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W. P. Bieger Immundiagnostik bei Tumorkranken

Zusammenfassung

In der vorliegenden Ubersicht werden aus der
Vielzahl der Mdglichkeiten der Immundiagnostik
bei Malignomen verschiedene neuere Einzel-
aspekte ausfiihrlicher diskutiert. Besonderer
Stellenwert fiir die Routinediagnostik wird der
Lymphozytencharakterisierung mittels Durch-
fluBzytometrie, der Lymphozytenfunktionsana-
lyse im Hauttest mit Recall-Antigenen bzw. im
In-vitro-Transformationstest und der differen-
zierten Funktionsanalyse mittels In-vitro-Zyto-
kinfreisetzung beigemessen. Hinzu tritt die
Funktionsanalyse der Monozyten/Makrophagen
mittels Phagozytose und Chemolumineszenz
und eventuell in Zukunft auch die Analyse der
NK-Zellaktivitdt. Alle vorliegenden Ergebnisse
weisen auf einen mittleren bis schweren Defekt
des spezifischen und unspezifischen zellulédren
Immunsystems bei Tumorpatienten hin. Allen
genannten Diagnoseverfahren gemeinsam ist,
daB sie mit hohem Aufwand und entsprechend
hohen Kosten verbunden sind, so daB ihre An-
wendung im Einzelfall kritisch gepriift werden
muB.

Schliisselwdérter: Inmundiagnostik, Tumornach-
sorge, Lymphozytentransformationstest, Lym-
phozytenfunktionsanalyse

Summary

The present survey summarizes some of the im-
munological procedures applied in the diagnosis
of malignoma patients. Special emphasis is pay-
ed to the immuno-phenotyping of lymphocytes
by flow cytometry, to the analysis of lymphocyte
function by skintesting (Multitest Merieux) or by
the in vitro lymphocyte transformation test and
to the differential analysis of lymphocyte func-
tion by in vitro cytokine measurement. The ana-
lysis of monocyte/macrophage function by pha-
gocytosis and chemoluminescence assay and
the future role of NK-cell testing is also discus-
sed. All results prerented point to a significant
defect of unspecific and specific cellular immu-
ne function in malignoma patients. The immuno-
logical procedures should be used only in spe-
cial cases since they are all highly cost effective.

Key words: immunodiagnostics, subsequent ti-
mour care, lymphocyte transformation test, lym-
phocyte function analysis

Résumé

Le présent apercu traite de fagon plus détaillée
de divers nouveaux aspects tirés du grand nom-
bre de possibilités d’'immunodiagnostic des ma-
lignomes. Pour le diagnostic de routine, on ac-
corde une importance particuliére a la caractéri-
sation des lymphocytes a I’aide de la cytométrie
de passage, a I'analyse fonctionnelle des lym-
phocytes dans le test cutané avec des antigénes
recall ou dans le test de transformation in vitro
ainsi qu’a I'analyse fonctionnelle différenciée
par le dégagement de cytokine in vitro. Il faut
également y ajouter I'analyse fonctionnelle des
monocytes/macrophages par phagocytose et
chimioluminescence et éventuellement a I’ave-
nir ’analyse de I'activité cellulaire des cellules
tueuses. Tous les résultats obtenus jusqu’a pré-
sent font état d’'un défaut, allant de moyen a
grave, du systéme immunitaire cellulaire spécifi-
que et non spécifique chez les patients atteints
de tumeurs. Toutes les méthodes de diagnostic
citées ont en commun leur grande complexité et
les frais donc élevés qu’elles entrainement; il
faut soumettre leur utilisation au cas par cas a
un examen critique.

Mots clés: diagnose de I'immunité, soins consé-
cutifs de tumeurs, essai de transformation des
lymphocytes, analyse de fonctionnement des
lymphocytes

Einleitung

Die Immunologie befindet sich seit Jahren in einem Pro-
zeB rasanter Entwicklung. Beglinstigt durch weitreichen-
de methodische und technische Entwicklungen, sind
nicht nur die Grundlagen der Immunologie wesentlich
transparenter geworden, auch die Anwendung immunolo-
gischer Diagnoseverfahren fir klinische Fragestellungen
hat ungeahnten Aufschwung genommen.

Im Mittelpunkt der Entwicklungen steht die routineméaBige
Verfugbarkeit monoklonaler Antikérper und der Einsatz
molekulargenetischer Verfahren. Mit monoklonalen Anti-
korpern konnte in den letzten Jahren eine Vielzahl mor-
phologisch und funktionell unterschiedlicher Zellen des
Immunsystems identifiziet und charakterisiert werden.
Auf molekulargenetischer Ebene wurde die strukturelle
Verwandtschaft der Erkennungsmolekiile des Immunsy-
stems (Super-Genfamilie: MHC-Komplex, Immunglobuli-
ne, T-Zellrezeptoren) erhellt und die Synthese antigen-
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spezifischer Strukturen der spezifischen zelluldren Immu-
nitdt auf aktive Anpassung des zellularen Genoms (DNS-
Rearrangement) zuriickgefiihrt.

