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1. Zusammenfassung 

 

Die Immuntherapie ist in den letzten Jahren zu einer wichtigen Säule in der Therapie 

onkologischer und hämatologischer Erkrankungen herangewachsen und steht heutzutage 

neben der Chirurgie, Chemotherapie, Bestrahlung und den zielgerichteten molekularen 

Therapien für die therapeutische Versorgung dieser Erkrankungen zur Verfügung. Bei den 

Immuntherapien ist es das Ziel das körpereigene Immunsystem zu aktivieren, damit dieses 

befähigt wird eine gezielte Immunantwort gegen den Tumor oder die  hämatologische 

Erkrankung zu erzielen. Die klinische Anwendung von Checkpoint-Inhibitoren, welche zuletzt 

in den klinischen Leitlinien diverser onkologischer Erkrankungen etabliert wurden, zeigt  jedoch 

in der Monotherapie bisher nur begrenzten Erfolg bei dem Großteil der Patienten, sodass der 

Bedarf nach weiteren Kombinationstherapien groß ist. Bevor kombinierte Immuntherapien in 

klinischen Studien getestet werden, müssen sie in der präklinischen Forschung in 

Mausmodellen getestet werden und stoßen dort meist auf Einschränkungen in der 

Übertragbarkeit des murinen Immunsystems auf das humane. In dieser Arbeit wurden daher 

drei unterschiedliche Tumor-Mausmodelle mit einer kombinierten Immuntherapie aus einer 

adoptiven T-Zelltherapie mit einem Checkpoint-Inhibitor und lokalen TLR-Agonisten 

untersucht. Hierbei konnte eine Überlegenheit dieser  3-fach Kombinationstherapie im 

Vergleich zu den jeweiligen Monotherapien gezeigt werde. Neben einem autochthonen 

murinen Mausmodel wurde hierfür ein humanisierte Mausmodel verwendet, in welchem ein 

humanes Immunsystem induziert wurde. Zudem konnte ein autologes Mausmodel mit 

patienteneigenem Tumorgewebe und Immunzellen etabliert werden und der Erfolg der 

Kombinationstherapie in Bezug auf eine Tumorregression in diesem Model gezeigt werden. In 

den behandelten Tumoren konnte gezeigt werden, dass durch die 3-fache 

Kombinationstherapie eine erhöhte Infiltration mit bestimmten Immunzellgruppen zu 

verzeichnen war. Eine erhöhte Infiltration mit gd-T-Zellen in Tumoren korrelierte hier mit einem 

guten Therapieansprechen und einer Tumorregression.  
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2. Einleitung  

2.1 Krebs 

Krebs ist die zweithäufigste Todesursache nach Herz-Kreislauferkrankungen weltweit, und 

allein verantwortlich für 9,6 Millionen Todesfälle im Jahr 2018 mit einer steigenden Tendenz in 

Inzidenz und Mortalität in den letzten Jahren [1]. Durch eine älter werdende Gesellschaft und 

die globale Industrialisierung nimmt die Inzidenz stetig zu. Lungenkrebs ist bei Betrachtung 

beider Geschlechter mit 11,6 % und mit 18,4 % die häufigste Krebserkrankung weltweit, die 

im Jahr 2018 zum Tode geführt hat [1]. Laut der world health organization (WHO) sind ein 

Drittel der Todesfälle durch Krebs mit Risikofaktoren wie Adipositas, Tabakkonsum, 

Alkoholkonsum und Mangel an gesunder Ernährung und Bewegung assoziiert [1], [2]. Andere 

Risikofaktoren sind Infektionskrankheiten wie Hepatitis oder Infektionen mit humanen 

Papillomaviren, die bis zu 25 % der Krebserkrankungen in Ländern mit niedrigem und 

mittlerem Einkommensniveau ausmachen [1], [3]. Es wird daher davon ausgegangen, dass 

ca. 30-50 % aller neuauftretender Krebserkrankungen durch eine Reduktion der genannten 

Risikofaktoren vermeidbar wären [2].  

 

Leider werden viele neoplastische Erkrankungen erst in einem späten Stadium entdeckt und 

erschweren somit die Möglichkeit einer erfolgreichen Therapie, sodass der Prävention und der 

frühen Diagnostik eine wichtige Bedeutung neben einer effizienten Therapie  zugeordnet wird. 

In der Therapie onkologische und hämatologischer Erkrankungen haben sich neben der 

klassischen Chemotherapie, Bestrahlung und operativer Resektion neuere personalisierte 

molekulare Therapien und die Immuntherapie etabliert. 

