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1. Einleitung 

 

1.1 Das Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region und seine 

medikamentösen Behandlungsformen 

 

Hintergrund 

Mit weltweit über 500.000 Neuerkrankungen pro Jahr, einer 5-Jahres 

Überlebensrate von unter 50% und einem häufig fortgeschrittenen Tumorstadium 

bei Diagnosestellung, stellt das Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich 

(PKH) eine präventive und therapeutische Herausforderung dar. Zu den 

häufigsten Eigenschaften des PKH zählen chirurgisch anspruchsvolle 

Lokalisationen, frühe Metastasierung und die lokale Infiltration von wichtigen 

Organen. Dies erfordert eine individuelle therapeutische Herangehensweise, 

welche oftmals aus der Kombination verschiedener Methoden besteht. Neben den 

etablierten Verfahren der chirurgischen Resektion und Radiochemotherapie hat 

sich nun auch die Immuntherapie als viertes therapeutisches Standbein etabliert. 

Eine Therapieempfehlung erfolgt in der Regel im Rahmen der interdisziplinären 

Tumorkonferenz unter Einbezug der Fachrichtungen Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, 

Onkologie, Strahlentherapie, Radiologie, Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie, 

Nuklearmedizin und Pathologie. 

Neben der karzinogenen Wirkung der Hauptrisikofaktoren Tabakrauch und Alkohol 

sind mehrere Arten der risikobehafteten humanen Papillomviren (HPV) an der 

Entwicklung sowohl von Zervix- als auch von Oropharynxkarzinomen beteiligt 

[8,19]. Eine bedeutende Rolle innerhalb der Entstehung und Erhaltung des 

Tumorwachstums spielt darüber hinaus eine von Immunzellen geleitete 

Entzündungsreaktion und die durch Tumore gesteuerte Manipulation von 

Signalmolekülen [14]. 
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Chemotherapie 

Während in frühen Stadien vorzugsweise eine chirurgische oder 

strahlentherapeutische Therapie empfohlen wird, kommt die primär kurative 

Chemotherapie vorwiegend bei fortgeschrittenen oder irresektablen Tumoren, 

kombiniert mit der Strahlentherapie zum Einsatz. Hierzu ist belegt, dass die 

Hinzugabe einer Chemotherapie einen Überlebensvorteil erbringt [2,10]. 

Bestätigende Studien mit einem Verweis auf die Überlegenheit der begleitenden 

Chemotherapie gegenüber einer Induktionstherapie und alleinigen 

Strahlentherapie folgten [1,7,26]. So erhöht die simultane Chemotherapie die 

Strahlensensibilität der Tumorzellen und führt zu einem räumlichen 

Zusammenwirken beider Therapieformen, welche dennoch unabhängig 

voneinander am Tumor wirksam sind [33]. Die beschriebenen Effekte führen zu 

einer Verstärkung der Strahlentherapie sowie einer möglichen Vernichtung 

kleinster Metastasen, wodurch die simultane Radiochemotherapie ebenfalls eine 

Therapieoption für einen favorisierten Organerhalt darstellt.  

Neben Cisplatin und dem verwandten Wirkstoff Carboplatin, werden überwiegend 

5-Fluorouracil, Mitomycin C und die Gruppe der Taxane, einzeln oder in 

Kombination, eingesetzt [75]. Wie die meisten Chemotherapeutika sind auch die 

genannten zunächst nicht auf der Basis einer vorhandenen Zielstruktur innerhalb 

einer Tumorzelle, sondern aufgrund ihres breiten zytotoxischen Effekts auf eine 

Vielzahl organischer Moleküle entdeckt und eingesetzt worden.  

 

Die Induktionschemotherapie spielt eine besondere Rolle hinsichtlich einer 

möglichen organerhaltenden Behandlung im Sinne einer Chemoselektion und in 

Situationen, bei denen eine Fernmetastasierung wahrscheinlich scheint. Häufig 

erfolgt sie durch eine Zweifachkombination mit Cisplatin sowie 5-FU und einer 

konventionell fraktionierten Radiatio oder einer Dreifachkombination der 

genannten Zytostatika zusammen mit Docetaxel. Ziel ist es Tumoranteile, die nicht 

von einer lokalen Therapie erfasst werden, durch eine frühe Behandlung effektiver 

zu schädigen [13,77]. 

Chemotherapeutika der genannten Medikamentengruppen, in ähnlicher oder 

gleicher Kombination, werden auch für die neoadjuvante Behandlung verwendet. 

Allerdings wird eine nachfolgende Resektion des Tumors angestrebt.  
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Die zytostatische Therapie soll zu einer Verkleinerung des Primärtumors führen, 

welche eine weniger radikale Operation nach sich ziehen könnte [11]. 

Ähnlich der primären simultanen Radiochemotherapie, zeigt die adjuvante 

Chemotherapie in erster Linie einen Überlebensvorteil in Kombination mit einer 

Bestrahlung auf [5]. Die adjuvante Chemotherapie hat den Zweck, nach einer 

stattgehabten chirurgischen oder strahlentherapeutischen Behandlung, etwaige 

Tumorreste zu beseitigen. 

 

Weiterhin gehört die chemotherapeutische Einzeltherapie zur Bandbreite 

palliativer Konzepte. Patienten, bei denen die Tumorerkrankung nicht mehr 

sinnvoll durch eine lokale Therapie behandelt werden kann, erhalten überwiegend 

MTX, Platine, 5-FU, Taxane oder den gegen EGFR gerichteten Antikörper 

Cetuximab als Monotherapie. Bedeutsam ist der Erhalt der Lebensqualität unter 

Abwägung der zu erwartenden Toxizität. 

 

Trotz der vielfältigen Wirkungsweisen einer Chemotherapie stellen Lokalrezidive, 

Zweittumore und die Entwicklung von Fernmetastasen häufige Gründe für ein 

Therapieversagen dar. Folglich sind weitere Untersuchungen zu ihren 

systemischen Wirkungen unerlässlich. Die durch ihre Myelosuppression historisch 

als nachteilig betrachtete Rolle der Chemotherapie gegenüber einer suffizienten 

Immunantwort wurde in den letzten Jahren neu beleuchtet. Mehrere Mechanismen 

stützten die Annahme, dass ebenfalls eine immunologische Tumorbekämpfung 

gefördert werden kann [20].  

 

Immuntherapie 

Eine weitere, sich zunehmend etablierende Behandlungsform für das PKH ist die 

Immuntherapie. Die routinemäßige Nutzung hat sich lange auf die EGFR-Inhibition 

in ausgewählten palliativen Situationen oder in Kombination mit einer 

Strahlentherapie beschränkt [30]. Allerdings hat sich der Fokus klinischer Studien 

in den letzten Jahren erheblich von der Wachstumsinhibition mittels Antikörper 

und Tumorimpfung hin zur Immunmodulation von Immun-Checkpoints gewandelt 

[58].  

Die in den letzten Jahren entwickelten Checkpoint-Inhibitoren stellen effektive 

Angriffspunkte dar, an denen mittels spezifischer Antikörper die Immunantwort  
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gestärkt werden kann. Die Aktivierung einer T-Zelle erfolgt entweder über 

antigenpräsentierende Zellen durch MHC-II oder über Tumorzellen mittels MHC-I. 

Diese Aktivierung kann jedoch über eine Reihe von molekularen Kontrollpunkten, 

wie zum Beispiel den Programmed-Death-1 Rezeptor (PD-1) negativ reguliert 

werden [49]. Im gesunden Immunsystem verhindern die Checkpoints eine 

überschießende Immunreaktion im Sinne von Allergien und 

Autoimmunkrankheiten. In Tumorpatienten nutzen die Tumorzellen die 

Checkpoints als eine Form von Immune Escape in dem sie zum Beispiel den PD-1 

Liganden (PD-L1) exprimieren und so die Immunantwort reduzieren. 

 

Vielversprechende Therapieerfolge mit Checkpoint-Inhibitoren, wie 

Pembrolizumab und Nivolumab, in Patienten mit malignem Melanom führten zur 

Ausweitung der klinischen Anwendung auf eine Reihe anderer maligner Tumore 

wie auch dem PKH [22,61,81]. Aufgrund der positiven Ergebnisse mit verlängerten 

Überlebensraten in den behandelten Patienten erfolgte 2017 die Zulassung des 

PD-1 Inhibitors Nivolumab für die Therapie des Cisplatin-resistenten PKH. Weitere 

Checkpoints mit therapeutischem Potential beinhalten unter anderem die Familie 

des TNF-α-Rezeptors oder den NK-Zellspezifischen Killer Cell Immunoglobulin-

like-Rezeptoren (KIR).  

 

Neben dieser spezifischen Antikörpertherapie existieren auch unspezifische 

Formen der Immuntherapie wie zum Bespiel die peritumorale Injektion von 

Zytokinen, welche zu einer Aktivierung des Immunsystems führen sollen. So 

zeigte die tumornahe Injektion eines Zytokin-Gemisches ein erhöhtes 

Immuninfiltrat im Tumorgewebe, was möglicherweise den Effekt einer 

Chemotherapie verstärken kann [72]. 

 

Weitere Möglichkeiten einer immunmodulierenden Therapie bestehen in der 

Tumorvakzinierung und des Immuntransfers von in vitro stimulierten Lymphozyten 

beziehungsweise von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten [15,67,83]. 

Eine Chemotherapie induziert zum einen den immunologischen Zelltod einer 

Tumorzelle und unterbindet zum anderen die verschiedenen ‚Immune Escape‘ 

Mechanismen der Tumorzellen [21]. Dies stellt eine zukünftige,  
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erfolgsversprechende Kombination aus Chemotherapie und Immuntherapie in 

Aussicht. 

 

1.2 Immune Escape Mechanismen 

Theorien, die eine Fehlregulation des Immunsystems für die Entstehung von 

Tumoren mit verantwortlich machen, rücken seit der Beobachtung von Langzeit-

immunsupprimierten Patienten erneut in den Vordergrund, da diese Patienten 

vermehrt unterschiedliche Tumorentitäten entwickeln, worunter sich auch das PKH 

befindet [6]. Des Weiteren verfügt ein bereits aufgetretenes PKH über 

verschiedene Mechanismen um der Immunantwort zu entgehen [78]. Hierzu 

zählen vor allem die Herstellung nur schwach immunogener Tumorantigene und 

die mangelnde immunologische Kostimulation, außerdem die Bildung und 

Förderung immunsuppressiver Faktoren sowie immunsuppressiver 

Zellpopulationen [57]. Das Erkennen von Antigenen der Tumorzellen und deren 

Bekämpfung wird durch einen Expressionsverlust der MHC-I Moleküle auf 

Tumorzellen oder Verringerung der T-Zell-vermittelten Signaltransduktion 

geschwächt [9]. 

Eine herausragende Rolle in Bezug auf immunsuppressive Zellreihen nehmen 

zahlreiche Subpopulationen CD25 positiver, regulatorischer T-Zellen ein [46,87]. 