Von der Vielzahl technischer Entwicklungen ist besonders
die DurchfluBzytometrie hervorzuheben, die den Einsatz
monoklonaler Antikorper in der immunologischen Routi-
nediagnostik etabliert hat.

Damit ist die Analyse und routinemaBige Kontrolle immu-
nologischer Verdnderungen als Ursache und Folge zahl-
reicher Erkrankungen in den Vordergrund geriickt. Hierzu
ist im besonderen MaBe die Immunologie maligner Er-
krankungen zu zdhlen: Defekimechanismen, die die Ver-
mehrung maligner Zellen erméglichen, Immunreaktionen
mit dem Ziel der Erkennung und Elimination entarteter
Zellen, die Messung tumorinduzierter Immundefekte.

Ein Teil der immunologischen Phdnomene, die primar
oder sekundéar mit Beginn, Ausbreitung und Therapie ma-
ligner Erkrankungen assoziiert sind, sind der Messung im
Routinelabor zugénglich. Im folgenden werden die wich-
tigsten Verfahren beschrieben und einzelne Ergebnisse
vorgestelit. Drei Analyseverfahren wird besondere Bedeu-
tung beigemessen, der Lymphozytentypisierung mit
DurchfluBzytometrie, der Lymphozytenfunktionsanalyse
im Transformationstest und der Bestimmung zellulérer
Aktivitatsparameter mittels Zytokinfreisetzung.

Lymphozytentypisierung, DurchfluBzytometrie

Die Zellen des Immunsystems formen einen unspezifi-
schen und einen spezifischen Arm der Abwehr gegeniiber
kérperfremden Antigenen oder korpereigenen Struktur-
elementen, die aufgrund von Verdnderungen als kérper-
fremd eingestuft wurden, wie z. B. Tumorzellen.

Abb. 1 gibt eine Ubersicht der verschiedenen an der Im-
munabwehr beteiligten Zelltypen. Im Zentrum der unspe-
zifischen Immunantwort steht der Makrophage/Monozyt.
Das Antigen wird phagozytiert, intrazelluldr fragmentiert,
und bestimmte Fragmente werden auf die Zelloberflache
zurlick exportiert, wo sie in enger Nachbarschaft zu MHC-
Strukturen den nachgeordneten Zellen des Immunsy-
stems préasentiert (1,2) werden. Prasentation in Assozia-
tion mit MHC-II-Strukturen initialisiert die spezifische Er-
kennung durch T-Helferzellen (CD4), die dann die Phase
der spezifischen Immunreaktion einleiten. Neben den
CD4-Zellen kénnen auch T-Zellen vom suppressorisch/
zytotoxischen Typ (CD8) von Fragmenten in Assoziation
mit MHC | aktiviert werden (3, 4). Der Hauptweg der lym-
phozytéaren Aktivierung flhrt jedoch Uber die Helferzellen,
die nach Antigenprésentation proliferieren und z. T. durch
direkten Zell-Zell-Kontakt, z. T. durch Sekretion von Lym-
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Abb. 1: Die Induktion der antigenspezifischen Immunantwort.

Anl:g.n—
Prasentation JL-1

o

/

. Gedachtniszellen .

O

Lactia Phnqcixylcn.\L

INFg
-2

R NK-Zelle

s MHC ,
Helferzelle Cytotoxische
T e - Zelle

Prolih ration

w

In'ﬁuu

Suppressorzelle




W. P. Bieger, Immundiagnostik

Arztezeitschrift f. Naturheilverf. 2/92, 33. Jahrg.

phokinen, nachgeordnete Effektor- und Regulatorzellen
aktivieren (5). Auch an der Aktivierung der Helferzellen
seitens Makrophagen ist neben dem Antigen-Kontakt ein
Zytokin beteiligt, Interleukin 1 (6). Die Aktivierung von B-
Zellen durch Kontakt mit Helferzellen wird u. a. gefordert
durch Interleukin 4, IL 5, IL 6 und durch Gamma-Inter-
feron (7). B-Zellen proliferieren iiber B-Lymphoblasten zu
Plasmazellen, die spezifisch gegen das Antigen gerichte-
te Immunglobuline vom Typ IgG, IgA, IgM oder IgE sezer-
nieren. Spezifische Immunglobuline werden auBerdem in
die Zelloberflache der B-Zellen integriert und ermdglichen
bei erneuter Antigen-Exposition unmittelbare Antigener-
kennung und schnellere und effizientere Aktivierung (8).
Unter Mitwirkung von Interleukin 2 induzieren aktivierte
Helferzellen (9) andererseits Proliferation, Differenzierung
und Aktivierung der CD8-positiven T-Zellreihe, die sich
zum einen aus regulatorisch bedeutsamen Suppressor-
zellen, zum anderen aus zytotoxischen Effektorzellen zu-
sammensetzt. Die Suppressorzellen reduzieren gegenre-
gulatorisch die Aktivitat der Helferzellen und sind maB-
geblich fur die Ruhigstellung des zelluldren Immunsy-
stems nach erfolgreicher Antigenabwehr.

