierte Messwerte, da fiir alle Werte unter dem Cut-off-Wert nur ausgesagt werden
kann, dass sie zwischen dem Cut-off-Wert und Null liegen. Diese Cut-off-Werte sind

fiir die einzelnen Subklassen unterschiedlich und konnen Tabelle 8 entnommen werden.

IgG1 1gG2 1gG3 eG4

Cut-off-Wert 0,17 OD 0,01 OD 0,06 OD 0,03 OD

Tabelle 8: Cut-off-Werte fiir die Anti-ML1-IgG-Subklassen

Um die Trennschirfe weiter zu verbessern, wurde fiir bestimmte Auswertungen dieser
Arbeit eine starke Antikorperbildung davon abweichend nicht durch Addition der
doppelten, sondern der vierfachen Standardabweichung definiert und das Ergebnis auf 2

Nachkommastellen gerundet, was in Tabelle 9 dargestellt ist.

IgG1 1gG2 1gG3 IgG4

starkes Ansprechen |0,20 OD 0,02 OD 0,10 OD 0,06 OD

Tabelle 9: Schwellenwerte fiir die Klassifikation als starkes Ansprechen
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2.3 Statistik

Fiir die vorliegende Arbeit wurden deskriptive und analytische Statistiken (logistische
Regression, bivariate Korrelation, Wilcoxon-Test) verwendet. Im deskriptiven Teil
wurde fiir jeden Messparameter Mittelwert, Median, Quantile und Streuungsbereich der

ermittelten Werte (Minimum-Maximum) beschrieben.

Fiir die Werte der IgG-Subklassen gilt, dass vom Labor ein Cut-off-Wert vorgegeben
ist, der sich aus dem Mittelwert einer nicht exponierten Probandengruppe zuziiglich der
doppelten Standardabweichung errechnet. Messwerte unter diesem Wert werden als <
Cut-off herausgegeben und erscheinen in unserer Datentabelle als 0,00. Es handelt sich
also um zensierte Werte, die strenggenommen eine besondere Behandlung bei der
statistischen Auswertung erfordern. In unserer Arbeit wurde darauf verzichtet, da die
deskriptive Statistik der IgG-Subklassen sich auf nicht-parametrische Prinzipien stiitzt,

das heil3t nicht Absolutwerte sondern Ringe vergleicht.

Statt des Mittelwertes wird der Median bestimmt, dessen Charakteristikum darin
besteht, dass jeweils 50% der Beobachtungen einen Wert grofler oder gleich bzw.
kleiner oder gleich dem Median annehmen. Der Median ist zudem weniger empfindlich
gegeniiber Ausreiflern in der Beobachtungsreihe. In den Auswertungen kann also der
Nullwert durch den jeweiligen Cut-off-Wert ersetzt werden, ohne dass sich der Median

oder die Quantile dndern wiirden.

Eine Ausnahme liegt bei der bivariaten Korrelationsanalyse vor (siehe Seite 59). Der
hier verwendete Mittelwert, der dem arithmetischen Mittel der giiltigen Beobachtungen
entspricht, ist aufgrund des zensierten Charakters der IgG-Subklassen-Messwerte
strenggenommen eine verfilschte Rechengrofle. Zur korrekten Beriicksichtigung des
zensierten Charakters wiére jedoch eine aufwendige statistische Transformation
erforderlich, die zu der lediglich explorativen, d.h. Hinweise auf Zusammenhinge

suchenden Absicht fiir diesen Test in keinem Verhiltnis gestanden hiitte.
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Dahingegen ist bei den Eosinophilen das Datenmaterial (in Zellen/nl) nicht zensiert und
steht also auch fiir eine Auswertung mit parametrischen Verfahren unter Einbeziehung

des Mittelwertes zur Verfiigung.

Ein graphisches Verfahren zur nidheren Charakterisierung einer Verteilung ist der
Boxplot. Entlang einer vertikalen Skala, die alle Beobachtungen erfaf3t, werden in der
Regel Minimum, 25%-Quartil, Median, 75%-Quartil und Maximum abgetragen, wobei
die Quartile derart verbunden werden, dass ein rechteckiger Kasten (Box) entsteht.
Dieser Kasten enthilt 50% der Beobachtungswerte. Das 25% (75%)-Quartil ist dadurch
charakterisiert, dass mindestens 25%(75%) der Werte kleiner oder gleich und
25%(75%) der Werte grofler oder gleich dem entsprechenden Quartil sind. Mit der Hilfe
von Boxplots lassen sich die Strukturen von Beobachtungsreihen leichter vergleichen.
Insbesondere kann abgelesen werden, ob es sich um eine eher schiefe oder eine eher
symmetrische Verteilung handelt. Je ldnger die Box ist, desto stirker streuen die
Beobachtungswerte. Die von der Box weggehenden Linien (whiskers) reichen jeweils
bis zum letzten Wert, der weniger als 1,5 Interquartilbereiche aulerhalb der Box liegt.
Der Interquartilbereich entspricht der Linge der Box. Uber dem Boxplot werden die
einzelnen Messwerte leicht , verzittert” als Punktwolke abgebildet, sodass auch die

Ausreiller jeweils dargestellt sind.

Fiir die Eosinophilen wurde gepriift, ob nach 1 oder 24 Monaten ein signifikanter
Unterschied zum Ausgangsniveau besteht. Die Testung erfolgte wegen einer partiellen
Klassierung der vorliegenden Daten mit einer nicht-parametrischen Variante des t-Tests
fir paarweise angeordnete MeBwerte, dem Wilcoxon-Test zum Vergleich zweier
verbundener Stichproben quantitativer Merkmale. Aufgrund der mehrfachen Testung (2
Tests) wurde ausgehend von einem geforderten Signifikanzniveau von 95%
(Irrtumswahrscheinlichkeit 0=5% ; p<0,05) eine Korrektur fiir multiples Testen nach
der Methode von Bonferroni durchgefiihrt, indem o durch 2 geteilt wurde. Ein Ergebnis

gilt als signifikant, wenn p<0,025.

Der Bezug zu einem individuellen Titerverlauf geht bei der Betrachtung von Boxplots

zu unterschiedlichen Messzeitpunkten verloren. Um eine Aussage iiber den
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durchschnittlichen individuellen Titerverlauf treffen zu koOnnen, wurde ein
logarithmisches Regressionsmodell der Titerverldufe berechnet, in welches die
einzelnen Titerverldufe als zufillige Faktoren eingingen. Zugrundegelegt wurde eine
Eintragung der individuellen Titerverldufe je IgG-Subklasse in ein Diagramm mit der x-
Achse als Zeitachse und der y-Achse mit logarithmischer Skalierung der IgG-
Subklassentiter in OD. Einbezogen wurden die Messzeitpunkte 3 bis 24, da zum

Zeitpunkt O und 1 zu viele Messwerte fehlten.

Zu jedem indivduellen Titerverlauf wurde eine diesen Verlauf am besten beschreibende
Gerade (y=m;x + b) errechnet, wobei m; die Steigung dieser Geraden bezeichnet. Die
Notwendigkeit zur Logarithmisierung ergab sich aus der zu starken Streuung der
Steigungsgeraden ohne Logarithmisierung. Aus diesen 54 Geradensteigungen wurde
eine durchschnittliche Geradensteigung m,; errechnet und jedem Verlauf die
individuelle Steigungskorrektur my zugeordnet, sodass my; + my die reale Steigung
dieses Verlaufes ergibt. Die Steigung m,; wurde so errechnet, dass die Summe X aller
54 Steigungskorrekturen my gleich 0 ist (Mittelwert). Die Steigungen der individuellen
Geraden werden als Histogramm im Ergebnisteil dargestellt und tabellarisch eine
deskriptive Statistik dieser Steigungen hinzugefiigt. Durch delogarithmisieren der
mittleren Geradensteigung 146t sich eine durchschnittliche prozentuale Zunahme des

Titers pro Monat oder pro Jahr errechnen.

In einer bivariaten Korrelationsanalyse wurden die Wertepaare der Geradensteigung fiir
IgGl und IgG4 in ein Koordinatensystem abgetragen und als Scatterplots
(Streudiagramm) dargestellt. Der Grad des Zusammenhanges zwischen zwei
Merkmalen kann durch deren Korrelation ausgedriickt werden und wird in dem
Diagramm als Ellipse um die Punktwolke graphisch dargestellt. Je stirker die Elipse
schriag und abgeflacht verlduft, um so hoher ist der Grad der Korrelation, je stirker sie

sich der Kreisform néhert, um so geringer ist die Korrelation.

Die Abhingigkeit des Verlaufs vom Mittelwert der Eosinophilen iiber Zeitpunkt O bis
24 wurde mittels einer logistischen Regression getestet. In Abbildung x entspricht das

Verhiltnis einer gedachten senkrechten Strecke oberhalb der geschwungenen Linie zu
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einer senkrechten Strecke unterhalb der geschwungenen Linie der Wahrscheinlichkeit,
bei einem bestimmten Mittelwert der Eosinophilen in die obere Gruppe (VS>1) zu
fallen. Dieses Verhiltnis der Wahrscheinlichkeit p, dass ein Ereignis eintritt (oberhalb
der geschwungenen Linie), zur Wahrscheinlichkeit 1-p, dass das Ereignis nicht eintritt
(unterhalb der geschwungenen Linie), nennt man Odds. Das Odds Ratio ist das

Verhiltnis der Odds, das ein Ereignis eintritt , in zwei Gruppen:

p1/-(1-p1)
- (Odds-Ratio

p2/-(1-p2)

Werden zur Analyse nicht die Mittelwerte der Eosinophilen als quantitatives Merkmal
herangezogen, sondern zwei Klassen gebildet, deren eine die Fille mit maximalen
Eosinophilen unter 0,4/nl und deren andere die mit maximalen Eosinophilen gleich oder
groBer 0,4/nl enthilt, wurde zur Testung auf eine Korrelation mit einem weiteren
qualitativen Merkmal (z.B. Verlauf unauffillig oder auffillig) eine Kontingenztafel
gewihlt, in der die gemeinsame Hiufigkeitsverteilung tabellarisch dargestellt wird. Als
Diagramm eignet sich hier das Mosaik (Balken)-Diagramm. Die Priifung auf statistische

Signifikanz erfolgte mit dem Likelihood-ratio-Test.

Unter explorativen Gesichtspunkten wurde die Regression analog zu den oben
beschriebenen Mittelwerten der Eosinophilen auch fiir die Mittelwerte und Maxima der
IgG-Subklassen im Verhiltnis zum Verlauf durchgefiihrt, sowie eine Abhéngigkeit der

Mittelwerte vom Tumorausgangsstadium untersucht.

Fiir die statistischen Berechnungen wurde das Programm JMP von SAS Institute Corp.

hinzugezogen. Die verwendeten statistischen Begriffe definieren sich wie folgt:

Konfidenzintervall: Fin Konfidenzintervall ist ein geschitztes Intervall, welches den

wahren Wert eines unbekannten Parameters mit vorgegebener Wahrscheinlichkeit, z.B.
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95%, iiberdeckt.

Korrelation: Die Korrelation mifit den Zusammenhang zwischen zwei quantitativen

Merkmalen. Eine Maf3zahl fiir die Stiarke der Korrelation ist der Korrelationskoeffizient.

Korrelationskoeffizient: Der Korrelationskoeffizient ist eine Mafizahl fiir den linearen
Zusammenhang zwischen zwei quantitativen Merkmalen. Er liegt zwischen -1 und +1
und ist positiv, wenn den hohen (bzw. niedrigen) Werten eines Merkmals jeweils hohe
(bzw. niedrige) Werte des anderen Merkmals entsprechen; er ist negativ im
umgekehrten Falle. Der Wert liegt um so néher bei £1, je enger die Beziehung ist. Ein

Wert bei 0 148t auf das Fehlen einer linearen Beziehung schlief3en.

Median: Der Median eines quantitativen Merkmals ist der Wert des mittleren Elementes
bei ungeradem Stichprobenumfang bzw. das arithmetische Mittel der beiden mittleren
Elemente bei geradem Stichprobenumfang, wenn die Daten der Grofle nach geordnet

sind.

Mittelwert: Die Summe der Einzelwerte geteilt durch die Anzahl der Werte ergibt den

arithmetischen Mittelwert.

Nullhypothese: Die Nullhypothese Hy beim statistischen Test besagt, dass der in der
Stichprobe gefundene Effekt auf die zufallsabhéngige Streuung zuriickzufiihren ist und

damit in der Grundgesamtheit nicht vorhanden ist.

Odds: Das Verhiltnis der Wahrscheinlichkeit p, dass ein Ereignis eintritt, zur

Wahrscheinlichkeit /-p, dass das Ereignis nicht eintritt, nennt man Odds.

Odds Ratio: Das Odds Ratio ist das Verhiltnis der Odds ,dass ein Ereignis eintritt, in

zwei Gruppen zueinander.

p-Wert: Wahrscheinlichkeit, unter Giiltigkeit der Nullhypothese Ergebnisse zu erhalten,

die mindestens so extrem sind wie das beobachtete Resultat.

Standardabweichung: Die Quadratwurzel aus der Varianz, d.h. der Summe der

quadratischen Abweichungen vom arithmetischen Mittelwert nach Division durch deren

um eins verminderte Anzahl.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

3.1.1 Alter

In die Untersuchung eingeschlossen wurden 54 Patientinnen mit Mammakarzinom und
kurativer Behandlungsaussicht im Alter zwischen 35 und 92 Jahren. Der

Altersdurchschnitt (Mittelwert) liegt bei 56,5 Jahren.

3.1.2 Tumorausgangsstadium

Der iiberwiegende Teil der Patientinnen hat eine frithes Krankheitsstadium (Stadium I

und Ila) nach der TNM-basierten Einteilung des American Joint Committee on Cancer

(Abb. 1).

Tumorausgangsstadium

llb llla b

Abbildung 1: Stadieneinteilung nach TNM-Kriterien zu Beginn der Misteltherapie

3.1.3 Allergieanamnese

Um Vergleiche mit dem Verlauf der Eosinophilen und ggf. der Anti-ML1-IgG-
Antikoper zu ziehen, wurde der Allergiestatus fiir 52 von 54 Patientinnen erhoben, fiir 2
Patientinnen waren keine Angaben erhiltlich. Es iiberwiegt deutlich die Anzahl der

Patientinnen ohne allergische Disposition in der Anamnese. Fiir rund 30 % der Fille
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war die Anamnese positiv fiir eine eigene Allergie, davon bei der Hilfte im Sinne einer

atopischen Disposition (Abb. 2).

n

40 33 Allergiestatus
35 —]
30
25
20
15 8 8

S5

0

keine nurin Familie nur Episode Atopie

Abbildung 2: Anamnestische Informationen zum Allergiestatus der Patientinnen mit a)
leerer Anamnese, b) Allergie nur im familidren Umfeld, c) eigener allergischer Episode

oder d) eigener atopischer Disposition

3.1.4 Chemotherapie

Der iiberwiegende Teil von 61% hat eine adjuvante Chemotherapie im Rahmen der
Primirtherapie erhalten. Eine Unterscheidung in Chemotherapien nach dem CMF-
Schema, EC-Schema oder anderen wurde nicht getroffen. Bei 20 Patientinnen
iberschnitten sich die Chemotherapie und der Beginn der Misteltherapie. Die iibrigen
13 begannen die Misteltherapie erst nach der Chemotherapie, z.T. mit mehrmonatigem
Abstand. Oft wurde die onkologische Primirstrategie und adjuvante Weiterbehandlung

nicht in der onkologischen Schwerpunktpraxis initiiert (Abb. 3).
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Chemotherapie

40
35
30
25
20
15
10

Chemotherapie keine Chemo

Abbildung 3: Anzahl der Patientinnen mit bzw. ohne Chemotherapie

3.1.5 Radiotherapie
Eine adjuvante Radiotherapie kam bei 72 % der Fille zum Einsatz (Abb. 4). Die Anzahl

der Uberschneidungen mit der Misteltherapie wurde nicht erhoben. Von Befiirwortern
der Misteltherapie wird ein Therapiebeginn parallel zu Radio- oder Chemotherapie
wegen der beobachteten giinstigen Effekte auf die Nebenwirkungsrate und

Lebensqualitit empfohlen.

Radiotherapie
39
40
30
20
10
0 Radiotherapie keine RT

Abbildung 4: Anzahl der Patientinnen mit bzw. ohne Radiotherapie
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3.1.6 Hormontherapie

Fiir die adjuvante Hormontherapie ist Tamoxifen die Substanz mit der am besten
belegten Wirksamkeit. Entsprechend findet sich bei 63 % der Patientinnen eine
Medikation mit Tamoxifen (Abb. 5). Nur in 3 Fillen kamen andere Methoden der

Hormontherapie zum Einsatz (Ovarektomie bzw. GnRH-Analoga).

