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Immunologische Laboruntersuchung bei Tumorpatienten

Der Erfolg einer ,immunstimulierenden” Therapie bei
Patienten mit Tumorerkrankungen hangt im Wesentlichen
von folgenden Punkten ab:

1. Ist die Immunstimulation indiziert?

e Die Immunstimulation muss indiziert sein, das heif3t, es
muss nachgewiesen sein, dass die funktionellen
Immunparameter tatsachlich erniedrigt sind. Die
Stimulation eines funktionell intakten Immunsystems
ist nur in Ausnahmefallen hilfreich. Die aktuelle Im-
munkompetenz kann nur Uber funktionelle Untersu-
chungen (LTT-Immunfunktion, NK-Zell-Zytotoxizitats-
test) erfolgen und auch nur damit ist der Erfolg im Nach-
hinein kontrollierbar.

e Es muss ausgeschlossen sein, dass nicht eine schon
vorher bestehende Immunaktivierung Ursache einer
reduzierten Lymphozyten- oder NK-Zellfunktion ist. Im
zellulédren Immunprofil sollten daher die HLADR* T-Zel-
len nicht wesentlich erhéht und die CD4/CD8-Ratio
nicht kleiner als 0,8 sein.

e Es muss nachgewiesen sein, dass der Patient Uber aus-
reichend stimulierbare Immunzellen (v.a. CD4* Helfer-
zellen) verfiigt. Als Grenze werden 250 CD4* Zellen/pl
angegeben. Anderenfalls ist eine immunrestaurative
Therapie den immunstimulierenden Maf3nahmen vorzu-
ziehen (Spurenelemente, Vitamine, Thymus).

2. Bewegt sich das Immunsystem unter Therapie in die
richtige Richtung?

Unter immunstimulierender Therapie (z. B. mit Mistel-,
Organ- oder Mikroorganismen-haltigen Préparaten) konnen
folgende Laborparameter zur Verlaufsbeurteilung und Pro-
gnoseabschatzung herangezogen werden, die spezifische
Fragen beantworten:

¢ |st eine TH1-Polarisation erreicht worden?

Die Analyse erfolgt im TH1/TH2-Profil mit Messung von
Interferon-y (IFN-y = TH1) und Interleukin-4 (IL-4 = TH2)
nach Stimulation einer Vollblutprobe des Patienten. Basale
T-zelluldre Zytokinspiegel (im Blut) sind nicht aussagekraf-
tig, da sie selbst bei schweren Dysbalancen in zu geringen
Mengen ins Blut abgegeben werden. Ziel einer immun-
stimulierenden Therapie ist immer eine TH1-Polarisation (d.
h. IFN-y 1, IL-4 }). Die IFN-y-produzierenden TH1-Zellen
sind die wichtigsten Effektorzellen, die zur Elimination ,.ent-
arteter” Zellen beitragen.
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IMP - Arztlicher Befundbericht
Untersuchung Ergebnis Einheit Referenz-
bereich

TH1/TH2 - Balance
Angegeben sind die Zytokinkonzentrationen nach 24 Stunden
Stimulation mit ConA/SEB.

IFN-y (THT) 463 pg/ml 374-1660
IL-4 (TH2) 330 pg/ml 28 - 141
TH1/TH2 Ratio 1.4 6,1-21

Der Befund zeigt eine deutliche TH1/TH2-Dysbalance mit Uberwie-
gen der TH2-Immunantwort.
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Abb. 1 Ungiinstiges TH2-Ubergewicht bei einem Patienten mit metastasie-
rendem Rektum-Ca vor Therapie. Ziel einer immunstimulierenden Therapie
ist ein Anstieg von IFN-y bei Abfall von IL-4.

e Bleibt der Anteil immunsuppressiver regulatorischer
T-Zellen (Treg) niedrig?