Des Weiteren sind mesenchymale Stammzellen, myeloide Suppressorzellen und 

regulatorische B-Zellen an einer Unterdrückung der Immunantwort beteiligt 

[48,60]. 

Letzterer Gruppe gelingt dies unter anderem durch die Synthese 

immunsuppressiver Zytokine, wie TGF-ß, IL-10 und Granzym B [39]. Die Funktion 

Tumor-infiltrierender B-Lymphozyten ist nicht abschließend geklärt. So konnte 

unter anderem in Patienten mit PKH eine Korrelation zwischen ihrem Auftreten 

und einer günstigeren Prognose nachgewiesen werden, gleichzeitig wurden 

jedoch wachstumsfördernde Eigenschaften auf Tumoren beschrieben [25,51]. 

Betrachtet man erneut die Stellung der regulatorischen B-Zellen, so zeigen diese 

aber eine ungünstigere Prognose für Patienten mit PKH, sollten sie den Tumor 

infiltrieren [85]. 
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1.3 Adenosin im onkologischen Mikromilieu 

Extrazelluläres Adenosin zeichnet sich als potenter Inhibitor des Immunsystems 

im Tumormikromilieu aus und kann unter anderem von regulatorischen 

Lymphozyten, mesenchymalen Stammzellen, Exosomen und Tumorzellen selbst 

gebildet werden [27]. Voraussetzung hierfür ist die Expression sogenannter 

Ektonukleotidasen, CD39 und CD73, auf der Zelloberfläche [79]. Das von 

nekrotischen Tumorzellen freigesetzte ATP wird durch das Enzym CD39 zu 5`-

AMP und durch CD73 weiter zu Adenosin hydrolysiert (Abbildung 1). Humane T-

Zellen im peripheren Blut exprimieren entweder CD39 oder CD73, aber nicht 

beide Enzyme gleichzeitig. Im Gegensatz hierzu sind mehr als 65% der humanen 

B-Zellen in der Lage, sowohl CD39 als auch CD73 zu exprimieren und besitzen 

somit die Fähigkeit selbstständig exogenes ATP in immunsuppressives Adenosin 

zu hydrolysieren [53]. Murine regulatorische T-Zellen verfügen wiederum über 

beide Oberflächenenzyme [17]. Eine weitere Ausnahme können schließlich in 

Tumorpatienten vorkommende, tumor-infiltrierende T-Zellen oder Tumor-induzierte 

regulatorische T-Zellen darstellen, welche ebenfalls über CD39 und CD73 

verfügen [59]. Letztere stellen darüber hinaus immunsuppressives Prostaglandin 

E2 her [79]. 

Zusätzlich kann das Tumorwachstum para- und autokrin über Adenosin-

Rezeptoren auf Tumorzellen gefördert werden [28]. Dieser Zusammenhang 

konnte bereits explizit für das PKH aufgezeigt werden [35]. Die unterschiedlichen 

Wirkungsweisen von Adenosin im Körper werden durch verschiedene Adenosin-

spezifische Rezeptoren (A1-3) vermittelt [12]. Sobald Adenosin an 

oberflächlichen Rezeptoren von CD4+ T-Zellen bindet, wird deren Wachstum und 

Funktion über eine Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels eingeschränkt. 

Für die inhibitorische Wirkung, wie der verringerten zytotoxischen Aktivität von T-

Zellen und der vermehrten Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen, ist in 

erster Linie der A2A-Rezeptor verantwortlich [31]. 
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Abbildung 1: Die extrazelluläre Produktion von Adenosin durch regulatorische 
Lymphozyten bewirkt eine Immunsuppression. Die Ektonukleotidasen CD39 und CD73 
hydrolysieren ATP zu 5`-AMP und schließlich weiter zu Adenosin. 5`-AMP und Adenosin 
wirken inhibitorisch auf Immunzellen. Adenosin fördert ebenfalls das invasive Tumor-
wachstum. 

 

Die beschriebenen Zusammenhänge machen Adenosin und seine Rezeptoren zu 

einer potenziellen Zielstruktur für neue, antineoplastische Therapien. Kürzlich 

publizierte Arbeiten konnten so beispielsweise einen größeren Nutzen der 

Blockade von PD-1 aufzeigen, wenn diese mit einem Inhibitor des A2A-Rezeptors 

kombiniert wurde [4,44]. Eine Adenosin-Rezeptor-Blockade könnte demzufolge 

zum einen zu einer verringerten Proliferation von Tumorzellen führen und zum 

anderen eine suffiziente Immunantwort ermöglichen, wodurch sie eine 

vielversprechende Behandlungsoption darstellt. Des Weiteren stellen die Enzyme 

CD39 und CD73 selbst Zielstrukturen dar und somit die Möglichkeit den 

Signalweg zu blockieren. So konnte eine CD39-Blockade die immunogene 

Aktivität von Anthracyclinen wiederherstellen und die Inhibition von CD73 zeigte 

eine signifikante Reduktion des Tumorwachstums und der Bildung von 

Lungenmetastasen im Mausmodell [43,66]. 

Trotz der bedeutsamen Stellung von Adenosin im Hinblick auf die Tumor-

entstehung, fehlen weitreichende Erkenntnisse über den möglichen Einfluss, den 

eine antineoplastische Therapie auf die Bildung von Adenosin mit sich bringt. 
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1.4 Zielsetzung 

Um synergetische Effekte der Chemotherapie und Immunantwort zu erreichen, 

wird die umfassende Kenntnis ihrer Interaktion vorausgesetzt.  

Die zunehmende Tendenz, eine personalisierte Therapie mit Bezug auf Patienten- 

und Tumorcharakteristika zu erreichen, macht es ebenfalls erforderlich, 

Wechselwirkungen detailliert zu beschreiben. Daher befasst sich die vorliegende 

Arbeit eingehend mit dem chemotherapeutischen Einfluss auf das Immunsystem 

in Patienten mit Plattenepithelkarzinom in der Kopf-Hals-Region. Kern der 

Untersuchungen ist die Charakterisierung und funktionelle Überprüfung derjenigen 

Zellpopulationen, welche die Fähigkeit besitzen immunmodulierendes Adenosin zu 

produzieren. Zusätzlich sollen unterschiedliche Auswirkungen der verschiedenen 

Chemotherapeutika herausgearbeitet sowie dosisabhängige Einflüsse und 

Langzeiteffekte dargestellt werden.  

Darüber hinaus wird die mögliche Therapie mit Inhibitoren des PD-1-Signalwegs in 

der Kombination mit einer Radiochemotherapie diskutiert.
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Probengewinnung 

Die freiwilligen Blutspender wurden über die experimentelle Nutzung der Zellen 

aufgeklärt (Kohorte #1). Ein entsprechendes Votum der örtlichen 

Ethikkommission lag vor (Universität Ulm 255/14). Nach schriftlicher Einwilligung 

der Probanden wurde 50 ml peripher venöses Blut von 20 gesunden 

Studienteilnehmern, 15 Patienten mit Plattenepithelkarzinom im Kopf- und 

Halsbereich, sowohl vor als auch nach ihrer erstmaligen Radiochemotherapie 

(RCT), und drei Patienten vor und nach palliativer Chemotherapie entnommen. 

Die Blutentnahme erfolgte mit mehreren 10 ml Citrat-haltigen und einem 5 ml 

EDTA-haltigen Röhrchen (beide S-Monovette®, Sarstedt, Nümbrecht) in der Klinik 

für Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, Kopf-und Halschirurgie, des 

Universitätsklinikums Ulm. Die Erstellung eines Differentialblutbildes und die damit 

beinhaltete Bestimmung der Lymphozytenzahl der Tumorpatienten, erfolgte im 

Zentrallabor durch das Standardprotokoll der klinischen Chemie des 

Universitätsklinikums Ulm. Des Weiteren lagen durchflusszytometrische 

Messungen aus der Universität von Pittsburgh von 14 Patienten mit PKH nach 

unterschiedlich lang zurückliegender, erstmaliger und abgeschlossener RCT vor 

(Kohorte #2). Als Kontrollgruppe dienten 24 gesunde Spender. Auch in diesem 

Patientenkollektiv war die schriftliche Einwilligung mit entsprechendem Votum der 

Ethikkommission erfolgt (Universität Pittsburgh, USA, #991206). Die RCT 

umfasste mit einer Ausnahme, welche Mitomycin erhalten hatte, eine 

platinbasierte Chemotherapie und die Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 44-

70 Gray. Klinische und demografische Daten der Patienten sind in der Tabelle 1 

gelistet. 
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Tabelle 1: Klinische und demografische Daten zweier Patientenkohorten sowie von 

gesunden Spendern. Erstveröffentlichung in Ziebart et al. [86]. 

 

  

Kohorte 

 #1 

 

Gesunde 

Spender 

 

Kohorte 

#2 

 

Gesunde 

Spender  

 

N (weiblich/männlich) 

 

18 (4/14) 

 

20 (13/7) 

 

14 (1/13) 

 

24 (6/18) 

Alter 

(Größenordnung) 

59 ± 10 

(45-76) 

50 ± 12 

(19-67) 

58 ± 13 

(31-86) 

28 ± 10 

(23-60) 

Stadium     

  T1/T2/T3/T4 5 / 1 / 6 / 6  1 / 4 / 4 / 5  

nodaler Status     

  N0/N1/N2 3 / 3 / 12  5 / 2 / 7  

Tumorlokalisation     

  Mundhöhle 8  7  

  Pharynx 4  3  

  Larynx 4  3  

  anderer 2  1  

Chemotherapie     

  Cisplatin 13  12  

  Carboplatin 1  2  

  Methotrexat 

  Mitomycin 

3 

1 

   

primäre RCT 8  0  

adjuvante RCT 

palliative 

Chemotherapie 

7 

 

3 

 14 

 

0 
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2.2 Dichtegradientenzentrifugation und Kryokonservierung 

  

Separation peripherer mononukleärer Zellen 

Unmittelbar nach der Blutentnahme wurden periphere mononukleäre Zellen 

(PBMC) mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation separiert, wofür Leucosep 

Tubes (50 ml) mit einer Trennscheibe aus Polyethylen von Greiner Bio-one 

(Kremsmünster, Österreich) dienten. Das entnommene Vollblut wurde 2 : 1 mit 

DPBS (Gibco, Grand Island, USA) verdünnt und auf 15 ml 

Lymphozytenseperationslösung (Biocoll, Biochrom AG, Berlin) aufgeschichtet. 

Nach 15-minütiger Zentrifugation (800 g) bei Raumtemperatur und 

anschließendem, ungebremsten Halt wurde die entstandene Interphase 

entnommen. Die gewonnenen Zellen wurden in zwei weiteren Schritten mit DPBS 

gewaschen. Mit Hilfe von 4 ml Lysepuffer bestehend aus 150 mM Ammonium-

chlorid, 0,1 mM EDTA-Dinatriumsalz (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und 1 mM 

Kaliumchlorid (Carl Roth, Karlsruhe) wurden daraufhin die verbliebenen 

Erythrozyten lysiert. Nach sechsminütiger Inkubation wurde die Reaktion unter 

Zugabe von DPBS abgebrochen und die Zellen im Sinne einer Waschung erneut 

zentrifugiert (400 g; 7 Minuten; 4 °C). 