 

2.2 Immuntherapie 

2.2.1. Relevanz des Immunsystems bei der Tumorgenese 

 

In einem gesunden menschlichen Immunsystem patrouillieren die Immunzellen stetig durch 

den Körper und können auf neu auftretende maligne Zellen mit einer Elimination dieser 

reagieren, da sich diese häufig durch Antigene oder andere Proteine als körperfremd 

wahrnehmen lassen. In klinischen Studien konnten in den 1990er Jahren tumor-assoziierte-

Antigene (TAA) identifiziert werden, welche ein Erkennungssignal für Immunzellen darstellen, 

indem sie die exprimierende Zelle als „körperfremd“ markieren [4]. Zu den TAA‘s zählen 

überexprimierte Antigene, die auch auf normalen Zellen zu finden sind, jedoch auf Tumorzellen 

überexprimiert vorhanden sind und oft  einen Wachstumsvorteil der Tumorzellen anzeigen [5].  
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Auch Neoantigene, die durch somatische Mutationen innerhalb der Tumorzellen entstehen, 

gehören zu den TAA’s [6]. In einer menschlichen Körperzelle können täglich bis zu 20.000 

DNA Mutationen auftreten, die durch gegebene Reparaturmechanismen unterbunden werden 

und damit keinen pathogenen Effekt auf die Zellen haben [7], [8]. Wird eine Mutation von 

diesen Reparaturmechanismen nicht erkannt, und es entwickelt sich eine potentiell maligne 

Zelle, wird diese vom Immunsystem im Regelfall durch die Expression der TAA’s erkannt und 

eliminiert [9]. Die Antigene werden in der Regel durch Major Histocompatibility Complex 

molecules (MHC) auf der Zelloberfläche präsentiert und können mit den T-Zellrezeptoren 

interagieren [9]. Für eine zytotoxische Reaktion der T-Zellen ist die Anwesenheit von 

antigenpräsentierenden Zellen wie Makrophagen oder dendritischen Zellen nötig, damit eine 

Transformation von einer naiven T-Zelle zu einer zytotoxischen T-Zellen erfolgen kann. 

Einigen malignen Zellen gelingt es jedoch dieser Immunantwort zu entkommen und sich damit 

zu einem malignen metastasierenden Tumor zu entwickeln [10]. Es wird angenommen, dass 

diese Überwindung der Immunantwort durch Expression von inhibitorischen Liganden, der 

Expression von weniger TAA’s oder durch einen Verlust von MHC-Molekülen gelingt [10], [11].  

 

Dieses Entkommen der Immunantwort von Tumorzellen wurde 2011 zum 8. hallmark of cancer 

benannt [12]. Bei diesem Entkommen spielen jedoch nicht nur Prozesse in den Tumorzellen 

eine wichtige Rolle, sondern auch Umstrukturierungen im Mikromilieu des Stromas, welches 

als Tumormicroenvironmet bezeichnet wird [13], [14]. Durch gezielte Produktion von 

bestimmten Zytokinen und Wachstumsfaktoren können sich Tumorzellen eine Umgebung 

aufbauen, die wachsenden Tumorzellen toleriert und eine weitere Proliferation begünstigen, 

beispielsweise durch spezifische Anlockung und inhibierende Beeinflussung von Immunzellen 

[14]. Therapiestrategien in der Immuntherapie setzen an diesen genannten Strukturen oder im 

Tumormicroenvironment an, indem sie entweder die unterdrückte Immunantwort durch 

Tumorzellstrukturen aufheben oder durch Modulationen Strukturen des Immunsystems auf die 

Tumorzellen und deren Antigene spezifisch induzieren können.  

 

Mit der Entdeckung der Immuncheckpoints im Jahr 1996 wurde ein großer Meilenstein in der 

Immuntherapie gelegt, der 2018 mit dem Nobelpreis der Medizin, an das Forscherteam Honjo 

und Allison für die Entdeckung des progammed-death-molecule-1 auf T-Zellen, honoriert 

wurde [15], [16]. Auch im  Bereich der adoptiven T-Zelltherapie zeigten sich in den letzten 

Jahren vielversprechende Therapieansätze durch die Entwicklung von chimären 

Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR T-Zellen), die neben den Checkpoint-Inhibitoren ebenfalls eine 

Zulassung zur Behandlung ausgewählter Neoplasien erhielten. Der komplexe Zusammenhang 

zwischen Tumor, Tumormicroenvironmet und dem Immunsystem ist für jeden Patienten 

individuell und erschwert somit die Etablierung einer einheitlichen Therapie, die für alle 
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Tumoridentitäten anwendbar ist. Daher geht der Trend in der präklinischen Forschung in 

Richtung einer personalisierten Immuntherapie. Bei den personalisierten Therapien stehen die 

immunologischen, genetischen, zellulären und molekularen Faktoren der Erkrankung im 

Vordergrund und ermöglichen es eine individuelle Therapie zu generieren. Diese ist 

aufwendiger als herkömmliche Therapien, jedoch vielversprechender bezüglich des 

Therapieansprechens und der Minimierung von Nebenwirkungen.   

