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Einleitung
Neben dem Nachweis von regulatorischen T-Zellen [12], regulato-
rischen B-Zellen, suppressiven, neutrophilen (granulocyte-like my-
eloid suppressor cells, G-MDSC) und monozytoiden MDSC [7, 11], 
welche immunsuppressiv wirken, zeigen Patienten mit Tumoren 
auch eine stark inflammatorische Komponente, die sich mithilfe 
etablierter Plasmamarker, z. B. Ferritin oder auch CRP, quantifizie-
ren lässt. Diese Inflammation/Entzündung ist bei fehlendem Erre-
gernachweis auf autoinflammatorische Prozesse zurückzuführen, 
welche mit der Freisetzung von Interleukin-1β (IL-1β) verbunden 
ist [6]. Eine Autoinflammation wird auch als „sterile Inflammation“ 
bezeichnet und beeinflusst eine adaptive T-Zellantwort so wesent-

lich [10], dass die Entwicklung einer spezifischen Immunität beein-
trächtigt wird.

Im Rahmen einer Studie mit Patienten, die mit einem regiona-
len Chemotherapieverfahren behandelt wurden [1], haben wir den 
Behandlungserfolg mit dem Nachweis der Autoinflammation über 
Biomarker verfolgt. Hier erwiesen sich Marker für granulozytäre 
und monozytäre MDSC (M-, G-MDSC) sowie Ferritin und IL-8 als 
pro-inflammatorische Biomarker, aber auch Marker für Immunsup-
pression (IL-10) als prognostisch aussagekräftig. Zusätzlich haben 
wir ein hypothetisches Konzept entwickelt, welches die Etablierung 
eines immunsuppressiven Microenvironments unter erhöhtem oxi-
dativen Stress konditioniert.
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Zusammenfassung

Mithilfe der Durchflusszytometrie und dem Nachweis von Biomarkern 
im Plasma lassen sich bei infektiösen Erkrankungen und auch bei Trau-
ma, d. h. Gewebeverletzungen und Kontakt mit toxischen Umweltfak-
toren Aussagen über immunstimulatorische Prozesse machen. Bei 
malignen Erkrankungen fehlt die Aktivierung oft und stattdessen findet 
man eine Überaktivierung von immunsuppressiv wirkenden Zellen und 
löslichen Liganden. Im Rahmen einer Studie mit Patienten, die mit ei-
nem regionalen Chemotherapieverfahren behandelt wurden [1], haben 
wir den Behandlungserfolg mit dem Nachweis der Autoinflammation 
über Biomarker verfolgt. Hier zeigte sich Ferritin als besonders aussa-
gekräftiger Marker für die Inflammation. Zusätzlich haben wir aus pe-
ripherem Blut Makrophagen und dendritische Zellen identifizieren 
können, welche an dem sterilen Entzündungsgeschehen beteiligt zu 
sein scheinen, das durch die Therapie in einem immunsupprimierten 
Patienten ausgelöst wurde.

abstr act

Flow cytometric analyses addressing immune phenotypes as well as 
plasma derived biomarkers may help to understand immune deviating 
events in infectious diseases as well as Trauma and environmental toxi-
cities. In malignant diseases immune activation is rarely seen; by cont-
rast activation of immune suppressive cell phenotypes and soluble li-
gands can be determined. Within a study performed with patients 
treated by regional chemotherapy [1], we followed a successful therapy 
by biomarker determinations addressing autoinflammtion, i. e., innate 
immune activation. We found that ferritin as prognostically valid marker 
for patients relapsing within 6 months following therapy. In addition, 
we identified macrophages and dendritic cells to be involved in therapy 
induced inflammation which might have conditioned the pro-inflamm-
atory immune response in an immunosuppressed host.
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Patienten, Material und Methoden
Bei 24 konsekutiv eingeschlossenen Patienten mit soliden Tumo-
ren (▶tab. 1) wurde jeweils vor und 24 h nach regionaler Chemo-
therapie [1] sowie in 4 wöchentlichen Abständen über einen Zeit-
raum von 6 Monaten (jeweils vormittags) der Immunstatus erho-
ben. Nach 6 Monaten entwickelten 11 Patienten ein Rezidiv (R, 
relapse) und 13 Patienten waren tumorfrei (NR = non relapse). Der 
Immunstatus wurde mithilfe der Oberflächenmarkertypisierung 
am FACS-Calibur unter Verwendung etablierter CD-Markerklassi-
fizierungen vorgenommen (CD1a, -2, -3, -4, -8, -11b, -14, -16, -33, 
-36, -45, -56, -57, -80, -86, -123, -272, -273, -PD-1, PD-L1, PD-L2, 
BDCA-2, BDCA4, HLA-DR, NKG2D); Zytokine, Ferritin und die lös-
liche α-Kette des Interleukin-2-Rezeptors (sCD25) wurde im Im-
mulite1000® (Siemens) bestimmt. Für die Untersuchungen waren 
je Patient 2 ml EDTA-antikoaguliertes Vollblut erforderlich. Die Un-
tersuchungen wurden im Rahmen immundiagnostischer Routine-
untersuchungen durchgeführt.