Die regulatorischen T-Zellen (Treg) sind eine wichtige Un-
tergruppe der CD4-Zellen (normal ca. 4-10 %). Sie nehmen
eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immun-
toleranz ein, die bei Tumorerkrankungen kontraproduktiv
ist. Regulatorische T-Zellen hemmen die Effektorfunktionen
von zytotoxischen T-Zellen, NK-Zellen und anderen Immun-
zellen gegen Tumorantigene und unterstitzen somit das
Tumorwachstum. Es konnte eine direkte Korrelation zwi-
schen der Anzahl der Treg-Zellen und dem Status des Tu-
mors nachgewiesen werden. Fortgeschrittene Tumorstadien
zeigten dabei eine zunehmende Infiltration des Gewebes mit
Tregs. Zudem konnte ein inverser Zusammenhang zwischen
der Anzahl der Tregs im Tumorgewebe und der Uberlebens-
rate aufgezeigt werden.

Treg-Zellen eignen sich sehr gut als Verlaufsmarker bei
immunmodulierenden Therapien. Prognostisch glinstig ist,
wenn sie nicht ansteigen. Labordiagnostisch werden regu-
latorische T-Zellen zytofluorometrisch anhand der Marker-
konstellation CD4*CD25*CD127low identifiziert.

Additiv zu diesem Nachweis wird auf Treg-Zellen das Ober-
flachenmolekiil CD39 nachgewiesen. CD39 ist ein mem-
branstandiges Protein (Ektoenzym), welches die Umwand-
lung von ATP bzw. ADP in AMP bewirkt. Das AMP wird ex-
trazelluldr in Adenosin umgewandelt, welches immunsup-
pressiv wirkt. Der Nachweis der CD39* Treg-Fraktion kann
somit einen Hinweis Uber die aktuelle immunsuppresso-
rische Kapazitat der Treg-Zellen geben.

[ Haben Sie Fragen? Unser Service Team beantwortet sie gerne unter +49 (0)30 770 01-220. j
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e Steigen die CD8-Zellen mit zytotoxischer
Effektorkapazitat an?

Der haufig auch heute noch falsch verwendete Begriff CD8-
Suppressorzellen fir die gesamte CD8-Population ist tUber-
holt. Der ,CD28-Status” differenziert die CD8-Lymphozyten
in Zellen mit zytotoxischen Eigenschaften und solche, die
tatsachlich eine suppressorische (immunsuppressive] Funk-
tion innehaben. Es ist verstandlich, dass eine immunstimu-
lierende Therapie zum Ziel hat, den Anteil an zytotoxischen,
d.h. CD28-positiven CD8-Zellen zu erhdhen.

e Nehmen die aktivierten Natiirlichen Killerzellen zu?

Prognostisch glinstig ist es, wenn unter immunstimulieren-
der Therapie Aktivierungsmarker wie CD25 (Rezeptor fir
Interleukin-2) auf Natirlichen Killerzellen ansteigen. Aller-
dings ersetzt diese Untersuchung nicht die Analyse der NK-
Zellfunktion.

e Wie ist die Thymus-Restfunktion des Patienten?

Der Oberflachenmarker CD31 charakterisiert eine Subpo-
pulation der naiven CD4-Helferzellen, die erst kirzlich den
Thymus verlassen haben. Man spricht von ,recent thymic
emigrants - RTE-Zellen". Der Anteil der CD31* naiven CD4-
Zellen im Blut ist somit ein Maf fiir die verbliebene Thymus-
Restfunktion. Eine verminderte Thymusfunktion duflert sich
in einer reduzierten ,Nachschubféhigkeit” an jungfréulichen
T-Lymphozyten vor allem dann, wenn z.B. durch Infektionen
oder nach Chemo- oder Strahlentherapie ein verstarkter
Verbrauch” stattfindet. Die Untersuchung ist somit sinnvoll
vor immunologisch belastenden Therapien zur Abschatzung
der Regenerationsfahigkeit und evtl. Planung friiher Inter-
vention (Immunrestaurations-Marker).

Die genannten Parameter sind neben den bekannten
Standardanalysen wie CD4-, CD8-, NK- und B-Zellen sowie
aktivierten T-Zellen im quantitativen Immunprofil ,,Im-
munkompetenz Tumor” enthalten.

Welches diagnostische Vorgehen ist zu empfehlen?