Die einzige Lymphozytenpopulation, die dem unspezifi-
schen zelluldren Immunsystem zuzurechnen ist, ist die
natirliche Killerzelle/NK-Zelle (10, 11). Die NK-Zelle wird
durch direkten Antigenkontakt, wobei in erster Linie trans-
formierte Zellen (virusinfizierte Zellen, Tumorzellen) als
Antigen in Betracht kommen, aktiviert. Die NK-Zelle at-
tackiert und totet gegebenenfalls die transformierte Zelle
ab. Die Aktivitét der NK-Zelle wird durch Zytokine, sowohl
aus Makrophagen als auch aus Helferzellen (Interleukin
2), moduliert.

Demnach besteht die Population der Helferzellen aus
mindestens zwei funktionell unterschiedlichen Haupt-
gruppen, sogenannten Helfer-Regulatorzellen (Helper-
Suppressor-Type), die die suppressorisch aktiven CD8-
Zellen aktivieren, und sogenannten Helfer-Effektorzellen
(Helper-Inducer-Type), die die B-Zellen bzw. zytotoxi-
schen Zellen aktivieren.

Die Aktivierung der T-Zellen ist zum Teil mit immunolo-
gisch faBbaren Verdnderungen der Zelloberfliche ver-
bunden. Sie filhrt zur Expression von IL-2-Rezeptoren,
auBerdem zur vermehrten Oberflichenexpression von
Transferrinrezeptoren und HLA-DR Merkmalen des MHC.
Die Expression von IL-2-Rezeptoren erhoht die Effizienz
der IL-2-modulierten Interaktion der T-Zellsubpopulatio-
nen, die HLA-DR-Expression steigert die Effizienz der
MHC-abhéngigen Antigenerkennung. Mit Hilfe monoklo-
naler Antikérper gegen den IL-2-Rezeptor oder HLA-DR
kann der Anteil aktivierter T-Zellen an der Gesamtpopula-
tion ermittelt und somit auf der Basis morphologischer Da-
ten eine funktionelle Aussage beziiglich des Aktivitatszu-
standes des zelluldren Immunsystems gemacht werden.
Nach erfolgreichem Antigen-Erstkontakt werden soge-
nannte Gedéchtniszellen der verschiedenen Lymphozy-
tenpopulationen geformt, die das strukturelle Muster des
betreffenden Antigens genetisch konservieren. Dies so-
wohl auf der Seite der B-Zellreihe als auch auf der Seite

der T-Zellreihe mit Ausbildung spezifisch-adaptierter
Immunglobulin- bzw. T-Zell-Rezeptoren durch Gen-
Rearrangement.

Eine Vielzahl monoklonaler Antikérper (MAb) wurde in
den letzten Jahren entwickelt, mit deren Hilfe die Identifi-
zierung der genannten Zellarten nach Zuordnung be-
stimmter Oberflichenmerkmale zu den Zellarten und
ihren funktionellen Untergruppen erméglicht wurde. Eine
Auswabhl der wichtigsten Antikérper ist in Tab. | aufgeli-
stet. Die Antikérper werden nach AbschluB der Charakte-
risierung nach einer international akzeptierten Nomenkla-
tur definiert, z. B. CD3 fiir T-Zellen, wobei CD fiir ,,Cluster
Differentiation’’ steht.

Fir den Einsatz in der DurchfluBzytometrie werden die
MAb mit Fluoreszein oder anderen fluoreszierenden Mar-
kermolekilen gekoppelt. Lymphozyten werden zunéchst
im Ublichen Dichtgradientenverfahren isoliert, mit ent-
sprechenden MAD'’s inkubiert, wobei der markierte Anti-
korper an Oberflachenmolekiile bindet. Die Zellen werden
anschlieBend gewaschen, mit Formaldehyd fixiert und die
spezifische, Zell-assoziierte Fluoreszenz im DurchfluBzy-
tometer (z. B. FacScan oder Epics Profile) analysiert.

Im Vergleich (Tab. I} zu frilheren konventionellen mikro-
skopischen Analyseverfahren zeichnet sich die DurchfluB-
zytometrie (14) durch ungleich héhere Empfindlichkeit,
Schnelligkeit und Prézision aus.