 

2.2.2. Wirkungsweise der Checkpoint Inhibition und deren bisheriger Erfolg in 

der klinischen Anwendung 

 

Interaktionen im menschlichen Immunsystem sind maßgeblich an der Differenzierung und 

Wechselwirkung zwischen den Immunzellen und deren adaptiven Entwicklung verantwortlich. 

Neben der Stimulation durch Zytokine oder Wachstumsfaktoren der Immunzellen existieren 

auch inhibitorische Signale, die eine überschießende Immunreaktion verhindern können, 

welche von aktivierten T-Zellen induziert werden [17]. Für die Aktivierung von T-Zellen bedarf 

es einerseits einer Interaktion des T-Zellrezeptors mit einem MHC-Molekül, welches mit einem 

Antigenfragment beladen ist und einer antigenpräsentierenden Zelle, die über einen B7 Ligand 

mit dem CD38 Rezeptor interagiert [17], [18]. Diese Aktivierung der T-Zellen kann durch 

mehrere inhibitorische Achsen unterdrückt werden. Neben dem cytotoxic T lymphocyte-

associated-antigen-4 (CTLA-4) und dessen Interaktion mit dem B7 Ligand existiert der 

programmed-death-protein 1 receptor (PD-1), der mit dem programmed-death-ligand 1;2 

interagieren kann und so eine inhibitorische Synapse formieren kann [19], [20]. Diese 

Interaktion zwischen PD-1 und PD-L1 führt über intrazelluläre Phosphorylierungen in den T-

Zellen zu deren Inaktivierung [19].  

 

In Abbildung 1 ist die Expression des PD-L1 auf antigenpräsentierenden Zellen und 

Tumorzellen sowie die Interaktion mit der T-Zellen als zentrale Interaktionspartner zu sehen 

[21]. Durch monoklonale Antikörper können sowohl der PD-1- Rezeptor als auch der PD-

Ligand-1 blockiert werden und damit die Inhibition der T-Zellen aufgehoben werden [22]. 

Folglich kann die T-Zelle die Aktivierungskaskade wieder durchlaufen und damit einen 

antitumoraler Angriff auf die Tumorzellen induzieren [18]. 2011 wurden die ersten 

monoklonalen Antikörper zur Immuncheckpoint-Inhibition zugelassen, seitdem setzte sich eine 

Präferenz zu der Inhibition des  PD-1/PD-L1 Checkpoints durch, da diese Inhibitoren ein 

besseres Wirkungsprofil mit weniger Nebenwirkungen aufweisen [19], [23].  

 

Immuncheckpoint-Inhibitoren wurden initial für Melanome und Bronchialkarzinome zugelassen 

und erzielten in den ersten klinischen Studien gute Ergebnisse, sodass sie in die Leitlinien 
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aufgenommen wurden. In einer Studie wurde beispielsweise das Ansprechen von 

Pembrolizumab (PD-L1-Antkörper) bei Lungenkarzinomen mit einer PD-L1 Expression  50 % 

im Vergleich zu einer Chemotherapie getestet. Die Ansprechrate in der PD-L1- Antikörper 

Kohorte lag bei 45 %, bei der Chemotherapie nur bei 28 %, und führte zu einem verbesserten 

Gesamtüberleben (30,5 Monate vs. 14,2 Monate) bei weniger auftretenden Nebenwirkungen 

im Vergleich zur Chemotherapie [24]. Dennoch sind die immunvermittelten Nebenwirkungen 

einer Checkpoint-Inhibition nicht zu unterschätzen, da sie zu schweren Infektionskrankheiten 

wie Kolitis, Hepatitis oder einer Pneumonitis führen können [25], [26].  

 

Obwohl die Checkpoint Inhibitoren schon in einigen Leitlinien integriert wurden, können sie 

nicht bei jeder Tumoridentität erfolgreich angewendet werden. In neueren klinischen und 

präklinischen Studien werden diverse Kombinationstherapien mit Chemotherapeutika oder 

anderen Immunstimulanzien erforscht, um das Potential dieser Therapie zu maximieren [27].  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Wirkungsmechanismen der Checkpoint-
Inhibitoren 
Monoklonale Antikörper in der PD-1/PD-L1 Achse können sowohl die Rezeptoren auf T-Zellen, 
NK-Zellen als auch die Liganden auf den antigenpräsentierenden Zellen und Tumorzellen 
inhibieren. Das Ziel dieser Immuntherapie ist eine Aktivierung von T-Zellen und NK-Zellen, die 
so eine zytotoxische Aktivität gegen die Tumorzellen aufweisen können und eine gleichzeitige 
Inhibierung von regulatorischen T-Zellen erzielen (Treg). Durch eine Präsentation der Antigene 
durch Antigenpräsentierende Zellen (APC) oder Tumorzellen können naive T-Zellen aktiviert 
werden und es erfolgt eine Expansion, die zu einer verstärkten Freisetzung von Granzymen 
und Perforinen führt und damit Tumorzellen eliminieren können. (verändert nach Waldmann 
et al. 2020 [28])  
 