Vor immunstimulierender Therapie

1. LTT-Immunfunktion + NK-Zellzytotoxizitatstest (zur

Indikationsstellung und als Ausgangsbasis)
2. Quantitatives Immunprofil ,Immunkompetenz Tumor”
3. TH1/TH2-Profil (als Ausgangswert)

Die Wiederholung der Analysen 6-8 Wochen nach Beginn der
Immunstimulation beantwortet folgende Fragen:

1. Hat sich die Funktion der T-Lymphozyten und der
NK-Zellen verbessert?

2. Zeigen sich Verschiebungen bei den zelluldaren Mar-
kern, die fur eine nachhaltige Verbesserung der immu-
nologischen Situation sprechen (v.a. Treg-Zellen und
Anteil an CD39* Treg-Zellen, CD28* zytotoxische T-Zel-
len)

3. Konnte eine TH1-Polarisation erreicht werden (IFN-y-
Anstieg und/oder IL-4-Abfall?)

Anschlief3end sind in Abhangigkeit von der klinischen Situa-
tion Kontrollen im Abstand von 4-8 Monaten zu empfehlen,
wobei man sich auf die im Ausgangsbefund pathologischen
Befunde beschranken kann.
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CD127low) erhoht sind. Die regulatorischen T-Zellen
sollten unter Therapie nicht signifikant ansteigen.

Der Befund wird immer numerisch und graphisch zur
Verfiigung gestellt.

Immunkompetenz: intakt - lediglich leicht verminderte CD4-Zellen

Thymusreserve: liegt im altersbezogenen Referenzbereich

Immunaktivierung: moderate Hinweise - leicht erhéhte CD8- und NK-Zellen sowie erhéhter Anteil an memory
T-Zellen (Hinweis auf chronische Immunaktivierung)

Immuntoleranz: tendenziell gesteigert - erhohte regulatorische (CD8+/CD28-) T-Zellen sowie erhohter Anteil

CD39+ Tregs (CD4+/CD25++/CD127low), was Hinweis fiir eine funktionelle Immunsuppression sein kann.
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Erlauternde Darstellung eines sehr guten Verlaufsbefundes nach alternierender Therapie mit Mistel und einem
Thymuspraparat bei einer 54-jahrigen Patientin mit Mamma-Ca.

1. LTT-Immunfunktion
Vorbefund

e
||\L46!?rser“n ztlicher Befundberic 1 Kontrollbefund 6 Wochen spéter .

Labar Berlin ztlicher Befundberic

Zellulare Immunfunktion sl

Erléuterung

sind Bestan a der
[Criomegateviss siofen. | [Influenza [ T

Cytomegalievirus - .3 Da letztere
Der mittlere] sind Bestandteile von verbreiteten Infekfionserregern oder Impf-
Zellproliferation fUhren, kann an Hand des Mittleren Funktions-

Aus dem Mittelwert der 6 anfigenstimulierfen Indizes erechnet

Influenza - . .
verimiest|  Lymphozytentransformationstest Inmunfunktion
- T-Helferlymy o "
Tetatoxoid - 6, proliferatior]  Zelluldre Immunfunktion sl
! Der LTT-Test prift die antigensperzifische Reaktivitat der
Ze{;‘pf""fe"g - T-Helferlymphozyten. Dabei wird die Aktivierbarkeit (induzierte
livmzeuo woster index au Tetatoxoid [ 143 Proliferafion) der Lymphozyten gemessen. Anfigene Stimulantien
stimulation
- stoffen.
Candida [ 9, Cytomegatievirus - [N 18,0 Da lefztere nur bei infakter Immunfunktion zu einer deutichen
- index auf die aktuelle Immunkompetenz geschlossen werden.
Streptokokken - 6 Varizella zoster - 7.7 Der mittlere Funktionsindex sollte unter einer wirksamen Immun-
stimulation ansteigen.
Mittlerer Funkfionsindex: [ 68 | lic andida [ 79
sich der Mittlere Funktionsindex (siehe Felder darunter), der Sh tokokk
besser als die Einzelparameter zur Beurteilung und Verlaufskon- reptokokken _ 136
trolle der Immunfunktion geeignet ist.
Mittlerer Funktionsindex: m

Lymphozytentransformationstest Inmunfunktion

LEEEEE

Normalwerte:  >15 gute Immunfunktion

10-15  befriedigende Immunfunktion Leerwert (N Aus dem Mittelwert der 6 antigenstimulierten Indizes errechnet

