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Zusammenfassung:
Es liegen eine Vielzahl von Untersuchungen zur klinischen und prognostischen Bedeutung von Parametern
der zellvermittelten Immunität bei Mammakarzinompatienten vor, deren Ergebnisse allerdings widersprüch-
lich sind. Es wurde im Rahmen einer prospektiven Studie bei 123 Patientinnen mit nichtmetastasiertem Mam-
makarzinom postoperativ und in regelmäßigen Abständen im Rahmen der Nachsorge bis maximal 108 Mo-
nate nach Primärtherapie (minlere Beobachtungsdauer 73 Monate) der Leukozyten-Migrations-Inhibitions-
Test (LMI-Test) gegen autologes und homologes Tumorgewebe sowie gegen Tuberkulin und Streptokinase
durchgeführt und die Ergebnisse mit der Ausbreitung und dem klinischen Verlauf der Erkrankung korreliert.
Es konnte bei 48 % aller untersuchten Patienten eine zellvermittelte Reaktion im LMI-Test gegen autologes
und homologes Tumorgewebe nachgewiesen werden, während 18 % aller Patienten mit einer beschleunigten
Migration reagierten. Es konnte bezüglich der LMI-Reaktivität kein signifikanter Unterschied zwischen nodal-
negativen und -positiven Patienten gefunden werden, jedoch bestand eine Korrelation mit dem klinischen Ver-
lauf der Erkrankung derart, daß Patienten mit ungünstigem klinischen Verlauf bereits bei der ersten Untersu-
chung im Rahmen der Primärtherapie signifikant häufiger mit einer Migrationsbeschleunigung und seltener
mit einer Migrationshemmung reagierten als Patienten ohne Rezidiv. Hingegen war eine Reaktivität im LMI-
Test gegen Tuberkulin bzw. StreptokinaseAdornase unabhängig vom klinischen Verlauf bei der Mehrzahl der
Patienten nachweisbar.
Es kann somit bei Mammakarzinompatienten eine zellvermittelte Immunität im LMI-Test gegen Tumorgewebe
nachgewiesen und mit dem klinischen Verlauf der Erkrankung korreliert werden. Möglicherweise ist dieser
Test gemeinsam mit anderen Parametern-zur Definition von Risikogruppen geeignet.
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Summary: —
Up to now the results concerning a prognostic relevance of parameters of cell-mediated immunity in breast
cancer patients are very contradictory. In a prospective study in 123 patients with nonmetastatic breast carci-
noma leucocyte migration inhibition test (LMI-Test) against tumor tissue and recall antigens was performed.
The results correlate with the spread and the clinical course of the disease up to max 108 months. In 48 % of
all breast cancer patients examined a cell-mediated immunological reaction in the LMI test against tumor tis-
sue could be demonstrated. There was no difference concerning the LMI reactivity between both groups of
lymphnode negative and positive patients. Nevertheless the prognostic significance was such that patients
with an unfavourable clinical course respond more frequently with enhanced macrophage migration and
more rarely with a migration inhibition. On the other hand LMI reactivity against recall antigens did not re-
veal any prognostic significance. According to these results the determination of delayed type hypersensiti-
vity reaction against tumor tissue in the LMI-test could possibly be of clinical value for risk assessment.
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Einleitung
Es werden beim primären Mammakarzinom eine Reihe
von Faktoren diskutiert, die im Zusammenhang mit dem
klinischen Verlauf der Erkrankung als Prognosefaktoren
verwendet werden. Hierzu gehören neben dem Tumorsta-
dium und der Ausbreitung der Erkrankung (10, 18) der
Menopausenstatus der Patientin (13) und insbesondere
der Rezeptorstatus (5, 15) und der Proliferations-Index
des Tumors (18). Es wurden weitergehend auch eine
Reihe immunologischer Parameter bezüglich ihrer klini-
schen und prognostischen Bedeutung überprüft. Wäh-
rend eine prognostische Relevanz der peritumorösen mo-
nonukleären Infiltrate sowie der reaktiven Veränderungen
regionaler drainierender Lymphknoten als morphologi-
sche Zeichen einer immunologischen Auseinanderset-
zung zwischen Tumor und Tumorträger nahegelegt wird
(4), sind die Ergebnisse zur prognostischen Bedeutung
von Parametern der zellvermittelten Immunität sehr wi-
dersprüchlich. Während in einigen Arbeiten eine klinische
Relevanz dieser Parameter nahegelegt wird (1, 2, 4, 7, 8,
9, 12, 19, 20, 24, 28), wird diese von anderen Autoren ab-
gelehnt (9, 14, 26, 27).
Es wurde daher im Rahmen einer prospektiven Studie
der Nachweis einer zellvermittelten Reaktion im LMI-Test
mit der Ausbreitung des Tumors korreliert und durch eng-
maschige Nachsorgeuntersuchungen bezüglich seiner
prognostischen Bedeutung analysiert.

