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Zusammenfassung
In einer GCP-konformen, kontrollierten, prospektiven bizentrischen Phase II Studie mit 105 (bzw. 98
per protocol behandelten) Mammacarcinom-Patientinnen konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
eine einmalige perioperative intravenöse Applikation des fermentierten Mistelextraktes Iscador M spezial
in einer Endkonzentration von 1 mg/Individuum die Operations/Narkose-assoziierte
Granulozytenfunktions-Hemmung signifikant bessern kann. Mistelextrakt-bezogene Nebenwirkungen
wurden nicht beobachtet. Somit könnte diese besondere Form der Applikation eine Rationale
darstellen, die durch Narkose und Operations-Stress ausgelöste Immunsuppression zu minimieren, um
so das Risiko des Wachstums und der Metastasierung verbleibender oder bereits abgesiedelter
Tumorzellen zu minimieren.

Schlüsselwörter
Immunmodulation - Misteltherapie - Viscum album - Infusion - intravenöse Applikation -
Granulozytenfunktion - oxidativer Burst

Summary
Influence of a perioperative intravenous application of a fermented mistletoe extract on
granulocyte function. In this GCP-guided, prospective bi-centric phase II study enrolling 105 (resp.
98 per protocol) patients with breast cancer we showed for the first time that a single intravenous
application of the fermented mistletoe extract Iscador M spezial in a final concentration of 1 mg/individual
prior to surgery prevented the surgery/anaesthesia -associated inhibition of the granulocyte function. As
no mistletoe  extract related side effects were observed, this distinct route of application may be a
rationale to restrict immunosuppression by surgical stress and anaesthesia, which may accelerate the
growth and metastasis of residual cancer cells to a minimum.
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Einführung
Es ist in der Literatur gut belegt, dass eine Narkose und Operations-assoziierter Stress zu einer

Hemmung des Immunsystems führen können (Lundy et al., 1978; Lewis et al., 1980;, 1980; Lovett et
al., 1980; Costa et al., 1989; Beilin et al., 1992; Tashiro et al., 1999; Ogawa et al., 2000; Carter und
Whelan, 2001; Melamed et al., 2003; Elena et al., 2003). Ogawa et al. (2000) wiesen darauf hin, dass
der so ausgelöste Stress das Wachstum und die Metastasierung von residualen Krebszellen fördern
könnten und dass es anzustreben sei, dieses Risiko zu minimieren.

In der gynäkologischen Abteilung des Gemeinschaftskrankenhauses Herdecke werden
Mistelextrakte seit Jahren präoperativ intravenös verabreicht. Da Extrakte aus Viscum album L. in vitro
sowohl zytotoxische als auch immunmodulierende und DNA-stabilisierende Wirkungen haben
(Übersicht bei Büssing, 2000, 2002,2003; Berg und Stein, 2001; Kienle und Kiene, 2003), war es
naheliegend, der Frage nachzugehen, ob sich einige dieser Wirkungen auch in der klinischen Situation
abbilden lassen.

Zur Infusion von Mistelextrakten liegen nur wenige Untersuchungen vor. Die ersten Tierversuche
hierzu beschrieben nach intravenöser oder intraperitonealer Gabe eine Vergrößerung der Milz und eine
verbesserte Kohlenstaub-Clearance durch Phagozyten (Zschiesche, 1966; Bloksma et al., 1982). Nach
intravenöser Mistelextrakt-Applikation in BALB/c-Mäusen und vorheriger intravenöser Injektion
immunogener B16 Melanom-Zellen kam es nach 3 Wochen zur Reduktion der Melanomzellen in der
bronchoalveolären Lavageflüssigkeit (Mengs et al., 1998) und im Lungengewebe (Weber et al., 1998).
Da nach Applikation des Mistelextraktes auch die Zahl der Makrophagen in der Spülflüssigkeit und die
Zahl der Thymozyten anstieg (Mengs et al., 1998; Weber et al., 1998), könnte vermutet werden, daß
die Absiedelung der inokulierten Tumorzellen durch Mistelextrakt-aktivierte Immunzellen gehemmt wird.