2.2.3. Die Entwicklung der Adoptiven T-Zell-Therapie bis zu ersten präklinischen 

Studien 

 

Die adoptive T-Zell-Therapie (ACT) ist eine Form der Immuntherapie, bei der tumorspezifische 

Immunzellen ex vivo kultiviert, expandiert und spezifisch differenziert werde um dann dem 

Patienten als Therapeutikum zurück infundiert werden und in diesem einen antitumoralen 

Effekt auf den spezifischen Tumor zu erzielen. Heutzutage werden diverse Formen der ACT 

unterscheiden. Im Fokus dieser Therapien stehen meistens die T-Zellen, jedoch entsteht durch 

neuere Studien auch ein größeres Interesse an natürliche Killerzellen und deren Potential in 

der Immuntherapie [29]. Die T-Zellen werden für die adoptiven Therapien entweder aus 

Tumorbiopsien entnommen und in vitro kultiviert, oder sie werden dem peripheren Blut 

entnommen und ebenfalls in vitro kultiviert und expandiert. Bei den neueren Formen der ACT 
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werden T-Zellen ex vivo gentransferiert und erhalten so eine bestimmte Erkennungssequenz 

für Antigene, die von den neoplastischen Zellen exprimiert werden.   

 

Im Feld der adoptiven T-Zelltherapie wurden die ersten Therapieideen vor 40 Jahren 

dokumentiert. Angefangen mit methodischen Schwierigkeiten bei der Kultivierung von 

Immunzellen ex vivo und der damit verbundenen chemischen Synthese von Interleukin-2, 

begann die zielgesetzte ex vivo Kultivierung von spezifischen Immunzellsubtypen [30], [31].  

Erste Studien wurden in den 1980er Jahren im National Cancer Institute durchgeführt, in 

denen Immunzellen aus Tumorbiopsien von Melanom Patienten isoliert wurden, mit IL-2 in 

vitro kultiviert und den Patienten intravenös reinfundiert wurden [32]. Die Ansprechrate betrug 

zwar 34 %, jedoch war dieses Ansprechen nicht von Dauer, da der therapeutische Effekt nur 

einige Monate anhielt [32]. Es wurden weitere Optimierungen der Therapie untersucht, in dem 

eine initiale Lymphodepletion bei den Patienten durchgeführt wurde, gefolgt von einer Infusion 

der kultivierten Immunzellen und erzielten damit deutlich bessere Therapieerfolge [33], [34]. 

Diese Therapie führte bei 20 der 93 Probanden zu einer Komplettremission, die auch noch 3 

Jahre nach Behandlung anhielt [34]. Auch heutzutage wird dieses Therapieregime aus tumor-

infiltrierenden Immunzellen (TIL), die ex vivo kultiviert werden und in Kombination mit einer 

Lymphodepletion verabreicht werden, in klinischen Studien getestet [34]–[36].  

Erste Ergebnisse der Phase 1 und 2 zeigten eine Ansprechrate um 50 % bei Patienten, die 

unter einem metastasierten Melanom leiden [34]–[36]. Neben dem Melanom wird die 

Expansion von TIL‘s auch bei anderen Tumoridentitäten durchgeführt und das 

Therapieansprechen untersucht. Der Erfolg dieser Therapie ist jedoch maßgeblich von der 

Mutationslast in den Tumorzellen und der damit verbundenen, erhöhten Präsentation von 

Neoantigenen oder anderen TAA‘s auf den Zellen abhängig, da deren Anwesenheit auf 

Tumorzellen in bisherigen Studien zu einem signifikant besseren Therapieansprechen geführt 

haben [37]. Durch eine Verringerung oder den Verlust von MHC Molekülen in den Tumorzellen 

kann die Anwendung der Therapie mit TIL‘s ebenfalls eingeschränkt sein, da die T-Zellen 

diese Präsentation für eine effektive zytotoxische Reaktion benötigen [38]. Diese 

Einschränkung besteht bei der genetisch modifizierten T-Zellrezeptortherapie. Hierbei werden 