<10 reduzierte Immunfunktion sich der Mittlere Funktionsindex (siehe Felder darunter), der

<7 deutlich reduzierte Immunfunifion Mitogenkon|  besser als die Einzelparameter zur Beurteilung und Verlaufskon-

frolle der Immunfunktion geeignet ist.
Befund: geelo
Nachweis einer reduzierten zelluléren Immunfunktion, erkennbar am Normalwerte: >15 gute Immunfunktion
Aus der Sicht dieses Befundes ware bei gleichzeitig vorhandener kur 10-15  befriedigende Immunfunkfion Leerwert (Negativkontrolle) 1404 (Normalwert < 4000 cpm)
Therapie indiziert. Unabhéngig davon, wie die Immunstimulation erfd <10 reduzierte Immunfunktion oni
Wochen nach Therapiebeginn mit dem LTT konfrolliert werden. Im pd <7 deutlich reduzierte Immunfunkfion Mifogenkontrolle (PWM) 47046 (Normalwert < 20000 cpm)
L deutlich ansteigen. Der Zielwert sollte mindestens 15 sein. Befund:

Im Vergleich zur Vorbefund hat sich die T-zellulére Immunkompetenz verbessert, erkennbar am Anstieg des

Mittleren Funktionsindex von 6,8 auf jetzt 14,3.

Die Verbesserung der Funktion der T-Helferzellen ist wahrscheinlich auch die Ursache fUr die Zunahme der

Funktion der Naturlichen Killerzellen und die jetzt normalisierten IFN-y/IL-4-Ratio (siehe gesonderter Befund).

Wir empfehlen eine WeiterfUhrung der Therapie und ggf. eine Kontrolle in 4-6 Wochen.
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Abb. 3 Der LTT-Immunfunktion erlaubt die Analyse der Funktion von Lymphozyten sowie indirekt auch der Monozyten und Dentritischen Zellen. Der Test beruht
auf dem Prinzip der Lymphozytenstimulation durch Ged&chtnisantigene (Recallantigene), gegen die bei intakter zelluldrer Immunkompetenz eine starke Immun-
reaktivitat bestehen sollte. Im Testansatz werden diese Antigene durch Monozyten und dendritische Zellen aufbereitet und den T-Helferlymphozyten prasentiert.
Diese werden in Korrelation zur aktuellen Immunfunktion aktiviert und zur Zellteilung angeregt. Die dabei obligate DNS-Synthese wird quantitativ erfasst.

2. NK-Zell-Zytotoxizitatstest und TH1/TH2-Profil

Vorbefund
( W Kontrollbefund 6 Wochen spater
:IMD — .
Labor Berlin
- Labor Berlin ztlicher Befundberich
Untersuchung Ergebnis
Untersuchung Ergebnis Einheit Referenz-
NK-Zell-Zytotoxizitétstest bereich
Im Test wird die Rate an K562-Tumorzellen analysiert, die .
durch dje aus Heparinblut des Potie"nfen isolierten NatUr- NK-ZeII-Zy’ro’roxm’ro’rs’res’r
I\C_hen Killerzellen (NK-Zellen) cbgeiofef werdgn, Im Test wird die Rate an K562-Tumorzellen analysiert, die
Die Tumorze.\I-Apoptosg-Rote Kennzemhr_\_ef ghe aktuelle durch die aus Heparinblut des Patienten isolierten Natir-
NK-Zellfunktion des Patienten. Der Wert fir die Apoptose- lichen Killerzellen (NK-Zellen) abgetotet werden.
Rate-IL-2-stimuliert gibt die zusatziiche Stimulierbarkeit der Die Tumorzell-Apoptose-Rate kennzeichnet die aktuelle
NK-Zellen an. NK-Zellfunktion des Patienten. Der Wert fUr die Apoptose-
Tumorzell-Apoptose-Rate 15,8 Rate-IL-2-stimuliert gibt die zusatzliche Stimulierbarkeit der
Apoptose-Rate-IL2-stimuliert 22,9 Niczeflen an.
In?er retation ’ Tumorzell-Apoptose-Rate 43,7 % >17
P . . - . Apoptose-Rate-IL2-stimuliert 71,8 %
Reduzierte Funktion der NatUrlichen Killerzellen. Interpretation
TH1/TH2 - Balance Im Vergleich zum Vorbefund deutlich verbesserte
Al ben sind die Zytokink trati h : :
2;?@%‘;ef"‘sfi'l[‘nuIc‘ffon\"ﬁn"ég:;‘fs”é‘_’ lonen nac Funktion der NatUrlichen Killerzellen.
TH1/TH2 - Balance
IFN'Y (TH 1 ) 125 Angegeben sind die Zytokinkonzentrationen nach
IL-4 (THQ) 366 24 Stunden Stimulation mit ConA/SEB.
TH1/TH2 Ratio _ 0,34 IFN-y (TH1) 677 pg/ml 374-1660
Der Befund zeigt eine deutliche TH1/TH2-Dysbalan{  |L-4 (TH2) 123 pg/mi 40-198
mit Uberwiegen der TH2-Immunantwort. TH1/TH2 Ratio 5,50 3,5-11
N\ Im Vergleich zum Vorbefund signifikante Zunahme
der TH1-Immunantwort (INF-y-Anstieg) und RUckgang
von TH2 (IL-4).
. v,