Hajto (1986) beschrieb bei Patientinnen mit Brustkrebs 6 h nach intravenöser Gabe eines
fermentierten Mistelextraktes (Iscador) eine Vermehrung juveniler Granulozyten sowie einen
verstärkten Zymosan-induzierten oxidativen Burst der Granulozyten, aber auch eine kurzfristige
Lymphozytopenie. Innerhalb von 24 h kam es zu einer verbesserten Lymphozytenproliferation in vitro,
einer Vermehrung von natürlichen Killer (NK)-Zellen und zu einer Verbesserung der Antikörper-
abhängigen Zell-vermittelten Zytotoxizität im peripheren Blut. Diese Reaktionen waren nach 48 h
reversibel. Eine verbesserte Zahl und Aktivität der NK-Zellen wurde von Hajto et al. (1990) ebenfalls bei
14 Patientinnen mit Brustkrebs beobachtet, die mit einem intravenös applizierten Mistelextrakt
behandelt wurden. Eine Vermehrung juveniler Monozyten und Granulozyten konnte auch durch die
intravenöser Applikation hochdosierter wässriger Mistelextrakte (Helixor) innerhalb von 24 h
nachgewiesen werden, ebenso ein signifikanter Anstieg des CD4/CD8-Quotienten, des Anteils
Interleukin-2-Rezeptor-exprimierender T-Lymphozyten und eine passagere Umverteilung des Anteils
CD28+ Zellen innerhalb des CD8+ Subsets (Büssing et al., 1996). Eine Toxizität hochdosierter
Mistelextrakt-infusionen (Helixor) konnte bei Tumorpatienten nicht nachgewiesen werden (Böcher et al.
1996). In einer dieser Untersuchung vorangegangenen Therapieplanungs-Untersuchung unserer
Arbeitsgruppe (Büssing et al., unveröffentlicht) konnten wir für 10 Patientinnen mit Carcinoma in situ
der Cervix uteri, die perioperativ einen Mistelextrakt (Iscador) intravenös verabreicht bekamen, zeigen,
dass die Narkose-/Operations-induzierte Depression des oxidativen Burst neutrophiler Granulozyten
(also ihre Fähigkeit, bereits phagozytierte Bakterien auch abzutöten) deutlich zu verbessern bzw.
aufzuheben war. Gleichzeitig konnte die gehemmte Proliferationsfähigkeit von T-Lymphozyten auf
einen mitogenen Reiz hin bei der Mehrzahl der Patienten aus der Behandlungs-Gruppe verbessert
werden.

Es sollte daher erstmals in einer GCP-konformen, kontrollierten, offenen, prospektiven
bizentrischen Phase II Studie - und an einer größeren Fallzahl - die Wirksamkeit einer perioperativen
intravenösen Applikation von Iscador M spezial hinsichtlich einer Modulation der Operations-induzierten
Immunsuppression untersucht werden, also ob eine einmalige perioperative Mistelextrakt-Infusion
tatsächlich einen günstigen Einfluss auf die Granulozytenfunktion von Tumorpatienten hat (Büssing et
al., 2003).

Material und Methoden

Patienten
Nach Genehmigung der Phase II-Studie durch die Ethikkommission der Universität

Witten/Herdecke wurde von den in Frage kommenden 105 Patientinnen der Abteilung für Gynäkologie
des Gemeinschaftskrankenhauses Herdecke (Behandlungs-Zentrum) und des Marienhospitals in
Witten (Kontroll-Zentrum) die schriftliche Einwilligung zur Studienteilnahme eingeholt.