Hormontherapie
40 34
30
20
10
0

Tamoxifen keine Hormontherapie andere

Abbildung 5: Anzahl der Patientinnen mit bzw. ohne Hormontherapie

3.1.7 Risikostratifizierung

Die Etablierung verlidBlicher prognostischer Kriterien beim Mammakarzinom ist
Gegenstand intensiver Diskussionen. Allgemeine Akzeptanz hat im klinischen Alltag
weiterhin die Stadieneinteilung nach TNM-Kriterien, die genaue Beurteilung des
Lymphknotenstatus mittels Axilladissektion oder ggf. Sentinel-Biopsie sowie fiir die
nodal negativen Patientinnen die Risikoeinteilung in low risk, intermediate und high
risk (Consensus St. Gallen 1998) [51]. 52% der Patientinnen in unserer Untersuchung
sind nodal positiv und nur ein sehr geringer Teil der nodal negativen Fille gehort in die

low risk Kategorie (Abb. 6).
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Verteilung Risk-Kategorie
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Abbildung 6: Die Risikoeinteilung fiir nodal negative Patientinnen nach der Consensus

Conference St. Gallen 1998, ganz rechts der Anteil der nodal positiven Patientinnen

3.1.8 Verlaufsschliissel

Die Einteilung erfolgte unter dem Kiirzel VS (fiir Verlaufsschliissel) in 5 Gruppen.
Gruppe VS 1 enthilt die Fille, in denen kein Hinweis auf ein Rezidiv besteht, Gruppe
VS 2 die Fille, wo ein Verdacht auf ein Rezidiv besteht, der bisher nicht erhirtet oder
ausgeschlossen werden konnte. Hierzu zdhlen insbesondere auffillig erhohte
Tumormarker, nicht eindeutige palpatorische Befunde oder ein schwacher Restverdacht
auf eine Fernmetastase trotz Abkldrung durch bildgebende Verfahren (z.B. CT). Gruppe
VS 3 enthilt die Falle mit gesichertem Lokalrezidiv, Gruppe VS 4 enthilt die Félle mit
Fernmetastasierung und in Gruppe VS 5 fallen die am Mammakarzinom verstorbenen
Patientinnen. Der Anteil der Gruppen 2 bis 5 ist mit zusammen 20% recht gering. Fiir
die weitere statistische Auswertung wurden daher diese heterogenen Gruppen in die

Gruppe VS > 1 zusammengefalit (Abb. 7).
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Aufteilung des Verlaufsschllissels

rrrrr 2  [verstorben

2 ‘Fernmetastase

7\
i h)
At

VS 1

Abbildung 7: 11 von 54 Patientinnen wiesen einen auffilligen Verlauf auf, der sich in 4

Untergruppen aufschliisselt

3.1.9 Nebenwirkungen

Zu stirkeren Lokalreaktionen zwischen 5 und 10 cm Durchmesser, die eine
Dosisreduktion notig machten, kam es in der Anfangsphase bei 8 Patientinnen. Bei
einer Patientin trat nach der 2. Injektion eine kurzfristige generalisierte Urtikaria auf, die
zeitlich in engem Zusammenhang mit der Mistelinjektion stand. Bei dieser Patientin
waren multiple Allergien bekannt. Die Behandlung wurde daraufhin mit einer hheren
Verdiinnungsstufe (AM 6, spiter AM 5) ohne weitere allergische Reaktionen

fortgefiihrt.



38

3.2 Serokonversion fur Anti-ML-1-Antigen

3.2.1 Pravalenzen fur Anti-ML1-IgG-Antikérper

Einen Uberblick iiber die Hiufigkeit, mit der zu den einzelnen Messzeitpunkten ein
Schwellenwert fiir die Anti-ML1-IgG-Subklassen iiberschritten wird, kann man durch
prozentuale Kurven der Privalenz erhalten. Das folgende Diagramm (Abb. 8)
tibernimmt als Schwellenwerte die vom Labor zugrundegelegten, die sich aus den
Mittelwerten nicht exponierter Probanden zuziiglich der doppelten Standardabweichung
errechnen (Werte siehe Abschnitt 2.2). Serokonversion wurde definiert als das
Erreichen des Schwellenwertes fiir mindestens eine Subklasse. Die Privalenz erreicht
nach 12 Monaten ihr Maximum mit 98 %. Nach 18 Monaten sind 6 % wieder
seronegativ. Die letzten 2 Prozent zeigen eine Serokonversion erstmals nach 24
Monaten. Fiir den Zeitpunkt O (vor Misteltherapie) liegen wegen fehlender klinischer

Relevanz keine Messungen vor.

Pridvalenz der ML-1-IgG-Responder und kumulative Serokonversion
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Abbildung 8: Privalenz einer Serokonversion fiir ML-1 fiir mindestens eine IgG-

Subklasse sowie die kumulative Serokonversion



%

39

3.2.2 Préavalenzen fir einzelne Anti-ML-1-1gG-Subklassen

Schliisselt man nun die Privalenz nach den einzelnen Subklassen auf, ergibt sich das
Bild von Abbildung 9. Fiir die Verldufe der Subklassen wurde als Schwellenwert fiir
einen hohen Titer der Mittelwert der Labor-Probandengruppe zuziiglich der 4-fachen

Standardabweichung definiert und auf 2 Nachkommastellen gerundet.

IgG1 ist durchgéingig die Subklasse mit der hochsten Privalenz, IgG2 die mit der
niedrigsten. [gG3 ist nach raschem Anstieg ab dem Monat 9 in der Privalenz riickldufig
und wird von IgG4 ab Monat 12 iibertroffen. Eine Privalenz von 50% wird von 1gG4
gegenibber IgGl mit 9-monatiger Verzogerung iiberschritten. Entgegen der
immunologischen Zuordnung von IgG1 und 3 zu Typ1- und IgG4 zu Typ 2- Reaktivitit,
zeigt die Abbildung 9 ein gleichsinniges Verhalten von IgG1 und 4 einerseits und 1gG2

und 3 andererseits.

Privalenz hoher Anti-ML1-IgG-Titer
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1 3 6 9 12 15 18 21 24

Messzeitpunkte in Monaten

Abbildung 9: Privalenz stark positiver ML1-Antikorper nach den einzelnen Subklassen
(n=54)
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Im Folgenden kommen verschiedene Untergruppen nach dem gleichen Schema zu

Darstellung.

3.2.3 Préavalenzen nach Subklassen flir Untergruppe mit auffélligem Verlauf

Fiir die kleine Gruppe von 11 Fillen mit einem Verlaufsschliissel von > 1 ergibt sich im
Prinzip ein dhnliches Bild, wenngleich die geringe Anzahl zu stirkeren Schwankungen
fithrt (Abb. 10). Der Zeitpunkt 1 wurde fiir diese Gruppe ausgeschlossen, da zu viele
fehlende Messwerte vorlagen.

Der Trend einer Zunahme, bzw. Stabilisierung auf hohem Niveau fiir IgG1 und 4

bestitigt sich auch in dieser kleinen Subgruppe.

Priavalenz hoher Anti-ML1-IgG-Titer bei auffilligem Verlauf
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Abbildung 10: Prdvalenz stark positiver MLI1-Antikorper in Untergruppe mit
auffilligem Verlauf (n=11).
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3.2.4 Préavalenzen nach Subklassen flir Untergruppe mit unauffalligem Verlauf

In der folgenden Subgruppe mit unauffilligem Verlauf 148t sich auch IgG3 in diesen
Trend einer Stabilisierung einfiigen (Abb. 11). Die Priavalenzen fiir [gG2 bleiben unter

20%.

Privalenz hoher Anti-ML1-IgG-Titer bei unauffilligem Verlauf
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Abbildung 11: Privalenz stark positiver MLI1-Antikorper in der Untergruppe mit
unauffilligem Verlauf (n=43).



%

42

3.2.5 Pravalenzen nach Subklassen flir Untergruppe mit ausgepragter
Eosinophilie

Eine weitere Unterteilungsmoglichkeit liegt in der Aufteilung in eine Untergruppe mit

ausgeprigter Eosinophilie ( mindestens zu einem Zeitpunkt gleich oder groBer 0,4 Eos

/nl) und eine ohne diese. Der Verlauf in der Gruppe mit Eosinophilie gleicht in hohem

MaBe dem der Gesamtgruppe (Abb. 12). IgG2 ist jedoch besonders gering ausgeprigt.

IgG4 steigt in den ersten Monaten nur zogernd an.

Priavalenz hoher Anti-ML1-IgG-Titer bei Untergruppe mit
Eos gleich oder grosser 0,4/nl
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Abbildung 12: Privalenz stark positiver MLI1-Antikorper in Untergruppe mit

maximalen Eosinophilenwerten gleich oder grofer als 0,4 /nl (n=29)
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3.2.6 Pravalenzen nach Subklassen flur Untergruppe ohne ausgepréagte
Eosinophilie

Die Untergruppe ohne ausgeprigte Eosinophilie zeigt ein zogerliches Ansprechen des

IgG3, einen kontinuierlichen IgG4-Anstieg und relativ hohe Privalenz fiir [gG2 (Abb.
13).

Privalenz hoher Anti-ML1-IgG-Titer bei Untergruppe mit
Eo0s<0,4/nl
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Abbildung 13: Privalenz stark positiver MLI1-Antikorper in Untergruppe mit

maximalen Eosinophilenwerten unter 0,4 /nl (n=25)
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3.3 Deskriptive Statistik der Messwerte fir ML1-lgG-Subklassen und
Eosinophile

Die Darstellung der Messergebnisse fiir die einzelnen Parameter erfolgt in einer
Kombination aus Boxplot und Punktwolke, indem zu den verschiedenen
Messzeitpunkten auf der x-Achse die Messwerte als Quadrate verzittert iiber den
Boxplot gelegt werden. Die Messwerte, die unter dem jeweiligen Referenzwert (Cut-
off-Wert des Labors) liegen, werden als Nullwert dargestellt. Die Referenzwerte sind
fiir die verschiedenen Subklassen nicht einheitlich. Sie betragen fiir I[gG1 0,17 OD, fiir
IgG2 0,01 OD, fiir IgG3 0,06 OD und fiir [gG4 0,03 OD. Die maximalen Werte treten
fiir alle IgG-Subklassen im Monat 12 auf.

3.3.1 Anti-ML-1-lgG1

Der Median steigt fiir IgG1 zu jedem Messzeitpunkt an (Tab. 10). Die Streuung der
Werte im Interquartilabstand (die Linge der Box) ist im Monat 18 am gréften (Abb.14).
Bereits zum Monat 3 liegt als ,,Ausreiler* aus der Box mit ihren Whiskern ein Wert von
1,96 OD vor. Das Maximum wird im Monat 12 mit 2,2 OD erreicht. Die Werte sind zu
den spiteren Zeitpunkten so gestreut, dass z.B. im Monat 18 alle Werte von der Box mit

ithren Whiskern umfasst werden.
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Abbildung 14:Verteilung der Messwerte fiir Anti-ML-1-IgG1 in OD (optischer Dichte)

zu den einzelnen Messzeitpunkten wihrend 24 Monaten. Der Referenzwert liegt bei

0,17 OD, darunterliegende Werte werden als 0 angegeben.

Monate | n Min. 10% 25% Median | 75 % 90 % Max.
1 37 0 0 0 0 0.245 0302 |0.56
3 52 0 0 0 0.195 (0.4 0.62 1.96
6 52 0 0 0.17 0.34 0.65 0.887 |1.63
9 49 0 0 0.195 [0.37 0.63 1 1.82
12 52 0 0 0.235 [0.47 0.8575 |1.584 |22
18 51 0 0 0.23 0.55 1.14 1.718 | 1.98
24 49 0 0 0.335 ]0.63 0.95 1.61 1.93

Tabelle 10: Deskriptive Statistik zu Abbildung 14 fiir [gG1
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3.3.2 Anti-ML-1-1gG2

Wie schon von den Privalenzkurven her zu erwarten, ist die Zahl der Nullwerte so grof3,
dass der Median und selbst noch das 75% Quartil stets bei Null liegt (Tab 11). Daher
haben die Boxplots auch keine whisker und sind unter den Nullwerten praktisch nicht

zu erkennen (Abb. 15).

Anti-ML-1-IgG2-Antikorper

0.7 =
0.6—_ [
0.5+ -
] [
OD 0.4—_ - n
0.3+ "
] L -
0.2 i .; 'g i %
0.1- ¥ "
. [
0—- m=m -— - - - ‘- -
I
1 3 6 9 12 18 24
Messzeitpunkte in Monaten

Abbildung 15: Verteilung der Messwerte fiir Anti-ML-1-IgG2 in OD (optischer Dichte)
zu den einzelnen Messzeitpunkten wihrend 24 Monaten. Der Referenzwert liegt bei

0,01 OD, darunterliegende Werte werden als 0 angegeben

Monate | n Min. 10% 25% Median | 75 % 90 % Max.
1 37 0 0 0 0 0 0 0

3 52 0 0 0 0 0 0.105 ]0.29

6 52 0 0 0 0 0 0.147 10.71

9 49 0 0 0 0 0 0.2 0.43

12 52 0 0 0 0 0 0.191 ]0.58

18 51 0 0 0 0 0 0 0.25

24 49 0 0 0 0 0 0 0.22

Tabelle 11: Deskriptive Statistik zu Abbildung 15 fiir [gG2
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3.3.3 Anti-ML-1-1gG3

Wenngleich der Median fiir IgG3 nur einmal, ndmlich im Monat 6 iiber Null ansteigt,
bietet IgG3 doch im Monat 1 einmal den hochsten absoluten Wert innerhalb der
Subklassen (Tab. 12). Auch das 90% Quantil liegt noch iiber dem von IgGl. Die
absoluten Werte steigen noch bis zum Monat 12 an, wéhrend die Privalenz von Werten
tiber Null schon wieder seit Monat 6 abnimmt. Zum Monat 24 liegt dann nur noch ein

Extremwert hoch tiber dem whisker (Abb. 16).
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Abbildung 16: Verteilung der Messwerte fiir Anti-ML-1-IgG3 in OD (optischer Dichte)
zu den einzelnen Messzeitpunkten wihrend 24 Monaten. Der Referenzwert liegt bei

0,06 OD, darunterliegende Werte werden als 0 angegeben
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Monate |n Min. 10% 25% Median | 75 % 90 % Max.
1 37 0 0 0 0 0 0354 |12

3 52 0 0 0 0 0.25 0.588 0.94
6 52 0 0 0 0.245 |0.525 |0.77 1.35
9 49 0 0 0 0 0.48 0.8 1.73
12 52 0 0 0 0 0.5225 |0.881 |1.84
18 51 0 0 0 0 0.34 0.662 |1.3
24 49 0 0 0 0 0.315 ]0.59 1.62

Tabelle 12: Deskriptive Statistik zu Abbildung 16 fiir IgG3

3.3.4 Anti-ML-1-1gG4

Fiir IgG4 steigt Median ab Monat 12 und das 75% Quantil ab Monat 6 kontinuierlich an
(Tab. 13). Die Boxplots sind deutlich nach oben verzerrt (Abb. 17). Wie bei IgG1 findet
sich die lingste Ausdehnung der Box mit Whiskern im Monat 18 und das absolute
Maximum mit 2,2 OD im Monat 12. Das fiir [gG2 beschriebene weitgehende Fehlen

von Werten knapp tiber dem Schwellenwert ist hier nicht so deutlich.
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Abbildung 17: Verteilung der Messwerte fiir Anti-ML-1-IgG4 in OD (optischer Dichte)

zu den einzelnen Messzeitpunkten wihrend 24 Monaten. Der Referenzwert liegt bei

0,03 OD, darunterliegende Werte werden als 0 angegeben

Monate | n Min. 10% 25% Median | 75 % 90 % Max.
1 37 0 0 0 0 0 0.186 |0.67
3 52 0 0 0 0 0 0.308 |1.18
6 52 0 0 0 0 0.135 |0.371 1.61
9 49 0 0 0 0 0.5 1.16 1.88
12 52 0 0 0 0.11 0.69 1.529 |22
18 51 0 0 0 0.24 0.87 1.484 | 1.84
24 49 0 0 0 0.27 1.005 |1.64 1.75

Tabelle 13: Deskriptive Statistik zu Abbildung 17 fiir [gG4
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3.3.5 Eosinophile

Fir die Eosinophilen gibt es im Unterschied zu den IgG-Subklassen keinen
Schwellenwert, d.h. ein Wert mit Null entspricht einem Messwert Null. AuBlerdem
liegen fiir die Eosinophilen auch zum Zeitpunkt O viele Messwerte vor (Tab. 14). Der
Median ist zum Zeitpunkt O mit 0,1 /nl am niedrigsten und erreicht zum ersten
Zeitpunkt nach Beginn der Misteltherapie seinen hochsten Wert von 0,3 /nl. Das
Maximum liegt ebenfalls zum Zeitpunkt 1 bei 1,0 /nl. Eine nicht ganz durchgingige
Gruppierung der Messwerte fillt auf, die im Folgenden Anlass gibt, nicht-

parametrischen Verfahren zur statistischen Analyse den Vorzug zu geben (Abb. 18).
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Abbildung 18: Verteilung der Messwerte fiir Eosinophile in Zellen/ nl zu den einzelnen

Messzeitpunkten wihrend 24 Monaten.