Patientinnen und Methoden
Es wurden 123 Patientinnen mit nichtmetastasiertem
Mammakarzinom in die Studie aufgenommen, die von
1978 bis 1984 in der Universitäts-Frauenklinik Bonn pri-
mär therapiert und mindestens 60 Monate im Rahmen
der Nachsorge regelmäßig überwacht wurden, wobei der
Medianwert der Beobachtungsdauer 79 (57 bis 108) Mo-
nate war. Eine Übersicht der untersuchten Patientinnen
zeigt Tab. 1. Alle wurden nach histologischer Sicherung
der Diagnose einer modifiziert radikalen Mastektomie un-
ter Einschluß der Pectoralisfaszie und gleichzeitiger axil-
larer Lymphonodektomie bis zum Unterrand der Vena
axillaris unterzogen. Alle lymphknotenpositiven Patientin-
nen erhielten eine adjuvante Chemotherapie, 12 Patien-
tinnen erhielten zusätzlich eine Telekobalt-Bestahlung.
Der LMI-Test wurde am 10. bis 14. postopeYativen Tag
nach Abklingen etwaiger immunologischer Effekte von
Narkose und operativem Trauma und vor Beginn einer

Tab. 1: Übersicht über die Tumorausbreitung und den klinischen
Verlauf der untersuchten Patientinnen

Gruppe A
n =
Alter
prämenopausal
postmenopausal
Tumorgröße
T1 und 2
T 3 und 4
Lymphknotenstatus:
- NO
- N1
- N 2 und 3
Verstorben:
davon nodalnegativ

nodalpositiv

70
59,4 Jahre
28 (40%)
42

17
53

37
25
8
0

(605)

(24,3%)
(75,7%)

(52,8%)
(35,7%)
(11,5%)

Gruppe B
53
58,3 Jahre
18 (34%)
35

10
43

16
20
17
29
5

24

(66%) -

(18,9%)
(81,1%)

(30,2%)
(37,7%)
(32,1 %)
(54,7%)
(17,2%)
(82,8%)

adjuvanten Chemo- oder Radiotherapie sowie in
3-12monatigen Abständen im Rahmen der Nachsorge
bis maximal 108 Monate nach der Primärtherapie durch-
geführt.
Die Patientinnen wurden entsprechend des klinischen
Verlaufes in zwei Gruppen unterteilt, Patientinnen mit re-
zidivfreiem Verlauf (Gruppe A) und solchen, bei denen im
Beobachtungszeitraum eine Metastasierung auftrat und/
oder die an ihrer Tumorerkrankung verstarben (Gruppe
B). Beide Gruppen waren bezüglich Stadieneinteilung, Al-
ter, Menopausenstatus, Komorbidität vergleichbar (Tab
1).