Eingeschlossen wurden nur geschäftsfähige Patientinnen zwischen 18 und 80 Jahren mit Verdacht
auf Mamma-Carcinom, bei denen die Operationsindikation gegeben war und die folgende Kriterien
aufwiesen: Karnofsky-Index ≥ 70 %, Lebenserwartung > 12 Wochen, Serum-Kreatinin ≤ 1,5 mg %,
Leukozyten ≤ 3.000/ml, Thrombozyten ≤ 100.000/ml. Von der Teilnahme an der Studie wurden
Patientinnen ausgeschlossen, bei denen folgende Kriterien vorlagen: finaler Zustand, Gravidität oder
Stillzeit, Teilnahme an einer Studie oder Anwendungsbeobachtung innerhalb der letzten 4 Wochen,
weitere immunmodulierende Therapien, maligne Lymphome oder leukämische Erkrankungen,
Autoimmunerkrankungen oder anderen Erkrankungen des Immunsystems, schwere akute
Infektionserkrankungen, schwere Begleiterkrankung, welche die Aussagekraft dieser Studie
beeinträchtigen könnten, gleichzeitig durchgeführte Strahlen- oder Chemotherapie, persistierende
Toxizität einer vorangegangenen Chemo- oder Strahlentherapie oder eine bekannte Disposition zu
Eiweiß-Allergien.

Als Kriterien zum Abbruch der gesamten klinischen Prüfung wurde das Auftreten von
Nebenwirkungen WHO-Grad IV bei mindestens 3 Patienten festgelegt bzw. für den Einzelfall das
Auftreten vital bedrohlicher Erkrankungen während der Therapiephase, der Eintritt einer
Schwangerschaft, das Absinken der Leukozyten < 1.200 Zellen/µl und Thrombozyten < 80.000
Zellen/µl sowie ein Anstieg der alkalischen Phosphatase > 350 mU/ml und des Kreatinins > 2,5 mU/dl.
Dies war jedoch in keinem Fall notwendig.

Prüfmedikation
Im Herdecker Behandlungszentrum bekamen die Patientinnen zusätzlich zu der üblichen

Medikation vor Operationsbeginn einen standardisierten Mistelextrakt (1 mg Iscador M spezial in
Kochsalz- bzw. Ringerlösung, Laufzeit 0,5 - 1 h) infundiert.

Die Prüfmedikation wurde in Ampullen zu 5 mg Mistelextrakt von der Fa. Weleda Heilmittel,
Schwäbisch Gmünd, zur Verfügung gestellt, von denen 1/5 des Volumens verwendet wurde. Der
Mistellektin-Gehalt des Apfelbaummistel-Extraktes betrug 210-290 ng/ml (ML II-Referenz).

Prüfziele
Das primäre Prüfziel der Studie war die Funktion peripherer Granulozyten der Patientinnen,

während hinsichtlich sekundärer Ziele das Blutbild (Erythrozyten, Hb, Hkt, Thrombozyten, Leukozyten,
Neutrophile, Eosinophile, Monozyten, Lymphozyten), periphere Lymphozyten-Subsets (T-, B- und NK-
Zellen, CD4+ T-Helfer-Zellen, CD8+ CD28- bzw. CD28+ suppressorische und zytotoxische Zellen,
CD25+ T-Zellen), die Zytokin-Freisetzung in den Überständen der Vollblutkulturen (IL-6, IL-8, RANTES
nach Stimulation) sowie die Verträglichkeit der Behandlung von Interesse waren.

Methoden
Als Maß für die Granulozytenfunktion wurde der oxidative Burst der neutrophilen Granulozyten

durchflußzytometrisch (EPICS XL-MCL, Coulter, Krefeld) analysiert. Hierzu wurde peripheres Vollblut
von den Patienten entnommen und innerhalb von 2 h weiter verarbeitet. Wie bereits beschrieben (Stein
et al., 1999a,b), wurden die Zellen für 10 min. mit 1 x 107 Escherichia coli (für 50 µl Vollblut) bzw.
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (1,35 mM) stimuliert und die Burst-Aktivität anhand des Umsatzes des
nicht-fluoreszenten Dihydrorhodamin (DHR 123) in das fluoreszente Rhodamin 123 (R123) bestimmt
(Bursttest, Orpegen, Heidelberg). Ausgewertet wurden die R123-Fluoreszenz-Intensität (mean channel
of fluorescence, MChF R123) in den Granulozyten der Patienten. Hiervon wurden jeweils die „Area
under the Curve“ (AUC) berechnet, also die Fläche zwischen der zur Zeitachse parallelen Gerade des
Baseline-Werts (Tag 0) und der Kurve der verbundenen Beobachtungen zu den Zeitpunkten 0, 1 und 3.