Monate |n Min. 10% 25% Median | 75 % 90 % Max.
0 50 0 0 0.1 0.1 0.2 0.2 0.5

1 45 0 0.1 0.2 0.3 0.45 0.74 1

3 49 0 0.1 0.2 0.2 0.3 0.4 0.6

6 54 0 0.1 0.185 0.2 0.3 0.4 0.6

9 45 0 0.1 0.1 0.2 0.3 0.4 0.6
12 52 0 0.1 0.1 0.2 0.2 0.47 0.6
18 52 0 0.08 0.1 0.135 |0.2 0.267 0.7
24 52 0 0.1 0.1025 |0.18 0.2 0.321 |0.86

Tabelle 14: Deskriptive Statistik zu Abbildung 18 fiir Eosinophile
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3.4 Analytische Statistik

3.4.1 Eosinophile

3.4.1.1 Vergleich Eosinophile Zeitpunkt 0 und 1

Der Anstieg der Eosinophilen in den ersten Wochen einer Misteltherapie wurde auch in
Voruntersuchungen beschrieben [67] und bestitigt sich in unserer Untersuchung (Abb.
19). Wir fiihrten daher einen Wilcoxon-Test zur Priifung auf statistische Signifikanz
durch, der nicht die Absolutwerte, sondern die Rénge vergleicht. Der Unterschied ist

hoch signifikant (p<0,0001)

1.1
— +
0.9+
0.7- +
EOS . o
ml 0.5+ + b
— + *+
0.3+ ]
0.1 + E
-0.1
Zeitpunkt 0 Zeitpunkt 1
(vor Mistel) (nach Mistel)

Abbildung 19: statistisch signifikanter Anstieg der Eosinophilen zu Beginn der
Behandlung mit AM (p< 0,0001) im Wilcoxon- Test (Rangsummen)

3.4.1.2 Vergleich Eosinophile Zeitpunkt 0 und 24

Auch die nach 24 Monaten unter Misteltherapie vorliegenden Eosinophilenzahlen
unterscheiden sich von der Ausgangssituation so deutlich (Abb. 20), dass auch nach
einer Korrektur fiir multiples Testen (gefordertes Signifikanzniveau p statt 0,05 jetzt

0,025) noch eine Signifikanz vorliegt (p=0,0068).
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Vergleich Eosinophile Zeitpunkt 0 und 24
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Abbildung 20: geringerer, jedoch statistisch noch signifikanter Anstieg der
Eosinophilen nach 24 Monaten Behandlung mit AM (p<0,007 im Wilcoxon Rank Sums
Test)
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3.4.2 Beschreibung der individuellen  Anti-ML1-19G-Verlaufe  durch

Geradensteigungen

Die Eigenart der individuellen Verldufe der Anti-ML1-IgG-Subklassen wird durch die
bisherigen Auswertungen nicht abgebildet. Bei einer Betrachtung der Einzelverldufe
fillt eine groBe individuelle Variationsbreite in Bezug auf die Titerhohe auf, nicht selten
kommt es auch zwischen zwei deutlich positiven Titern wieder zu einem Wert unter der
dem Schwellenwert. Legt man bei einer nicht logarithmischen Skala Néherungsgeraden
durch die einzelnen Verldufe, zeigen die Steigungen dieser Geraden eine solche
Streuung, dass die Annahme einer Normalverteilung dieser Steigungen nicht in Frage
kommt.

Eine gewisse Vergleichbarkeit der Einzelverldufe fiir IgG-Subklassen zwischen den
Zeitrdaumen 3 und 24 wird erreicht, wenn man die Verldufe mit logarithmischer Skala
fir die IgG-Subklassen-Werte auftrigt und die Steigung der den Einzelverlauf am
besten beschreibenden Geraden berechnet. Die Steigung m dieser Geraden in einem
logarithmisch skalierten Verlaufsdiagramm ist in der Abbildung auf der x-Achse
abzulesen. Die Hohe der Sdulen entspricht der Anzahl Fille, die dieser Geradensteigung
entsprechen. Da zum Zeitpunkt 1 relativ die meisten fehlenden Werte vorliegen (17 von
54 fehlen), musste dieser Zeitpunkt fiir diesen Test ausgeschlossen werden. Die

Steigung bezieht sich also nur auf den Zeitraum 3 bis 24.

3.4.2.1 IgG1

Fir IgGl zeigt das Histogramm eine anndhernde Normalverteilung der
Patientengeraden in logarithmischer Skalierung (Abb. 21). Das Ansteigen der
Antikorpertiter zwischen Zeitpunkt 3 und 24 ist hochsignifikant (p< 0,0001). Der
Mittelwert aller Geradensteigungen ist 0,015 (Tab. 15). Delogarithmisiert entspricht
dies einem Wert von 1,035 oder einem mittleren Anstieg von 3,5% pro Monat oder 51%
pro Jahr. Auf den beiden Skalen rechts im Diagramm wird erst die Anzahl der
Beobachtungen und dann die relative Haufigkeit der Beobachtungen angegeben (Abb.
21).
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Abbildung 21: Histogramm der logarithmischen Anti-ML1-IgG1-Geradensteigungen m
fir jeden Patienten (n = Anzahl Beobachtungen; p = Wahrscheinlichkeit der

Beobachtung)
Quantil Verteilungsmafe
100.0% Maximum 0.0310 Mittelwert 0.0150027
99.5% 0.0310 Standardabweichung 0.0096835
97.5% 0.0308 mittl. Standardfehler 0.0013178
90.0% 0.0273 oberes 95% 0.0176458
Konfidenzintervall
des Mittelwertes
75.0% Quartil 0.0224 unteres 95% 0.0123596
Konfidenzintervall
des Mittelwertes
50.0% Median 0.0166 N 54
25.0% Quartil 0.0083
10.0% 0.0020
2.5% -0.0112
0.5% -0.0147
0.0% Minimum  -0.0147

Tabelle 15: Quantile und Verteilungsmale fiir [lgG1-Verldufe als Geradensteigungen
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IgG2 und IgG3

IgG2 und IgG3 zeigen in dem beobachteten Zeitfenster (3 bis 24) keine einheitliche
Tendenz in ihren Steigungen, sodass die Ergebnisse fiir die Berechnung eines
Mittelwertes statistisch nicht signifikant sind. Der p-Wert liegt fiir [gG2 bei 0,06 und fiir
IgG3 bei 0,5.

3.4.2.2 IgG4

Fiir IgG4 ist der Anstieg zwischen Zeitpunkt 3 und 24 hochsignifikant (p<0,0001). Die
mittlere Geradensteigung betrigt 0,0378 (Tab. 16) und delogarithmisiert 1,091. Hierin
driickt sich aus, dass IgG4 den grofleren Teil seines Anstieges zum Zeitpunkt 3 erst
beginnt, wihrend IgG1 schon einen guten Teil zwischen Zeitpunkt 0 und 3 vollbracht
hat. Entsprechend ist die mittlere prozentuale Erhthung je Monat hoher. Sie liegt bei
9,1% im Monat oder 184% im Jahr. Fiir IgG4 zeigt das Histogramm in logarithmischer

Skalierung jedoch keine Normalverteilung der Patientengeraden (Abb. 22).
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Abbildung 22: Histogramm der logarithmischen Anti-ML1-IgG4-Geradensteigungen m

fir jeden Patienten (n = Anzahl Beobachtungen; p = Wahrscheinlichkeit der

Beobachtung)
Quantil Verteilungsmafe
100.0% Maximum 0.07300 Mittelwert 0.0377778
99.5% 0.07300 Standardabweichung 0.0215104
97.5% 0.07269 mittl. Standardfehler 0.0029272
90.0% 0.07024 oberes 95% 0.043649
Konfidenzintervall
des Mittelwertes
75.0% Quartil 0.05446 unteres 95% 0.0319065
Konfidenzintervall
des Mittelwertes
50.0% Median 0.03620 N 54
25.0% Quartil 0.01313
10.0% 0.01295
2.5% 0.00310
0.5% 0.00168
0.0% Minimum  0.00168

Tabelle 16 :Quantile und Verteilungsmalle fiir IgG4-Verldufe als Geradensteigungen
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3.4.2.3 Scatterplot Matrix fiir die Korrelation der Geradensteigungen

Da IgG1 und IgG4 mit jeweils einer anderen Polarisierung des Immunsystems auf der
TH-Ebene korrelieren, stellte sich die Frage, ob ein gegensinniger oder gleichsinniger
Zusammenhang zwischen den Verldufen beider Parameter bei einzelnen Individuen
dominiert. Zu diesem Zweck wurden die logarithmischen Steigungen in einem
Scatterplot aufgezeichnet und multivariat eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Es
ergab sich eine positive, jedoch nicht signifikante Korrelation, der
Korrelationskoeffizient liegt bei 0,2996. Dies zeigt sich an der breit gestreuten

Punktwolke mit wenig gestreckter Elipse (Abb. 23).

Scatterplot der Korrelation der individuellen Geradensteigungen fiir [gG1 und IgG4
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Abbildung 23: Scatterdiagramm der logarithmischen Geradensteigungen. Der

Korrelationskoeffizient betrigt 0,2996
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3.4.3 Bivariate Korrelationen der Mittelwerte (Monate 3 bis 24)

Aus dem Wunsch, einen ersten Uberblick iiber mogliche Korrelationen der bestimmten
Parameter zu haben, wurde eine bivariate Korrelationsanalyse mit den Mittelwerten der
einzelnen Patienten durchgefiihrt. Fiir die Berechnung der Mittelwerte der IgG-
Subklassen wurden die Messzeitpunkte O und 1 wegen vermehrt fehlender Werte (s.0.)
nicht herangezogen. Eine hochsignifikante positive Korrelation mit einem Koeffizienten
von 0,4993 wurde zwischen IgG1l und IgG4 gefunden. Ebenfalls signifikant positiv
waren die Beziehungen zwischen IgG2 und IgG3 sowie zwischen IgG2 und IgG4 (Tab.
17). Die Beziehung zwischen Eosinophilen und IgG erreichte bei keiner Subklasse

einen erheblichen Grad.

Mittelwert Korrelations- n p-Wert  Stirke der Korrelation
(Zeitpunkte 3-24) koeffizient

Variable 1 Variable 2

IgGl EOS -0.0961 54 0.4894  --

IgG2 EOS -0.1060 54 0.4455  ----

IgG2 IgGl1 0.2010 54 0.1450  ++++++++

IgG3 EOS 0.0473 54 0.7342

IgG3 IgGl 0.1120 54 0.4199  ++++

I1gG3 I1gG2 0.4059 54 0.0023 4+
IgG4 EOS -0.0041 54 0.9763

IgG4 IgGl1 0.4993 54 0.0001  +++++++++HH 1+
IgG4 IgG2 0.3577 54 0.0079  ++++++++H++H+
IgG4 IgG3 0.1408 54 0.3099  ++++

Tabelle 17: Korrelationsanalyse auf einer nicht-logarithmischen Skala (als Variablen die

Anti-ML-1-IgG-Subklassen und die Eosinophilen Granulozyten)

3.4.4 Beziehung der Eosinophilen zum Verlauf

3.4.4.1 Regressionsanalyse

Aus Griinden der statistischen Auswertbarkeit muflten fiir die vorhandene Fallzahl die
gebildeten Verlaufskategorien fiir die nicht auffilligen Verldufe zusammengefaft
werden. Die Mittelwerte der einzelnen Patienten wurden als unabhingige Variablen fiir
das Risiko, einen auffilligen Verlauf zu haben, einer logistischen Regression
unterworfen. Dabei ergab sich fiir die Eosinophilen ein signifikanter Zusammenhang
(p=0,0056). In Abbildung 24 entspricht das Verhiltnis einer gedachten senkrechten

Strecke oberhalb der geschwungenen Linie zu einer senkrechten Strecke unterhalb der
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geschwungenen Linie der Wahrscheinlichkeit, bei einem bestimmten Mittelwert der
Eosinophilen in die obere Gruppe (VS>1) zu fallen (= Odds). Deutlich ist, dass dieses
Risiko fiir einen auffilligen Verlauf mit steigenden Eosinophilen zunimmt (Abb. 24).
Vergleicht man das oben genannte  Verhiltnis fiir  unterschiedliche
Eosinophilenmittelwerte, was mathematisch der Bestimmung der Odds-Ratio (siehe
auch S. 30) entspricht, so ergibt sich eine Verdreifachung des Risikos mit jeder

Zunahme des Mittelwertes um 0,1 /nl.

1.0
VS>1
0.757 i
0.50
VS=1
0.257
p I- - . . L
0.0 I ‘ I ‘ \ ‘ \ ‘ I ‘
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
mean EOS/nl

Abbildung 24: Regressionsanalyse der mittleren Eosinophilenwerte mit dem Verlauf.
Die Datenpunkte sind vertikal verzittert zur Darstellung gebracht. Die
Wahrscheinlichkeit p, ein Rezidiv oder einen Verdacht auf ein Rezidiv zu erleiden,

steigt mit hoheren mittleren Eosinophilenwerten signifikant (p<0,006).

3.4.4.2 Kontingenzanalyse

Werden zur Analyse nicht die Mittelwerte der Eosinophilen als quantitatives Merkmal
herangezogen, sondern zwei Klassen gebildet, deren eine die Fille mit maximalen
Eosinophilenzahlen gleich oder kleiner 0,4/nl und deren andere die mit maximalen
Eosinophilenzahlen grofer 0,4/nl enthilt, kann man zur Testung auf eine Korrelation
mit einem weiteren qualitativen Merkmal ( hier: Verlauf unauffillig oder auffillig) eine
Kontingenztafel wihlen, in der die gemeinsame Hiufigkeitsverteilung tabellarisch

dargestellt wird. In dem folgenden Diagramm (Abb.25), das die Kontingenztafel
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abbildet (Tab. 18), findet sich entsprechend dem obigen Ergebnis ein hoherer Anteil
von Patienten mit VS>1 in der Gruppe mit Eosinophilen > 0,4/ nl. Der Unterschied ist
in diesem Fall jedoch nicht statistisch signifikant (p = 0,3001 im Likelihood-ratio-Test).
Die Beziehung zwischen Eosinophilen und Verlauf ergibt, von zwei #hnlichen
Standpunkten aus angeschaut, also einmal ein Ergebnis mit und einmal eines ohne

statistische Signifikanz.

Mosaik-Diagramm der Kontingenzanalyse

9997997779999 TIIIIIIIIIIIIIIIIT |

0.50
p vS=1
0.257

0.0 - | [ |
Max Eos </= 0,4/nl Max Eos > 0,4/nl

Abbildung 25: Kontigenzanalyse zur Priifung, ob eine Zugehorigkeit zur Gruppe mit
maximalen Eosinophilenwerten > 0,4/nl die Wahrscheinlichkeit verringert, einen

unauffilligen Verlauf (VS=1) durchzumachen.

Kontingenztafel

VS=1|VS>1 N
Max. Eos. </=0,4/nl (N) (27 5 32
in % 84.38 [15.63 |100
Max. Eos. > 0,4/nl (N) 16 6 22
in % 72.73 |27.27 [100
N 43 11 54

Tabelle 18: Kontingenztafel fiir unauffilligen (VS=1) oder auffilligen (VS>1) Verlauf

versus Erreichen oder Nichterreichen eines Schwellenwertes von 0,4 Eos/nl.
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3.5 Weitere, nicht signifikante Ergebnisse

Die logistische Regressionsanalyse auf einen Zusammenhang zwischen
Mittelwerten oder Maximalwerten der IgG-Subklassen mit dem dichotomisierten
Verlauf (VS = 1 oder VS > 1) ergab keine signifikanten Ergebnisse.

In der explorativen statistischen Analyse konnte keine Korrelation der Mittelwerte
von Eosinophilen oder IgG-Subklassen mit dem Alter gefunden werden.

Eine Unterteilung der Patientinnen in solche, die teilweise iiberlappend mit der
Misteltherapie eine adjuvante Chemotherapie erhalten haben und solche, die keine
Chemotherapie erhalten haben, ergab keine signifikanten Unterschiede fiir
Eosinophile oder IgG-Subklassen.

Es fand sich jedoch eine einheitliche leichte Tendenz zu niedrigeren Werten fiir
Eosinophile oder IgG-Subklassen in der Gruppe ohne Chemotherapie.

Es fehlte ein signifikanter Effekt einer Radiotherapie oder Hormontherapie auf die
Maxima von Anti-ML1-IgG1 oder IgG4. Tendenziell waren die Maxima fiir IgG1
und IgG4 in der Gruppe mit Hormontherapie hoher als in der ohne Hormontherapie.
Auch der erhobene Status in der Allergieanamnese war nicht signifikant korreliert

mit der Hohe der mittleren Eosinophilen oder den Maxima der IgG-Subklassen.