Ergebnisse
Proteinbiomarker in Körperflüssigkeiten dienen der Beschreibung 
einer bestimmten Situation bei einem individuellen Patienten. Sie 
sind geeignet, um einen definierten Zustand im Vergleich zu einer 
vorangegangenen oder zukünftigen Situation zu beschreiben. Der 

Begriff „Biomarker“ wurde 1994 von Keith Williams und Marc Wil-
kins geprägt. Mithilfe bioinformatischer Methoden können Biomar-
ker einen wesentlichen Beitrag zum Verständnis von Pathomecha-
nismen beitragen. Klassische Biomarker sind Proteine. „Das Prote-
om ist eine kollektive Bezeichnung von allen Proteinen, welche 
durch das Genom eines Organismus kodiert werden. Jeder Augen-
blick wird demnach durch Elemente des Proteoms genau beschrie-
ben“. (übersetztes Zitat nach en.wikipedia.org/Marc Wilkins). Im 
Prinzip gibt es eine unzählige Anzahl an Variationen, die alle durch 
ein bestimmtes Genom kodiert werden. In-vitro-Stimulationen 
können dazu beitragen, die In-vivo-Bedingungen zu verstehen, wel-
che zu i) Inflammation und ii) Immundefektsituationen führen. Im 
Folgenden sind Biomarker vor und nach regionaler Chemotherapie 
gezeigt, welche von denen gesunder Kontrollen nur z.T. abweichen.

▶abb. 1 zeigt die quantitativen Messergebnisse des inflamma-
torischen Biomarkers Ferritin im Plasma der Patienten mit Rezidiv 
(6 Monate nach Chemotherapie) im Unterschied zu den Patienten, 
die sich nach 6 Monaten noch in Remission befanden.

Ähnliche Veränderungen wie beim Ferritin beobachteten wir 
mit dem inflammatorischen Zytokin IL-8 (▶abb. 2). Nur sind hier 
die Unterschiede noch viel dramatischer als bei Ferritin. Die Pa-
tienten mit gutem Verlauf hatten initial und nach regionaler 
Chemo therapie deutlich niedrigere Plasmakonzentrationen an IL-8.

Im Folgenden wurde versucht, die Beobachtungen mit Bestim-
mungen anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 zu korrelieren. 

▶abb. 1 Ferritin-Konzentrationen mit einem vorteilhaften Verlauf („non progress, grüne Linien“) im Vergleich zu Patienten mit einem schlechten 
Verlauf („progress, braune Linien“). Plasmaferritin wurde vor und 24 h nach regionaler Chemotherapie bestimmt.
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▶abb. 2 IL-8-Plasmakonzentrationen bei Patienten mit einem vorteilhaften Verlauf („non progress, grüne Linien“) im Vergleich zu Patienten mit 
einem schlechten Verlauf („progress, braune Linien“). Plasma-IL-8 wurde vor und 24 h nach regionaler Chemotherapie bestimmt.
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Anders als erwartet, zeigten auch für diesen Biomarker Patienten 
mit ungünstigem Verlauf deutlich höhere Werte als Patienten mit 
einem besseren Verlauf (▶abb. 3).

Zusammen mit dem Biomarkerprofil, welches oxidativen Stress 
anzeigt, hatten Patienten mit einem schlechteren klinischen Ver-
lauf auch erhöhte relative Anteile an neutrophilen Granulozyten 
(▶abb. 4) – wobei die klinische Einschätzung aber nicht notwen-
digerweise mit dem Outcome korrelierte. Mit Hilfe der Streulicht-

analyse können MDSC, also myeloide Suppressorzellen der granu-
lozytären Zellreihe, quantifiziert werden. Diese G-MDSC (syn. 
MDSCs PMN) sind bei allen Patienten mit malignen Erkrankungen 
nachweisbar. In unserer Beobachtungsgruppe liegen die Mediane 
der Verteilung der G-MDSC in den Patienten mit Frührezidiv (inner-
halb von 6 Monaten) signifikant höher als bei Patienten mit güns-
tigem Verlauf. Diese Unterschiede betreffen sowohl die Bestim-