Die Zellzahl konnte durch eine Trypanblau-Färbung von Sigma-Aldrich und einer 

Neubauerzählkammer des Herstellers Paul Marienfeld (Lauda-Königshofen) 

ermittelt werden. Die Gesamtzellzahl wurde mit nachfolgender Formel berechnet: 

Gezählte Zellen der vier Großquadrate x 0,25 x Verdünnungsfaktor x 104 x 

Volumen. 

PBMC der zweiten Kohorte wurden unmittelbar im Anschluss für weitere 

Experimente verwendet. 

 

Kryokonservierung 

Zu PBMC der Tumorpatienten aus der ersten Kohorte wurden vorgekühlte 

Einfriermedien mit jeweils 500 µl 40% FBS (PAN Biotech, Aidenbach) und 20% 

DMSO (PAN Biotech) hinzugefügt, wobei die Zellzahl für jedes Einfrierröhrchen 

(Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Dänemark) 106 bis maximal 107 betrug. Nach 

der Überführung in einen 4 °C kühlen, mit Isopropanol befüllten Einfrierbehälter  

(Nalgene, Thermo Fisher Scientific) wurde dieser bei -80 °C für mindestens 24 

Stunden gelagert, bevor die Zellen weiter in flüssigen Stickstoff überführt wurden. 
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2.3 B-Zell-Isolation und Zellkultur 

 

B-Zell-Isolation 

Blutproben gesunder Studienteilnehmer wurden verwendet um CD19+ B-Zellen zu 

isolieren und diese unter Zugabe von Zytostatika zu kultivieren. 

Sämtliche nachfolgenden Materialien für die Zellseparation stammen aus dem 

Sortiment des Unternehmens Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach). 

Der Puffer für die Separation wurde aus MACS BSA Stock Solution® (5%) und 

autoMACS Rinsing Solution® (95%, enthält EDTA) erstellt. 

Um CD19+ B-Zellen mittels negativer Isolation zu gewinnen, wurde zu den PBMC 

zunächst der Puffer hinzugefügt. Nachdem die Zellen resuspendiert waren, folgte 

eine Inkubation für 7 Minuten bei 4 °C zusammen mit einem biotinylierten 

Antikörpergemisch (B Cell Isolation Kit II), dessen Volumen 10 µl je 107 Zellen 

betrug. Daraufhin wurden die Zellen erneut mit MACS Puffer gemischt und 

anschließend mit 20 µl Anti-Biotin Antikörper je 107 Zellen (B Cell Isolation Kit II), 

welchen Eisenpartikel anhafteten, versetzt. Es erfolgte eine weitere 

Inkubationszeit von 15 Minuten bei 4 °C, bevor das Zellgemisch zusammen mit 

300 µl MACS Puffer in eine Separationssäule übertragen wurde. Es durchlief die 

zuvor mit dem Puffer gespülte und in einen Magneten gespannte LS-Trennsäule, 

wobei die mit ferromagnetischen Kugeln befüllte Säule das Magnetfeld um ein 

Vielfaches verstärkte und markierte Zellpopulationen so in einer Suspension hielt. 

Durch die Abreicherung konnten die nicht markierten Zellen die Säule passieren. 

Zusätzlich wurden die Zellen durch drei weitere Gaben von 3 ml Puffer ausgespült. 

Die negative Selektion führte dazu, dass die isolierten B-Zellen keine Eisenpartikel 

auf der Oberfläche trugen, welche nachfolgende Analysen beeinflussen könnten. 

Die Reinheit der Zellen wurde durch eine nachfolgende FACS-Untersuchung 

bestimmt, welche bezogen auf CD19 als B-Lymphozytenmarker, immer 

mindestens 93% betrug. 
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Zellkultur 

Isolierte B-Zellen wurden bei 37 °C und fünfprozentiger CO2–Atomsphäre im 

Brutschrank (Hera Cell 150, Heraeus, Hanau) für sieben Tage kultiviert. Als 

Medium diente RPMI-Medium (Gibco), welches Penicillin/Streptomycin (100 µg/ml; 

Gibco) und zu 10% FBS enthielt. Für die Zellkultur wurden Platten mit 96 Wells 

und flachen Böden verwendet (Falcon, Corning, USA). Je Well wurden 105 Zellen 

inkubiert. Das Gesamtvolumen betrug 200 µl. Um die Zellen zu stimulieren wurde 

ein CD40 Ligand in einer Endkonzentration (EK) von 10 ng/ml, Hämagglutinin 

Peptid-Antikörper in einer EK von 423 ng/ml (beide R&D Sytems, Minneapolis, 

USA) und IL-4 (CellGenix, Freiburg) in einer EK von 200 U/ml hinzugefügt. 

Anschließend wurden die Zellen mit jeweils einem Zytostatikum behandelt (s. 

Tabelle 2). Die Endkonzentrationen der Zytostatika sind für die jeweiligen 

Versuche angegeben. 

 

Tabelle 2: Zytostatika 

 

Zytostatikum Hersteller 

Cisplatin Teva, Ulm 

Methotrexat Pfizer, Berlin 

5-Fluorouracil Medac, Hamburg 

Paclitaxel Fresenius Kabi, Bad Homburg 

Cetuximab Erbitux®, Merck, Darmstadt 

 

 

2.4 Durchflusszytometrie 

 

Phänotypisierung 

Die Oberflächencharakterisierung der Zellen erfolgte mit Hilfe des 

Durchflusszytometers Gallios von Beckman Coulter (Brea, USA), welches eine 

Analyse auf Einzelzellebene erlaubt. Die Steuerung und Auswertung erfolgte mit 

KaluzaTM Software (Beckman Coulter). Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht gaben 

Aufschluss über die Größe und Granularität der Zellen, wodurch die 

Lymphozytenpopulation eingegrenzt werden konnte. 10 Fluoreszenzdetektoren 

und 3 Laser des Durchflusszytometers erlaubten es, die Proben mit mehreren  
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fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikörpern (s. Tabelle 3) zu färben um 

Oberflächenantigene zu kennzeichnen. 

Dies geschah, nachdem die Zellen mit gekühltem DPBS gewaschen wurden, 

indem jeweils 2 bis 5 µl des Antikörpers in gelieferter Konzentration zu den Proben 

in Rundbodenröhrchen (Test Tube Blue von Beckman Coulter) hinzugegeben 

wurde. Anschließend wurden die Proben in Dunkelheit und bei Raumtemperatur 

für 30 Minuten inkubiert, bevor sie erneut mit 2 ml DPBS gewaschen wurden und 

nach Hinzugabe von 300 µl DPBS für die FACS-Analyse bereitstanden. 

Als Konjugationen für die Antikörper wurden Fluorescein Isothiocyanat (FITC), R-

Phycoerythrin (PE), R-Phycoerythrin-Cyanin 5 (PC5), Phycoerythrin-Cyanin 7 (PE-

Cy7), Allophycocyanin (APC) und Alexa Fluor 700 (AF700) verwendet. 

 

Tabelle 3: FACS-Antikörper und Farbstoffe  

 

Antikörper und Farbstoffe Hersteller 

CD73 FITC eBioscience (San Diego, USA) 

CD73 PE  

CD39 PE-Cy7   

CD4 AF700  

PD1 (CD279) PE  

CCR7 (CD197) PE-Cy7  

CD19 PE-Cy7 BD Pharmingen (Heidelberg) 

IgM PE  

CD5 AF700  

CD26 APC  Biolegend (San Diego, USA) 

CD25 FITC  

CD40 PE-Cy7  

CD25 PE Milenty Biotec 

IgA APC  

 

 

Zellproliferation 

Um die Zellteilung und das Zellwachstum isolierter B-Zellen darzustellen, wurden 

sie mit CellTrace Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester (CFSE) (Thermo 

Fisher Scientifc) gefärbt. 
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Zu 105 B-Zellen, die sich in 1 ml DPBS befanden, wurde 1,5 µM CFSE 

hinzugefügt. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 10 Minuten bei 37 °C. Eine 

weitere Inkubation für 10 Minuten bei Raumtemperatur folgte nach der Zugabe 

von 7,5 ml FBS. Daraufhin wurde das FBS nach einer Zentrifugation entfernt und 

die Zellen dreifach mit je 1 ml DPBS gewaschen. 

CFSE diffundierte passiv in die Zellen und fluoreszierte erst als die Acetatgruppe 

durch intrazelluläre Esterasen abgespalten wurde. Da die Tochtergenerationen 

einen Teil des fest intrazellulär verankerten CFSE erhielten, konnten sie 

durchflusszytometrisch von der Ursprungspopulation abgegrenzt werden. 

 

2.5 ATP-Lumineszenzmessung 

Für die indirekte Quantifizierung des Abbaus von ATP durch B-Zellen wurden B-

Zellen exogenem ATP (Sigma-Aldrich) ausgesetzt und dessen Gehalt nach 90 

Minuten mittels Lumineszenzmessung bestimmt. 

Die Grundlage dieses Experiments ist die Reaktion von ATP, Sauerstoff und D-

Luciferin unter Zugabe des Glühwürmchenenzyms Luciferase und 

Magnesiumionen. Resultate sind die Produkte Oxyluciferin, 5`-AMP, Diphosphat, 

Kohlenstoffdioxid und Licht. Letzteres verhält sich in einem bestimmten Ausmaß 

proportional zur ATP-Konzentration. 

Für die Inkubation von jeweils 30.000 B-Zellen mit 20 µM ATP wurden weiße 

Mikrotiterplatten mit flachem Boden und 96 Vertiefungen (Greiner Bio-one) 

verwendet. Die Zellen befanden sich in einer DPBS-Lösung mit einem Volumen 

von 96 µl. Das Volumen des gelösten ATP entsprach 4 µl. Während der 

Inkubationszeit wurde die Platte zunächst für 5 Minuten mit 300 rpm bei 21 °C 

geschüttelt und für die gesamte Zeit abgedunkelt. Anschließend erfolgte die 

Zugabe von je 50 µl lyophilisierten Substrat mit beigemengter Pufferlösung des 

ATPlite Luminescence Assay System der Firma PerkinElmer (Waltham, USA). 