3.6 Stammdatentabelle

Patie [Alter |Aller |risk|Stadi [T |N |Grad |[ED AM CT RT HT|VS
ntin gie um

1 48 1 I I |1 Dez 95 |Jan96 2 |1 |3 |1
2 40 1 4 |Ib |2 |12 |3 Aug95 NovOs5 |1 2 |2 |1
3 76 |3 4 |la |1 |2 |3 Feb 96 |Apr9o6 (1 |1 |1 |1
4 63 1 4 |la |1 |2 |3 Dez 95 |Okt96 (1 |1 |1 |1
5 47 |3 3 |Ha |2 |1 |3 Jun96 (Jul9% |1 |2 [2 |5
6 60 1 4 [IIb |2 |2 |2 Aug 96 |Sep96 (1 |1 |2 |1
7 54 1 4 [Ma |1 |2 |2 Dez 95 [Nov96 |1 |1 |2 |1
8 59 1 2 I I |1 Aug 96 |Okt96 2 |1 |1 |1
9 43 1 2 I I {1 ]2 Sep96 [Okt96 |2 |2 |2 |1
10 |76 |4 3 (b |3 |1 |2 Jul96 [Nov96 (2 |1 (1 |2
11 (43 |3 4 [Mla |1 |2 |2 Jun 97 [Aug97 |1 |1 |1 |1
12 (48 |4 4 |IIb |2 2 |2 Sep96 [Feb97 |1 |2 |2 |1
13 |66 |3 3 (Ha |2 |1 |2 Nov96 [Feb97 2 |2 (1 |4
14 |50 |4 3 (Ha |2 (1 |3 Jan96 [Feb97 |1 |1 |1 |1
15 |46 1 4 [IIb |2 |2 |2 Feb 97 |Apr97 (1 |1 |3 |1
16 |48 1 3 |1 1 (1 {3 Mrz 97 Mai97 |1 |2 |2 |1
17 (72 1 3 |1 1 (1 {3 Mai97 (Jun97 2 |1 |2 |1
18 |61 2 4 [IIb |2 |2 |2 Apr97 [Aug97 |1 |1 |[1 |5
19 |52 1 2 I |1 |2 Aug97 |Sep97 2 2 |2 |3
20 |62 4 4 [Ma |1 |2 |2 Apr97 [Okt97 2 |1 |2 |1
21 (59 1 4 [Ma |1 |2 |2 Sep97 |Okt97 (1 |1 |1 |1
22 |61 4 |Ma |3 2 |2 Okt95 [Jan98 (1 (1 |1 |4
23 |53 1 4 la |1 |2 |1 Dez 97 [Dez97 |1 |1 |1 |1
24 |78 1 2 I 1 {1 |2 Sep96 (Jan98 2 |2 |1 |1
25 |55 3 2 I |1 |2 Dez 97 [Dez97 2 |2 |2 |1
26 |51 1 3 (Ob |4 |1 |2 Feb 97 |Feb98 |1 |1 |1 |1
27 |71 1 4 |IIb |2 |2 |3 Nov 97 |Jan98 (1 |1 |1 |1
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Patie |Alter |Aller |risk|Stadi|T |N |Grad |ED AM CT|RT HT|VS
nt gie um

28 41 3 I (1 |3 Okt97 |Feb98 |1 |2 (2 |1
29 50 1 2 | |1 |2 Mai 97 |Feb98 2 |1 |1 |1
30 92 1 4 Ila 2 |3 Aug96 |Feb98 (1 |2 |1 |1
31 62 1 4 Ila I 2 |2 Dez97 |Feb98 (1 |2 |1 |1
32 64 1 2 I [ |2 Mrz98 |Feb98 (2 |1 |1 |1
33 |43 1 4 [Ia (3 [2 (2 Apr97 Mrz98 |1 (1 |2 |2
34 |44 1 4 |IIb 2 12 |2 Mrz96 |Mrz98 (1 |1 |3 |1
35 50 1 1 I I |1 |1 Mrz98 |Mrz98 2 |1 |2 |1
36 60 4 1 I I |1 |1 Mrz97 |Mai98 2 |1 |1 |1
37 70 1 4 (b (4 [2 (2 Apr98 |Mai98 2 (1 |1 |1
38 51 1 4 |la I 12 |2 Mai98 |Jul98 (1 |1 |1 |1
39 52 1 2 I {1 |2 Jul98 |Aug98 2 |1 |1 |2
40 47 1 4 IIb 2 12 |2 Jan98 |Sep98 (1 |1 |1 |3
41 51 4 4 Mla |3 |2 Jul97 |Sep98 (1 |1 |2 |1
42 60 3 2 | I |1 |1 Jun98 |Sep98 2 |1 |1 |1
43 74 1 3 I {1 |2 Aug98 |Sep98 2 |12 |1 |1
44 |47 1 3 |la I |1 |1 Jul98 |Okt98 (1 |1 |2 |1
45 51 1 4 [Ila (2 |2 |3 Feb98 |Dez98 (1 |1 |1 |2
46 71 3 2 | I |1 |1 Okt98 |Nov98 2 (2 |1 |1
47 58 2 4 IIb 2 12 |2 Jun98 |Dez98 (1 |1 |1 |1
48 63 4 3 Ila 2 (1 |2 Sep98 |Dez98 |2 (1 (1 |1
49 59 2 3 I | I . ) Dez98 |Dez98 (1 |1 |1 |1
50 |62 3 4 |IIb 2 12 |2 Aug98 |Jan99 (1 (1 |1 |1
51 41 1 2 I {1 |1 Jul98 |Jan99 2 |1 |1 |1
52 69 1 3 I (1 |3 Dez98 |Feb99 (1 |12 |1 |2
53 |41 4 4 |la I 12 |3 Jan99 |Feb99 (1 |1 |2 |1
54 |35 1 3 |la 2 |1 |2 Jul98 |Feb99 (1 |1 |1 |1
Tabelle 19: Stammdatenblatt.
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Dokumentation zur Stammdatentabelle:

Patient
Alter
Allergie

risk

Stadium
T

N

Grad
ED

AM

CT

RT

HT

VS

Nummerierung

in Jahren, zum Stichtag 1.9.2001

1 fiir leere Anamnese; 2 fiir Allergie nur in Familienanamnese; 3 fiir
allergische Episode in eigener Anamnese; 4 fiir atopische Disposition in
eigener Anamnese

1 bis 3 fiir nodal negative Patientinnen, 1=low, 2=medium, 3=high

4 fiir nodal positive Patientinnen

Stadieneinteilung nach TNM-Kriterien

Tumorgréfe (TNM analog)

Lymphknotenbefall (TNM analog)

Histologisches Grading von 1 bis 3

Monat der Erstdiagnose

Monat des Behandlungsbeginnes mit ABNOBAviscum Mali ®

1 fiir adjuvante Chemotherapie, 2 fiir keine Chemotherapie

1 fiir Radiotherapie, 2 fiir keine Radiotherapie

Hormontherapie: 1 fiir Tamoxifen, 2 fiir keine Hormontherapie, 3 fiir
Ovarektomie oder GnRH-Analoga

Verlaufsschliissel: 1 fiir ohne Anhalt fiir Rezidiv; 2 fiir angestiegene
Tumormarker oder Verdacht auf Metastase; 3 fiir Lokalrezidiv; 4 fiir

Fernmetastase; 5 fiir verstorben an Mammakarzinom



66

4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Patientengruppe

Bisherige Untersuchungen iiber Anti-ML-1-IgG-Subklassen im Verlauf einer
Misteltherapie beziehen sich auf kiirzere Zeitrdume und kleinere Patientengruppen als in
der vorliegenden Untersuchung [40, 94, 140]. 73% aller im Beobachtungszeitraum
behandelten Patientinnen mit der Diagnose Mammakarzinom konnten nicht in die
Untersuchung aufgenommen werden, da aus unterschiedlichen Griinden nicht in den
geforderten Intervallen Laboruntersuchungen vorlagen. Wenngleich nichts auf einen
systematischen Faktor hinweist, sind die Griinde fiir diese Andersbehandlung nicht im
einzelnen erfasst, sodass strenggenommen von unserer Untersuchung nicht auf eine
Grundgesamtheit geschlossen werden kann.

Der Beobachtungszeitraum, tiber welchen Anhaltsmomente fiir ein Rezidiv registriert
wurden, ist bei den Patientinnen unterschiedlich lang und variiert zwischen 31 und 69
Monaten ab Beginn der Misteltherapie. Der mogliche Wunsch, Laborparameter auch
tiber einen ldngeren Zeitraum als 24 Monate zu vergleichen, wird dadurch erschwert,
dass nach dieser Zeit in der Praxis das weitere Vorgehen hinsichtlich der Misteltherapie
weniger schematisch und nach Gewichtung unterschiedlicher Gesichtspunkte erfolgt,
wobei oft Therapiepausen von mehreren Monaten Dauer oder linger eingeschaltet
werden. Moglicherweise konnte hier durch den Einbezug der kumulativen Mistellektin-

Dosis in weiteren Untersuchungen eine Vergleichbarkeit ermoglicht werden.

Das Mammakarzinom ist das hdufigste Karzinom der Frau und stellt einen hohen Anteil
der onkologischen Patienten einer Praxis, sodass innerhalb weniger Jahre eine
ausreichende Fallzahl erreicht werden kann. Im Sinne einer retrospektiven
Anwendungsbeobachtung wurden zum Stichtag der Untersuchung gewisse
einschrinkende Einschlussbedingungen definiert, um das sehr heterogene Patientengut
zu vereinheitlichen. Es sollte neben einer deskriptiven Auswertung der Laborparameter
unter Erstbehandlung mit VAE innerhalb der ersten 2 Jahre auch im Rahmen des

Moglichen ein Bezug der Laborwerte auf den weiteren klinischen Verlauf hergestellt
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werden, wenn auch in dem Bewusstsein, dass die vorliegenden Fallzahlen bei einer
typischerweise niedrigen Rezidivrate des Mammakarzinoms im Beobachtungszeitraum
noch keinen Einbezug einer statistisch zuverlédssigen Anzahl von Rezidivfillen erlauben

wiirden.

In Anlehnung an die Empfehlungen der Kommission C zur Therapie mit Viscum album
ist eine individuelle Dosisfindung, die sich an beobachtbaren Parametern orientiert,
erforderlich [91]. Dadurch ist jedoch eine im iiblichen Sinne vereinheitlichte
Behandlung nicht praktikabel. Aufgrund der unterschiedlichen Reaktionslage des
Immunsystems auf die Inhaltsstoffe von VAE orientiert sich die Behandlung nicht
primédr an einer moglichst identischen Applikationsdosis und Applikationsfrequenz,
sondern ldsst einen Variationsrahmen zu mit dem Ziel, eine vergleichbare, miBig starke
Immunreaktion zu erhalten. Unter den Bedingungen einer Praxis ist eine vollstdndige
Einhaltung der beabsichtigten Untersuchungs- und Behandlungsschemata kaum
praktikabel. Von einem systematischen Fehler bei der Datenerhebung ist insofern aber
nicht auszugehen, als versucht wurde, prinzipiell bei allen Patientinnen mit

Mammakarzinom in gleicher Weise vorzugehen.

4.1.2 Studienpraparat

Das verwendete Mistelpraparat ABNOBAviscum Mali gehort zu den lektinreichen
Priparaten und steht in einer prozessstandardisierten Form zur Verfiigung. Im
Unterschied zu anderen Préparaten ist die Fertigungsweise der ABNOBA in besonderer
Weise dazu geeignet, Zellmembranbestandteile in kolloidaler Form als Mikrovesikel
(Liposomen) in die Presssaft-Préparation mit einzubringen, wodurch bei subkutaner
Injektion moglicherweise die Interaktion der vesikelgebundenen immunogenen
Inhaltsstoffe mit den Zellen des Immunsystems beeinflusst wird. Eine vermehrte
Bildung von Anti-ML-1-IgE bei ABNOBAviscum Mali ist beschrieben [138]. Da es
sich um eine Anwendungsbeobachtung iiber mehrere Jahre handelt, wurde nicht eine
bestimmte Charge, sondern die handelsiiblichen Chargen des Priparats in den Jahren
von 1995 bis 2000 verwendet, die aufgrund einer sorgféltigen Prozessstandardisierung
der Herstellung ein hohes Mall an Chargenkonstanz hinsichtlich des

Gesamtlektingehaltes besitzen [130].
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4.1.3 Laboruntersuchungen

Die Laboruntersuchungen zu den Anti-ML-1-IgG-Subklassen finden seit 1995
routinemélBig in einer Laborirztepraxis statt und unterliegen einer zertifizierten
Qualititskontrolle. Der ELISA-Test wird in diesem Kontext als zuverldssige
Messmethode angesehen. Ein moglicher Storfaktor konnte sich geltend machen, wenn
bei Patienten filschlich eine Erstexposition mit Mistel angenommen wird. Liegt bereits
eine frithere, nicht erinnerliche Exposition vor, konnte ein Titeranstieg schneller als bei
Erstexposition erfolgen. Da aus Okonomischen Griinden eine Bestidtigung der
anzunehmenden Seronegativitit fiir Anti-ML-1 vor Behandlungsbeginn nicht erfolgte,
ist eine Uberschitzung der  Serokonversionsrate zum Monat 1 nicht sicher

auszuschlieBen.

Wie fiir Antikorpertiter tiblich, sind auch die Messwerte der Anti-ML-1-IgG-Subklassen
nicht normalverteilt. Daher sollte bei der Festlegung von Antikorper-Referenzwerten
nicht auf Standardabweichungen zuriickgegriffen werden, sondern auf Perzentilen, z.B.
bei Gesamt-IgG-Subklassen auf die 2,5. und die 97,5. Perzentile [47], bei spezifischen
Subklassen ggf. strenger. Dies wurde von dem auswertenden Labor in unserer Arbeit
anders gehandhabt, indem in einer Untersuchung an nicht exponierten Probanden als
Cut-off Wert der Mittelwert plus die doppelte Standardabweichung definiert wurde und
darunterliegende Werte als zensierte Werte mit ,.kleiner/gleich Cut-off* herausgegeben
wurden. In der Festlegung von starken Respondern verwendeten wir dann dasselbe
Prinzip und definierten als starken Responder die Patientinnen mit einem Wert oberhalb
des Mittelwertes plus der 4-fachen Standardabweichung des nicht exponierten
Kontrollkollektives. Stettin, Schultze et al. wihlten 1990 in ihrer Publikation iiber Anti-
ML-AK den 3fachen Wert des Medians als Cut-off-Wert [143].

Die Weiterleitung der Laborergebnisse an die Gemeinschaftspraxis hat sich aus
technischen Griinden im Verlauf der Untersuchung geédndert. In diesem Zuge ist es auch
zu einer Umstellung der Datenform fiir die Eosinophilen Leukozyten von anfangs
klassierten Werten in Abstidnden von 0,1/nl zu spiter diskreten Werten gekommen, die
sich in der Untersuchung mischen. Da es sich hierbei um eine mathematische Rundung

handelt, ist nicht von einer systematischen Beeinflussung der Mittelwerte auszugehen.
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4.1.4 Statistische Auswertung

Fiir eine aussagekriftige statistische Auswertung ist die Patientenzahl von 54 geniigend
groB}, jedoch entsteht bei der vergleichenden Betrachtung von Subgruppen rasch eine zu
geringe GruppengroBe. Aus diesem Grund mussten die differenziert erhobenen Daten
der Einflussgrofen nachtriglich teilweise wieder zusammengefasst werden, so etwa
beim Bezug der Tumorstadien auf die Messgroen (IgG-Subklassen, Eosinophile und
Verlauf) und beim Bezug des Verlaufes auf die Laborwerte. Hier war eine
Zusammenfassung aller Abstufungen von Verdachtsmomenten auf ein Rezidiv (z.B.
Anstieg der Tumormarker) bis hin zu tumorbedingtem Tod in eine Gruppe
unumginglich, um iiberhaupt eine Untergruppe von 11 Patientinnen aufzustellen, die
gegen die Gruppe der unauffilligen (rezidivfreien) Verldufe verglichen wurde. Die auf
dieser Gruppenbildung fuBenden statistischen Aussagen miissen naturgemdf kritisch
hinterfragt werden und konnen im Grunde nur als Denkanstole fiir weitere
Untersuchungen verwendet werden. Diese miissten fiir das nicht fortgeschrittene
Mammakarzinom eine deutlich grofere Zahl an Patienten umfassen oder sich auf eine
Karzinomerkrankung mit schlechterer Prognose innerhalb der ersten Jahre beziehen, um
eine statistisch geniigende Zahl von gesicherten Rezidivfillen einzuschlieBen. In diesem
Sinne kann mit der vorliegenden Arbeit zwar die bisher breiteste Datengrundlage iiber
den Verlauf der Anti-ML-1-IgG-Subklassen und der Eosinophilen in den ersten zwei
Jahren einer Misteltherapie vorgelegt werden; ein Einordnung der Messwerte nach ihrer
klinischen Wertigkeit, die Bestimmung ihrer therapeutischen Implikationen oder gar
ihrer prognostischen Brauchbarkeit oder Unbrauchbarkeit bedarf jedoch weiterer

Untersuchungen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.2.1 Charakterisierung der Patientengruppe

4.2.1.1 Alter

Aufgrund der relativ kurzen Beobachtungszeit fillt die prognostische Bedeutung des
Parameters ALTER nicht ins Gewicht. Beim Mammakarzinom stellt ein Lebensalter
tiber 70 zwar einen giinstigen prognostischen Faktor dar [103]. Es wurde auf eine

Gewichtung der Beeinflussung der Uberlebenswahrscheinlichkeit durch das erhohte



70

Rezidivrisiko im sehr jungen Alter einerseits [51] und die geringere Lebenserwartung
im hohen Alter andererseits verzichtet. Eine retrospektive Studie stellte fiir eine &ltere
Gruppe (>65 J.) gegeniiber einer jiingeren Gruppe - bei gleicher TNM-Verteilung - eine
weniger konsequente Therapiedurchfithrung hinsichtlich Exzision, griindlicher
Axillarevision, Chemotherapie und Radiotherapie und dabei dennoch annéhernd gleiche

Raten fiir Uberleben und Rezidivfreiheit nach 10 Jahren fest [104].