▶abb. 4 Relative Anteile neutrophiler Granulozyten bei Patienten vor und nach regionaler Chemotherapie mit gutem Verlauf (offene/geschlossene 
Kreise) und schlechtem Verlauf (offene/geschlossene Quadrate). Alle Gruppen unterscheiden sich mit einem p-Wert von  < 0,078 nach dem Wilco-
xon-Vorzeichen-Rang-Test (links). Anteilsmäßige MDSC der granulozytären Zellreihe (G-MDSC = MDSCs PMN), welche in der Streulichtanalyse der 
Durchflusszytometrie quantifiziert wurden. Alle Gruppen unterscheiden sich mit einem p-Wert von  < 0,0091 nach dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test (rechts).
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▶abb. 5 Expressionsdichte gemessen als MFI (Mean Fluorescence Intensities) von Oberflächenbiomarkern bei Patienten mit günstigem Verlauf 
(Kreise) und ungünstigem Verlauf, d. h. nachweisbarer Tumor 6 Monate nach regionaler Chemotherapie, für regulatorische T-Zellen (Treg): CD4/
CD25 und CD39 (Exonukleotidase). Das Signifikanzniveau nach dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test beträgt p < 0,005 ( *  * ); p < 0,0005 ( *  *  * ).
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▶abb. 3 IL-10-Plasmakonzentrationen bei Patienten vor und nach regionaler Chemotherapie. Guter Verlauf (non progress; links, grüne Linien); 
schlechter Verlauf mit Relapse oder Progress innerhalb von 6 Monaten nach regionaler Chemotherapie (progress; rechts, orangefarbene Linien).
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▶abb. 6 sCD25 bei Patienten vor und nach regionaler Chemotherapie. Guter Verlauf (non progress; links, grüne Linien); schlechter Verlauf mit 
Relapse innerhalb von 6 Monaten nach regionaler Chemotherapie (progress; rechts, braune Linien).
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▶abb. 7 Für die Etablierung eines immunsuppressiven Microenvironments im Patienten muss die Rekrutierung von lymphoiden Vorläuferzellen aus 
dem Knochenmark postuliert werden, welche Rezeptoren für SDF-1 (CXCR4) und IL-7 (CD127) exprimieren. Diese Markerkonstellation ist auch für 
regulatorische T-Zellen charakteristisch (links) [4]. Die spezifische Interaktion mit reifen dendritischen Zellen (links) garantiert die ausbleibende 
Sensibilisierung von spezifischen antigenrestringierten T-Lymphozyten (rechts).
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mung vor als auch 24 Stunden nach regionaler Chemotherapie 
(▶abb. 4).

Weiterhin zeigten sich mit dem Hinweis auf erhöhten oxidati-
ven Stress bei Patienten mit ungünstigem Verlauf nach regionaler 
Chemotherapie auch erhöhte relative Anteile und Expressionsdich-
ten von Markern, welche regulatorische T-Lymphozyten auszeich-
nen. Neben IL-10 (▶abb. 3) haben wir die Lymphozytenpopula tion 
untersucht, welche Träger von CD4 und CD25 sowie CD39, einer 
sogenannten Exonukleotidase, ist. Diese T-Lymphozyten werden 
als regulatorische T-Zellen eingestuft und sind vor der Apoptose-
induktion durch freiwerdendes ATP im Tumorenvironment ge-
schützt. ▶abb. 5 zeigt die unterschiedliche Verteilung dieser Mar-
kerprofile bei Patienten mit gutem und schlechtem Verlauf nach 
regionaler Chemotherapie.

Zusätzlich konnten wir auch eine Erhöhung von sCD25 (der lös-
lichen alpha-Kette des IL-2 Rezeptors) bei Patienten mit ungünsti-
gem klinischem Verlauf dokumentieren (Daten hier nicht gezeigt); 
sCD25 wird nicht nur von T-Lymphozyten, sondern auch von unrei-
fen monozytären Zellen gebildet, welche als monozytäre myeloide 
MDSC (M-MDSC) eingestuft werden, und werden ebenfalls zum 
immunsuppressiven Repertoire bei Patienten mit Tumorerkran-
kungen gerechnet. Demnach sind M-MDSC bei Patienten mit ma-
lignen Erkrankungen erhöht, die Unterschiede zwischen Patienten 
mit gutem oder schlechtem Verlauf waren in unseren Untersuchun-

gen deutlich (▶abb. 6). Interessanterweise zeigten die guten Ver-
läufe keine Erhöhung des Plasma-sCD25 nach regionaler Chemo-
therapie, wohingegen die Patienten mit schlechtem Verlauf vor 
Chemotherapie erhöhte Werte aufwiesen und auch ein Anstieg 
nach Therapie verzeichnet werden konnte.