Leukozyten-MigrationS'Inhibitions-Test (LMI-Test)
Die Durchführung des LMI-Tests erfolgte nach der Me-
thode von Black et a!. (4, 11, 23).
Aus 40 ml Heparinblut wurden nach Lyse der Erythrozy-
ten die Lymphozyten und Indikatorzellen (Makrophagen
und Leukozyten) in einer Konzentration von 1,4 108 Zel-
len/ml in Kapillaren gefüllt und in Sykes-Moore-Kam-
mern, bestehend aus zwei runden Deckgläsern, die über
einen Stahlring miteinander verschraubt werden, einge-
setzt. Als Antigen diente histologisch definiertes und
quantifiziertes autologes Gewebe der Tumorträgerin. Zur
Beurteilung der in vitro nachweisbaren zellulären Immu-
nität gegen ubiquitäre Antigene wurde weiterhin Tuber-
kulin (Behringwerke, Marburg) und Streptokinase/Strep-
todornase (Cyanamid, Wolfratshausen) eingesetzt. Das
Tumorgewebe wurde als Eluat in einem Nährmedium
(RPMI 1640, Flow Laboratories, Meckenheim) nach der
Methode von McCoy et al. (23) unter Zusatz von 20% fe-
talem Kälberserum, 2mmol/l L-Glutamin (Flow) und 100
IE/ml Penicillin und 0,1. g/l Streptomycin (Seromed, Ber-
lin) präpariert und in den Zellkulturkammern eingesetzt.
Die Standardisierung der Antigenkonzentration erfolgte
über die Bestimmung der im Medium gelösten Protein-
konzentration. Als Kontrollen dienten Kammern mit Me-
dium ohne Antigenzusatz. Nach 18 Stunden Inkubation
bei 37° Celsius, 5% Kohlendioxid und Feuchtigkeit wur-
den die entstandenen Migrationshöfe planimetrisch ver-
messen und aus den Mittelwerten eines Dreifachansatzes
je Antigen der Migrationsindex durch Vergleich mit der
antigenfreien Kontrolle berechnet. Eine Reaktion wurde
dann als positiv gewertet, wenn sich der Migrationsindex
um mehr als die doppelte Standardabweichung im Stu-
dent T-Test von der Kontrolle unterschied. Es konnten
hierbei prinzipiell zwei Reaktionsformen unterschieden
werden, eine Hemmung sowie eine Beschleunigung der
Makrophagenmigration.

Statistische Auswertung
Der Vergleich der Überlebenszeiten und der rezidivfreien
Intervalle zwischen den jeweiligen Gruppen erfolgte
durch den Wilcoxon-Rank-Test, die Darstellung der Über-
lebenswahrscheinlichkeiten und des rezidivfreien Inter-
valls in Form von Kaplan-Meier-Kurven (17). Der Vergleich,
der Reaktivitäten erfolgte durch Chi-Quadrat-Test.

Ergebnisse
1. Präzision des LMI-Tests zum Nachweis einer Oberem p-
findlichkeitsreaktion vom verzögerten Typ
Zur Überprüfung der Präzision des LMI-Tests zum Nach-
weis einer Überempfindlichkeitsreaktion vom verzöger-
ten Typ wurde bei 10 gesunden Probandinnen die Reakti-
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vität gegen Tuberkulin in vivo mittels Hauttest und in vi-
tro mittels LMI-Test untersucht und verglichen. Bei 5 von
10 Probandinnen war eine Hautreaktion mit einem Durch-
messer von mehr als 2 mm gegen Tuberkulin nachweis-
bar, alle Probandinnen mit positiver Hautreaktion zeigten
auch eine signifikante Migrationshemmung im LMI-Test.
Bei den 5 Probandinnen mit negativem Hauttest gegen
Tuberkulin war auch in vitro keine signifikante Reaktion·
im LMI-Test nachweisbar, es bestand jedoch keine Korre-
lation zwischen dem Durchmesser der Hautreaktion und
dem Ausmaß der Migrationshemmung im LMI-Test.