4.2.1.2 Tumorausgangsstadium

Auch in frithen klinischen Stadien des Mammakarzinoms konnten Verschiebungen der
Gesamt-IgG-Subklassen von erheblichem Ausmall und mit prognostischer Bedeutung
gefunden werden [129]. Das Verteilungsmuster von wiederholt stimulierten,
spezifischen IgG-Subklassen kann jedoch nicht ohne weiteres mit diesen
Beobachtungen an globalen Subklassen in Verbindung gebracht werden. Durch den
Ausschluss von Patientinnen mit fortgeschrittenen inoperablen oder metastasierten
Krankheitsstadien ist eine grobe Alteration des Immunsystems, wie sie fiir diese Stadien
beschrieben ist [132], bei unserer Patientengruppe nicht anzunehmen. Fiir spitere
Untersuchungen wire es aber von Interesse, das Verhiltnis zwischen der Verteilung

mistelspezifischer [gG-Subklassen und globaler IgG-Subklassen darzustellen.

4.2.1.3 Allergieanamnese

Da nur 8 Patientinnen anamnestisch Hinweise auf eine atopische Disposition bieten,
war die statistische Auswertbarkeit wegen der geringen Gruppengrofle stark
eingeschrinkt. Die 3 Gruppen mit Hinweisen auf Allergien in Anamnese oder
Familienanamnese mussten zusammengefasst werden. Eine Priifung auf Korrelation
von Allergiestatus und Eosinophilen bzw. IgG-Subklassen ergab kein signifikantes
Ergebnis (nicht dargestellt). Eine Bestimmung der Anti-ML-1-IgE ist nicht systematisch
erfolgt; diese wire fiir weitere Untersuchungen aber durchaus wiinschenswert, zumal
auch iiber ein hiufigeres Auftreten von Anti-ML-1-IgE unter Therapie mit dem
vesikelhaltigen Priaparat AM berichtet wurde [138]. Die Bedeutung der Anti-ML-1-IgE
ist noch nicht klar. Wihrend eine Untersuchung an Patienten mit Nebenwirkungen unter
Misteltherapie ein hiufigeres Auftreten dieser Antikorper zeigten, als bei Patienten ohne
Nebenwirkungen, konnte ein klinischer Zusammenhang mit Ausnahme zweier

anaphylaktischer Reaktionen nicht festgestellt werden [137]. In einer Probandenstudie
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stand das Auftreten von IgE nicht in Zusammenhang mit berichteten Nebenwirkungen
[89]. Bei allergischer Disposition werden vermehrt IgE Antikorper und Antikorper der
Subklasse IgG 4 gebildet [155]. Bei allergischen Personen besteht in der allergen-
spezifischen AK-Bildung eine Betonung von IgG1 und IgG4, wihrend die Bildung von
IgG2 und IgG3 gering ist. Bei Atopikern mit multiplen Allergien besteht oft eine
Pradominanz der spezifischen IgG4 mit zunehmender Tendenz unter Immuntherapie

[1].

4.2.1.4 Chemotherapie und Radiotherapie

Die onkologische Nachbehandlung der Patientinnen mittels Chemotherapie,
Radiotherapie und Hormontherapie wurde nicht durch den Beginn der Misteltherapie
beeinflusst. Zum Teil waren entsprechende Behandlungen bereits abgeschlossen, z.T.
erfolgten sie in den ersten Monaten der Behandlung mit VAE. Auswirkungen auf die
immunologische Reaktionslage sind zumindest fiir Chemotherapie und Bestrahlung
bekannt und koOnnen sich u.a. in einer Immunsuppression mit verminderter
Antikorperbildung sowie einer Leukopenie zeigen [65]. Infolgedessen wire auch mit
verminderter Anti-ML-1-AK-Bildung und geringerer Eosinophilie zu rechnen. Nach
Radiotherapie oder myeloablativer Chemotherapie sind anhaltend niedrige Spiegel von
Gesamt-IgG2 und -IgG4 typisch [6,7]. Die zeitliche Beziehung einer jeweiligen
Radiotherapie oder Chemotherapie zum Intervall der Laborwerterhebung ist in unserer
Untersuchung heterogen, wodurch mogliche Einfliisse verschleiert werden konnen. Die
Unterteilung in Patienten mit oder ohne zur Misteltherapie {iiberlappender
Chemotherapie ergab keine signifikante Auswirkung auf die Anti-ML1-IgG-Subklassen
oder Eosinophilen. Eine additive Misteltherapie kann zumindest bei einer palliativen
Chemotherapie des fortgeschrittenem Mammakarzinoms die Leukopenie verbessern
[65]. Fiir unseren Untersuchungskontext wire die Einbeziehung einer Kontrollgruppe
von Patientinnen ohne Misteltherapie und der Vergleich mit den relativen
Eosinophilenzahlen von Interesse, um zu bestimmen, ob sich hinter dem fehlenden
Effekt auf die absoluten Eosinophilenzahlen eine Abmilderung der Chemotherapie-
induzierten Leukopenie oder eine relative Eosinophilie bei Leukopenie verbergen
konnte. Der durch die Chemotherapie unbeeinflusste Anti-ML1-AK-Anstieg spricht
gegen eine liber 2 Jahre anhaltende Immunsuppression. Eine zeitliche Dynamik mit

einem moglichen Anstieg supprimierter Titer nach Ende der Chemotherapie wurde bei
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der Auswertung jedoch nicht erfasst. Die Beziehung der jeweiligen adjuvanten
Nachbehandlung zu den Maximaltitern fiir Anti-ML1-IgGl und -IgG4 und den
Eosinophilen wurde mittels Wilcoxon-Test gepriift und zeigte keine signifikanten

Unterschiede (nicht dargestellt).

4.2.1.5 Hormontherapie

In der Schwangerschaft kommt es gegeniiber dem embryonalen Gewebe zu einer
Toleranz, die mit einer Verschiebung des Gleichgewichtes zu einer TH-2-Reaktionslage
einhergeht [93]. Diese Veridnderung wird zumindest teilweise auf eine vermehrte IL-10
Produktion und auf den Progesteroneinfluss zuriickgefiihrt [72]. Ein direkter und
indirekter inhibierender Einflul von Progesteron und Glucocorticoiden auf die TH-1-
Entwicklung konnte kiirzlich gezeigt werden [108]. Man konnte also hypothetisch unter
der Behandlung mit Tamoxifen (oder nach chirurgischer oder medikamentdser
Ovarablation) einen gegenldufigen Effekt mit Depression der TH-2 abhingigen IgG-
Subklassen 2 und 4 und relativem Uberwiegen der Subklassen 1 und 3 postulieren. Es
wurden keine Daten iiber die Verteilung der Gesamt-IgG-Subklassen erhoben, sodass
sich nicht einschitzen lédsst, ob der Verlauf der lektinspezifischen Antikdrper konform
oder gegenldufig zu dem der Gesamtfraktion ist. Der Vergleich der Patientengruppe mit
Hormontherapie versus ohne ergab im Wilcoxon-Test kein signifikantes Ergebnis.
Tendenziell fanden sich in der mit Tamoxifen behandelten Gruppe etwas hdohere

Maxima sowohl fiir IgG1 wie fiir [gG4 (nicht dargestellt).

4.2.1.6 Risikostratifizierung

Die Aufteilung der Patientinnen in 4 Risikogruppen, die sich aus den 3 Gruppen der
Sankt Gallener Einteilung fiir nodal negativen Brustkrebs (1998) [51] und der Gruppe
der nodal positiven zusammensetzt, ist als grobe Vereinfachung des Problems einer
Risikostratifizierung beim Mammakarzinom aufzufassen. Die Zahlenwerte 1 bis 4 sind
ordinal aufzufassen, da das Verhiltnis der Risikosteigerung von Gruppe zu Gruppe
nicht mit dem Verhiltnis der Zahlenwerte iibereinstimmt. Die Angabe -eines
Durchschnittswertes ist daher nicht zuldssig. Aus zwei Griinden ist es nicht
iberraschend, dass die Gruppe mit auffilligem Verlauf nicht ein deutlich schlechteres
Risikoprofil trigt. Erstens ist die Gruppe, wie oben diskutiert, aus statistischen Griinden

stark heterogen und enthilt auch moglicherweise blande Verdachtsfille, zum anderen
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unterliegt das Auftreten von Rezidiven beim Mammakarzinoms groflen zeitlichen
Streuungen, die in den ersten Jahren aber noch nicht so ausgeprigt sind. Betrachtet man
nur die beiden verstorbenen Patientinnen - bzw. die zwei mit Fernmetastasen- befinden

sich jeweils eine in der Risikogruppe 3 und eine in Gruppe 4.

Genauere prognostische Kriterien fiir das Mammakarzinom zu definieren, hat sich als
sehr schwierig erwiesen. Von zentraler Bedeutung ist der axillire Lymphknotenstatus
[44]. Eine aktuelle Metaanalyse der prognostischen Faktoren bei nodal negativem
Brustkrebs (Einschlusskriterien fiir Studien: u.a. eine Mindestanzahl von 200
Patientinnen und eine mittlere Nachbeobachtungszeit von mindestens 60 Monaten)
nennt als niitzliche Marker neben Tumorgrée und histologischem Grading den
mitotischen Index, GefdlBinvasion, Kathepsin D, Ki-67 und S-phase-fraction. Die
Bedeutung des Ostrogenrezeptorenstatus ist uneinheitlich. Die Autoren kommen zu der
Aussage, das aufgrund von technischen Schwierigkeiten und Variationen bei der
Messung vieler Faktoren im Grunde TumorgréB3e und Grading die einzigen Marker mit

breitem klinischem Nutzen fiir frithen, nodal negativen Brustkrebs sind [107].

4.2.1.7 Verlaufsschliissel

Fiir die Verlaufsbeurteilung ist zu bedenken, dass beim Mammakarzinom wegen seines
oft langsamen Verlaufes lange Zeitriume, moglichst 5- oder sogar 10-Jahresabschnitte
zu betrachten sind [41]. Da unser Hauptaugenmerk auf dem Verlauf der ML-1-
Antikorper und der Eosinophilen unter Misteltherapie liegt, nahmen wir auch
Patientinnen in unsere Untersuchung auf, deren Erstdiagnose erst wenig ldnger als 2
Jahre zuriicklag. Fiir andere Patientinnen lag die Erstdiagnose iiber 6 Jahre zuriick
(siehe Datentabelle am Ende des Ergebnisteiles). Der Verlauf wurde aus der Datenlage
der Krankenakten zum September 2001 beurteilt. Eine Untergruppe wurde fiir
Verdachtsfille gebildet, wozu bloe Erhéhungen der Tumormarker oder etwa ein mit
bildgebenden Verfahren, z.B. per CT nicht auszuriumender Restverdacht einer kleinen
Lungenmetastase gehorte. Bei groferen Patientenzahlen bzw. einer deutlich ldngeren
Nachbeobachtungszeit wire es sinnvoll, auf die FEinbeziehung solcher ,,weichen*
Anhaltspunkte fiir einen ungiinstigen Verlauf zu verzichten. Die Notwendigkeit zur

Zusammenfassung der Verlaufsgruppen ist an anderer Stelle diskutiert (siche 4.1.4).
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Eine Untersuchung und Befragung der Patientinnen zu einem Stichtag erfolgte nicht, da
diese bei einer sowieso stark divergierenden Dauer der Nachbeobachtung sehr

arbeitsaufwendig und eine zusétzlich Belastung fiir die Patientinnen gewesen wiére.

4.2.1.8 Nebenwirkungen

Das retrospektive Design erlaubt keinen sicheren Riickschluss auf die Haufigkeit und
Schwere von Nebenwirkungen oder die Anzahl von Therapieabbriichen unter einer
additiven Misteltherapie beim Mammakarzinom. Fiir eine genauere Charakteristik der
aufgetretenen ~ Nebenwirkungen  fehlen  entsprechende = Messwerte  (z.B.
Lymphozytenstimulationstest oder Anti-ML-1-IgE). Die typischen Lokalreaktionen am
Injektionsort wurden nicht als Nebenwirkung, sondern als Parameter der individuellen
Reaktionsbereitschaft fiir die Dosisfindung gewertet. Die bei 8 Patientinnen
beobachteten stirkeren Lokalreaktionen, die zum Teil mit Fieber verbunden waren,
klangen folgenlos ab. Auch die einmalig beobachtete generalisierte Urtikaria bei einer
vorbekannt atopisch veranlagten Patientin war durch eine Therapiepause und
nachfolgende Dosisreduktion gut beherrschbar. Interessanterweise kam es bei dieser
Patientin unter der weiteren Therapie mit AM 6 weder zu einem Ansprechen der
eosinophilen Leukozyten, die auf dem Wert von 0,1/nl wie vor Behandlungsbeginn
verblieben, noch zur Bildung von Anti-ML-1-IgG vor dem 9. Monat. Erst unter
Dosiserhthung auf AM 5 drei mal wochentlich trat eine IgG3-betonte AK-Bildung mit
Eosinophilen bis 0,4/nl auf.

Insgesamt bestitigt sich an dem Patientengut die Einschitzung einer guten

Vertriglichkeit der additiven Misteltherapie [65].

4.2.2 Pravalenzen fir Anti-ML-1-1gG

Nach 12 Monaten findet sich eine 98% Privalenz von Anti-ML-1-IgG, sodass sich die
hohe spezifische Antigenitit fir AM bestitigt [143]. In den folgenden 12 Monaten
schwankt die Pridvalenz und liegt nach 2 Jahren nur noch bei 96 %. Eine mégliche
Erkldrung hierfiir konnte sein, dass einzelne Patientinnen, die zur Selbstapplikation
angeleitet wurden, nach dem ersten Jahr eine abnehmende Compliance entwickeln und
die Injektionsfrequenz reduzieren. Bemerkenswerterweise findet bei 2 % der
Patientinnen eine Serokonversion erst zwischen dem 18. und dem 24. Therapiemonat

statt, sodass kumulativ nach 2 Jahren eine 100% Serokonversion erreicht ist. Ein
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Vergleich mit zwei relevanten Voruntersuchungen zu Anti-ML-1-IgG findet in

Abschnitt 4.2.8 und 4.2.9 statt.

IFN-v begiinstigt eine IgG-Isotypumschaltung nach IgG1 und IgG3, wihrend IL-4 eine
Umschaltung nach IgG4 und IgG2 begiinstigt [119]. Die Aufschliisselung nach den
einzelnen Subklassen ergibt das interessante Bild, dass die Privalenz der hinsichtlich
ihrer Einordnung in das Typ 1/Typ 2-Schema des Immunsystems antagonistischen
Subklassen 1 und 4 iiber die 2 Jahre gleichsinnig in einer stindigen Zunahme verliuft,
wobei der Anstieg der Subklasse 1 frither und mit hoherer Dynamik erfolgt. Wihrend
Stettin et al. unter einem anderen Mistelextrakt (Helixor M ®) vornehmlich Anti-ML-1-
IgG der Subklassen 1,2 und 4 fanden und nur selten die Subklasse 3 gebildet wurde
[143], zeigen unserer Patientinnen die Subklasse 2 mit Abstand am seltensten: die
maximale Privalenz von unter 20 % sinkt im 2. Jahr wieder auf Werte unter 5 % ab.
IgG3 hingegen steigt anfangs mit gleicher Dynamik wie IgG1 an, erreicht dann aber
bereits ab dem 6 Monat bei einer Privalenz um 50% ein Plateau mit leicht abfallender
Tendenz. Auf der Ebene der Anti-ML-1-IgG-Subklassen ist die Polarisierung der
Immunantwort wihrend der ersten 6 bis 9 Monate der Behandlung klar Typ 1

dominiert, im Verlauf ist aber von einer Kostimulierung beider Linien zu sprechen.

Wenn man die Mittels ELISA bestimmten Aktivititen der Anti-ML1-IgG Subklassen
tiber lingere Zeitrdume oder zwischen verschiedenen Studien vergleicht, muss man
jedoch beriicksichtigen, dass die Aktivitdt der kommerziellen erhiltlichen Antikorper
nicht ohne Schwankungen ist, sowohl zeitlich wie auch von Firma zu Firma, was die

Vergleichbarkeit erschwert.

Die Darstellung der Priavalenzkurven gruppiert nach Verlauf unterliegt dem unter
Abschnitt 4.1.4 diskutierten Vorbehalt hinsichtlich der geringen Gruppengrofie von
n=11 einerseits und der zusitzlichen Heterogenitit innerhalb dieser relativ kleinen
Gruppe. Das grundlegende Muster der Subklassenverteilung lédsst sich in der Gruppe
mit auffilligem Verlauf durchaus wiederfinden, wobei auffillig ist, dass sowohl fiir
IgG3 (>70%) wie fiir [gG2 (> 30%) relativ hohere Priavalenzen erreicht werden, die

anschlieBend deutlich abfallen. IgG3 ist dadurch zum Zeitpunkt 3 sogar am stirksten
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vertreten. Die groBere Gruppe mit unauffilligem Verlauf weist keinen nennenswerten
Unterschied in der Subklassenverteilung auf.. Schlussfolgerungen lassen sich aus diesen

Beobachtungen nicht ziehen.