Unmittelbar nach der Beigabe des Substrats wurde die Platte abgedunkelt und für 

weitere 5 Minuten geschüttelt. Nach insgesamt 10 Minuten wurde das emittierte 

Licht gemessen. Die Steuerung erfolgte durch das Programm i-controlTM, wobei 

dieses und das Lesegerät Infinite® 200 Pro Lumineszenz Reader der Firma Tecan 

aus Männedorf (Schweiz) entstammt. Negativkontrollen erfolgten, indem DPBS 

ohne Zusatz von ATP das Substrat hinzugefügt wurde. 
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2.6 Massenspektrometrie 

Um die Aktivität der Ektonukleotidasen weiter zu quantifizieren, kam es zu 

Verwendung des mit einer Elektronensprüh-Ionisationsquelle ausgestatteten 

Massenspekrometers TSQ Quantum-Ultra Triple-Quadrupole (Thermo Fisher 

Scientific), dessen Verwendung kostenfrei durch Prof. Edwin K. Jackson aus dem 

pharmakologischen Institut der Universität Pittsburgh (USA) zur Verfügung gestellt 

wurde. Dadurch wurde die spezifische Messung der Purinderivate 5`-AMP und 

Adenosin, als auch dessen Abbauprodukt Inosin ermöglicht. 

Zur Gewinnung der purinhaltigen Zellüberstände für die Massenspektrometrie 

wurden zunächst B-Zellen analog zu dem bereits aufgeführten Protokoll der ATP-

Lumineszenzmessung für 60 Minuten mit ATP inkubiert. Allerdings wurde im 

Unterschied zu dem oben genannten Vorgehen 200 µl DPBS verwendet. 

Kontrollmessungen enthielten DPBS ohne ATP-Beigabe. Nach der Inkubationszeit 

wurden die Proben für 2 Minuten und 1200 g zentrifugiert, 150 µl des Überstandes 

entnommen und dieser für 2 weitere Minuten gekocht um Adenosin-abreichernde 

Enzyme zu beseitigen. Anschließend wurden die Zellüberstände für weitere 

Analysen bei -80 °C gelagert. 

Für eine Strukturaufklärung und um Rückschlüsse auf die qualitative und 

quantitative Zusammensetzung der Proben zu erhalten, eignete sich das 

Verfahren der kombinierten Flüssigkeitschromatographie und Tandem-

Massenspektrometrie, welches aus dem Bereich der instrumentellen Analytik 

stammt. 

Vor der Detektion mit dem Massenspektrometer wurden die Proben mittels eines 

Hochleistungsflüssigchromatographie-Systems der Firma Waters aus Milford 

(USA) aufgetrennt. Das Verfahren basiert darauf, dass Proben in einer mobilen 

Phase gelöst werden und sich durch eine stationäre Phase bewegen. 

Unterschiedliche Verteilungsmuster aufgrund von Polaritätsunterschieden sorgten 

für die Entstehung von Signalen, die qualitativ und quantitativ untersucht werden 

konnten. Eine Trennsäule (UPLC BEH C18, Waters) wurde als stationäre Phase 

verwendet. Als mobile Phase diente zum einen einprozentige Essigsäure in 

Wasser und zum anderen Methanol mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,3 

ml/Minute. Folgende Elutionsgradienten wurden verwendet (Tabelle 4):  
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Tabelle 4: Elutionsgradienten  

 

Zeitverlauf 

[min] 

einprozentige Essigsäure 

(in Wasser gelöst) 

Methanol 

0 – 2 99,5% 0,5% 

2 – 3 98% 2% 

3 – 4 85% 15% 

4 – 5 99,5% 0,5% 

 

Im Massenspektrometer wurde das aus der Säule kommende Eluat in der 

Gasphase zu Ionen umgewandelt, welche in einem elektrischen Feld beschleunigt 

und entsprechend ihrem Masse-zu-Ladung-Verhältnis aufgetrennt wurden. Im 

Anschluss konnte erfasst werden welche relativen Mengen der Ionen entstanden 

sind. Folgende Masse-zu-Ladung-Übergänge wurden ermittelt: 348→136 für 5`-

AMP; 358→141 für 13C10-5’-AMP; 268→136 für Adenosin; 278→141 für 13C10-

Adenosin; 269 → 137 für Inosin und 269 → 137 für 15N4-Inosin. Den 

schematischen Aufbau eines Massenspektrometers zeigt Abbildung 2. 
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1. Die Proben werden über ein Einlass-

System eingebracht. 

 

 

 

2. Die Ionenquelle erzeugt einen 

gasförmigen Ionenstrahl, der 

zusätzlich beschleunigt und 

anschließend fokussiert wird (hier 

Elektronenspray-Verfahren). 

 

 

 

3. Der Massenanalysator trennt Ionen 

nach ihrem Masse-zu-Ladung- 

Verhältnis (hier: Triple Quadrupol). 

 

 

4. Ein Detektor fängt Ionen auf und 

registriert Intensität und 

Entladungsströme.  

 

5. Zuletzt erfolgt die digitale Ausgabe 

der gemessenen Daten. 

 

 

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers mit 

Elektronensprüh-Ionisationsquelle.  

  

Registrierung 

Rechner-system 
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2.7 Statistische Auswertung 

Alle statistischen Abbildungen und Werte wurden mit Hilfe des Programmes 

GraphPad Prism Version 6.01 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA) erarbeitet. 

Dargestellt sind Medianwerte, Mittelwerte und Standardabweichungen. 

Unterschiede wurden, abhängig vom experimentellen Hintergrund, mit Hilfe eines 

gepaarten t-Tests, als auch mit einem ungepaarten t-Test festgestellt. Bei 

nichtparametrischer Verteilung kam es zur Verwendung des Tests von Mann und 

Whitney. Der Spearman Test diente der Bestimmung von Korrelationen. Der 

Proliferationsindex zur Auswertung der CFSE-Experimente setzte sich aus dem 

Verhältnis von behandelten Zellen zum Mittelwert der chemotherapeutisch 

unbehandelten Zellen zusammen, wobei letzterer gleich eins gesetzt wurde. 

Statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 sowie R² > 0,5 definiert. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Humane B-Zellen unter Chemotherapie in vivo 

 

Quantitative Veränderungen 

Um die Funktion von B-Zellen und deren Veränderung in einem erweiterten 

Kontext zu betrachten, war zunächst die Bestimmung ihrer Anzahl notwendig. Für 

diesen Zweck wurden sowohl absolute als auch relative Zahlen der peripheren B-

Zellen in Patienten mit PKH vor und nach ihrer Radiochemotherapie 

durchflusszytometrisch verglichen. Absolute Zahlen konnten mit Hilfe des 

Differentialblutbildes bestimmt werden, welches die gesamte Lymphozytenzahl 

beinhaltete. Im gesamten Patientenkollektiv zeigte sich eine signifikante Abnahme 

der absoluten und relativen B-Zellzahl unmittelbar nach der Therapie (Abbildung 

3). In Patienten, die palliativ mit Methotrexat behandelt wurden, konnte dieser 

Effekt allerdings nicht nachgewiesen werden, der relative Anteil von B-Zellen blieb 

unverändert. 
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Abbildung 3: Der relative Anteil und die absolute Zahl CD19 + B-Zellen nimmt bei Patienten mit 

Kopf-Hals-Malignom nach einer Radiochemotherapie ab. Eine Dichteverteilung aus dem 

durchflusszytometrisch bestimmten Lymphozytenfenster zeigt in einem exemplarischen Patienten 

den Anteil an CD19+ B-Zellen. Der mittlere Wert des relativen Anteils von 15 Patienten vor und 

nach Radiochemotherapie (RCT) ist angegeben. Die Frequenz und absolute Zahl von CD19+ B-

Zellen werden durch Boxplots dargestellt. Säulendiagramme dreier Patienten mit PKH vor und 

nach palliativer Methotrexat-Therapie (MTX) zeigen keinen Unterschied hinsichtlich der B-Zell-

Frequenz. *: p < 0,05. Erstveröffentlichung in Ziebart et al. [86]. 
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Phänotypische Veränderungen 

Zur umfassenden Charakterisierung therapeutischer Einflüsse auf humane B-

Zellen wurden PBMC der Kohorte #1 einer FACS-Analyse unterzogen. Dabei 

konnte gezeigt werden, dass sowohl der Anteil an CD19+IgM+-Zellen als auch der 

CD19+CD5+-Zellen sowie die durchschnittliche IgM-Expression auf B-Zellen nach 

der Behandlung signifikant zunahm (Abbildung 4). Der Vergleich mit den drei 

Patienten, die eine palliative Methotrexat-Therapie erhalten hatten, zeigte diese 

Veränderung nicht. Des Weiteren gingen aus FACS-Untersuchungen in der ersten 

Kohorte keinerlei signifikante Unterschiede hinsichtlich den Oberflächenmarkern 

CD40, CD25, IgA, CCR7 und PD1 nach der Therapie hervor. Weder der 

prozentuale Anteil, noch die mittlere Fluoreszenzintensität änderten sich nach der 

Behandlung. CD26 wurde auf B-Zellen der Tumorpatienten nicht exprimiert und 

auch eine Chemotherapie bewirkte keine Expression. 
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4.1 

 

4.2 

 

Abbildung 4: Eine Radiochemotherapie (RCT) verändert die Art der Oberflächenmarker auf B-

Lymphozyten in Patienten mit Kopf-Hals-Malignom (PKH). 4.1: Beispielhafte Dichteverteilungen 

aus dem durchflusszytometrisch bestimmten Lymphozytenfenster zeigen CD5 und IgA positive B-

Zellen. Der mittlere Wert des relativen Anteils von 15 Patienten mit PKH vor und nach RCT ist 

angegeben. 4.2: Gezeigt sind Boxplot-darstellungen der relativen Anteile beziehungsweise der 

mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) der Oberflächenexpression von CD5, IgM und IgA auf 

humanen B-Lymphozyten in Patienten mit PKH. **: p < 0,01, *: p < 0,05, n.s.: nicht signifikant. 