Die lymphozytären Subpopulationen im peripheren Blut der Patientinnen wurden
durchflußzytometrisch differenziert (monoklonale Antikörper von Coulter-Immunotech, Krefeld).  Die
Zytokine IL-6, IL-8 und RANTES wurden in den Überständen stimulierter Vollblutkulturen mittels ELISA
(Coulter-Immunotech, Krefeld) und das C-reaktive Protein mittels Nephelometrie nachgewiesen.

Statistische Auswertung
Von den 105 initialen (intention-to-treat, ITT) Patienten erfüllten vier die Einschluss-Kriterien nicht

und wurden von der Untersuchung ausgeschlossen; drei schieden vorzeitig und ungeplant aus der
Studie aus. Für die statistische Auswertung konnten somit die Datensätze von 98  Patientinnen (51 in
der Kontrollgruppe und 47 in der Behandlungsgruppe) herangezogen werden (per-protocol, PP).

Um mögliche Unterschiede in den beiden nicht-randomisierten Gruppen zu berücksichtigen, wurde
auf der Basis von Propensity Scores (Rubin und Thomas, 1996; D’Agnostino, 1998) eine matched pair-
Analyse (Rosenbaum und Rubin, 1993) mit folgenden Variablen durchgeführt: Alter, Karnofsky-Index,



Rauchen, Gebrauch von Kontrazeptiva, Nullparität, tumorbedingte Therapien, oxidativer Burst zur
Baseline, klinisch relevante Laborbefunde, Granulozytenzahl vor der Operation, klinisch relevante
Befunde der körperlichen Untersuchung sowie - als wichtigster Parameter - die Dauer der Operation.
Die deskriptive Betrachtung der Baseline-Charakteristika zeigt, dass sich die beiden
Behandlungsgruppen nicht wesentlich voneinander unterschieden (Tabelle 1), auch nicht im nicht
dargestellten PP-Set.

Tabelle 1: Charakteristika der 105 ITT*-Patienten
Kontroll-
gruppe

Behandlungs-
gruppe

Alter (J) 56,7 ± 11,5 57,4 ± 11,8
Gewicht (kg) 71,1 ± 15,1 69,5 ± 13,8
Raucher (n = x) 11 7
ehemalige Raucher (n = x) 1 5
Kontrazeptiva-Einnahme (n = x) 47 49
Nullipara (n = x) 6 6
Karnovsky-Index 90-100% (n = x) 52 49
unauffällige Laborbefunde (n = x) 52 49
OP-Dauer < 1 h (n = x) 14 15
OP-Dauer 1-3 h (n = x) 38 38
* intention-to-treat

Primäres Ziel der Studie war die AUC des oxidativen Bursts (auf E. coli- bzw. PMA-Stimulus) zu
den drei Meßzeitpunkten 0 (vor der Operation), 1. und 3. Tag. Die Null-Hypothese, dass die
perioperative Infusion des Mistelextraktes keinen Einfluß auf die Granulozytenfunktion hat, wurde
mittels des Wilcoxon-Rangsummentests für die beiden Gruppen (sowohl im ITT- als auch im PP-Set)
für alpha = 0.05 (zweiseitig) geprüft. Die biometrische Auswertung erfolgte mittels des Statistikpaketes
SAS 8.2 für Windows.

Ergebnisse

Primäres Prüfziel
Der PMA-stimulierte Burst (AUC MChF R123) fiel in der Kontrollgruppe signifikant ab: AUC -541,83

(Median -551,50) versus AUC -70,22 in der Behandlungsgruppe (Median -41,00) (p<0,0001). Auch der
E. coli-stimulierte Burst fiel in der Kontrollgruppe ab: AUC -144,79 (Median -111,50) versus AUC -45,37
(Median -26,50) in der Behandlungsgruppe (p<0,001). Es zeigte sich somit, dass die Operations- und
Narkose-bedingte Hemmung der Granulozytenfunktion in der Behandlungsgruppe signifikant geringer
ausgeprägt war.