Die Gruppe der Patienten, die zu mindestens einem Zeitpunkt eine Eosinophilie von >/=
0,4/nl aufweisen, zeigt gegeniiber denen mit Eosinophilen <0,4/nl einen unveridnderten
IgG1-Verlauf, jedoch eine auffillig geringere Ausprigung von IgG2 und eine verspitete
Ausprigung von IgG4. Dies spricht dafiir, dass eine Neigung zu ausgeprigteren
humoralen Antworten auf VAE, die sich in einer Eosinophilie duflert, nicht mit einer
Neigung zu einer Typ 2-dominierten spezifischen Immunantwort gegen ML-1
einhergeht, sondern sogar eine gegenteilige Tendenz vorliegt. Der Befund ist insofern
auffillig, als die Aktivierung von Eosinophilen klassisch tiber Typ 2-Zytokine (z.B. IL-
5) erfolgt, und kann als Indiz dafiir gewertet werden, dass die Eosinophilie unter
Misteltherapie mehr im Zusammenhang mit Aktivierungskaskaden des unspezifischen
Immunsystems (z.B. NK-Zellen [148]) als des spezifischen Immunsystems auf T-Zell-

Ebene entsteht.

4.2.3 Deskriptive Statistik der IgG-Subklassen und der Eosinophilen

In Hinblick auf die jeweilige Stirke der Antikorperbildung, zeigt sich, dass abgesehen
von einigen frithen Ausreilern die Streuung der Messwerte fiir IgG1 und IgG4 im
Verlauf zunimmt. Fiir [gG2 und [gG3 imponiert hingegen ein Riickgang der Streuung
im Verlauf. Fiir [gG2 tritt der mit 0,71 OD hochste gemessene Wert schon zum Monat 6
auf. Die maximalen Titer fiir [gG2 betragen somit nur etwa ein Drittel von denen fiir
IgG1 oder IgG4 und nehmen an Hohe im Verlauf wieder ab. Obwohl der Schwellenwert
fiir IgG2 mit 0,01 OD sehr niedrig liegt, ist das Band zwischen 0,01 und 0,1 bis auf eine
Ausnahme leer, d.h. in der Regel erreicht eine Antikorperbildung nach Exposition eine
GroBenordnung deutlich iiber dem Cut-off-Wert, bzw. fillt nach erstmaliger
Serokonversion mitunter auch wieder unter den Cut-off-Wert zuriick, folgt also einem
,>on-off*“-Prinzip. Bemerkenswerterweise kommt es mehrfach vor, dass deutlich positive
Werte fiir eine Subklasse bei der folgenden Messung unter die Nachweisgrenze fallen
und z.T. dann bei weiteren Messungen wieder deutlich positiv sind. In allen Subklassen
liegen zu jedem Zeitpunkt mindestens 10 % der Messwerte unter dem Cut-off-Wert. Die

Durchsicht der individuellen Subklassenverldufe, die aus Platzgriinden nicht abgebildet
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werden, zeigt ein hohes Mall an Variabilitidt im Auftreten der Subklassenmuster, das
keiner Gesetzmifigkeit zu unterliegen scheint. Nur sehr unwahrscheinliche
Kombinationen, z.B. ein gemeinsames Auftreten von lediglich Antikorpern der
Subklassen 1 und 2 oder der Subklassen 2 und 3 sind nicht zu beobachten.
Immundefekte als Ursache fiir bestimmte Kombinationen von Subklassen sind sehr
unwahrscheinlich, da Erkrankungen mit selektivem Mangel einer oder mehrerer 1gG-
Subklassen selten sind [5]. Diese duflern sich in rezidivierenden bakteriellen Infekten,

insbesondere der oberen Luftwege.

Im Unterschied zu den IgG-Subklassen liegen fiir die Eosinophilen auch zum Zeitpunkt
vor Therapiebeginn viele Messungen vor (n=50). Ein Einfluss auf die Zahl der
Eosinophilen ist fiir alle Zeitpunkte erkennbar. Der Normwert fiir eosinophile
Granulozyten im  Differentialblutbild betrigt ohne Beriicksichtigung der
Leukozytenzahlen bis maximal 0,36 /nl, bzw. 2-4% der Leukozyten [96]. Ein Bezug auf
eine gleichzeitig gemessene Gesamtleukozytenzahl war aufgrund der Datenstruktur
nicht durchgehend moglich, sodass wir uns nur auf absolute Eosinophilenzahlen
beziehen. Der im vorigen Abschnitt gewihlte Wert von 0,4/nl als Definition fiir
Eosinophilie deckt sich mit den Erfahrungen aus einer Studie an
Mammakarzinompatientinnen unter Therapie mit AM und ist fiir unsere
Patientengruppe realistisch [67]. Wéhrend der Median zu keinem Zeitpunkt 0,4/nl
erreicht, ja selbst das 75%-Quartil nur einmal iiber 0,3/nl liegt, erreichen doch 29 von
54 oder 54% der Patientinnen zu mindestens einem Zeitpunkt der Untersuchung
Eosinophilenwerte von mindestens 0,4/nl (sieche Abschnitt 3.2.5). Die individuell
maximale Eosinophilie unter Misteltherapie tritt also nicht einheitlich etwa zu Beginn
der Behandlung auf sondern verteilt sich — mit deutlicher Betonung des ersten

Messzeitpunktes — iiber den gesamten Beobachtungszeitraum.

4.2.4 Wilcoxon-Test flr eosinophile Leukozyten

Der Anstieg der Eosinophilenzahlen 1 Monat nach Behandlungsbeginn gegeniiber dem
Ausgangswert erweist sich in einer nicht-parametrischen Variante des Wilcoxon-Tests
als hochsignifikant. Dies deckt sich mit den Befunden von Henn, der an einer Gruppe
von 10 Patientinnen mit Mammakarzinom nach 3, 10 und 16 Wochen jeweils

signifikante Erhohungen der Eosinophilenzahlen gegeniiber dem Ausgangswert
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feststellte, welche deutlich das AusmaB einer nur relativen Zunahme bei leicht
steigenden Leukozytenzahlen iibertrafen [67]. Die Tagesmittelwerte der Eosinophilen
lagen bei Henn an Tag 1 und 2 bei 0,15/mnl und nach 3 Wochen bei 0,25. Die
Leukozyten-Tagesmittelwerte lagen jeweils zwischen 5 und 6/nl. In unserer
Patientengruppe liegt auch nach 24 Monaten noch eine signifikante Erhéhung der

Eosinophilenzahlen vor.

4.2.5 Modell der Anti-ML-1-IgG-Geradensteigungen

In den vorangehenden Abschnitten wurden die Abfolge der Messwerte bei einzelnen
Individuen noch nicht niher beriicksichtigt. Die Berechnung des Modells der Anti-ML-
1-IgG-Geradensteigungen ist als Versuch aufzufassen, eine allgemeine Aussage zu
Mustern in den Einzelverldufen zu treffen. Da die Geradensteigungen fiir IgG1 eher
normalverteilt sind, konnen wir anhand des Steigungsmittelwertes fiir IgG1 mit hoherer
Wahrscheinlichkeit den Verlauf zwischen Monat 3 und Monat 24 einer Behandlung mit
AM vorhersagen als fiir IgG4. Fiir beide Subklassen ist eine hochsignifikante
Verdnderung im Sinne eines Anstiegs nachgewiesen. Aus dem Mittelwert der
logarithmischen Geradensteigungen lidsst sich ein durchschnittlicher Anstieg der
Messwerte pro Monat errechnen, der fiir [gG4 mit 9,1% mehr als doppelt so hoch ist,
wie fiir IgG1l (3,5%). Es ist wichtig zu beachten, dass wegen fehlender Werte der
Zeitpunkt 1 nicht in die Berechnung des Modells eingegangen ist. Dadurch werden die
zum Zeitpunkt 3 zum Teil schon erheblich angestiegenen Werte als Ausgangspunkt fiir
die Geradenberechnung genommen, was die Dynamik des Anstiegs verschleiert und

sich bei den friih ansteigenden Subklassen 1 und 3 stidrker auswirkt als bei Subklasse 4.

Fiir die Subklassen 2 und 3 konnte keine signifikante Veridnderung festgestellt werden,
d.h. die berechneten Geradensteigungen konnten auch auf zufilligen Einfliissen beruhen
und wurden nicht abgebildet. Die Subklassen 2 und 3, die beide in der deskriptiven
Statistik fallende Quantilwerte wihrend des zweiten Jahres aufweisen, erreichen daher
in diesem Modell kein signifikantes FErgebnis, obwohl bei FEinbezug des
Ausgangswertes vor Behandlungsbeginn sicher von einem signifikanten Anstieg

auszugehen wire.
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Die Ergebnisse der Modellrechnung erméglichen uns, zu priifen, wie ein ausgeprigter
Anstieg der Subklasse 1 mit dem Verlauf der Subklasse 4 korreliert und umgekehrt. Es
zeigt sich aus der breit gestreuten Punktwolke in Abbildung 23, dass das Ansteigen der
einen Subklasse weitgehend unabhingig von der anderen erfolgt. Die gleichsinnige
Entwicklung der Privalenzen fiir IgG1 und IgG4 in Abbildung 9 darf also nicht so
verstanden werden, dass der Verlauf der absoluten Werte entsprechend wére. Der
Korrelationskoeffizient von 0,3 ist nicht signifikant, tendenziell besteht aber eine

positive Korrelation.

Seit mehreren Jahren wird das Auftreten der IgG-Subklassen im Zusammenhang mit
Typ-1- oder Typ-2-Zytokinen untersucht und eine Zuordnung der Subklassen zu einer
Polarisierung des Immunsystems nach dem Typl/Typ2-Modell diskutiert [115].
Aufgrund der wachsenden Kenntnisse iiber typische Polarisierungen des Immusystems
bei unterschiedlichen Krankheiten wird versucht, die IgG-Subklassenprofile als
Surrogatmarker einzusetzen. Dabei werden beim Menschen allgemein die Subklassen 1
und 3 der Typ-1-Immunitit und die Subklassen 2 und 4 der Typ-2-Immunitit
zugeordnet [56, 84]. Diese Zuordnung stellt jedoch eine Vereinfachung dar und kann
nicht zuverlissig iiber die zugrundeliegende Immunaktivierung Aussagen treffen. Das
Gesamt IgG-Subklassenmuster ist nicht ohne weiteres auf die spezifischen IgG-Ak
tibertragbar. Zum Teil bestétigen sich im Subklassenmuster nicht die Erwartungen oder
es werden Mischbilder angetroffen, die zur Annahme einer parallelen Typ-1 und Typ-2

Aktivierung fithren [68, 151].

So kann mit Vorbehalt konstatiert werden, dass wir auf Ebene der Anti-ML-1-IgG-
Subklassen eine TH-Stimulation sowohl vom Typ 1 (IgGl) wie vom Typ 2 (IgG4)
beobachten. Die Hypothese, dass im Verlauf der zweijdhrigen Misteltherapie sich eine
dominante Typ 2 Antwort auf das Mistellektinantigen durchsetzt, ldsst sich auf Ebene
der IgG-Subklassen als Surrogatmarker nicht bestdtigen. Es bleibt weiteren Studien
iberlassen, die IgG-Subklassendynamik iiber lidngere Zeitrdume als zwei Jahre zu

untersuchen.
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4 2.6 Bivariate Korrelationen

Die bivariate Korrelationsanalyse stiitzt sich auf die Mittelwerte, d.h. es werden stetige,
normalverteilte Daten vorausgesetzt. Diese Voraussetzung ist jedoch nicht erfiillt,
indem die Daten der Anti-ML-1-IgG-Subklassen zensiert sind (alle Werte unter dem
Cut-off-Wert sind mit Null angegeben). Wegen fehlender Werte mussten die Zeitpunkte
0 und 1 fiir die Berechnung des Mittelwertes ausgeschlossen werden. Wenn die
bivariate Korrelationsanalyse dennoch in diese Untersuchung aufgenommen wurde, so
geschah dies unter dem Gesichtspunkt, eine explorative Analyse im Sinne einer
Pilotstudie vorzunehmen, die hinsichtlich ihrer Interpretationsmdoglichkeit durchaus

vorldufigen Charakter haben muss.

Als Problem stellte sich, die starken Schwankungen der Anti-ML-1-IgG-Subklassen
einerseits nicht durch einen Bezug auf die jeweiligen Maximalwerte tiberzubewerten,
andererseits sie nicht durch einen Bezug auf den Median zu stark auszublenden.
Gegeniiber der Alternative, die Messwerte einer aufwendigen statistischen
Transformation zu unterwerfen, die den zensierten Charakter korrekt beriicksichtigt,
entschieden wir uns fiir die Verwendung des Mittelwertes, was auch angesichts der eher

niedrigen Cut-off-Werte vertretbar erscheint.

Die engste Korrelation fand sich zwischen den Mittelwerten der Subklassen 1 und 4.
Der Hypothese, dass sich hinter einer Korrelation der Mittelwerte moglicherweise eine
frithe, im Verlauf abnehmende IgG1-Bildung, der regelméfig ein spiterer Anstieg der
IgG4 folgt, verbirgt, widerspricht Abschnitt 4.2.5 , in welchem die individuellen
Geradensteigungen fiir IgG1 und IgG4 untersucht werden. Die zu konstatierende
Korrelation des Auftretens von Typ 1 Antikdrpern mit Typ 2 Antikorpern lédsst sich
auch fiir die Subklassen 2 und 3 bestitigen. In bereits deutlich geringerem Ausmaf sind

die Subklassen 2 und 4 miteinander korreliert.

Unter Hinzuziehung des unter 4.2.5. vorgebrachten, kann die enge Korrelation zwischen
den Mittelwerten der Subklassen 1 und 4 in unserer Untersuchung ebenfalls als Hinweis

auf eine gemischte Typ-1/Typ-2-Immunantwort gesehen werden.
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Interessanterweise ist keine Subklasse mit den Eosinophilen korreliert. Es findet sich
also weder eine positive Korrelation der Eosinophilen als Typ 2 Effektorzellen mit
Anti-ML-1-IgG4 als Typ2 Subklasse, noch spiegelt sich die in Abschnitt 4.2.2
besprochene eher niedrige Privalenz von Anti-ML-1-IgG2 und -IgG4 in der
Untergruppe mit maximalen Eosinophilenwerten von < 0,4/nl hier in einer signifikant

negativen Korrelation.

4.2.7 Logistische Regression und Kontingenzanalyse

Vor einer Wertung unseres Ergebnisses, das eine stidrkere Eosinophilie mit einem
ungiinstigen Verlauf in Verbindung bringt, ist die mit 11 Patientinnen relativ kleine
Gruppengrofle hervorzuheben. In dieser konnen sich zufillige Faktoren stark geltend
machen. Schon vor dem Beginn der Behandlung mit VAE und unter der allgemeinen
Annahme von Rezidivfreiheit sind in der spiteren Gruppe mit VS>1 hohere
Eosinophilenzahlen zu beobachten, wihrend nach Beginn der Behandlung eine
Anndherung beider Gruppen erfolgt: Der Durchschnittswert der Eosinophilen steigt in
VS>1 von vor Behandlungsbeginn 0,2 /nl auf 0,4/nl nach einem Monat, in VS=1 von
0,116/nl auf 0,32/nl.

Eine denkbare Ursache fiir hohere Eosinophilenzahlen in der Untergruppe mit einem
schlechteren Verlauf konnte eine Dosiserhohung des Mistelpréiparates als Reaktion auf
einen ungiinstigen Verlauf sein. Bei einer Durchsicht der 11 Fille lag eine solche
Konstellation in einem Fall vor, in allen anderen Fillen fiel das Merkmal des
ungiinstigen Verlaufs nicht in den Zeitraum der Laborbestimmungen, sondern den der
Nachbeobachtung oder es fand keine Dosisdnderung mit Erhohung der Eosinophilen
statt. Da keine Beziehung zwischen Eosinophilen und der Allergieanamnese gefunden
wurde, spielt der Allergiestatus in den Untergruppen keine Rolle. Hervorzuheben ist
insbesondere aber die Heterogenitit der Gruppe von 11 Patientinnen mit einem
Verlaufsschliissel VS > 1: allein 5 von 11 weisen lediglich Verdachtsmomente fiir ein
Rezidiv auf, welches klinisch (noch) nicht nachgewiesen konnte. Der in der
Regressionsanalyse gefundene signifikante Zusammenhang eignet sich zudem wenig,
um darauf Schlussfolgerungen aufzubauen, da die angeschlossene Kontingenzanalyse
ihrerseits unter einem sehr dhnlichen Blickwinkel kein ausreichendes Signifikanzniveau

erreicht.
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Die Rolle der Eosinophilen als Verlaufsparameter einer Misteltherapie wird zunehmend
beachtet und konnte vor dem Hintergrund einer sich erweiternden Kenntnis der
tumorimmunologischen Funktion der Eosinophilen wachsende Bedeutung erlangen [25,
52, 134, 152]. Bisherigen unkontrollierten klinischen Beobachtungen zufolge spricht ein
Anstieg der Eosinophilen unter Misteltherapie eher fiir einen giinstigen Verlauf [66, 96].
Weitere Studien zur Frage der prognostischen Bedeutung der Bluteosinophilen sind
erforderlich, deren Ergebnis moglicherweise von erheblicher Relevanz fiir die
Steuerung einer Misteltherapie sein wird, da die Eosinophilie einfach bestimmt und

hiufig dosisabhiingig beeinflusst werden kann [96].