2. LMI-Reaktivität zum Zeitpunkt der Primärtherapie
Bei der ersten Untersuchung 10 Tage nach der Primärthe-
rapie konnte bei 48% aller untersuchten Mammakarzi-
nompatientinnen eine zel l vermittelte immunologische
Reaktion im LMI-Test gegen autologes Tumorgewebe im
Sinne einer gehemmten Makrophagenmigration nachge-
wiesen werden, während 18% aller Patientinnen.mit ei-
ner beschleunigten Migration reagierten und 36% der Pa-
tientinnen keine signifikante Reaktion zeigten. In der
Gruppe der lymphknotennegativen Patientinnen war der
Anteil der immunologisch reaktiven Patientinnen leicht,
wenn auch nicht statistisch verifizierbar erhöht, der Anteil
der mit einer beschleunigten Makrophagenmigration rea-
gierenden Patientinnen war in beiden klinischen Gruppen
ungefähr gleich (Abb. 1).

3. Korrelation der LMI-Reaktivität mit dem klinischen Ver-
lauf
Bei dem ersten Test 10-14 Tage postoperativ reagierten
50% der Patientinnen der Gruppe A und 41 % der Gruppe
B mit einer Migrationshemmung, 13% der Patientinnen
der Gruppe A und 23% der Gruppe B reagierten mit ei-
ner beschleunigten Migration. Der Anteil der mit einer
Migrationshemmung reagierenden Patienten nahm in
Gruppe A von 50% auf 33%, in Gruppe B noch stärker
von 41% auf 17% ab (Abb. 2). Während der Anteil der
mit einer Migrationsbeschleunigung reagierenden Patien-
tinnen in Gruppe A ungefähr gleich blieb, nahm dieser
Anteil der Patientinnen in Gruppe B von 23% auf 60% zu
(p < 0.05) (Abb. 3).
Der Reaktivität im LMI-Test bei der ersten postoperativen
Untersuchung konnte eine prognostische Bedeutung der-
art zugeordnet werden, daß bei Patienten, die zu diesem
Zeitpunkt mit einer Migrationshemmung gegen autolo-
ges Tumorgewebe reagieren, sowohl das rezidivfreie In-
tervall (p < 0.05) (Abb. 4) als auch die Überlebenszeit
(Abb. 5) signifikant im Vergleich zu Patienten mit einer
Migrationsbeschleunigung verlängert war (p < 0.05).

4. LMI-Reaktivität gegen ubiquitäre Antigene
Bei der Mehrzahl der untersuchten Patienten konnte eine
zel l vermittelte Immunität vom verzögerten Typ im LMI-
Test gegen die Antigene Tuberkulin und Streptokinase/-

80
Anteil der Patienten (%) Anteil mit Miorationehemmung (%)

n=27 n=27 n=10 n=14 n=16 n=29

Migrationshemmung Migrationsbeschl. keine Reaktion
Reaktion im LMI-Test

l IN o HÜN *
Abb. 7: Vergleich der Reaktivität im LMI-Test gegen autologes Tu-
morgewebe zwischen nodäJnegativen und nodalpositiven Mam-
makarzinompatientinnen.

Anteil mit Miorationabeachleuniaung

80l
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post Op 3-12 12-24 24-36 36-48 48-60 60-72 > 72
Beobachtungezeit (Monate)
CD Gruppe A BEQ Gruppe B

Abb. 3: Vergleich des Anteils der Patientinnen mit Migrationsbe-
schleunigung im LMI-Test gegen autologes Tumorgewebe zwi-
schen Gruppe A (rezidivfreier Verlauf) und Gruppe B (Auftreten
von Metastasen).