T-Zellen aus dem Blut der Patienten isoliert und genetisch modifiziert, sodass mehr T-

Zellrezeptoren exprimiert werden [39], [40]. Diese Therapie ist auch in besonderem Maße von 

der Expression der MHC Molekülen auf den Tumoren abhängig. Eine MHC Molekül 

unabhängige Erkennung von Tumorzellstrukturen ist hingegen durch eine CAR-T-Zelltherapie 

oder eine adoptive T-Zelltherapie mit -T-Zellen möglich [41]–[43]. 
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Abbildung 2: Schematische Übersicht der Durchführung einer adoptive T-Zelltherapie  
Durch eine Tumorbiopsie können Tumorzellen und ihre infiltrierenden Immunzellen gewonnen 
werden, wobei oft viele diverse Populationen an Immunzellen isolierbar sind. Mittels dem T-
Zell-Wachstumsfaktor IL-2 können T-Zellen isoliert expandiert werden und durch Anwendung 
diverser Protokolle zu spezifischen T-Zellsubtypen proliferieren. Diese Zellen können den 
Patienten als Therapeutikum zurück infundiert werden, nachdem sie oft durch eine 
Lymphodepletion vorbehandelt wurden. (verändert nach Restifo et al. 2012 [44]) 
 

2.2.4. Limitierende Faktoren für die Anwendung einer CAR-T-Zelltherapie bei 

soliden Tumoren 

 

Bei der CAR-T-Zelltherapie werden patienteneigene T-Zellen ex vivo durch eine 

Gentransduktion mit einem chimären Antigenrezeptor ausgestattet, expandiert und nach 

erfolgreicher Expansion den lymphodepletierten Patienten reinfundiert. CAR-T-Zellen können 

Antigene der Tumorzellen, unabhängig von einer MHC-abhängigen Präsentation über eine 

Bindungsdomäne, erkennen [38], [45]. Diese besteht aus einem genetisch modifizierten 

Antikörperfragment, welches definierte Antigene erkennen und durch die Bindung an diese ein 

Aktivierungssignal an die intrazellulär gelegene Signalsequenz senden kann [46]. Die 

Aktivierung in den T-Zellen führt zu einer Expansion dieser und endet mit einer starken 
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zytotoxischen Reaktion gegen die Tumorzellen. Nach erfolgreicher Elimination der 

Tumorzellen können die CAR-T-Zellen nun weiter im System bestehen bleiben und können 

bei einem Wiederauftreten der Tumorzellen erneut mit einer zytotoxischen Antwort reagieren 

[47]. Zugelassen ist eine Behandlung mit CAR-T-Zellen in Deutschland aktuell für B-Zell-

Lymphome und eine B-Linien-ALL.  

 

Auch die Anwendung der CAR-T-Zelltherapie ist klinisch derzeitig noch sehr begrenzt, da sie 

zu schweren toxischen Nebenwirkungen führen kann und bisher nur eine gezielte Wirksamkeit 

bei der Adressierung des Rezeptor an CD19 geführt hat [48], [49]. In klinischen Studien wird 

derzeit eine Anwendung von CAR-T-Zellen bei anderen hämatologischen Neoplasien und bei 

soliden Tumoren untersucht [50]–[52]. Da ein optimaler CAR eine nur auf den Tumorzellen 

vorkommende Zielstrukturen (Antigen) angreifen sollte, die auf normalen Zellen nicht 

vorhanden ist, ist die Modulation dieser Rezeptoren für solide Tumore sehr schwierig, da bei 

diesen oft keine einheitlichen Antigene vorhanden sind oder diese von intrazelluläre Proteinen 

abstammen, welche ebenfalls schwer anzuzielen sind [53], [54].  Weitere Einschränkungen 

können durch das immunsupprimierende Tumormicroenvironment und den erschwerten 

Transport der Zellen durch physikalischen Barrieren gegeben sein [13], [55]–[57].  

 

2.2.5. MHC unabhängige Erkennung von Tumorantigegen durch -T-Zellen  

 

-T-Zellen sind ein Subtyp der CD3+ T-Zellfraktion, sie machen im peripheren Blut einen 

Anteil von 0,5-16 % dieser aus und im Interstitium bis zu 30 % [58]–[60]. -T-Zellen 

unterscheiden sich von anderen T-Zellen durch ihren Rezeptor, der aus einer - und einer -

Kette besteht im Gegensatz zu CD4 und CD8 positiven T-Zellen, deren Rezeptor aus einer - 

und einer -Kette bestehen [61]. Über diesen Rezeptor sind -Rezeptoren fähig 

unterschiedliche Antigene, Peptide, unprozessierte Proteine und Phospholipide zu erkennen 

ohne eine zusätzliche Präsentation dieser über ein MHC Molekül [62], [63]. Durch die MHC-

unabhängige Erkennung von Antigenen und anderen TAAs rückten die -T-Zellen und ihr 