Sekundäre Prüfziele
Es ließen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nachweisen für die

CD4+ T-Helfer-/Induktor-Zellen, CD8+ CD28- Suppressor-Zellen, CD16+/CD56+ NK-Zellen, CD19+ B-
Zellen und CD25+ (aktivierte) T-Zellen (alle nicht dargestellt), sowie für CD8+ CD28+ zytotoxische Zellen
(Abb. 1B), Interleukin-6 und RANTES (beide nicht dargestellt) und das C-reaktive Protein (Abb. 1C). Es
fand sich lediglich ein Trend für eine höhere Zahl der Leukozyten (Abb. 1A) und IL-8 (nicht dargestellt)
am Tag 1 im Kontrollzentrum. Ein Trend läßt sich auch für die Eosinophilen beschreiben (nicht
dargestellt).
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Abbildung 1: Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichung der peripheren Leukozyten (A), der CD8+ CD28+

zytotoxischen Zellen (B) und des C-reaktiven Proteins (C) der Patienten im Kontrollzentrum (Kontrolle) und im
Behandlungszentrum (Verum).

In der Kontrollgruppe traten bei 20 von 50 Patientinnen unerwünschte Ereignisse1 auf und in der
Behandlungsgruppe bei 46 von 50 Patienten (Tabelle 2). Von diesen waren 66% ohne Beziehung zum
Prüfpräparat und überwiegend Narkose-/Operations-assoziierte Auswirkungen; bei den restlichen 34%
wurde eine Beziehung zum Prüfpräparat von den Prüfärzten als unwahrscheinlich erachtet - viele der
Beobachtungen standen zudem in keinem adäquaten zeitlichen Zusammenhang. Ein schweres
unerwünschtes Ereignis in der Behandlungsgruppe war ohne Beziehung zum Prüfpräparat
(intermittierende Tachyarrhythmia absoluta bei bereits bestehender und Therapie-pflichtiger
Tachyarrhythmie).

Tabelle 2: Unerwünschte Ereignisse an Tag 1
Kontrollgruppe Behandlungsgruppe
• Nachblutung (1), Hämatom (1),

postoperative Schmerzen (6)
• Erbrechen und Übelkeit (1),

Obstipation (0), Diarrhoe (0)
• Angst und Unruhe (0)
• Halsschmerzen (2), Husten (1)
• Hypertonie (0)

• Nachblutung (3), Hämatom (3),
postoperative Schmerzen (19)

• Erbrechen und Übelkeit (4),
Obstipation (3), Diarrhoe (1)

• Angst und Unruhe (2)
• Halsschmerzen (0), Husten (2)
• Hypertonie (2), Kopfschmerzen

(1)
• Krampfneigung (1x an Tag 6)

Schwindel (1x an Tag 4)
• Zufallsbefunde (Fettleber,

Leberzyste, Nierenzyste,
Ovarialzyste, Arthrose)

• Zufallsbefunde
(Cholecystolithiasis)

Aufgrund eines deutlich divergenten Dokumentationsverhaltens der Prüfärzte in den zwei Zentren ist die Häufigkeit der
Unerwünschten Ereignisse nicht direkt miteinander vergleichbar (z.B. wurde die zu erwartenden Angst und Unruhe im
Behandlungszentrum in 2 Fällen an Tag 1 und in 4 Fällen an Tag 2, jedoch gar nicht im Kontrollzentrum dokumentiert;
auch ist es unwahrscheinlich, dass die Aufmerksamkeit für Operations-bedingte Schmerzen durch eine einmalige
Mistelextrakt-Infusion verstärkt wird).