Ein weiterer, wesentlicher Vorteil der DurchfluBzytometrie
ist die Zelldifferenzierung unter Simultaneinsatz von bis
zu drei verschiedenen Fluoreszenzmarkern. Dies ermég-
licht u. a. die exakte Bestimmung aktivierter T-Zellen (12),
die neben dem T-Zellmarker CD 3 auch Aktivierungsmole-
kile aufweisen (HLA DR), oder aktivierter T-Helferzellen
(CD4 +, HLA DR), T-Suppressorzellen (CD8+, HLA DR)
oder verschiedener Reifestadien der B-Zellreihe
(CALLA+, CD19 +).

Auch die Quantifizierung komplexer Zellpopulationen
wird durch den Simultaneinsatz verschiedener MAb mog-
lich. Die Population der NK-Zellen ist nach heute gesi-
cherter Erkenntnis phanotypisch sehr heterogen (13). Mit
Hilfe mehrerer monoklonaler Antikérper (z.B. Leu 11,
Leu 19, Leu 7) kann die Mehrzahl der NK-Zellen erfaBt
werden. Auf diese Weise gelang auch die Abgrenzung der
NK-Zellen von mehreren Arten zytotoxischer T-Zellen, die
das CD3-Antigen exprimieren, jedoch verschieden struk-
turierte T-Zellrezeptormolekiile aufweisen. In den letzten
Jahren wurden zwei weitere zytotoxische Zellpopulatio-
nen charakterisiert, die beide erst unter EinfluB von Inter-
leukin 2 zu Killerzellen ausdifferenzieren: LAK/Lympho-
kin-aktivierte Killerzellen bzw. TIL/Tumor-infiltrierende
Lymphozyten, die unter IL2-EinfluB noch effektiver als
LAK stimuliert werden.

Fur die Analyse der NK/zytotoxischen Zellen wird in der
Routine-Zytometrie eine Mischung von CD3, Leu 11,
Leu 19 eingesetzt, so daB die Evaluierung der NK-Zellpo-
pulationen und der CD 2-positiven Killerzellen ermoglicht
wird.

In Tab. lll sind die Zellpopulationen dargestellt, die Ge-
genstand der RoutinedurchfluBzytometrie sind.
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Tab. I: Lymphozyten-Differen-

Zierungsantigene. Zellart - Klassifizierung CD (WHO) monoklonale AK
T-Lymphozyt pan T CD3 Leu 4, Okt 3
unreife T-Zelle CD7 Leu 9
E-Rosettenrezeptor Ccbh2 Leu 5, Okt 11
T-Zellrezeptor - TA 1, TCR-1
Helfer-Zelle —_ CD 4 Leu 3, Okt 4
Helfer-Inducer-Subtyp CD4/CDw29 T4/4B4
Suppressor-Inducer-Subtyp CD 4/CD 45 RA Leu3/Leu18,T4/2H 4
Suppressorzelle - cDs Leu 2/ Okt 8
Zytotoxischer Subtyp CD 8/ S6F1 CD8/S6F1+
Aktivierte Zelle HLA DR — OKDR, anti HLA DR
Transferrinrezeptor CcD 71
IL 2-Rezeptor CD 25 antilL2 R
NK-Zelle NK / LGL CD 16 Leu 11
NK, zytotox. T-Zelle CD 56 Leu 19
HNK-1 CD 57 Leu 7
Thymozyt — CD 1 Leu 6, Okt 6/10, T 6
B-Zelle pan B CD 19 Leu 12, OKB 2, B 4
aktivierte B-Zelle CD 20 B 1, Leu 16
aktivierte B-Zelle CD 23 B 6, Leu 20
pré-B-Zelle, CALLA CD 10 CALLA
Monozyt Monozyt CD 15 LleuM 1, OKM 1, Mo 1
reifer Monozyt, Makrophage CD 14 LeuM3

Der Umfang der Lymphozytendifferenzierung muB von
der jeweiligen Fragestellung abhéngig gemacht werden.
Zu den wichtigsten Parametern fiir die Beurteilung des
Funktionszustandes der Lymphozytenpopulationen zah-
len die Helfer- und Suppressorzellen (Absolutzahlen) und
deren Verhéltnis (T4/T8-Quotient) als Hinweis auf das
regulatorische Gleichgewicht.

In Tab. IV sind die T-Zellpopulationen und Ergebnisse des
Lymphozytentransformationstestes (Mitogen-Test) aufge-
listet, wie sie nach eigenen Untersuchungen und nach
Literaturangaben (15) bei primédren und sekundéren
Immundefekten gefunden werden. Neben Féllen mit
hochgradig gestorter Lymphozytenfunktion und patholo-
gischer Helfer-/Suppressor-Relation finden sich Erkran-
kungen mit normalem Quotienten und gestérter Funktion.