Potential in der Immuntherapie in den Fokus der präklinischen und klinischen Forschung .-

T-Zellen besitzen neben dem -Rezeptor einen NKG2D Rezeptor, der auch auf natürlichen 

Killerzellen vorhanden ist und der Zelle die Fähigkeit verleiht eine zytotoxische Reaktion, nach 

Bindung an Tumorzellen, durchzuführen und diese damit zu eliminieren [63]–[65]. Diese 

zytotoxische Reaktion gegenüber Tumorzellen kann bei soliden als auch bei hämatologischen 

Neoplasien beobachtet werden [63]–[65]. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine 

Aktivierung von -T-Zellen zu einer Freisetzung von TNF-, INF- und IL-17 führt und damit 

zu einer Aktivierung anderer T-Zellen im Tumormicroenvironment führen kann, indem die -
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T-Zellen als APC fungieren [66], [67]. Zusätzlich konnte in einer Studie belegt werden, dass 

die Infiltration von -T-Zellen in soliden Tumoren, der positivste prognostische Marker für die 

Patienten darstellt [68]. Eine Expansion von -T-Zellen kann sowohl in vitro als auch in vivo 

ermöglicht werden.  

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung zu Modulationen von -T-Zellen und deren 
Effekte auf Tumorzellen 

Gezeigt sind hier die vielfältigen Differenzierungsmöglichkeiten von -T-Zellen in 
Anwesenheit von diversen Zytokinen. Durch die Anwesenheit von IL-2, IL-7 und IL-15 wird 
eine Differenzierung zu zytotoxischen T-Zellen vollzogen. Durch eine Stimulation mit TGF-beta 
und der Anwesenheit von monoklonalen Antikörpern kann eine immunulogische Synapse 
geformt werden und dadurch eine direkte zytotoxische Reaktion ermöglicht werden. (verändert 
nach Yazdanifar et al. 2020 [43]) 

2.2.6. Gezielter Einsatz von TLR-Agonisten mit antitumuralem Potential 

 

Toll-like-Rezeptoren (TLR) gehören zur Familie der pattern-recognition-receptor (PRR) und 

sind auf diversen Immunzellen aber auch auf Epithelien und Tumorzellen zu finden und 

gehören zum angeboren Immunsystem, da sie Pathogene über danger-associated-

moloecular-patterns (DAMPs) und pathogen-associated-molecular-patterns (PAMPs) 

erkennen können [69], [70]. Die TLRs befinden sich in der Zellmembran oder in endosomalen 

intrazellulären Membranen, wobei letztere Nukleinsäure erkennen und extrazelluläre TLRs 

Proteine erkennen [71]. DAMPs sind körpereigene Liganden, die bei Zelluntergang oder 

Zellzerstörung freigesetzt werden und deren verstärkte Freisetzung häufig mit 

Autoimmunkrankheiten oder Tumorzellen assoziiert werden kann [72]. Werden DAMPs oder 

PAMPs durch TLRs erkannt, wird eine intrazelluläre Signalkaskade in Gang gesetzt, die 

letztendlich zu einer Sekretion von Chemokinen und Zytokinen und damit zu einer Aktivierung 
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des angeborenen und des erworbenen Immunsystems führt [73]. Neben ihrer Aufgabe 

Immunzellen zu aktivieren und zu Reifung anzuregen, spielen TLR auch bei der Tumorgenese 

eine Rolle [74]–[79]. Durch eine Aktivierung im Zusammenhang mit Tumorzellen kann das 

Wachstum, die Metabolisierung und die Verstreuung beeinflusst werden [69], [80], [81]. In 

mehreren Studien wurden die Expressionen von TLRs auf Tumorzellen untersucht und in 

Korrelation mit deren Wirkung auf das Wachstum der Tumorzellen gesetzt [75], [76], [78], [79]. 