Abb. 4 Beim NK-Zell-Zytotoxizitdtstest wird im Labor eine Tumorzelllinie mit dem Membranfarbstoff Calcein markiert. AnschlieBend werden unter standardisier-
ten Bedingungen die NK-Zellen des Patienten zugesetzt. Bei dem durch die NK-Zellen induzierten Lyseprozess der Tumorzellen wird der Farbstoff Calcein freige-
setzt und dann quantitativ bestimmt. Durch Paralleluntersuchung standardisierter Kontrollans&tze kann somit der prozentuale Anteil an zerstorten Tumorzellen
bestimmt werden.

Zur Untersuchung der TH1/TH2-Balance wird heparinisiertes Blut des Patienten fiir 24 h mit unspezifischen Stimulantien (Concanavalin A und SEB) versetzt.
AnschlieBend werden die in den Uberstand freigegebenen Zytokine mittels Multiplex-ELISA parallel aus einem Ansatz bestimmt.



3. Immunprofil ,Immunkompetenz Tumor”

Vorbefund Kontrollbefund 6 Wochen spater
4 ) ~\
IMD Arztlicher Befundbericht - IMD Arztlicher Befundbericht
Labor Berlin Labor Berlin
Normwerte Normwerte Normwerte Normwerte
Leukozyten 4620 /ul| 3900 - 10200 Leukozyten 5800 /pl | 3900 - 10200
Lymphozyten 1201 /ut| 1 00 26% | 20- 44 Lymphozyten 1160 /ul 00- 4500 20% | 20- 44
Monozyten 416 /pl 9 % Monozyten 348 /pl| 100~ 900 6% 2-95
Granulozyten 3003 /pl 65% Granulozyten 4292 [ul| 2400 - 7400 T4% | 42-75
Immunkompetenz Immunkompetenz
T-Zellen 505 /pl 42% T-Zellen 789 /ul| 920 - 2580 68% | 61- 84
B-Zellen 264 /ul 22% B-Zellen 151 /ul| 120~ 630 13% 7- 21
NK-Zellen 408 /ul 34% NK-Zellen 220 /pl| 210~ 740 19% | 10-30
CD4+ T-Helferzellen 267 Jul 22% CD4+ T-Helferzellen 497 Jul| 550 - 1460 43% | 32- 60
CD8+ T-Zellen 227 /ul 19% | 2 CD8+ T-Zellen 260 /ul| 280- 930 22% | 23- 40
naive T-Zellen (CD45RA+) 96 /ul 19% | 30- 63 naive T-Zellen (CD45RA+) 245 ful| 300 - 1200 31% | 30- 43
Thymusreserve (CD31+) 88 % > 54 Thymusreserve (CD31+) 79 % > 54
Immunaktivierung Immunaktivierung
CD4/CD8-Ratio 1,18 CD4/CD8-Ratio 1,91 1-3
aktivierte T-Zellen (HLA-DR+) 96 /ul 8% il aktivierte T-Zellen (HLA-DR+) 104 /pl <230 9% <11
praaktivierte T-Zellen (CD25+) 84 /ul 7% | <18 praaktivierte T-Zellen (CD25+) 151 /ul <230 1B%| <18
memory T-Zellen (CD45RA-) 409 /ul 81% memory T-Zellen (CD45RA-) 544 [ul| 3001300 69% | 37-70
CD8+/CD28+ (zytotoxisch) 98 /ul 43 % CD8+/CD28+ (zytotoxisch) 164 /ul| 238 - 448 63% | 49- 73
aktivierte NK-Zellen 1 /ut <40 2,7% < aktivierte NK-Zellen 6 /ul <40 2,7% <17
CD4+/CD8+ T-Zellen 04% | <5 CD4+/CD8+ T-Zellen 01% | -5
Immuntoleranz Immuntoleranz