Erstveröffentlichung in Ziebart et al. [86]. 
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Expression von Ektonukleotidasen 

Eine genaue Charakteristik therapeutischer Einflüsse auf B-Lymphozyten im 

Hinblick auf ihre Adenosin-Produktion erfordert die Analyse der Ektonukleotidasen 

CD39 und CD73. Auf B-Zellen von 15 Patienten (Kohorte #1) mit aktiver 

Tumorerkrankung vor und nach chemotherapeutischer Behandlung wurde die 

Expression der beiden Oberflächenmarker durchflusszytometrisch bestimmt 

(Abbildung 5). Kohorte #1 zeigte auf 68 ± 9,7% der B-Zellen eine Koexpression 

von CD39 und CD73. Analog zu den bereits aufgeführten Befunden nicht-isolierter 

B-Zellen war nach der RCT eine relevante Minderung der Frequenz und absoluten 

Zahl CD19+CD39+CD73+ Zellen zu verzeichnen. Verglichen mit den Messungen 

vor der Behandlung zeigte sich nach der RCT ein signifikanter Rückgang der 

CD39- (p = 0,0002), als auch der CD73-Expression (p < 0,0001). Infolgedessen 

verringerte sich auch der Anteil CD39 und CD73 positiver B-Zellen (Abbildung 

5.2). Jedoch zeigte sich im Gegenzug hierzu nach der Therapie ein Anstieg der 

Populationen, die nur eine der beiden Ektonukleotidasen exprimieren. Die 

Zusammenschau der Befunde ergibt somit, dass CD39 und CD73 

koexprimierende B-Zellen der stärksten Reduktion durch die mehrheitlich 

platinbasierte Chemotherapie unterliegen. Wiederum konnte dieser Effekt in den 

MTX-behandelten Patienten nicht nachgewiesen werden. 
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Abbildung 5: Die Expression von CD39 und CD73 auf CD19+ B-Lymphozyten sowie die absolute 

Anzahl CD39 und CD73 positiver B-Zellen nimmt bei Patienten mit Kopf-Hals-Malignom nach einer 

Radiochemotherapie (RCT) ab. 5.1: Ein Dichtediagramm aus dem durchflusszytometrisch 

bestimmten CD19+ Fenster zeigt den Anteil an CD39+ und CD73+ B-Lymphozyten. Der mittlere 

Wert des relativen Anteils von 15 Patienten mit PKH vor und nach RCT ist angegeben. 5.2: 

Gezeigt ist die Frequenz und absolute Zahl von CD19+CD39+CD73+ Zellen sowie die mittlere 

Fluoreszenzintensität (MFI) der Oberflächenmarker CD39 und CD73 mit Hilfe von 

Boxplotdarstellungen. 5.3: Säulendiagramme mit Standardabweichungen dreier Patienten mit PKH 

vor und nach palliativer Methotrexat-Therapie (MTX) zeigen keinen Unterschied hinsichtlich der 

Frequenz und MFI von CD39 und CD73 auf B-Lymphozyten. **: p < 0,01, n.s.: nicht signifikant. 

Erstveröffentlichung in Ziebart et al. [86]. 
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Langzeiteffekte 

Die gewonnenen Erkenntnisse aus Kohorte #1 wurden durch eine zweite Kohorte 

ergänzt, deren Blutentnahme im Mittel 14,2 ± 7 Monate nach abgeschlossener 

RCT erfolgte und somit Rückschlüsse auf die Langzeiteffekte der Therapie 

erlaubte. Wiederum wurden die Ergebnisse mit gesunden Probanden verglichen. 

Abbildung 6 zeigt, dass sich im Gegensatz zur ersten Kohorte, die Frequenz der 

B-Zellen nach RCT erhöht darstellte. Die Höhe der Frequenz korrelierte signifikant 

mit dem zeitlichen Abstand zur RCT, was auf eine zahlenmäßige Erholung der B-

Zellen nach der RCT schließen lässt. Die Abbildungen 3 und 6 veranschaulichen, 

dass die relative Anzahl von B-Zellen zunächst zwar abnimmt, sich aber im 

Verlauf erholt und deutlich anwächst. Die bereits erhobenen Befunde bezüglich 

der Erniedrigung von CD39 (p=0,01) und auch CD73 (p<0,01) auf B-Lymphozyten 

ließen sich in dieser Kohorte bestätigen. Verglichen mit gesunden Probanden 

kann demzufolge von einer dauerhaften Minderexpression ausgegangen werden. 
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Abbildung 6: Der Anteil an B-Lymphozyten steigt nach zurückliegender Radio-chemotherapie 

(RCT) kontinuierlich an, während die Expression der Ektonukleotidasen in reduziertem Zustand 

verbleibt. Boxplotdarstellungen zeigen die B-Zell-Frequenz und die mittlere Fluoreszenzintensität 

(MFI) von CD39 und CD73. Die zweite Patientenkohorte, bestehend aus 14 Patienten mit Tumor 

im Kopf-Hals-Bereich und seit 2 bis 23 Monaten zurückliegender RCT, wird mit 24 gesunden 

Spendern verglichen. Ein Punktediagramm stellt den zeitlichen Verlauf der Frequenz von B-Zellen 

nach RCT dar. **: p < 0,01, *: p < 0,05, R2: Quadrat des multiplen Korrelationskoeffizienten. 

Erstveröffentlichung in Ziebart et al. [86]. 
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3.2 Humane B-Zellen unter Chemotherapie in vitro 

 

Oberflächenexpression der Ektonukleotidasen 

Zur Behandlung des fortgeschrittenen PKH stehen neben der Chirurgie und 

Bestrahlung verschiedene chemotherapeutische Regime zur Verfügung. Im 

klinischen Alltag gebräuchliche Zytostatika wurden verwendet, um in vitro 

Einflüsse auf Adenosin-produzierenden B-Zell-Populationen zu überprüfen. 

Zunächst wurden die beiden Ektonukleotidasen CD39 und CD73 auf isolierten 

Zellen gesunder Probanden nach Gabe steigender Zytostatika-Dosierungen und 

siebentägiger Zellkultur untersucht (Abbildung 7 und Abbildung 8). Verglichen 

mit Kontrollen derselben Spender, die keinen Zytostatika ausgesetzt wurden, kam 

es ab einer Dosis von jeweils 5 µg/ml oder höher unter Cisplatin, Paclitaxel und 5-

FU zu reduzierten CD39-Expressionsraten. MTX hingegen rief die 

entgegengesetzte Reaktion hervor und führte sowohl in niedriger (1 µg/ml) als 

auch in erhöhter Dosierung (5 µg/ml) zu einer signifikanten Überexpression. 

Abweichend von den Beobachtungen der beiden Patientenkohorten nahm die 

Darstellung von CD73 auf mit Cisplatin behandelten B-Zellen nicht ab, sondern ab 

einer Dosis von 5 µg/ml zu. Paclitaxel bewirkte eine vergleichbare Reaktion bereits 

ab einer Konzentration von 1 µg/ml. MTX und 5-FU zeigten keine Wirkung auf die 

Oberflächenexpression von CD73. Versuchsreihen mit Cetuximab führten weder 

bei CD39 noch bei CD73 zu Änderungen der mittleren Fluoreszenzintensität. 
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Abbildung 7: Cisplatin, Paclitaxel und 5-FU reduzieren die Expression von CD39 auf humanen B-

Zellen in vitro, während diese durch MTX erhöht wird. CD73 wird nach Behandlung mit Cisplatin 

und Paclitaxel in vitro vermehrt exprimiert. Isolierte B-Zellen gesunder Spender wurden mit 

Cisplatin, 5-Fluorouracil (5-FU), Paclitaxel oder Methotrexat (MTX) behandelt, mit Hämagglutinin, 

Interleukin-4 und CD40-Ligand stimuliert und für 7 Tage kultiviert. Gezeigt ist die 

durchflusszytometrische Bestimmung der CD39-Expression durch die mittlere 

Fluoreszenzintensität (MFI) nach Cisplatin-, Paclitaxel-, 5-FU- und Methotrexat-Behandlung 

verglichen mit Kontrollproben (Ctrl.). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 

mindestens drei unabhängigen Experimenten. Erstveröffentlichung in Ziebart et al. [86]. 
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Abbildung 8: Isolierte B-Zellen gesunder Spender wurden mit Cisplatin, 5-Fluorouracil (5-FU), 

Paclitaxel oder Methotrexat (MTX) behandelt, mit Hämagglutinin, Interleukin-4 und CD40-Ligand 

stimuliert und für 7 Tage kultiviert. Eine durch Boxplots dargestellte Nebeneinanderreihung gleicher 

Konzentrationen (5 µg/ml) des jeweils verwendeten Zytostatikums weißt Verlaufsunterschiede 

verglichen mit Kontrollproben der jeweiligen Spender auf. Erstveröffentlichung in Ziebart et al. [86]. 
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Hydrolyse von ATP 

Der Verbrauch von ATP durch B-Zellen und damit der indirekte Nachweis für die 

CD39-Aktivität wurde mittels Lumineszenz gemessen. Isolierte B-Zellen gesunder 

Probanden wurden mit jeweils einem der untersuchten Zytostatika behandelt und 

kultiviert. Nach 90-minütiger Inkubationszeit wurde das verbliebene extrazelluläre 

ATP gemessen. Wie in Abbildung 9 gezeigt, wurde hierbei ersichtlich, dass mit 5 

µg/ml Cisplatin inkubierte Zellen eine signifikante Reduktion des ATP-Verbrauchs 

aufweisen. 5-FU führte mit allen verwendeten Konzentrationen (5, 25 und 75 

µg/ml) zu einer Abnahme des Verbrauchs und auch Paclitaxel reduzierte den 

ATP-Umsatz ab einer Konzentration von 3 µg/ml. MTX zeigte auch hinsichtlich des 

ATP-Verbrauchs eine Divergenz verglichen mit den aufgeführten Änderungen. 

Nach der Gabe von Methotrexat wurden keine signifikant geringeren ATP-Mengen 

ermittelt, jedoch ein tendenziell erhöhter ATP-Verbrauch beobachtet. Ein 

Zusammenhang zwischen CD39-Expression und ATP-Umsatz konnte durch die 

Korrelation der beiden Faktoren (p < 0,0001) nachgewiesen werden (Abbildung 

9.2). Insbesondere Paclitaxel führte zu einer dosisabhängigen Reduktion von 

CD39 und des ATP-Verbrauchs.  
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9.1 

 

 

9.2 

 

 

Abbildung 9: Cisplatin, Paclitaxel und 5-FU senken den extrazellulären ATP-Umsatz, welcher mit 

dem Oberflächenmarker CD39 auf humanen B-Lymphozyten korreliert. Isolierte B-Zellen gesunder 

Spender wurden mit Cisplatin, 5-Fluorouracil (5-FU), Paclitaxel oder Methotrexat (MTX) behandelt, 

mit Hämagglutinin, Interleukin-4 und CD40-Ligand stimuliert und für 7 Tage kultiviert. 9.1: Gezeigt 

ist die Lumineszenz-Analyse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten mittels 

Säulendiagrammen und Standardabweichungen. Kontrollen enthielten keine Zytostatikum-

Beimengung. Der extrazelluläre ATP-Verbrauch wurde nach Hinzugabe von 20 µmol ATP nach 90 

Minuten quantifiziert. Der mittlere ATP-Verbrauch unbehandelter B-Zellen wurde gleich 100% 

gesetzt. 9.2: Die Korrelation zwischen ATP-Umsatz und CD39-Expression auf B-Zellen wird durch 

Punktediagramme veranschaulicht. **: p < 0,01, *: p < 0,05, MFI: mittlere Fluoreszenzintensität, R2: 

Quadrat des multiplen Korrelationskoeffizienten. Erstveröffentlichung in Ziebart et al. [86]. 
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Nachweis von Purinderivaten in der Massenspektrometrie 

Die in der Lumineszenz nachgewiesenen funktionellen Veränderungen der B-

Zellen wurden exemplarisch mittels Massenspektrometrie bestätigt. 

Zellüberstände isolierter B-Lymphozyten wurden nach einstündiger Inkubation mit 

extrazellulären ATP auf den Gehalt von 5`-AMP, Adenosin und Inosin untersucht. 