Lymphozytentransformationstest

Der Lymphozytentransformationstest zéhlt zu den alte-
sten immunologischen Testverfahren (16, 17). Dennoch
hat er bis heute keinesfalls an Bedeutung verloren. Der
Test basiert auf der spezifischen In-vitro-Stimulation der
Proliferation einzelner Lymphozytenpopulationen durch
Mitogene (Concanavalin Phytohdmagglutinin, Pokeweed

Tab. Il: Vergleich DurchfluBzytometrie — Mikroskopie.

DurchfluBzytometrie  Mikroskopie
Zeit: 1,5 Minuten 15 - 30 Minuten
Zellzahl gemessen: 5- 10000 100 - 300
Mehrfachmarkierung:  sehr gut kaum mdglich

Tab. lll: Normalprogramm der Lymphozytentypisierung.

Normal-
Marker % verteilung

Zellen/ul
Lymphozyten 20 - 40 1600 - 3600
Monozyten 2-8 140 - 800
Granulozyten 40 - 80 2000 - 5600
T-Zellen CD 3 61 -85 860 - 2680
B-Zellen CD 19 7-23 110 - 575
T-Helferzellen CD4 30-61,5 480-1580
T-Suppressorzellen CD 8 20,6 - 48,5 300 - 1360
aktivierte Zellen  HLA DR + 0-12 0-230
T4/ T8Quotient CD4/CD8 08-28
NK-Zellen CD8-/Leu 11/19+ 10 -22 160 - 790
zytoxische cD8+/
Ty;-Za!ien Leu 11/19 + 2-10 82 - 360
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Tab. IV: Zelluldre Immunitat bei Immundefekten.

- Mitogen-Test T-Zell.

Diagnose PHAICON A PWM CD3 CD4 cD 8 T4/T8
cpm cpm % % %

Gesunde 66.000 28.900 730 458 345 13
Rezidiv.
Infekte 30.080 12,700 606 31,0 389 08
Pneumonie 22.100 17.100 641 287 410 07
Histiozytosis 45.600 22.000 470 210 210 10
DiGeorge
Syndrom 34.600 8300 835 1571 428 04
Hodgkin
Lymphom 41.000 16.300 68,2 426 387 1.1
Malignom 52.00 21400 653 463 421 11
Metastas.
Malignom 29.400 5800 641 392 560 07
HIV/ARC 29.400 9300 623 323 404 08
HIV/AIDS 12.300 4.000 60,1 91 455 0.2

Tab. V: Vergleich beider Testverfahren.

Multitest Mitogen-Test
in vivo in vitro
Aufwand gering grof
Kosten niedrig hoch
Altersgrenze > 1 Jahr keine
Testdauer 2 Tage 5 Tage
Reproduzierbarkeit maBig sehr gut
Stéranfalligkeit hoch gering
Sensitivitat mittel hoch
Material Patient 1-2 ml NH-Blut

Tab. VI: Effekt einer UV-A 1-Behandiung auf das Immunsystem.

Parameter Basal uv A1 Diff. %
Leukozyten (Zellen/ul) 5641 6741 + 20
Lymphozyten 1499 1511 + 1
Granulozyten 3819 4720 + 24
Monozyten 295 376 + 28
CD 3-Zellen 780 860 + 11
CD 4-Zellen 343 419 +22
CD 8-Zellen 442 359 —15
4/8-Quotient 1,25 1,53 + 22
aktiv. Zellen 142 112 —22
NK-Zellen 365 310 —18
B-Zellen 145 144 = 0
Multitest Merieux (Score) 6,9 13,3 +93

Mitogen Response (CPM)

PHA/ConA 67.100 104.005 + 55
PWM 23.500 42.530 + 81
TET. Toxoid 4.800 5.900 +23

UV-A 1 (340 - 440 nm) UVASUN 30.000 BIOMED, 750 W/gm
30 min Bestrahlung/d; Dauer 14 Tage; 2.700.000 Jm/-2/d

Mitogen), l6sliche Antigene (bakterielle Antigene, Toxine,
virale Antigene etc.) oder Zytokine. Die Transformation
der Lymphozyten wird anhand der Einbaurate von radio-
aktiv markiertem Thymidin in die zellulare DNS gemes-
sen. Sowohl B-Zellen als auch T-Zellen oder T-Helferzel-
len kénnen selektiv stimuliert werden. Trotz unlberseh-
barer methodischer Schwachen hat sich der Test in der
Routine fUr die Lymphozytenfunktionsanalyse hervorra-
gend bewahrt.