Das Schema in ▶abb. 7 beschreibt die Bedeutung der zellulä-
ren Komponenten für die Entwicklung einer profunden Immunsup-
pression.

Diskussion
Die Diagnose „Krebs“ ist mit einer tiefgreifenden Veränderung der 
Myelopoese assoziiert, welche durch oxidativen Stress ursächlich 
in Zusammenhang gebracht wird [3]. Oxidativer Stress kann mit-
hilfe von Plasmabiomarkern wie Ferritin, IL-8, IL-6 u. a. quantifiziert 
werden [8]. Diese Beobachtungen bestätigen, dass das Vorhanden-
sein von oxidativen Stressbiomarkern mit einem schlechteren kli-
nischen Verlauf, gemessen an einem frühen Rezidiv, verbunden ist. 
Im Vergleich unterschiedlicher Biomarker erwiesen sich Ferritin und 
IL-8 als besonders aussagekräftig (▶abb. 1,  2).

Erhöhter oxidativer Stress ist auch mit erhöhten absoluten und 
relativen Anteilen neutrophiler Granulozyten im peripheren Blut 
verbunden. Dieser Zelltyp ist prädestiniert, Sauerstoffradikale ab-
zugeben und oxidativen, aber auch nitrosativen Stress zu induzie-
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ren. Wie in ▶ abb. 5 dokumentiert, haben die Patienten mit 
schlechtem Verlauf höhere Neutrophilenanteile, eine Beobach-
tung, welche schon früher durch andere Arbeitsgruppen beschrie-
ben wurde [9].

Neben den pro-inflammatorischen Markern beweisen die hier  
geführten Untersuchungen auch deutlich erhöhte Biomarker für den 
Nachweis immunsuppressiver Komponenten wie IL-10 (▶abb. 3) 
und regulatorischer T-Zellen (▶abb. 5). Demnach ist die schlech-
teste immunologische Vorrausetzung eine Koexistenz von Pro-In-
flammation (gemessen an oxidativem Stress) und Immunsuppres-
sion (hier gemessen durch IL-10), welche mit einer erhöhten Rezi-
divrate verbunden zu sein scheinen. Diese auf den ersten Blick 
paradox erscheinende Situation von Pro- und Anti-Inflammation 
bei Patienten mit malignen Erkrankungen wurde bereits ausführ-
lich durch Dinarello beschrieben [2] und erschwert therapeutische 
Ansätze aufgrund dieser Biomarkerprofile.

Trotzdem sollte es Ziel unserer Bestrebungen sein, ein kleines 
Markerpanel für die Überwachung eines individuellen Patienten zu 
erstellen. Die Bedeutung der myeloischen Zellkomponenten inklu-
sive der inflammatorischer M1, M2 und MOX (Monozyten, welche 
durch oxidierte Lipide und Phosphatidylserin induziert werden) 
nehmen eine Schlüsselstellung in der Diagnostik ein. Demnach ist 
Ferritin nicht nur als inflammatorischer Marker zu interpretieren, 
sondern gibt zusätzlich Hinweis auf die Aktivierung von M1-Mak-
rophagen, welche eine TH1-Immunantwort und damit bessere Im-
munitätslage konditionieren sollten.

Unsere kleine Kohorte sehr unterschiedlicher Tumorentitäten 
zeigt hingegen, dass Ferritin in der Mehrzahl der Patienten mit 
einem schlechteren klinischen Verlauf verbunden zu sein scheint 
und zusammen mit weiteren Biomarkern als Teil eines potenziell 
geeigneten Biomarkermusters in der Onkologie geeignet sein 
könnte. Wie die regionale Chemotherapie, vermitteln auch ande-
re Tumortherapieverfahren (z. B. die chirurgische Tumorresektion), 
Chemo- und Radiotherapie, aber auch psychosomatischer Stress 
und erhöhte Infektionsraten (bakteriell und viral) zusätzlichen oxi-
dativen Stress, der durch pro-inflammatorische Zytokine, v. a. beim 
einzelnen Patienten in der Aktivierung und Proliferation suppres-
siver Zellkomponenten, resultiert [5].

Diese Beobachtungen und Überlegungen beherrschen zum ge-
genwärtigen Zeitpunkt die Strategie der spezifisch wirksamen Im-
munmodulation und die Diskussion einer innovativen Therapie-
strategie und Überwachung durch Biomarker in einem individuel-
len Setting. Die technischen Voraussetzungen für Schnelltests sind 
durch Bedside-ELISA-Verfahren und durchflusszytometrische Be-
stimmungen schon heute möglich [13–15].
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