Diskussion
In der Literatur wird beschrieben, dass Narkotika und Operations-assoziierter Stress zu einer

Hemmung des Immunsystems führen können (Lundy et al., 1978; Lewis et al., 1980;, 1980; Lovett et
al., 1980; Costa et al., 1989; Beilin et al., 1992; Tashiro et al., 1999; Ogawa et al., 2000; Carter und
Whelan, 2001; Melamed et al., 2003; Elena et al., 2003). Durch die einmalige Infusion von 1 mg Iscador
M spezial vor der Operation ließ sich ein positiver Einfluss auf die Granulozyten nachweisen: bei
ähnlicher Zellzahl zeigte sich ein Hemmung der Granulozytenfunktion im Kontrollzentrum, die im
Behandlungszentrum durch die Mistelextrakt-Infusion weitgehend vermieden werden konnte. Der
Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch signifikant. Auf lymphozytärer Ebene und bei
der Freisetzung verschiedener Zytokine waren keine signifikanten Veränderungen vorhanden.

Zur Erklärung dieser Beobachtungen können mehrere Hypothesen diskutiert werden:
(1) In der Kontrollgruppe könnte die Granulozytenfunktion eingeschränkt sein, weil hier die an Tag 1

im Trend etwas stärker vermehrten Neutrophilen noch nicht vollständig „kompetent“ sind. Wenn dies
zutreffen würde, dann wäre diese eher ungünstige Situation tatsächlich durch eine Mistelextrakt-
Infusion vermieden worden.

(2) Die Unterschiede in der Narkose-Führung könnten stärkere Auswirkungen auf die
Granulozytenfunktion haben. Im Kontrollzentrum wurde neben dem Opioid Fentanyl häufiger das
Fluoromethyl-Ether Sevofluran verwendet, an dessen Stelle im Behandlungszentrum überwiegend
Propofol (Disoprivan; 2,6-Diisopropylphenol) benutzt wurde. Allerdings zeigte sich in der
vorangegangenen Therapieplanungsstudie, die ausschließlich im Herdecker Zentrum lief (bei der also
für die Mistelgruppe und die Kontrollgruppe das gleiche Narkoseprotokoll zur Anwendung kam), dass

                                                
1 Unerwünschte Ereignisse (UE) sind alle während einer klinischen Prüfung beobachteten Befindlichkeitsstörungen,
Krankheitssymptome, Laborwert-Veränderungen, Verschlechterung und Verschlimmerung vorbestehender
Erkrankungen, Unfälle, während diagnostischer Interventionen auftretende Komplikationen usw. Diese sind nicht
notwendigerweise identisch mit den unerwünschten Arzneimittelwirkungen (UAW).



auch hier die Burst-Aktivität in der Behandlungsgruppe signifikant besser war. Auch in einer
Untersuchung an Mäusen von Puig et al. (2002) ließ sich durch eine 40 minütige Sevofluran-
Anästhesie keine Beeinträchtigung der Zellfunktion von Makrophagen und Lymphozyten feststellen.

Die erhobenen Befunde passen zu den in der Literatur beschriebenen Phänomenen, dass
Mistelextrakt-Infusionen (bzw. Instillationen) die Zahl und Funktion von phagozytierenden Zellen
verbessern können (Zschiesche, 1966; Bloksma et al., 1982; Hajto, 1986; Büssing et al., 1996). Die in
der vorliegenden Studie beobachteten signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Funktion der
neutrophilen Granulozyten legen nahe, dass es durch eine einmalige Infusion von Iscador M spezial
möglich ist, die Narkose-/Operations-bedingte Granulozytenfunktionshemmung günstig zu
beeinflussen. Da keine Mistelextrakt-bezogenen Nebenwirkungen zu beobachten waren, liefert diese
Studie eine Rationale, die durch Narkose und Operations-Stress ausgelöste Immunsuppression zu
minimieren, die wiederum das Wachstum und die Metastasierung von verbleibenden oder bereits
abgesiedelten Tumorzellen fördern könnten. Die Ergebnisse dieser Phase II Studie rechtfertigen
weitere Untersuchungen zur Vermeidung der Operations-assoziierten Immunsuppression. Ob
möglicherweise auch der postoperative Verlauf begünstigt werden kann, müssen weitere
Untersuchungen klären.
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