Vergleichbare Resultate liefert der Hauttest mit Recall-
Antigenen, der sogenannte Multitest Merieux (18). Das
AusmaB der Hautreaktion nach Aufbringen der Antigene
ist ein zufriedenstellendes MaB der zelluldren Immunfunk-
tion. Die mit dem Multitest Merieux gewonnenen Ergeb-
nisse sind z.T. direkt mit denen des In-vitro-Lymphozyten-
transformationstestes vergleichbar. Dennoch werden in
Einzelfallen erhebliche Diskrepanzen in der Aussage bei-
der Testverfahren begbachtet. Stick/ (19) konnte in einer
Studie mit Malignompatienten zeigen, daB bei scheinbar
unauffalligem Hauttest in der Mehrzahl der Falle der Lym-
phozytentransformationstest pathologisch war. In Tab. V
sind die Unterschiede der beiden Testverfahren zusam-
mengefaBt.

In einer Studie (20) Uber den EinfluB von UV-A1-Strahlung
auf das zellulare Immunsystem konnte neben der Analyse
der Lymphozytensubpopulationen der Funktionszustand
der Probanden-Lymphozyten mit beiden Testverfahren
verfolgt werden (Tab. VI). Wahrend fir unselektiertes UV-
Licht in friheren Studien ein immunsuppressiver Effekt
beschrieben wurde (21), konnte fir langerwelliges UV-A1-
Licht (340 bis 440 nm) ein Uberraschend ausgepragter
immunstimulierender Effekt nachgewiesen werden.

Die positiven Effekte des langwelligen Lichtes sind offen-
sichtlich durch die toxischen Effekte des kurzwelligen UV-
Lichtes bei unselektierter UV-Einstrahlung Uberdeckt. In
einer analog durchgefiihrten Studie bei Malignompatien-
ten (22) konnte auch in dieser Patientengruppe ein ausge-
pragter immunstimulierender Effekt des langwelligen UV-
A1l-Lichtes demonstriert werden. Abgesehen von einer
maBiggradigen Zunahme der Helferzellen mit Anstieg des
Helfer/Suppressorquotienten ist die Aktivierung der Lym-
phozyten sowohl im Hauttest als auch im Mitogen-Test
besonders hervorzuheben. Dabei kam es nicht nur zu
einer Aktivierung im Sinne einer Normalisierung bei sup-
primierten Zellen von Malignompatienten, sondern bei
Normalpersonen auch zu einer starken Stimulation ber
das Basalniveau hinaus.

Lymphokine

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Peptiden
identifiziert, die von Immunzellen sezerniert werden und
inzwischen einheitlich als Zytokine bezeichnet werden (7).
Zytokine werden je nach Zelltyp auch als Lymphokine bei
Sekretion durch Lymphozyten bzw. als Monokine bei Se-
kretion durch Monozyten/Makrophagen bezeichnet. lhre
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Tab. VII: Ubersicht aber die fiir

Tumordiagnostik (und Therapie) Zytokin Synonyme Herkunft Hauptwirkungen
relevanten Zytokine.
Interferon-alpha Leukozyten- Leukozyten Zytotoxisch, immunmodulierend
Interferon Expression von Tumorantigenen
und MHC
Interferon-beta Fibroblasten- Fibroblasten
Interferon T-Zellen 80
Interferon-gamma  Immun-Interferon  T-Zellen s. 0.
Interleukin 1 Lymphozytenakti- Makrophagen/ Stimuliert T- und B-Zellen
vierender Faktor ~ Monozyten Induktion von Zytokinsekretion
(IL 2, IL 6, INF, TNF)
Interleukin 2 T-Zell-Wachstums-  aktivierte Aktivierung und Proliferation von
faktor T-Zelle (CD 4)  T-Zellen, NK-Zellen, LAK-Zellen,
TIL-Zellen
Interleukin 4 BSF-1, B-Zell- T-Zellen B-Zellstimulation (IgG 4, IgE),
Wachstumsfaktor Mastzellen
Interleukin 5 Eo-CSF T-Zellen B-Zellstimulation, Eosinophile
Interleukin 6 IFN-b2, BSF2  T-Zellen B-Zellstimulation
BCDF Monozyten Entzlndungsreaktionen (Leber)
Granulozyten, Monozyten
Interleukin 7 prdB-CGF Thymozyten Stimulation der B-Zellreifung,
Lymphopoetin 1 T-Zellen
TNF alpha Kachektin Makrophagen/  Tumornekrose, zytotoxische Sub-
Monozyten stanz der NK-Zellen und Makropha-
gen, Synergie mit INF.
Stimulation von Zytokinen,
Prostaglandinen, Hormonen
TNF beta Lymphotoxin T-/B-Zellen S. 0.

Zahl nimmt fast wochentlich weiter zu. Unter den zur Zeit
bekannten Zytokinen kommt den in Tab. VIl aufgelisteten
herausragende Bedeutung zu.