Ein priadiktiver Wert der Verldufe der Anti-ML-1-IgG-Subklassen hinsichtlich des
Verlaufes der Erkrankung konnte in unserer Arbeit nicht gefunden werden. In
explorativer Absicht wurde eine logistische Regression der Maxima und der Mittelwerte
der einzelnen Subklassen in Bezug auf den dichotomisierten Verlaufsschliissel
durchgefiihrt, die keine signifikanten Ergebnisse ergab (nicht dargestellt). Die
Verwendung des Mittelwertes fiir die Berechnung unterliegt den gleichen
einschrinkenden Bemerkungen zur Methodik wie unter Abschnitt 4.2.6 ausgefiihrt. Die
Frage, welche Aussagekraft das Anti-ML-1-IgG-Subklassenmuster fiir Orientierung des
gesamten Immunsystems im Rahmen der Tumorabwehr hat, ist weiterhin ungekléart und
bedarf einer Verbreiterung der Datenbasis sowohl hinsichtlich der immunologischen
Phinomene unter einer Misteltherapie als auch hinsichtlich der immunologischen
Grundlagenforschung zum Zusammenhang von Tumoren und Typ 1/Typ2-Reaktionen

[94].

4.2.8 Vergleich mit Probandenstudie

Da die iibliche Applikationsform der VAE als wiederholte subkutane Injektion einer
antigenen Substanz in ansteigender Dosierung einem typischen
Desensibilisierungsschema dhnelt, sind regelmifig spezifische Immunantworten bei
nicht immunsupprimierten Individuen zu erwarten. Dies konnte in einer Studie an 47
gesunden Probanden belegt werden, in der die Reaktivitit des humoralen

Immunsystems auf wiederholte subkutane Gaben eines lektin- und viskotoxinreichen
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sowie eines lektinarmen, aber viskotoxinreichen VAE im Vergleich zu Placebo

untersucht wurde [89].

Diese Ergebnisse konnen fiir einen Vergleich der Antikorperbildung bei
Tumorpatienten, die potentiell ein verdndertes Immunsystem haben, herangezogen
werden. Die Probanden der Verum-Gruppen erhielten entweder ein ML-reiches , auf
Gesamt-ML standardisiertes Préaparat (Iscador Quercus special ®; IQ) oder ein
viskotoxinreiches, aber ML-armes Prédparat (Iscador Pini ®; IP) in ansteigender
Dosierung iiber 12 Wochen in Abstinden von 3 bis 4 Tagen (Tab. 20). Der
Gesamtlektingehalt der 1Q-Priparate entsprach groBenordnungsmifig in der zweiten
Woche etwa dem von AMS6, in der 3 und 4. Woche dem von AMS, in der 5. und 6.
Woche dem von AM4, danach dem von AM3 (Tab. 21). Dies entspricht ab Woche 3
grofenordnungsmifig den gingigen ML-Dosen, die in unserer Untersuchung zur

Anwendung kamen.

Iscador Q Woche 1 Woche 2 Woche3-4 | Woche 5-6 | Woche 8- 12
ML in ng 0,82 8,2 82 205 411
je Dosis

Tabelle 20: Dosierungsschema der Probandenstudie im 1Q-Arm [89]

Abnobaviscum Stufe 6 Stufe 5 Stufe 4 Stufe 3
Mali ®
ML (ng/ml) 0,58 5,8 58 580

Tabelle 21: ML-Gehalt von 1ml Ampullen fiir ABNOBAviscum Mali ® [2]

Alle 16 Probanden der IQ-Gruppe entwickelten IgG-AK auf ML-1. Drei Monate nach
der letzten Injektion waren noch 15 Anti-ML-1-positiv. Die Antikdrper waren
vorzugsweise vom IgG1-Typ (100%) und vom IgG3-Typ (69%). Antikorper vom 1gG2-
Typ wurden in 19 % und solche vom IgG4-Typ in 13% gefunden. Es liegt nahe, aus
diesen Ergebnissen zu schlieBen, dass ein normales Immunsystem auf die gegebenen
Dosen von ML regelmifig mit einer spezifischen AK-Bildung reagiert. Die signifikant

hoheren Antikorpertiter in der Gruppe mit lektinreichem Quercus-VAE (Eiche)
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gegeniiber der Gruppe mit lektinarmem Pini-VAE (Kiefer) unterstiitzen sehr die

Annahme einer dosisabhéngigen Auspriagung der Antikorper [143].

In unserer Untersuchung wurde nicht bei allen Patientinnen die Stufe AM 3 erreicht, die
am ehesten der Mistellektin-Dosierung im Quercus-Arm der Probandenstudie
entspricht. Wir konnen also aus den vorliegenden Daten nicht sicher sagen, ob das
deutlich spitere Erreichen einer vollstindigen Serokonversion fiir Anti-ML1-IgG in
unserem Kollektiv (siehe Abbildung 8) auf einer niedrigeren Dosierung oder auf einer
anderen, moglicherweise krankheitsbedingten, Pridisposition des Immunsystems
gegeniiber den gesunden Probanden beruht. Das gewihlte Dosierungsprinzip ist aber
geeignet, bei Mammakarzinompatientinnen mit hoher Wahrscheinlichkeit Anti-ML1-

IgG auszubilden.

Eine Bestimmung der Anti-MLI1-IgG vor Beginn der Behandlung mit AM liegt fiir
unsere Untersuchung nicht vor, jedoch zeigt die Probandenstudie, dass MLI-AK
hochspezifisch fiir einen Kontakt mit ML1 sind und vor Therapie mit VAE eine

Seronegativitit angenommen werden darf.

4.2.9 Vergleich mit Mammakarzinom - Studie

Stein et al. haben 1998 die =zelluliren und humoralen Immunantworten auf
ABNOBAviscum Mali ® (AM) bei 8 Brustkrebspatientinnen untersucht [140]. Zum
Einsatz kam eine Dosierung in Hohe von 0,2 mg/30kg KG zwei mal pro Woche. Dies
entspricht bei einer 60 kg schweren Person jeweils einer Injektion von 2ml AM4.
Messungen fanden vor Therapiebeginn sowie nach 3, 10 und 16 Wochen statt.
Gemessen wurden die Anti-ML-1 Antikorper der Klassen IgG, IgA, IgM und IgE,
auBerdem die Zytokinproduktion von PBMC (IFN-y, TNF-o., IL-2, IL-4, IL-5 und IL-6)
spontan und nach AM-Stimulation in vitro. SchlieBlich wurde auch noch die
Proliferation von PBMC unter Stimulation mit AM untersucht. Die Ergebnisse lassen
sich folgendermallen zusammenfassen: Analog zu der unter Abschnitt 4.2.8
beschriebenen Untersuchung bei gesunden Probanden fanden sich nach 3 bis 8 Wochen
bei allen 8 Patientinnen Anti-ML-1-IgG-Antikorper. Bei 4 Patientinnen traten auch IgE-

Antikorper auf, was jedoch nicht mit erhohter IL-4 Expression korrelierte. IgM gegen
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ML-1 trat nicht auf. Bei allen Patientinnen kam es zu einer starken Proliferation der

PBMC, die bei 6 von 8 Patientinnen im Verlauf wieder abnahm. Die Induktion von

IFN-v und IL-4 als Marker einer Typ 1 oder Typ 2 Reaktion zeigte kein einheitliches

Bild und blieb meist niedrig. TNF-o und IL-6 wurden hingegen fast bei allen induziert,

ihre Konzentration nahm aber im Verlauf ab. Zeigten vor Therapiebeginn noch 2 von 8

Patientinnen IL-4 Werte oberhalb des Schwellenwertes, war es nach 16 Woche keine

mehr. Fine Korrelation zwischen der Proliferation, der AK-Bildung und der

Zytokinexpression konnte bei dieser kleinen Gruppe nicht gefunden werden. Die

Autoren schliefen u.a. dass

® bei AM neben stimulierenden Epitopen auch inhibitorische Mechanismen sich
auswirken konnen.

e die Zytokinexpression sehr stark individuellen Faktoren zu unterliegen scheint.

e nach 16 Wochen im Zytokinprofil eine schwache Typ 1 Antwort iiberwiegt, eine
Typ 2 Antwort bei den 4 Patientinnen mit IgE-Bildung eine Rolle spielt, sich jedoch
nicht zugleich im Zytokinprofil spiegelt.

Im Vergleich zu der vollstindigen Serokonversion der 8 Patientinnen nach der 16.

Woche findet sich in unserem groBeren Kollektiv nach 3 Monaten eine Serokonversion

von 65 %, die sich nach weiteren 3 Monaten auf 85 % erhoht. Dies kann - neben der

unterschiedlichen Gruppengrofe - an einer tendenziell hoheren Dosierung bei diesen 8

Patienten liegen, da bei unseren Patientinnen in mehreren Fillen eine Lokalreaktion von

2-5 cm Durchmesser schon mit einer geringeren Dosis als 2 ml AM 4 erreicht wurde.

Das Uberwiegen einer Typ 1 Antwort in den ersten Monaten einer Therapie mit AM

wird durch unsere Daten bestitigt, indem wir einen deutlich fritheren Anstieg der

Subklassen 1 und 3 konstatieren. In dieser Studie liegen keine Angaben zum Verlauf

der Eosinophilen vor, wihrend in unserer Untersuchung die IgE-AK nicht

beriicksichtigt wurden.

4.3 Allgemeine Diskussion

4.3.1 Das TH-1/TH-2 Paradigma
Ob vornehmlich TH-1 oder TH-2-Zellen, die einer wechselseitigen asymmetrischen
Kreuzsuppression unterliegen, aktiviert werden, hidngt von mehreren moglichen

Faktoren ab, deren Interaktion ein hohes Mal3 an Komplexitit aufweist. IFN-y aus TH-
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1-Zellen unterdriickt die Proliferation von TH-2 Zellen, wihrend das TH-2-Zytokin IL-
10 die Zytokinproduktion und Proliferation der TH-1-Zellen vermindert. Neben dem
Zytokinmilieu und kostimulatorischen Signalen wird auch die Dichte und Art des
prasentierten Antigens und die Rolle der APC diskutiert [79]. Zytokine , mit Hilfe derer
Zellen des Immunsystems Befehle oder Information iiber den Zustand und die Dynamik
des Systems austauschen, werden von TH-Zellen und anderen Komponenten des
Immunsystems produziert. Die Zytokine stellen dabei ein multifunktionales
Signalnetzwerk dar, dessen sich die unterschiedlichen Teilnehmer der Kommunikation

bedienen [14].

Wird das adaptive Immunsystem mit einem unbekannten Antigen konfrontiert, kommt
es zu einer Antigenprisentation an noch undifferenzierte TH-0-Zellen, die ihrerseits —in
Abhingigkeit von den durchlaufenen Zellzyklen- Zytokine produzieren (IL-2, IL-4,
IFN-7) und so die Differenzierung mit lenken [17].

Welche Rolle die Antigendosis experimentell fiir die Wahl des Reaktionsmodus spielt,
stellt sich noch uneinheitlich dar. Wahrend mehrere Untersuchungen bei niedrigen
Antigendosen TH-1-Antworten mit IFN-y-Produktion (TH-1), bei zunehmenden
Antigendosen aber ein Verschwinden der TH-1-Zellen und Zunahme von TH-2-Zellen
mit IL-4-Produktion gefunden haben [18, 8], deuten andere Experimente auch darauf
hin, dass eine sehr niedrige Antigenexposition zunichst auch eine TH-2-Reaktion

hervorruft [70, 118].

Als Arbeitshypothese wird zur Zeit etwa ein Modell diskutiert, das keine dominante
externe Kontrolle der TH-Differenzierung, sondern eine Selbstregulation vorsieht.
Dabei wird im frithen Reaktionsprozess eine TH-1-Bevorzugung mit TH-1-lastiger
Immunantwort angenommen, die im Falle steigender Antigen-Dosen (als moglichen
Hinweis auf eine insuffiziente Immunantwort) von einer TH-2-dominierten Anwort
abgeldst wird, indem die TH-2-Population einen Selektionsvorteil durch verminderte

Empfinglichkeit fiir AICD hat [12, 14].
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Andererseits ist die dichotome Modellvorstellung nicht ganz unumstritten, denn es
liegen Hinweise vor, die fiir das unspezifische Immunsystem eine lineare
Differenzierung von frithen Zellstufen mit Typ 2 Zytokinmuster iiber eine neutrale
Zwischenstufe hin zu reifen Zellen mit irreversiblem Typ 1 Zytokinmuster nahelegen
und sogar eine Parallelitéit fiir die T-Helfer-Zell-Differenzierung denkbar erscheinen

lassen [99].

4.3.2 Tumoren im immunologischen Kontext

Intensive Forschungsanstrengungen beschiftigen sich mit der Frage, welches
immunologische Milieu im Rahmen der Tumor-Surveillance vorteilhaft und welches
nachteilig ist. Ebenso ist von Interesse, inwieweit durch Tumorerkrankungen Einfliisse
auf dieses Milieu entstehen, die sekundidre Verinderungen in der Verteilung der I1gG-
Subklassen nach sich ziehen, sei es im Rahmen einer allgemeinen Immunschwiiche bei
fortgeschrittener Erkrankung oder als Friithindikator z.B. bei Brustkrebs. So konnte
gezeigt werden, dass das Auftreten bestimmter maligner Tumoren, unter ihnen das
Mammakarzinom, signifikant gekoppelt ist an eine selektive Verringerung des I1gG1
bzw. FErhohung des IgG2 in der IgG-Gesamtfraktion [38]. Wihrend das
Verteilungsmuster der Gesamtfraktion IgG-Subklassen bei gesunden Erwachsenen nur
geringe Variationen zeigt, kommt es schon in frithen Tumorstadien zu so ausgeprégten
Veridnderungen im Verhiltnis von IgGl und IgG2 zur Gesamtfraktion, dass der
pradiktive Wert eines postoperativen Monitorings dieser Parameter als indirekte
Tumormarker dem einer Verfolgung des etablierten Tumormarkers CA-125 mindestens
entspricht und auch ein Einsatz zur Fritherkennung von Brustkrebs in Erwigung
gezogen werden kann [129]. Die spontane Sekretion von TH-1-assoziierten Zytokinen
und Zytokinen der Monozyten/Makrophagen-Linie ist bei Tumorpatienten oft erniedrigt
[141]. Es gibt weitere Indizien fiir einen giinstigen Einfluss einer Typ 1 Polaritét. Der
Ubergang einer seborrhoischen Keratose in ein Basalzellkarzinom ist mit einem
Wechsel des lokalen Zytokinmusters von Typ 1 zu Typ 2 Zytokinen verbunden [153].
Eine Behandlung von Basalzellkarzinomen mit intraldsionaler IFN-o- Injektion fiihrte
zu einer Verschiebung des Zytokinmusters von IL-10 zu IL-2 und einer partiellen

Remission des Tumors [86]. Tiermodelle fiir Tumorerkrankungen zeigten eine starke
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Wirksamkeit von IL-12 gegen verschiedene Lymphome und Karzinome, die zumindest

teilweise IFN-y-abhingig erscheint [11].

Diesen Ergebnissen stehen Studien gegeniiber, die auf einen Vorteil einer Typ 2
dominierten Immunreaktion deuten. Eine Studie, die 68 Patienten mit Adenokarzinom
der Lunge umfasst, zeigt ein signifikant lingeres krankheitsfreies Intervall fiir Patienten
mit TH-2-betonter Zytokinexpression im Serum, gleichzeitig war jedoch die
Wahrscheinlichkeit von Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
bei Patienten mit TH-1-Dominanz stark erniedrigt. [154]. Andererseits konnte bei
Maiusen aber auch fiir das Typ 2-Zytokin IL-4 ein Antitumor-Effekt gefunden werden-
vermutlich vermittelt durch Eosinophile [25, 69]. Weitere Forschungen sind notig, um
therapeutische Strategien fiir eine gezielte Immunmodulation zu entwickeln, die aller
Wahrscheinlichkeit nach immunologische Besonderheiten der einzelnen Tumorarten

und moglicherweise auch der jeweiligen Tumorstadien beriicksichtigen miissen.

4.3.3 Diskussion der Mistel im Verhdltnis zur immunologischen

Hypothesenbildung

Inwieweit durch VAE bevorzugt eine TH-1- oder eine TH-2-Reaktion stimuliert wird,
ist bisher wenig erforscht [71, 138, 140, 141]. Eine Prozessierung der Mistel-Antigene
durch Antigen prisentierende Zellen wird angenommen, konnte jedoch noch nicht
detailliert belegt werden [23]. Jedenfalls entspricht das bei behandelten Patienten
beobachtete Auftreten einer Immunreaktion von T-Helfer-Zellen und B-Zellen diesem
Weg. In vitro Experimente zeigten, dass eine subklassenspezifische IgG1-Produktion
von einem direkten Kontakt der B-Zelle mit einer aktivierten TH-1-Zell-Linie abhéngt
und nicht allein durch Kontakt mit den Th-1 typischen Zytokinen auftritt [28].