 

 

 

Abbildung 4 Übersicht zu den Immunmodulatiorischen Effekten der TLR-Agonisten 3, 
7, 9 
In der Abbildung sind TLR und deren Agonisten gezeigt. Imiquimod ist beispielsweise ein 
Agonist von TLR 7 und führt zu einer vermehrten Freisetzung von IL-2 und verstärkt somit die 
zytotoxische Funktion von CD8+ T-Zellen. Über eine Aktivierung von TLR 3 durch Poly I:C ist 

auch eine verstärkte zytotoxische Aktivität von -T-Zellen zu verzeichnen. (verändert nach 
Kaskanoswka et al. 2013 [82]) 
 

So konnte gezeigt werde, dass es durch die Aktivierung von TLR 2,4,7/8  mit deren Agonisten 

einem Progress der Tumorzellen zu verzeichnen ist, während eine Aktivierung von TLR- 

3,7/8,9 mit deren Agonisten zu einer Tumorwachstumsinhibition führt durch Aktivierung 

diverser Mechanismen [69], [83]–[86]. Dazu zählen die Anregung einer T-Zell Immunantwort, 

Überwindung der PD-L1 Inhibition, Unterdrückung von Metastasierung und einer Induktion von 

Apoptosen [87]. Durch die Aktivierung kommt es zur Ausschüttung von Zytokinen wie TNF-, 

INF- und IL-2/10 aus den Immunzellen und damit zur verstärkten Proliferation und Infiltration 

von T-Zellen in das Tumorumfeld [88], [89]. Es wird daher davon ausgegangen, dass TLR-
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Agonisten zukünftig einen Platz im Repertoire der Immuntherapie, um dort sowohl einen direkt 

Effekt auf die Tumorzellen erzielen können als auch einen Effekt auf die Aktivität der 

Immunzellen durch deren Stimulation [89], [90]. Um den genauen Wirkmechanismus aller 

TLR-Agonisten lückenlos aufklären zu können und damit das Ansprechen der 

unterschiedlichen Tumoridentitäten besser vorhersagen zu können, sind weiter präklinische 

Studien nötig. Ein TLR-Agonist wurde jedoch schon erfolgreich in der Klinik etabliert. 

Imiquimod ist ein TLR-7 Agonist, der in der Dermatologie bei Basalzellkarzinomen lokale 

Anwendung findet [91], [92]. 

2.3 Prognostischer Effekt von Tumor infiltrierende Immunzellen in soliden 

Tumoren 

 

Um den Wirkungsmechanismus der verschiedenen Immuntherapien nachvollziehen zu 

können, ist die Untersuchung der Tumore und des Tumorenvironments auf verschiedene 

Immunzellen ein wichtiger Ansatzpunkt. Vor mehreren Jahrzehnten kam erstmals die 

Vermutung auf, dass eine Immuninfiltration ein guter prognostischer Parameter für das 

klinische Outcome von Tumorpatienten darstellen könnte [93]. In diversen, neueren Studien 

konnte diese Vermutung bestätigt werden. Diese Studien beziehen sich auf Melanome, 

Brustkrebs, Hals-und-Nackenkrebs, Blasenkrebs und Lungenkrebs. Für Kolonkarzinome 

existiert bereits ein Immunscore, der durch eine Quantifizierung von CD3+ und CD8+ T-Zellen 

definiert wird und dazu dient, das Risiko für ein Auftreten von Rezidiven zu bestimmen [94]. 

Auch hier ist eine hohe Infiltration dieser T-Zellen mit einem niedrigeren Auftreten von 

Rezidiven und Metastasen assoziiert [94]. Für Melanome konnte Identisches in den letzten 

Jahren erforscht werden [95]. Eine erhöhte Infiltration mit Immunzellen korreliert hier mit einem 

niedrigeren Risiko für das Auftreten von Lymphknotenmetastasen und wirkt sich positiv auf 

das Überleben aus [96], [97]. In einer groß angelegten Studie (Abb. 5) wurden ca.18.000 

Tumore aus 39 unterschiedlichen Tumoridentitäten auf infiltrierende Immunzellen untersucht 

und in Korrelation mit klinischem Outcome, orientiert am progression free survival PFS,  

gesetzt [68]. Es konnte gezeigt werden, dass bei den untersuchten soliden Tumoren die 

Anwesenheit von -T-Zellen, CD8+ T-Zellen, natürlichen Killerzellen und CD4+ T-Zellen zu 

den stärksten, positiven prognostischen Faktoren für das klinische Outcome zählen (Abb. 5) 

[68]. Aber nicht nur Zellen des erworbenen Immunsystems spielen bei Betrachtung der 

Infiltrationen eine Rolle, sondern auch Zellen des angeborenen Immunsystems [98]. Die 

Infiltration von NK-Zellen in Magenkarzinomen und Kolonkarzinomen zeigte auch eine 

Korrelation mit einem niedrigeren Auftreten von Metastasen und Progress der Erkrankungen 

[99]. Neben der generellen Anwesenheit von infiltrierenden Immunzellen spielt auch deren 

Organisation innerhalb des Tumorgewebes und der Lymphknoten eine Rolle. So konnte 
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gezeigt werden, dass NK-Zellen eher im Stroma der Tumore zu finden sind und dort ihre 

antitumorale Aktivität durchführen, während CD8+ T-Zellen im Tumorgewebe zu finden sind 