Treg (CD4+/CD25++/CD127low) 13/ut|  35- 120 4.7 % Treg (CD4+/CD25++/CD127low) 27 /ul| 35— 120 54% | 4-10
Anteil CD39+ Treg 64 % Anteil CD39+ Treg 51 % <54
CD8+/CD28- [regulatorisch) 129 /ul| 100 370 57.% CD8+/CD28- (regulatorisch) 96 /ul| 100~ 370 37% | 26- 51
CD8/CD28-Ratio 0,75 /ul 1- 28 CD8/CD28-Ratio 1,7 /pl 1- 28
Immunkompetenz: reduziert - CD4- und CD8-Zellen vermindert Im Vergleich zum Vorbefund zeigt sich tendentiell ein Anstieg der CD4-Zellen.
Thymusreserve: liegt im altersbezogenen Referenzbereich o Die Fraktion der zytotoxischen (CD8+/CD28+) T-Zellen hat zugenommen.
Immunaktivierung: dezente Hinweise - erhdhter Anteil an memory T-Zellen (Hinweis auf chronische Abfall der CD39+ Tregs bei fast unverandertem Gesamtanteil der CD4+/CD25++/CD127- Treg-Zellen
Immunaktivierung] . . . sowie Riickgang der regulatorischen (CD8+/CD28-) T-Zellen.
Immuntoleranz: tendentiell erhoht - regulatorische (CD8+/CD28-) T-Zellen erhdht sowie erhdhter Anteil Aus Sicht dieses Befundes spricht nichts gegen eine Fortfiihrung der Therapie.
an CD39+ Treg (CD4+/CD25++/CD127-), was Hinweis fir eine funktionelle Inmunsuppression sein kann.
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Graphische Darstellung der Lymphozytensubpopulation

Graphische Darstellung der Lymphozytensubpopulation
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Abb. 5 Die Differenzierung der Immunzellen erfolgt anhand der Bindung fluoreszenzmarkierter monoklonaler zellspezifischer Antikdrper und anschlieBender
durchflusszytometrischer Analyse. Die graphische Darstellung dient lediglich der besseren Erkennung von abweichenden Verteilungen.

Material

LTT-Immunfunktion:
20 ml Heparinblut + 5 ml Vollblut (Serum])

NK-Zell-Zytotoxizitatstest:
10 ml Heparinblut

Quantitatives Immunprofil ,,Immunkompetenz Tumor”
2 ml EDTA-Blut

TH1/TH2-Profil:
5 ml Heparinblut

Abrechnung

Eine Abrechnung fir die LTT-Immunfunktion und das
Quantitative Immunprofil ,Immunkompetenz Tumor” ist
bei gegebener Indikation im kassen- und privatarztlichen
Bereich gegeben.

Eine Abrechnung fiir den NK-Zell-Zytotoxizitatstest und
das TH1/TH2-Profil ist nur im privatarztlichen Bereich
(GOA) gegeben. Fiir Selbstzahler (IGeL) bitte die Preise bei
unserem Serviceteam erfragen.

Sie wollen sich einen Vortrag dazu ansehen?

Zu diesem Thema steht lhnen in unserem Videoarchiv ein
Ubersichtsvortrag zur Verfligung. Der Zugang ist ohne
Anmeldung und kostenfrei méglich.

inflamMmMmatioTHEK www.inflammatio.de
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