Letztere stellen Stoffwechselprodukte des ATP dar und haben aufgrund der 

immunsuppressiven Wirkung von 5`-AMP und Adenosin einen hohen Stellenwert 

für diese Arbeit. Abbildung 10 zeigt die jeweilige Oberflächen-Expression von 

CD39 und CD73, den dazugehörigen ATP-Verbrauch und den 

massenspektrometrisch ermittelten Gehalt an Purinderivaten von B-Zellen eines 

repräsentativen Spenders an. Cisplatin ausgesetzte B-Lymphozyten exprimierten 

weniger CD39 auf ihrer Zelloberfläche, verbrauchten weniger ATP und 

produzierten auch weniger 5`-AMP, Adenosin und Inosin als unbehandelte B-

Zellen desselben Spenders. Aufgrund der geringen Anzahl an Experimenten 

zeigte sich nur eine Tendenz zur verringerten Adenosin-Produktion in Cisplatin-

behandelten Zellen, jedoch kein signifikanter Unterschied (p = 0.07). Paclitaxel 

führte ebenfalls zu einer geringeren Produktion von Adenosin und Inosin. Eine 

Abnahme der 5`-AMP-Produktion trat durch eine erhöhte Konzentration von 5 

µg/ml Paclitaxel ein. Anders als CD39 zeigten die Expressionsraten von CD73 

keinen Bezug zur Adenosin-Produktion, da diese auch von der Konzentration des 

Substrates 5’-AMP abhängig ist. Auch die Produktion der ATP-Derivate lässt in 

diesem Zusammenhang auf eine geringfügigere Abhängigkeit von CD73 

schließen.  MTX in einer Konzentration von 5 µg/ml führte im Einklang mit den 

Daten der CD39-Expression und des ATP-Umsatzes zu einer erhöhten Produktion 

von 5`-AMP, Adenosin und Inosin.  
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Abbildung 10: Der B-Zell-Phänotyp, die ATP-Hydrolyse und die Produktion der Purinderivate 5`-

AMP, Adenosin und Inosin stehen in direkten Bezug zueinander und werden durch eine 

Chemotherapie beeinflusst. Isolierte B-Zellen, jeweils eines repräsentativen Spenders, wurden mit 

Hämagglutinin, Interleukin-4 und CD40-Ligand stimuliert und mit jeweils 1 µg/mL (niedrige Dosis) 

beziehungsweise 5 µg/mL (hohe Dosis) eines Zytostatikums behandelt und für 7 Tage kultiviert. 

Gezeigt ist die FACS-Analyse der CD39-Expression nach Cisplatin-, Paclitaxel- und Methotrexat-

Behandlung (MTX). Der extrazelluläre ATP-Verbrauch wurde nach Hinzugabe von 20 µmol ATP 

nach 90 Minuten indirekt über ein Lumineszenzverfahren quantifiziert. Der mittlere ATP-Verbrauch 

unbehandelter B-Zellen wurde gleich 100% gesetzt. Entsprechend dem Phänotyp und ATP-

Verbrauch zeigen Säulendiagramme das gemessene 5`-AMP, Adenosin und Inosin, welche 

massenspektrometrisch aus den Probeüberständen des jeweiligen Spenders ermittelt wurden. Die 

Ziffern geben die jeweils verwendete Konzentration des Zytostatikums in µg/ml wieder. MFI: 

mittlere Fluoreszenzintensität, Cis: Cisplatin, Pac: Paclitaxel. Erstveröffentlichung in Ziebart et al. 

[86]. 
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Proliferation humaner B-Zellen 

Da für die Behandlung des PKH mehrere antineoplastische Therapieformen zur 

Verfügung stehen, sind besonders Unterschiede hinsichtlich ihrer Wirkung auf 

immunologische Zellen von Bedeutung. Eine FACS-Analyse von CFSE-gefärbten 

B-Lymphozyten erlaubte es, Tochtergenerationen zu identifizieren und 

Rückschlüsse auf Proliferationsraten zu ziehen, indem Zellen, die mit einem 

Zytostatikum inkubiert wurden, unbehandelten Zellen gegenübergestellt wurden. 

Erwartungsgemäß bewirkte eine Beimengung von Cisplatin, 5-FU und Paclitaxel 

eine signifikante Verringerung der Proliferation humaner B-Zellen. Allerdings führte 

MTX diese Verringerung in keinem vergleichbaren Ausmaß herbei, wie Abbildung 

11 aufzeigt. Darüber hinaus kam es durch Paclitaxel zu einer dosisabhängigen 

Reduktion der Zellproliferation. 
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11.1 

 

11.2 

 

Abbildung 11: Methotrexat bewirkt im Gegensatz zu Cisplatin, Paclitaxel und 5-Fluorouracil (5-FU) 

keine signifikante Reduktion der Proliferation von B-Lymphozyten. Ein auf Carboxyfluorescein 

Diacetat Succinimidyl Ester-basiertes Proliferationsassay (CFSE) zeigt die Proliferationsrate von 

humanen B-Zellen nach 7 Tagen. Alle Versuchsreihen enthielten Hämagglutinin, Interleukin-4 und 

CD40-Ligand zur Wachstumsstimulation. 11.1: Repräsentative FACS-Analysen stellen 

Proliferationsraten prozentual dar. Der Zusatz von Cisplatin (Cis) veranlasste, anders als die 

Beigabe von Methotrexat (MTX), eine Unterbrechung der B-Zell-Proliferation. Paclitaxel (Pac) führt 

eine dosisabhängige Wachstumsverringerung herbei. 11.2: Säulendiagramme repräsentieren die 

Proliferation der Zellen im Verhältnis zu Kontrollen ohne Zytostatikum-Beimengung von mindestens 

drei unabhängigen Experimenten. Die Ziffern geben die jeweils verwendete Konzentration des 

Zytostatikums in µg/ml wieder. **: p < 0,01, n.s.: nicht signifikant. Erstveröffentlichung in Ziebart et 

al. [86]. 
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3.3 Humane T-Zellen unter Chemotherapie 

 

Adenosin-produzierende T-Lymphozyten 

Die Funktion und Beeinträchtigung humaner T-Lymphozyten im Rahmen einer 

antineoplastischen Therapie war für diese Arbeit ebenfalls von Interesse, da durch 

diese auf vielfältige Weise eine immunologische Tumorbekämpfung erfolgt. Ein T-

Lymphozyt verfügt zwar nicht über beide Ektonukleotidasen, ist jedoch in der Lage 

entweder CD39 oder CD73 auf seiner Oberfläche zu exprimieren und damit 

einzelne Schritte der extrazellulären 5`-AMP- und Adenosin-Bildung 

durchzuführen. Wie in der Abbildung 12 gezeigt, stieg bei Patienten der Kohorte 

#1 der Anteil CD4+CD39+ T-Zellen im Mittel von 12,6 ± 5,1% auf 23 ± 11,6% (p < 

0,0001). Die CD4+CD39+ T-Zellpopulation kann weiter in CD4+CD39+CD25+ 

regulatorische T-Zellen (Treg) und CD4+CD39+CD25- T-Zellen unterteilt werden. 

Für beide Zellpopulationen ergab sich nach einer Chemotherapie eine signifikante 

Zunahme (p = 0,0031; p = 0,002). Der Anteil CD4+CD39+CD26+ T-Zellen nahm 

ebenfalls im Mittel von 3,5 ± 2,6% auf 7,5 ± 5,6% nach der RCT zu (p = 0,0002). 

Eine negative Korrelation zwischen dem prozentualen Anteil CD4 positiver und 

dessen CD4+CD25+CD39+ T-Zellen nach RCT konnte nicht gezeigt werden. 

Weder der mit 3 ± 1,6% bereits im Vorfeld gering ausgeprägte Anteil an 

CD4+CD73+ T-Zellen noch die mittlere Expression von CD73 auf CD4+ T-Zellen 

änderte sich signifikant nach der Therapie. 
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Abbildung 12: Veränderung CD39 positiver T-Helfer-Zellen durch eine Radiochemotherapie (RCT). 

Die RCT bewirkt eine Erhöhung des Anteils an regulatorischen und an der Gesamtzahl an CD4+ 

CD39 + T-Lymphozyten. Ein Lymphozytenfenster aus der Mehrfarben-Durchflusszytometrie zeigt 

exemplarisch die Auswahl und weitere Analyse der CD4+ Lymphozyten. Ein repräsentatives 

Fenster stellt den relativen Anteil CD39+ T-Zellen von 15 Patienten mit Kopf-Hals-Malignom dar. 

Zusätzlich zeigt eine Boxplot-Darstellung die Untersuchung der Patienten vor und nach ihrer 

Therapie. Sowohl regulatorische CD25 positive als auch CD25 negative Zellanteile nahmen nach 

der RCT zu. Gezeigt sind die Mittelwerte der 15 Patienten in einer repräsentativen FACS-Analyse 

und dazugehörige Boxplot-Darstellungen. **: p < 0,01. 
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PD-1- und CCR7-Expression auf T-Lymphozyten 

Die FACS-Analyse der Patienten mit PKH ergab, dass die Expression des 

Zelloberflächenrezeptors PD-1 auf CD25+CD39+ regulatorischen T-Zellen sowie 

der Gesamtheit CD39 exprimierender T-Lymphozyten keiner signifikanten 

Veränderung unterliegt, nachdem die Patienten eine RCT erhalten hatten. Jedoch 

exprimierten im Mittel nur 6,3 ± 3,8% der CD25+ T-Zellen sowohl CD39 als auch 

PD-1. Anders verhielt es sich mit der Rezeptoranzahl auf der Gesamtheit der CD4 

positiven Lymphozyten. Hier war ein deutlicher Anstieg (p = 0,0004) PD-1+ Zellen 

zu sehen (Abbildung 13.1). Die RCT führte auch zu einer Abnahme des 

Zellanteils, welcher CCR7 exprimierte (p < 0,0001) sowie der MFI (p = 0,0001) auf 

CD4+ T-Lymphozyten. Eine Koexpression von PD-1 und CCR7 war auf 1,9 ± 0,7% 

der CD4+ T-Zellen der Tumorpatienten zu ermitteln und blieb von der Therapie 

unbeeinflusst.  