50 48 47 30 31 32

post Op 3-12 12-24 24-36 36-48 48-60 60-72 > 72
Beobachtungszeit (Monate)
I__J Gruppe B ( l Gruppe A

Abb. 2: Vergleich des Anteils der Patientinnen mit Migrations-
hemmung im LMI-Test gegen autologes Tumorgewebe zwischen
Gruppe A (rezidivfreier Verlauf) und Gruppe B (Auftreten von
Metastasen).
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Abb. 4: Wahrscheinlichkeit des rezidivfreien Verlaufs in Abhän-
gigkeit von der Reaktivität im LMI-Test gegen autologes Tumor-
gewebe zum Zeitpunkt der Primärtherapie.
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Abb. 5: Überlebenswahrscheinlichkeiten in Abhängigkeit von
der Reaktivität im LMI-Test gegen autologes Tumorgewebe zum
Zeitpunkt der Primärtherapie.
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Abb. 6: Vergleich der Reaktivität im LMI-Test gegen Tuberkulin
bzw. Streptokinase/-dornase zwischen Patientinnen der Gruppe
A (rezidivfreier Verlauf) und Gruppe B (Auftreten von Metasta-
sen).

dornase nachgewiesen werden, wobei 73% mit einer
Hemmung und 4% mit einer beschleunigten Makropha-
genmigration reagierten. Die beiden nach dem klinischen
Verlauf differenzierten Gruppen A und B unterschieden
sich bezüglich der Reaktivität gegenüber diesen Antige-
nen nicht die auch im gesamten Beobachtungszeitraum
keine wesentlichen Veränderungen zeigte (Abb. 6).

Diskussion
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daß der LMI-Test als
In-vitro-Korrelat einer Überempfindlichkeitsreaktion vom
verzögerten Typ angesehen werden kann, weiterhin, daß
mit Hilfe dieses Tests bei Mammakarzinompatientinnen
eine zellvermittelte Überempfindlichkeitsreaktion vom
verzögerten Typ gegen autologes und homologes Tumor-
gewebe in vitro nachgewiesen -und als Migrationshem-
mung bzw. Beschleunigung der Migration differenziert
werden kann. Die Migrationsinhibition kann dabei auf
eine spezifische Lymphokinsekretion von sensibilisierten
Lymphozyten zurückgeführt werden (23). Bei Verwen-
dung von Tumorgewebsschnitten kann über die Art des
induzierenden Antigens zwar keine Aussage gemacht, je-
doch aufgrund der kurzen Inkubationszeit eine Reaktivität
gegen Histokompatibilitätsantigene ausgeschlossen wer-
den (26). Auch die hier beobachtete beschleunigte Migra-
tion konnte als spezifische immunologische Reaktion
nachgewiesen werden (6), die nach den Untersuchungen
von Gleicher et al. (11) möglicherweise auf eine gestei-
gerte Induktion einer Lymphozytensubpbpulation mit
Suppressorfunktion zurückgeführt werden kann.
Die klinische Relevanz einer im LMI-Test nachweisbaren
Reaktion gegen Tumorgewebe wird in der Literatur sehr
unterschiedlich beurteilt. Während einige Autoren von ei-
nem verminderten Anteil von Patienten mit Migrations-
hemmung bei fortgeschrittener Erkrankung berichten (4),
wird eine Korrelation von Tumorausbreitung und LMI-Re-
aktivität in anderen Arbeiten abgelehnt (22, 23, 27) und in
früheren Untersuchungen auch von uns nicht gefunden
(21). Auch der Lymphknotenstatus, der allgemein als der
wichtigste Prognosefaktor des Mammakarzinoms ange-
sehen wird (25), zeigte in unseren Untersuchungen keine
statistisch zu sichernde Korrelation mit der LMI-Reaktivi-
tät. In beiden Gruppen der lymphknotennegativen und
-positiven Patientinnen war der Anteil der immunolo-
gisch reaktiven Patienten gleich.