Fiir die Mehrzahl der Lymphokine wurden inzwischen Im-
munoassays zum quantitativen Nachweis in Kérperflis-
sigkeiten und Kulturiibersténden etabliert. Zu erwihnen
ist auBerdem, daB verschiedene Zytokine, insbesondere
IL1, IL2, Gamma-Interferon und Alpha TNF-Eingang in die
Tumortherapie gefunden haben.

Die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen eréffnet die
Méglichkeit, die dynamische Interaktion der Immunzellen
zu objektivieren. Die Messung der Serumkonzentration ist
jedoch bisher nur beschrénkt méglich. Zum einen liegen
die Zytokinkonzentrationen im Normalfall auBerordentlich
niedrig im Picogramm-Bereich, zum anderen begrenzen
kurze Plasmahalbwertszeiten den Interpretationsspiel-
raum. Dennoch wurden in Einzelféllen relevante Ergeb-
nisse gewonnen (Tumortherapie, AIDS-Syndrom, schwe-
re Infektionen, Sepsis, aktives Stadium von Autoimmun-
erkrankungen).

Wesentlich unproblematischer ist die Bestimmung der Zy-
tokinkonzentrationen im Kulturiiberstand nach In-vitro-
Inkubation isolierter Lymphozytenpopulationen. Dabei
kénnen bis zu 1000fach hdhere Zytokinkonzentrationen
im Kulturiiberstand als im Serum gemessen werden. Die
In-vitro-Bestimmung hat sich als hervorragendes MeBver-

fahren fir den Funktionszustand der Immunzellen erwie-
sen, wobei die Messung verschiedener Zytokine Riick-
schlisse auf den Funktionszustand einzelner Zellarten er-
laubt. Die Messung ist ebenso gut geeignet fiir den Wir-
kungsnachweis immunmodulierender Substanzen.

Tab. VIII: Lymphozytenfunktion bei Malignom.

Kontrolle  Patient Diff. %
Mitogen Response (cpm)
PHA/ConA 77.300 51.000 -34
PWM 28.600 16.600 -42
TET 6.100 5.020 ~18
Lymphokine in vitro (U/ml)
(PHA/PWM-Stimulation)
L2 1.280 760 -41
IL6 8.300 6.730 -19
INFg 560 405 -28
TNFa (pg/ml) 1.420 1.106 -22

Mitogen response:
3H-Thymidin-Einbaurate (1 uCi/ml); 4 Tage Kultur, 5 x 10/5 Zel-
len/ml.

Lymphokinfreisetzung:
10/6 Lymphozyten/ml. 4 Tage Kultur mit PHA + PWM.
Lymphokinnachweis im Uberstand mit RIA/Elisa.
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In eigenen vorlaufigen Messungen wurden bei Tumorpa-
tienten neben den bereits beschriebenen Funktionsdefek-
ten im Lymphozytentransformationstest signifikante Ein-
schrankungen der Zytokinfreisetzung in vitro gefunden
(Tab. VIII).

Die Konzentration aller im Kulturiberstand gemessenen
Zytokine (IL 2, IL 6, Gamma-Interferon, Alpha-TNF) lag
nach Mitogenstimulation bei Tumorpatienten erheblich
niedriger als bei gesunden Probanden. Die Einschréan-
kung der IL-2-Sekretion fiel besonders ins Gewicht, even-
tuell als Hinweis auf eine zentrale Funktionseinschrén-
kung der T-Helferzellen. Weitere Untersuchungen sind er-
forderlich, um den genauen Stellenwert der In-vitro-
Zytokinbestimmung fiir die immunologische Funktions-
diagnostik bei Tumorpatienten zu ermitteln.

Phagozytose, NK-Zellen

AbschlieBend soll noch auf die Makrophagen eingegan-
gen werden, deren besondere Rolle fir die Inmunabwehr
bei Malignomen nicht unterschatzt werden kann. Damit
stellt auch die Funktionsanalyse der Makrophagen eine
wesentliche Komponente der Immundiagnostik bei Mali-
gnomen dar.

Wahrend der Makrophage als gewebsgebundene Zelle
nur bedingt zugéanglich ist, liefert der im peripheren Blut
zirkulierende Monozyt grundsétzlich die gleichen Resulta-
te. Als Vorstufe der Makrophagen ist er mit den gleichen
Funktionen ausgestattet, wenn auch aufgrund geringeren
Reifegrades in reduzierter Aktivitat (23). Der Mono-
zyt/Makrophage steht im Mittelpunkt der Antigen-Primar-
antwort, ausgestattet mit der Fahigkeit der unspezifischen
Reaktion. Zu diesem Zeitpunkt existieren noch keine anti-
genspezifischen Lymphozyten (Gedachtniszellen) der B-
und T-Zellreihe. Der Makrophage realisiert ein potentiel-
les Antigen nicht auf immunologischer, sondern auf
physikalisch/morphologischer Basis. Die Einzelheiten des
Erkennungsmechanismus sind noch wenig bekannt. Dem
Makrophagen kommt die Primédrentscheidung dariiber
zu, ob eine maligne entartete, korpereigene Zelle als Anti-
gen realisiert und eine Immunantwort ermdglicht wird. Der
Aktivitatszustand, in dem sich der Makrophage zu diesem
Zeitpunkt befindet, ist von entscheidender Bedeutung
(24). Tierversuche haben gezeigt, daB aktivierte Makro-
phagen wesentlich effizienter in der Lage sind, ein Tumor-
zellinokulat zu eliminieren als ruhende Zellen.