Auch die in Abbildung 13.2 dargestellten CD8 positiven Lymphozyten aus dem 

Verband der peripheren, mononukleären Zellen zeigten dieses Phänomen. In 

Patienten mit PKH ließ sich deutlich eine CD8+CCR7+ Häufigkeitsverteilung von 

einer CD8+CCR7- abgrenzen. Der Anteil ersterer war nach der RCT reduziert 

vorzufinden.  Darüber hinaus ergaben die Untersuchungen keine Veränderung 

des PD-1 Rezeptors auf CD8+ T-Zellen. CD8 positive Lymphozyten zeigten keine 

bedeutsame Koexpression von CCR7 und PD1. 
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13.1 

 

13.2 

 

 

Abbildung 13: Eine Radiochemotherapie (RCT) führt zu einer Änderung der Anzahl an PD-1- und 

CCR7-Rezeptoren auf T-Lymphozyten in Patienten mit Kopf-Hals-Malignom (PKH). 15 Patienten 

mit PKH wurden hinsichtlich der Expression von PD-1 und CCR7 auf T-Lymphozyten einer FACS-

Analyse unterzogen. 13.1: Gezeigt ist ein repräsentatives Fenster der Dichteverteilung bereits 

eingegrenzter CD4+ T-Lymphozyten. Boxplots zeigen eine Zunahme (PD-1) und eine Abnahme 

(CCR7) des relativen Anteils der Zellpopulationen sowie eine Abnahme der mittleren 

Fluoreszenzintensität (MFI) von CCR7. 13.2: Dargestellt wird die weitere Unterteilung CD8+ 

Lymphozyten in eine CCR7 negative und positive Zellpopulation. Letztere unterliegt einer 

signifikanten Reduktion, welche mit Hilfe von Boxplots abgebildet ist. **: p < 0,01. 
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4. Diskussion 

 

Die Auswirkungen einer systemischen Tumortherapie auf das Immunsystem sind 

von großer Bedeutung, da der Erfolg der Behandlung von einem intakten 

Immunsystem profitiert. Allerdings ist die Funktion regulatorischer B-Zellen nicht 

abschließend geklärt. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die Adenosin-

Produktion eine immunsuppressive Wirkung im Tumormikromilieu erzielt. Die 

aufgezeigten Veränderungen der Zelloberflächenmarker und deren Adenosin-

Produktion durch die Chemotherapie müssen in bereits vorhandene Kenntnisse 

über die Tumorentstehung und Behandlungserfolge eingeordnet werden. Hierfür 

könnte die Balance zwischen immunstimulierenden ATP und ADP sowie 

inhibierendem Adenosin ein wichtiger Faktor sein. Das Oberflächenenzym CD39 

stellt daher einen entscheidenden Regulator von einer proinflammatorischen hin 

zu einer antiinflammatorischen Reaktion dar [18]. Folglich spielt auch die 

extrazelluläre Umwandlung von Adenosin zu Inosin durch das Enzym Adenosin-

Desaminase, welches an das Oberflächenprotein CD26 gebunden ist, eine Rolle 

für dieses Gleichgewicht [34]. 

 

4.1 Auswirkungen von Cisplatin auf B-Zellen 

Sowohl in zwei unabhängigen Patientenkohorten als auch in vitro konnte eine 

Abnahme der B-Zellfrequenz und der Expression der Ektonukleotidasen CD39 

und CD73 nach einer Behandlung mit Cisplatin bzw. mit Carboplatin gezeigt 

werden. Fehlende Einflussfaktoren in vitro lassen darauf schließen, dass CD39+ 

B-Zellen entweder sensibler gegenüber einer Chemotherapie sind oder das 

Protein unter chemotherapeutischem Einfluss vermindert gebildet wird. 

Tumore ziehen aus der immunsuppressiven Funktion von Adenosin einen Vorteil. 

So konnte mehrfach gezeigt werden, dass eine verminderte Aktivität der beiden 

Ektonukleotidasen ebenfalls mit einem verringerten Tumorwachstum einhergeht 

[32,65,82]. Gleichzeitig wird die vermehrte Bildung von CD73 mit einem erhöhten 

Risiko für Metastasen und einer Resistenz gegenüber einer Chemotherapie 

assoziiert [38,40,62]. Die vermehrte Expression von CD73 könnte eine 

physiologische Maßnahme sein, um Abbauwege für die vermehrt anfallenden 

Purine im Tumorumfeld zu stärken, was sich jedoch nachteilig für die Bekämpfung 

der Tumorzellen auswirkt [64]. Demzufolge könnte die gezeigte Minderexpression  
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von CD73 nach einer RCT dem entgegenwirken, verbleibt aber, in Anbetracht der 

fehlenden Reproduktion der Resultate durch Cisplatin in vitro, in ihrer Ursache 

unklar. 

Andere Studien führen auf, dass Adenosin durch intrazelluläre und extrazelluläre 

Prozesse zu einer Apoptose von Tumorzellen führen kann [3,55,73]. Die 

vielfältigen Konsequenzen der erhöhten oder erniedrigten Aktivitäten der 

Ektonukleotidasen beschränken sich nicht auf die Proliferation von T-Zellen. 

Weitere Folgen, wie die geringere Rekrutierung von Leukozyten und die fehlende 

Kommunikation von Langerhans Zellen, müssen in Betracht gezogen werden, 

sollte eine Inhibition der CD39-Aktivität beabsichtigt werden [45]. 

Eine platinbasierte Chemotherapie hat nicht nur durch die Verringerung der beiden 

Ektoenzyme einen schmälernden Effekt auf die Adenosin-vermittelte 

Immunsuppression. Es konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass Platine über 

eine Reduktion von PD-L2 auf Tumorzellen und dendritischen Zellen, die Aktivität 

letzterer erhöhen, während immunsuppressive Funktionen von Tumorzellen 

geschwächt werden [37]. 

Eine systemische Therapie hat außerdem unterschiedliche Auswirkungen auf 

regulatorische Lymphozytenpopulationen. So konnte in der ersten Kohorte eine 

reduzierte Frequenz und absolute Anzahl der B-Zellen nachgewiesen werden. Die 

zweite Patientenkohorte zeigt, dass sich die B-Zellpopulation etwa ein Jahr nach 

Abschluss der Behandlung vollständig erholt hat. Im Gegensatz dazu bleibt, als 

Folge einer Reduktion der absoluten Anzahl CD4 positiver Zellen, die Frequenz 

regulatorischer T-Zellen über einen Zeitraum von mindestens drei Jahren nach 

einer abgeschlossenen Radiochemotherapie erhöht [56]. Demzufolge ist davon 

auszugehen, dass eine RCT sich zwar auf beide Lymphozyten-Untergruppen 

auswirkt, CD4+ Zellen jedoch langfristig stärker betroffen sind und sich B-Zellen 

bedeutend schneller erholen. 

Daten für eine bereits beschriebene Expression von PD-1 auf B-Zellen konnten 

nicht reproduziert werden. Thibult et al. zeigten unterschiedlich ausgeprägte 

Expressionen von PD-1 auf naiven B-Zellen sowie B-Gedächtniszellen im 

peripheren Blut und in Lymphknoten, deren Aktivierung und Proliferation über den 

PD-1-Rezeptor Signalweg gefördert werden konnte [71]. Die fehlende 

Reproduktion könnte an der mangelnden Aktivierung, der veränderten  
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Immunzellinteraktionen in Patienten mit PKH oder an den Einflüssen einer 

Chemotherapie liegen. 

Die weitere Beobachtung der vorgefundenen Erhöhung der CD5+ B-Zell-

Population scheint im Hinblick auf das Tumorwachstum empfehlenswert. Eine 

Radiochemotherapie führte bei Patienten mit PKH zu einem signifikanten Anstieg 

der CD5-Expression auf der B-Zell-Population. Diese CD5+ Subgruppe wird nicht 

nur vermehrt in Tumor-infiltrierenden B-Zellen gefunden, sondern zeigte auch, im 

Gegensatz zu CD5- B-Zellen, eine verstärkte Tumorentwicklung in Mausmodellen 

auf [84]. Die durch Zhang et al. beschriebene Bindung von CD5 an IL-6 könnte 

somit durch eine RCT gefördert werden und das Tumorwachstum begünstigen. 

Erhöhte Expressionsraten von IgM auf der Zelloberfläche wurden bereits bei 

immunsuppressiven, IL-35 sezernierenden B-Zellen vorgefunden, welche in vivo 

während Infektionen und Autoimmunerkrankungen auftraten [63]. Demzufolge sind 

weitere Untersuchungen zur Zytokinsekretion der B-Zellen wünschenswert. Eine 

systemische Therapie könnte die antitumorale Immunantwort durch die Induktion 

immunsuppressiver Zytokine behindern. 

 

4.2 Effekte von Methotrexat auf B-Zellen 

Patienten zeigten nach einer palliativen MTX-Behandlung, im Gegenteil zu den 

beschriebenen Veränderungen nach einer platinbasierten Therapie, keine 

signifikanten Änderungen hinsichtlich der Expression der beiden 

Ektonukleotidasen. Die in vitro behandelten B-Zellen wiesen überdies eine 

verstärkte CD39-Expression auf. Der Unterschied zwischen den Resultaten, die 

eine MTX-Therapie in vivo und in vitro verursachte, könnte dadurch erklärt 

werden, dass in vitro eine zusätzliche Stimulation durch einen CD40-Ligand und 

durch IL-4 stattgefunden hatte, wodurch vornehmlich diejenigen B-Zellen 

proliferierten, die verstärkt CD39 exprimierten [24]. Methotrexat wird in geringerer 

Dosis als antiinflammatorisches Mittel auch regelmäßig bei chronisch 

entzündlichen Erkrankungen angewandt, wie etwa bei der rheumatischen Arthritis. 

Dem immunsuppressiven Wirkmechanismus wird eine Beteiligung von Adenosin 

zugeschrieben, jedoch ist dieser bisher nicht hinreichend beschrieben [70]. So 

zeigten Arbeiten, dass antagonistisch wirkendes Koffein über Adenosin-

Rezeptoren die Effekte von Methotrexat einschränkte und Nebenwirkungen 

vermied [42,70]. Eine erhöhte Bildung des Ektoenzyms unter Methotrexat erklärt  
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unter anderem dessen antiinflammatorische Wirkungsweise und bestärkt dessen 

Wertigkeit im Hinblick auf Autoimmunerkrankungen. Darüber hinaus konnten 

weitere Zusammenhänge einer Methotrexat-Therapie und Adenosin aufgezeigt 

werden. So korreliert ein Polymorphismus des Adenosin-Rezeptors A2A mit einer 

von Methotrexat ausgelösten Leukenzephalopathie [74]. Für die Suppression von 

NF-kappaB durch Methotrexat und eine damit einhergehende 

antiinflammatorische und antiproliferative Wirkung wird ebenfalls das Ausschütten 

von Adenosin verantwortlich gemacht und auch im Umfeld von Glioblastomzellen 

bewirkte Methotrexat ein erhöhtes Aufkommen von Adenosin durch die vermehrte 

Expression von CD73 [23,41]. Ob eine derartige Immunsuppression im 

Tumorumfeld des PKH einen Nachteil darstellt, ist nicht abschließend geklärt. 

Nicht zuletzt dadurch, scheint eine Übertragung von Erkenntnissen aus Studien 

über autoimmune Prozesse nur teilweise möglich. 