Der unterschiedlichen Reaktionsform im LMI-Test konnte
in den vorliegenden Untersuchungen bei Mammakarzi-
nompatienten eine prognostische Bedeutung derart zu-
gesprochen werden, daß Patienten mit ungünstigem kli-
nischen Verlauf im Sinne des Auftretens von Metastasen
und Rezidiven bei der primären Untersuchung vor Durch-
führung von Chemotherapie und Bestrahlung seltener
mit einer Migrationshemmung und häufiger mit einer be-
schleunigten Makrophagenmigration im LMI-Test reagier-
ten. Dabei kommt weitergehend insbesondere dem In-
vitro-Nachweis einer Migrationsbeschleunigung eine be-
sondere prognostische Bedeutung zu, da wir diese Reak-
tionsform vermehrt bei Patienten, die später an ihrer Tu-
morerkrankung verstarben, beobachteten. Auch Gleicher
et al. (11) fanden bei 18 gynäkologischen Tumorpatientin-
nen mit progredientem Krankheitsverlauf in 15 Fällen ei-
nen Migrationsbeschleunigung und führten diese Beob-
achtung auf eine durch progredientes Tumorwachstum
induzierte vermehrte -Produktion tumorassoziierter Anti-
gene und entsprechender zirkulierender Immunkomplexe
zurück.
Es wurde die Reaktionsform, insbesondere das Auftreten
einer Migrationsbeschleunigung im LMI-Test mit dem
Verhalten der Tumormarker CEA und Ca 15-3 korreliert
und dabei festgestellt, daß bei erhöhten Ca 15-3-, jedoch
nicht CEA-Werten im Serum, vermehrt eine Migrationsbe-
schleunigung beobachtet wurde. Die Einzelfallanalyse
zeigt jedoch, daß der Anstieg des Ca 15-3-Wertes bei Pa-
tientinnen mit dem Auftreten von Metastasen durch-
schnittlich 3,6 Monate vor dem Auftreten einer Migra-
tionsbeschleunigung im LMI-Test erfolgte. Hingegen
kann Parametern der allgemeinen Immunkompetenz, wie
beispielsweise die im Rahmen dieser Untersuchung über-
prüfte Reaktionsfähigkeit gegen Tuberkulin und Streptoki-
naseAdornase, keine prognostische Bedeutung zugemes-
sen werden, da nahezu alle untersuchten Patientinnen,·
auch jene mit Rezidiven, im gesamten Beobachtungszeit-
raum eine inaktive Reaktionsfähigkeit im LMI-Test zeig-
ten. Die diesbezüglich vorliegenden Berichte in der Litera-

.tur sind recht widersprüchlich. Während Adler et al. (1)
bei Patientinnen mit operiertem Mammakarzinom eine
Korrelation zwischen Hautreaktion gegen PPD und DNCB
sowie mitogener Lymphozytenstimulation und Überle-
benszeit fanden und diese Ergebnisse z. T. auch in ande-
ren Arbeiten bestätigt wurden (7, 19, 27, 28), wird diese
von Baral et al. (2) und Hasin et al. (14) abgelehnt.
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Die prognostische Bedeutung des
Wechsels der immunologischen Reak-
tionsfähigkeit im Verlauf der Erkran-
kung von gehemmter zu beschleunig-
ter Makrophagenmigration kann
nicht endgültig beurteilt werden, da
hier die immunologischen Effekte
von Chemo: und Hormontherapie
bzw. Bestrahlung berücksichtigt wer-
den müssen, die bei metastasieren-
der Erkrankung natürlich ungleich
häufiger angewendet werden.
Inwieweit mit Hilfe des LMI-Testes
nur die allgemeine Immunkompetenz
im Sinne einer Überempfindlichkeits-
reaktion vom verzögerten Typ oder
aber eine zel l vermittelte Immunität
gegenüber einem spezifischen, mög-
licherweise sogar tumorassoziierten
Antigen und somit sowohl die Antige-
nität eines Tumors als auch das Vor-
handensein spezifisch sensibilisierter
Lymphozyten überprüft wird, kann
verständlicherweise anhand der vor-
liegenden Untersuchung nicht beur-
teilt werden. Nach diesen Ergebnis-
sen scheint jedoch bei bestimmten
Fragestellungen die Überprüfung der
Reaktivität im LMI-Test gegenüber
dem jeweiligen Tumorgewebe zur
Definition von Risikogruppen berech-
tigt.
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