Aus unserer Arbeit geht hervor, dass auf das Auftreten von Antikdrpern der Subklasse 1
hiufig solche der Subklasse 4 folgen. Die Priavalenz von stark positiven IgG1-AK
erreicht ab dem 9. Behandlungsmonat Werte von ca. 80%. Zu diesem Zeitpunkt liegt
die Privalenz fiir IgG4 knapp iiber 50% um in den restlichen Monaten auf 67%
anzusteigen. Die Schwelle von 50% Privalenz wird von IgG4 mit etwa 9 Monaten
Verspiatung auf IgGl iiberschritten. Aus den oben geschilderten Modellvorstellungen

heraus ist ein Wechsel der Reaktionslage von TH-1-betont auf TH-2-betont



89

anzunehmen, wenn das Antigen persistiert. Die Assoziation von IgG4-selektiven
Anworten auf oft wiederholte Impfungen ist bekannt [1]. Ahnlich ist die Situation im
Prinzip bei einer Misteltherapie; es erfolgt die Antigenfreisetzung anders als bei
Infektionen hier stoBweise und rhythmisch 1-3 mal /Woche. Dies entspricht im Prinzip
einer Hyposensibilisierung, wo -bei Erfolg- nach etwa 2 Jahren eine IgG4-Dominanz
gegeniiber IgGl erreicht wird [100]. Dennoch ist zumindest {iber den
Beobachtungszeitraum von zwei Jahren ein Ablosen der TH-1-Reaktion von einer TH-
2-Reaktion aus den ML1-IgG-Subklassen als Surrogatmarker nicht abzulesen. Vielmehr
kommt es zu einer ,,Sittigung* der IgG1-Privalenz knapp iiber 80%, die zeitlich
verzogert von einer steigenden IgG4-Privalenz begleitet ist, sodass an eine

Kostimulation beider Wege zu denken ist.

Man nimmt an, dass je nach Art der enthaltenen Epitope verschiedene Zellpopulationen
aktiviert werden konnen und eine konkurrierende Stimulation beider Wege moglich ist,
wofiir das gemeinsame Auftreten von ML-1-AK des IgG1 und des IgG2/4-Typs spricht
[13, 143].

Da das MLI1 auf A- und B-Kette mindestens 2 Epitope besitzt, ist auch bei weitgehender
Neutralisierung des einen Epitops durch Anti-MLI-AK eine immunmodulierende
Wirkung denkbar, bzw. anzunehmen. Unsere Arbeit spricht also auf der Ebene der IgG-
Subklassen fiir eine anfanglich TH-1 dominierte Antwort, die im Verlauf zunehmend
durch eine parallele TH-2 Antwort ergénzt wird. Leider fehlen uns die Werte fiir Anti-
ML-1-IgE. Dieser TH-2-typische Antikorper tritt nicht selten in den ersten Monaten
einer Behandlung mit VAE begleitet von IgG1-AK auf, sodass bereits in der Frithphase

der Mistelexposition eine Stimulierung beider Wege zu konstatieren ist [40].

Neben einer Aktivierung des spezifischen Immunsystems konnen VAE auch das
unspezifische Immunsystem beeinflussen und NK-Zellen aktivieren [61]. Diese Zellen
haben als Produzenten zahlreicher Zytokine eine direkte zytotoxischer Aktivitit, dienen
dariiber hinaus aber auch als Modulatoren der adaptiven Immunantwort. Kelly et al.
konnten im Tierversuch zeigen, dass die Abwehr MHC-defizienter CD70+ Tumoren
durch NK-Zellen nachfolgend eine spezifische Immunantwort mit Memory-Funktion

triggert, die diese Tiere auch erfolgreich MHC-suffiziente Tumoren der gleichen Linie
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abwehren lidsst und zwar tiber CTL und TH-1-Antworten. Dieser Vorgang ist IFN-y
abhingig. Es wird angenommen, dass IFN-y sowohl zu einer NK-Proliferation als auch
APC dazu anregt, Fragmente der durch NK-Aktivitit zerstorten Tumorzellen naiven T-

Zellen zu prasentieren [83].

4.3.4 Eosinophile und Tumorgeschehen

Eosinophile stellen unter den zirkulierenden Leukozyten nur eine kleine Gruppe dar,
sind jedoch wichtige Mediatoren bei Krankheiten wie Asthma bronchiale, Atopische
Dermatitis oder Wurminfektionen. In vitro konnten Eosinophile die zytotoxische
Wirkung von Makrophagen auf Tumorzellen verstiarken [135]. Auch ihre Rolle bei
manchen humanen Tumoren findet zunehmend Beachtung und wurde sowohl bei
hidmatologischen wie z.B. Hodgkin-Lymphom als auch bei soliden Tumoren bestétigt
[53, 124]. Die Ablagerung von granulédren eosinophilen Eiweilen wurde bei Mamma-,
Ovarial- und Uteruskarzinomen gefunden [98, 125]. Es konnten Adhisions- und
Aktivierungsmolekiile auf Brustkrebszellen definiert werden, die die Tumorinvasion
verstdandlich machen, die Rolle der Eosinophilen am Ort des Tumors bleibt jedoch noch
unklar und z.T. widerspriichlich [3]. Hemmerich beobachtete eine peritumorale
Eosinophilie beim Mammakarzinom durch préoperative subkutane Gaben von VAE
[66]. Wihrend einige Studien mit eosinophiler Tumorinfiltration eine verbesserte
Prognose assoziieren [15, 53, 76, 98, 116], finden andere keine solche Assoziation oder

eine mit schlechterer Prognose [31, 43, 97].

Dennoch liegen experimentelle Befunde vor, die stark fiir eine wichtige Rolle der
infiltrierenden Eosinophilen als TH-2-Effektorzellen in der Tumorabwehr sprechen:
Hung et al. zeigten in einem Mausmodell zur Tumorvakzination ein Zusammenwirken
von TH-1- und TH-2-Effektormechanismen, indem abhéngig von IL-4 und IFN-y eine
vornehmlich eosinophile Tumorinfiltration zur kompletten Tumorabwehr fiihrte [73]. In
diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, dass Eosinophile sowohl Typ 1 wie Typ 2
Zytokine exprimieren konnen [152]. Auch fiir die TransplantatabstoBung kann eine TH-
2 dominierte Infiltration mit Eosinophilen in Frage kommen [52]. Es wird auBerdem

spekuliert, dass die Eosinophilen in die Tumorbiologie mehr iiber eine Modulation der
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Mikroumgebung des Tumors durch Gewebs-Remodeling und Angiogenese-

beeinflussung eingreifen konnen als tiber eine Zytotoxizitét [78].

Fiir die Bluteosinophilie fanden Ownby et al. an iiber 500 Patienten eine hohere
Rezidivrate assoziiert mit sehr niedrigen Eosinophilen (< 0,055/nl), bzw. Lymphozyten
(< 1,5/nl) [112]. Dieses Ergebnis konnte auf eine insgesamt hypoerge Reaktionslage des
Immunsystems mit relativer Leukopenie und konsekutiv verminderter Tumorabwehr
hindeuten. Demgegeniiber weist unsere Arbeit eine gewisse Korrelation von Rezidiv-
wahrscheinlichkeit mit erhdhten Eosinophilenzahlen auf, die unter Abschnitt 4.2.7
diskutiert wird. Die Ergebnisse von Ownby konnte Gutstein an einer kleineren Gruppe
mit 83 Patienten allerdings nicht bestitigen [121]. Sbalzarini et al. konnten bei
Brustkrebserkrankungen in ihrem Krankengut keine Korrelation von Hypereosinophilie

und Progress finden, wie sie fiir andere solide Karzinome beschrieben wurde [127].

Die hiufig beobachtete, leicht verzogert auftretende, entziindliche Lokalreaktion an der
Injektionsstelle von Mistelextrakten darf nicht mit einer hochakuten allergischen
Infiltration verwechselt werden, an der hidufig dann auch Eosinophile beteiligt sein
konnen. Vielmehr handelt es sich eher um eine DTH, was auch durch histologische
Untersuchungen bestitigt werden konnte. Es findet sich eine dichte perivaskulire
Infiltration mit Lymphozyten und Monozyten. Nicht in erhohter Anzahl fanden sich

hingegen Eosinophile, Mastzellen, Neutrophile oder Granulozyten [55].

Bei Tumorpatienten, die mit pharmazeutischen Gaben von IL-4 behandelt wurden,
zeigte sich an allen Studienteilnehmern eine méBige Eosinophilie [134]. Bemerkenswert
ist in jiingerer Zeit die Bestitigung eines indirekten Pfades der antigeninduzierten IL-4
Produktion durch Zellen des unspezifischen Immunsystems (meist Mastzellen) unter
einer Typ 1 dominanten Reaktionslage des Immunsystems [80]. Unter diesem
Blickwinkel muss auch die frithe Eosinophilie unter Therapie mit VAE nicht unbedingt
durch eine eigentliche Typ 2-Stimulation erkldrt werden. Moglicherweise ist die
Eosinophilie unter Mistel am ehesten iiber die Zytokinsekretion von Zellen des
unspezifischen Immunsystems hervorgerufen. Auch von einer Aktivierung der NK-

Zellen als Teil des unspezifischen Immunsystems kann eine Eosinophilie getriggert
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werden, da diese zur Produktion des Typ 2-Zytokins IL-5 fahig sind. Die IL-5 Bildung
tritt verzogert auf, da die NK-Zellen eine Reifung nach erstmaliger Stimulation
durchlaufen [148]. Das verzogerte Auftreten fand auch Henn 1995 an einer Gruppe von
10 Patientinnen mit Mammakarzinom, wo in der Anfangsphase einer Misteltherapie mit
AM es mittelfristig innerhalb von ca. 3 Wochen einsetzend zu einem signifikanten
Anstieg der Eosinophilenwerte kam [67]. Die Eosinophilen-Tagesmittelwerte lagen an
Tag 1 und 2 bei 0,15/nl und nach 3 Wochen bei 0,25. Die Leukozyten-Tagesmittelwerte
lagen jeweils zwischen 5 und 6/nl. Ein weiteres Ergebnis, das die bisher vielleicht
unterschitzte Komplexitit der Typ1/Typ2-Steuerung unterstreicht, erzielten Karulin et
al, die eine dissoziierte Expression einzelner Zytokine durch Memory-Zellen
beobachteten, welche bei wiederholtem Antigenkontakt eine Feinabstimmung der
folgenden Zytokinsekretion auch im Sinne einer Typl/Typ2-gemischten Antwort
ermoglicht [81].

Wihrend das giiltige Model der klassischen Typ 1/Typ 2-Differenzierung frither oder
spiter ein vorherrschendes Reaktionsprinzip auf einen bekannten Antigenstimulus
erwarten lassen wiirde, stellen die oben genannten Ansitze dies in Frage und 6ffnen
Perspektiven, in die sich die sonst widerspriichlichen Reaktionen des Immunsystems auf

VAE besser eingliedern lassen.

4.4 SchluBfolgerungen und Ausblick

Uber den Zeitraum von 24 Monaten einer adjuvanten Therapie des Mammakarzinoms
mit dem Mistelpriparat ABNOBAviscum Mali® kommt es bei 100% der Patientinnen
zum Auftreten von Anti-ML-1-Antikorpern des IgG-Typs sowie zu einem signifikanten
Anstieg der eosinophilen Granulozyten sowohl nach 1 wie nach 24 Monaten. Die Anti-
ML-1-IgG und die eosinophilen Granulozyten werden durch zusitzliche adjuvante
Chemotherapie, Radiotherapie oder Hormontherapie, aber auch durch andere Faktoren
wie Lebensalter und Allergieanamnese wenig beeinflusst. Auf der Ebene der Anti-ML-
1-IgG-Subklassen dominieren in den ersten Monaten der Misteltherapie die Subklassen
1 und 3, im weiteren Verlauf tritt mit zunehmender Hiufigkeit die Subklasse 4 neben
die Subklasse 1, die ebenfalls weiter zunimmt, wihrend die Héufigkeit der Subklasse 3
abnimmt. Die Befunde deuten sowohl auf eine Typ TH-1- wie auf eine Typ TH-2-
Stimulierung der Immunantwort auf das Vielstoffgemisch des Mistelextraktes. Weitere

Untersuchungen sind erforderlich, um im Rahmen einer Therapie mit VAE den
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Stellenwert der induzierten Eosinophilie sowie den der Bildung von Anti-ML-1-IgG
und des jeweiligen Subklassenmusters zu klidren. Die Zuverldssigkeit der Verwendung
von Anti-ML-1-IgG-Subklassen als Surrogatmarker fiir eine Typ-1- oder Typ-2-
Aktivierung des Immunsystems sollte durch simultane Bestimmung von
Zytokinmustern,  beispielsweise = mittels = Multiarray  [145] oder  mittels
durchflusszytometrischer intrazelluldrer Zytokinbestimmung [10] erprobt werden. Fiir
eine bessere Einordnung der Phinomene in das Geflecht immunologischer Beziehungen
wire ausserdem die parallele Bestimmung der Gesamt-IgG-Subklassen und die

Erfassung der relativen Eosinophilenzahlen wiinschenswert.
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5 Zusammenfassung

Der Verlauf von Eosinophilen Leukozyten im Blut und Anti-ML-1-IgG-Subklassen
iiber 24 Monate wurde im Sinne einer retrospektiven Anwendungsbeobachtung bei
Mammakarzinom-Patientinnen einer onkologischen Schwerpunktpraxis untersucht, die
sich erstmals einer Behandlung mit dem Mistelpriparat ABNOBAviscum Mali ®
unterzogen.

Zielsetzung der Untersuchung ist die Bereitstellung eines groferen Datenmaterials
dieser Verlaufsparameter und eine Auswertung unter explorativen Gesichtspunkten.

Im Verlauf der 24-monatigen Behandlung bildeten alle Patientinnen IgG-Antikorper
gegen ML-1. Der individuelle Verlauf der IgG-Subklassenmuster erwies sich als
ausgesprochen vielgestaltig und korrelierte nicht mit anderen Patienten- oder
Verlaufscharakteristika. Die Bildung von Antikérpern der Subklassen 1 und 3 ging
zeitlich der Subklasse 4 voran, die Subklasse 2 wurde nur bei 18 % der Patientinnen
gebildet und nahm im Verlauf der Behandlung wieder ab. In einer logarithmischen
Modellrechnung nahm sowohl der Titer fiir [gG1 wie fiir die IgG4 vom 3. zum 24.
Monat signifikant zu. Auch die (nicht logarithmischen) Titer-Mittelwerte der
Subklassen 1 und 4 sowie der Subklassen 2 und 4 sowie 2 und 3 waren signikant positiv
korreliert (p< 0,01). Keine signifikante Korrelation bestand zu den Eosinophilen. Die
Eosinophilenzahlen waren sowohl 1 Monat wie auch 24 Monate nach
Behandlungsbeginn signifikant erhoht.

Trotz der hohen Immunogenitiit des verwendeten Mistelextraktes zeigt sich eine gute
Vertriglichkeit ohne schwerwiegende Nebenwirkungen. Die Untersuchung bestitigt die
vorbeschriebene hohe Penetranz einer frithen Eosinophilie und einer Anti-MLI1-IgG-
Bildung unter Behandlung mit VAE. Das zur Zeit der hochsten Eosinophilie noch
seltene Auftreten lektinspezischen IgG und das im Verlauf der Antikorperbildung eher
spite Auftreten von solchen der Subklasse 2 und 4 unterstiitzt die Annahme, dass die
Eosinophilie durch das Vielstoffgemisch des VAE iiber das unspezifische Immunsystem
getriggert wird. Verwendet man die Subklassenverteilung als Surrogatmarker fiir die
Typl/Typ2-Polarisierung des Immunsystems so entwickelt sich wihrend einer

24monatigen Behandlung mit VAE eine parallele Stimulation beider Wege. Weitere
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Untersuchungen sind erforderlich, um den Stellenwert von Eosinophilie und Anti-ML1-

IgG-Bildung in der Behandlung mit VAE zu erhellen.



6 \Verzeichnisse

6.1 Abkilirzungsverzeichnis

ADCC

AJCC
AM
Anti-ML1-IgG
APC
BRM
CDh
CTL
DC
DTH
FasL
IFN
IL
MHC
ML
NK
PBMC
TH-1
TH-2
TNF
VAE
VAL
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antikorperabhéngige zellvermittelte
Zytotoxizitit

American Joint Committee on Cancer
ABNOBAviscum Mali ®
Anti-Mistel-Lektin- 1-Immunglobulin G
Antigen Présentierende Zellen
Biological Response Modifier
Cluster of Differentiation
Zytotoxischer T-Lymphozyt
Dendritische Zelle

Delayed Type Hypersensitivity
Fas-Ligand

Interferon

Interleukin

Major Histocompatibility Complex
Mistel-Lektin

Natural Killer

Peripheral Blood Mononuclear Cells
T-Helfer Zelle vom Typ 1

T-Helfer Zelle vom Typ 2
Tumor-Nekrose-Faktor

Viscum album extracts

Viscum album L.
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