 

4.3 Einfluss einer Radiochemotherapie auf T-Zellen 

Die Ektoenzyme CD39 und CD73 stellen nicht nur Oberflächenmarker für 

regulatorische T-Zellen dar, sie fungieren zusammen mit der Expression von A2A-

Rezeptoren auf Effektor-T-Zellen auch als relevante Inhibitoren der antitumoralen 

Immunantwort und gelten durch systemische Therapien als beeinflussbar [17,56]. 

So zeigten sich beispielsweise CD39-defiziente Mäuse nicht in der Lage eine 

Transplantatabstoßung zu verhindern [17]. Folglich ist eine Analyse dieser 

Untergruppe der regulatorischen T-Zellen ebenfalls unverzichtbar, um 

Veränderungen des Adenosin-Signalwegs und dessen Folgen für die 

Tumorbiologie besser einschätzen zu können. 

Die lymphozytäre Homöostase wird zu Gunsten von CD39 exprimierenden 

regulatorischen T-Zellen durch eine Strahlentherapie und eine kombinierte RCT 

beeinflusst [54,56]. In der vorliegenden Studie konnte dieser Sachverhalt mittels 

Vergleich von unmittelbar prätherapeutischen und posttherapeutischen gewonnen 

Proben derselben Tumorpatienten beschrieben werden. Die bereits erhöhte 

Frequenz dieser Zelluntergruppe in Patienten mit PKH wird somit, verglichen mit 

gesunden Spendern, erneut vergrößert. Ob sich die erhöhte Anzahl als 

überwiegend nachteilhaft erweist, bleibt Gegenstand weiterer Studien. Ein 

erhöhtes Aufkommen regulatorischer T-Zellen konnte bei Patienten mit  
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kolorektalen und ovarialen Karzinomen mit prognostisch ungünstigeren Verläufen 

in Verbindung gesetzt werden [52,68]. Weshalb gerade regulatorische T-Zellen, 

trotz der hohen Sensitivität CD4 positiver T-Zellen gegenüber einer RCT, eine 

gewisse Resistenz gegenüber einer Chemo- und Strahlentherapie aufweisen, hat 

noch nicht abschließend geklärte Hintergründe. Eine Möglichkeit besteht in der 

vermehrten Bildung von Toll-like Rezeptoren, welche das Tumorwachstum und 

eine Chemotherapie-Resistenz fördern können [69]. Patienten mit PKH zeigten in 

diesem Zusammenhang erhöhte Expressionsraten mehrerer Arten von Toll-like 

Rezeptoren auf regulatorischen T-Zellen [80]. 

Weiterhin können CD39 exprimierende T-Zellen in eine FoxP3+CD25+ und eine 

FoxP3-CD25- Subpopulationen untergliedert werden, welche sich wiederrum 

hinsichtlich der Expression verschiedener Oberflächenmarker, wie PD-1, sowie 

der Expressionsrate von CD39 unterscheiden [59]. T-Helfer-Zellen, die nicht über 

CD39 verfügen, konnten durch eine Stimulation mit IL-2 und TGF-β in CD39 

exprimierende T-Zellen umgewandelt werden [59]. Nicht zuletzt deshalb, ist davon 

auszugehen, dass ein physiologisches Reservoir von immunsuppressiven 

regulatorischen T-Zellen besteht, welches über eine Zytokinstimulation aktiviert 

werden kann. 

Eine erhöhte Expression von PD-1 auf T-Helferzellen zeigte sich als Folge einer 

RCT nur auf zirkulierenden T-Helferzellen, aber nicht auf regulatorischen T-Zellen. 

Demnach könnte das Zusammenspiel eines nachgewiesenen erhöhten 

Aufkommens von PD-L1 und PD1 auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten in 

Patienten mit PKH einen weiteren Immunzell-inhibierenden Faktor darstellen [36]. 

Folglich bestärken diese Beobachtungen weitere Studien der Einflussnahme auf 

den PD-1/PD-L1 Signalweg, insbesondere in Kombination oder im Anschluss an 

eine systemische Therapie. 

Die für Zellmigration verantwortlichen Chemokine und ihre Rezeptoren spielen 

eine bedeutende Rolle bezüglich der Entstehung von Metastasen und stellen 

potentielle Angriffspunkte einer gezielten antitumoralen Therapie dar. 

Beispielsweise werden ungewöhnliche hohe Expressionsraten von CCR7 in 

Lymphknoten im Umfeld des PKH beobachtet [47]. Darüber hinaus zeigte sich 

CCR7 als fördernd für die Aktivität von Phosphoinositid-3-Kinasen, die für das 

Überleben und das invasive Wachstum von metastasierenden PKH-Zellen mit 

verantwortlich gemacht werden [76]. 
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In der ersten Kohorte konnte gezeigt werden, dass CCR7 nach einer RCT auf 

CD4 positiven Zellen vermindert exprimiert wurde. Besonders interessant ist 

allerdings die Abnahme der CD8+CCR7+ Zellfraktion, da diese nicht nur dazu 

genutzt werden konnte, Blutproben gesunder Spender von Patienten mit PKH zu 

unterscheiden, sondern auch in direktem Zusammenhang mit der 

Wahrscheinlichkeit für ein Wiederauftreten der Erkrankung steht [16]. Patienten 

bei denen eine geringe Frequenz dieser T-Zell-Untergruppe festgestellt wurde, 

wiesen ebenfalls eine geringere Anzahl an Rezidiven auf. 

 

Selbstverständlich können die aufgeführten Resultate nicht bedenkenlos auf das 

Tumormikromilieu übertragen werden, sie zeigen jedoch potentielle 

Veränderungen der Interaktion zwischen Tumor- und Immunzellen auf. Eine 

Herausforderung wird darin bestehen, immunsuppressive Aktivitäten wie die der 

regulatorischen T- und B-Zellen, im Tumorumfeld zu unterbinden, gleichzeitig 

jedoch deren wichtige systemische Funktion für das Gleichgewicht des 

Immunsystems nicht zu gefährden.  

Zukünftige Ansätze müssen allerdings nicht auf eine Säule der Immuntherapie, 

wie der Minderung immunsuppressiver Zellpopulationen, beschränkt bleiben, 

sondern auch kombinierte Anwendungen erscheinen durchaus sinnvoll. So 

konnten Resultate einer Tumorvakzinierung am Beispiel des malignen Melanoms 

verbessert werden, indem B-Zellen entfernt wurden [50]. Von enormer Bedeutung 

ist außerdem die Berücksichtigung des Entwicklungsgeschehens des PKH. 

Speziell HPV positive Tumore, die auf Grundlage eines chronisch-

inflammatorisches Prozesses entstehen, könnten von einer Immunsuppression 

profitieren. 

Die Blockade des extrazellulären Adenosin-Signalwegs erfolgt entweder durch die 

Inhibition von CD39, CD73 oder Adenosin-spezifischen Rezeptoren. Während sich 

die Modulation von CD39 noch in einer vorklinischen Phase befindet, wurde die 

Blockade von CD73, basierend auf immunstimulierenden Wirkungen in vitro und in 

vivo sowie einer beobachteten Verstärkung durch eine zusätzliche Inhibition von 

PD-1, bei Tumorpatienten innerhalb einer klinischen Studie bereits begonnen [29]. 
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Die vorliegende Arbeit zeigt vielseitige Veränderungen des Phänotyps und der 

Funktion von Lymphozyten durch systemische Behandlungen auf. Die  

unterschiedlichen Auswirkungen chemotherapeutischer Therapieregime auf das 

Immunsystem sollten berücksichtigt werden, um eine effektive Kombination mit 

neuen immunmodulatorischen Behandlungen zu gewährleisten. 
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5. Zusammenfassung 

 

Das Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region ist in der Lage das 

Immunsystem zu unterdrücken, wodurch es zu einer frühen Metastasierung sowie 

lokalen Rezidiven kommen kann. Ein Mechanismus der Immunsuppression ist die 

Produktion von extrazellulärem Adenosin durch die Ektonukleotidasen CD39 und 

CD73, welche unter anderem auf regulatorischen Lymphozyten und auf den 

Tumorzellen zu finden sind. 

Trotz umfassender Weiterentwicklungen in der operativen, strahlen- und 

chemotherapeutischen Behandlung bleibt die Prognose in fortgeschrittenen 

Stadien ungünstig. Weitreichende Erkenntnisse inwiefern gängige 

chemotherapeutische Regime die Immunantwort in Tumorpatienten beeinflussen, 

sind bisher nicht verfügbar. Daher beschäftigt sich diese Arbeit mit den 

Auswirkungen einer Chemotherapie auf die Adenosin-Produktion durch 

Lymphozyten. 

Blutproben von Patienten mit Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich wurden 

unmittelbar vor und nach einer Chemotherapie entnommen. Eine zweite 

Patientenkohorte wurde einige Monate nach abgeschlossener 

Radiochemotherapie untersucht, um langfristige Auswirkungen zu erfassen. In 

vitro Experimente wurden mit Blutproben gesunder Probanden durchgeführt. Der 

Phänotyp von Lymphozyten wurde durchflusszytometrisch bestimmt und die 

Funktionalität regulatorischer B-Zellen mittels Lumineszenzverfahrens und 

Massenspektrometrie quantifiziert. Isolierte B-Zellen wurden gemeinsam mit 

Cisplatin, Methotrexat, Paclitaxel und 5-Fluorouracil inkubiert und nach 

einwöchiger Kultur analysiert. 

Eine platinbasierte Radiochemotherapie führte in beiden Patientenkohorten zu 

einer signifikanten Abnahme der Expression von CD39 und CD73 auf B-Zellen, 

welche mit dem Adenosintriphosphat-Verbrauch und der Bildung seiner 

Metaboliten Adensosin-5`-monophosphat, Adenosin und Inosin korreliert. 

Allerdings führte Methotrexat zu einer vermehrten Expression von CD39 und 

verursachte, im Gegensatz zu den anderen getesteten Zytostatika, keine 

bedeutsame Hemmung der Proliferation von B-Zellen. Des Weiteren kam es durch  
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eine Radiochemotherapie zu einer Erniedrigung der absoluten Anzahl und 

Frequenz von B-Zellen, welche sich kontinuierlich erholte. Daneben fand sich eine 

Zunahme der Fraktionen IgM und CD5 exprimierender B-Zellen, eine Erhöhung 

CD4+CD39+ und CD4+PD1+ T-Zellen sowie eine Abnahme CD8+CCR7+ T-Zellen 

nach einer Radiochemotherapie. 

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass etablierte 

Chemotherapien die Funktionalität und den Phänotyp von Lymphozyten in 

Patienten mit Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich vielfältig beeinflussen 

können. Während Cisplatin und Paclitaxel die extrazelluläre Adenosin-Produktion 

und somit die Immunsuppression verringern, wird selbige durch Methotrexat 

gefördert. Diese Auswirkungen gilt es zukünftig zu berücksichtigen. Das Ziel ist 

eine effektive Kombination verschiedener Therapieansätze im Rahmen einer 

individuell zugeschnittenen Behandlung. 
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