Die Aktivitdt von Makrophagen/Monozyten kann in ver-
schiedenen Testverfahren ermittelt werden. Dabei stehen
allerdings nur einzelne der zahllosen Makrophagen-Akti-
vitdten zur Disposition. In der Routinediagnostik haben

Tab. IX: Immundiagnostik bei

T orensliborals it Flow Zytometrie In-vitro-Kultur Serum
I. unspezifische Immunitat
Makrophagen -Phagozytose Interleukin 1
Chemolumineszenz
Candida Killing
Neopterin
NK-Zellen Typisierung
Leu 11/19 Zytotoxizitatstest
Leu 7
CD8+/-
Il. spezifische Immunitat
T-Zellen CD 3-Typisierung Mitogen-Stimulation B2-Mikroglobulin
aktivierte T-Zellen PHA, ConA, Okt 3 siL 2-Rezeptor,
HLA-DR; IL2-R; TRF-R Lymphokine in vitro sCD 4,sCD 8
CD 4/Helferzellen IL1, IL2, IL6, TNF, INF Interleukin 2
Helfer/Inducer
Helfer/ Suppressor
CD 8/Suppressorzellen Interferon gamma
zytotoxische T-Zellen Interleukin 6
CD 1/Thymozyten TNF alpha
B-Zellen Typisierung Interleukin 4
CALLA/CD 10 Mitogen-Stimulation
CD 19 PWM Tetanustoxoid,
etc.
CD 23 Lymphokine in vitro
IL2,IL4

Material: Flow Zytometrie: 2 ml NH (Heparin)-Blut/ Test
In-vitro-Kultur: 1 bis 2 ml NH-Blut/ Assay
Serum: 0,2 ml Serum / Parameter




Arztezeitschrift f. Naturheilverf. 2/92, 33, Jahrg.

W. P. Bieger, Immundiagnostik

sich etabliert 1. die Analyse der Phagozytoseaktivitat, 2.
die Analyse der metabolischen Aktivitdt bzw. metaboli-
schen Funktionskapazitat der Zellen durch Bestimmung
der basalen und stimulierbaren Chemolumineszenz und
(verbunden mit signifikant hoherem experimentiellem
Aufwand) 3. die Messung der Makrophagen-Migrations-
fahigkeit durch Bestimmung der Chemotaxis und gegebe-
nenfalls die Analyse einzelner sekretorischer Produkte
(Lysozym).

Die Makrophagenaktivitdt unterliegt zahlreichen Einflus-
sen, u.a. metabolischen Faktoren (Diabetes mellitus,
Hyperlipiddmie, Ernahrungszustand), hormonellen Ein-
flissen (Cortisol, Adrenalin, Thyroxin, Insulin, etc.) und
Einflissen des spezifischen Immunsystems, z.B. Zytoki-
nen. Entsprechend vielseitig ist die Makrophagenaktivitat
auch durch exogene Faktoren beeinfluBbar (25). Zahlrei-
che Studien am Tiermodell und mit Patienten haben ge-
zeigt, daB die Makrophagenfunktion bei Malignomen ein-
geschrankt ist. Ungekléart ist jedoch, ob diesem Befund ur-
séchliche Bedeutung zukommt oder ob es sich um sekun-
dére Phanomene handelt.

Die zweite Zellpopulation des unspezifischen zelluléren
Immunsystems, die von entscheidender Bedeutung fir
die Primarauseinandersetzung mit Antigen ist, ist die Po-
pulation der natirlichen Killerzellen. Die NK-Zellen stellen
eine heterogen zusammengesetzte Zellpopulation dar,
die inzwischen, wenn auch mit gewissen Einschrankun-
gen, zufriedenstellend in der Routinediagnostik quantifi-
zierbar ist (s.0.). Die Funktionsanalyse dieser Zellgruppe
ist fir die Routinediagnostik noch nicht mit vertretbarem
Aufwand einsetzbar.

In Tab. IX sind alle angesprochenen Testverfahren zu-
sammenfassend aufgelistet, wobei die verschiedenen
Techniken/Kompartimente hervorgehoben sind.
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