[100]. Neben der Infiltration an Immunzellen können weitere Marker zur Differenzierung der 

von Tumorzellen in „hot“ oder „cold“ hinzugezogen werden [100], [101]. Dazu zählt die 

Expression von PD-L1 auf Tumorzellen und den Tumor-assoziierten Immunzellen im 

Tumormicroenvironment und das Vorliegen von einer bereits stattgefundenen Immunreaktion 

gegen die Tumorzellen [102]. Tumorzellen, die als „hot“ klassifiziert werden, zeigen bei der 

Behandlung mit Immuncheckpoint-Inhibitoren ein besseres Ansprechen als kalte [102]. Kalte 

Tumorzellen hingegen zeigen wenig Infiltrationen mit Immunzellen, kaum eine Expression von 

PD-L1, präsentieren wenig Neoantigene und zeigen einen Verlust an MHC-Molekülen [101], 

[102]. All diese Eigenschaften erschweren die Durchführung einer erfolgreichen 

Immuntherapie bei diesen Tumorzellen und es werden aktuell viele präklinische Studien 

durchgeführt, in denen durch geschickte Kombination von Immuncheckpoint mit anderen 

Immuntherapien, Chemotherapie oder Bestrahlung eine Transformation dieser kalten 

Tumorzellen in „hot“ erfolgen kann und damit ein besseres Ansprechen erzielt wird [103], [104].  

 

 

Abbildung 5 Prognostische Effekt von diversen Immzellsubtypen in soliden Tumoren 
auf deren klinisches Outcome 
Dargestellt sind die prognostischen Assoziationen von Immunzellinfiltrationen in diversen 
soliden Tumoren und deren Effekt auf ein besseres Outcome. In den untersuchten 

Tumoridentitäten zeigten -T-Zellen den größten Effekt auf ein positives Outcome Der 

Patienten. Neben den -T-Zellen sind Infiltrationen von anderen T-Zellsubtypen für ein 
positives Outcome verantwortlich. (verändert nach Gentles et al. 2015  [68]) 
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2.4 Mausmodelle in der Krebsforschung  

 

2.4.1. Humanisiertes Mausmodel  

 

Es sind diverse Mausmodelle vorhanden, die für die Krebsforschung unerlässlich sind und 

stetig weiterentwickelt werden. Mäuse als Versuchstiere sind durch ihren kurzen 

Lebenszyklus, niedrige Kosten, komplett identifizierbares Genom und die Möglichkeit der 

genetischen Modifikationen die wichtigsten präklinischen Testobjekte [105], [106]. Das 

menschliche und das murine Immunsystem weisen jedoch große Diskrepanzen in ihrem 

angeborenen und adaptiven Immunsystem auf und zeigen somit Unterschiede in ihren 

Phänotypen und in den Funktionalitäten der jeweiligen Immunzellen [107], [108]. In Studien 

konnten 60 Unterschiede zwischen dem menschlichen und murinen Immunsystem identifiziert 

werden [108]. Hierzu zählen beispielsweise die Expressionen unterschiedlicher Toll like 

Rezeptoren und die unterschiedliche Sensitivität gegenüber einem cytokine storm (tödliche 

Dosis Mäuse: 5-25 mg/kg; bei Menschen: 30 ng/kg) [108], [109]. Diese Eigenschaften 

erschweren daher eine Übertragung auf das humane Immunsystem bei der Anwendung von 

reinen syngenen murinen Modellen im Feld der Immuntherapien und führten zu 

enttäuschenden Ergebnissen bei der Übertragung von erfolgreich getesteten Therapien in 

murinen Mausmodel auf klinische Studien im Menschen [110].  

 

Für das Verständnis der Interaktionen zwischen Tumorentstehung und Immunantwort  im 

Bereich der Immuntherapie ist die Entwicklung von humanisierten Mausmodellen, in denen 

diese Interaktion untersucht werden kann, von großer Bedeutung [105], [106]. In präklinischen 

Studien sollen mit Hilfe dieser Modelle neue Therapiestrategien entwickelt werden und setzten 

dabei eine möglichst authentische Imitation des menschlichen Immunsystems voraus [105], 

[106]. Ein funktionierendes humanisiertes Mausmodell sollte nach der Humanisierung ein 

funktionierenden Immunsystem besitzen, welches sich durch adaptive Fähigkeiten konstant 

weiterentwickeln kann bei Kontakt mit  entwickeln kann [111]. Der am häufigsten verwendetet 

Stamm für das humanisierte Mausmodel sind die NSG Mäuse [106]. Die NOD scid gamma- 

(NSG) Mäuse besitzen eine loss-of-function Mutation im Prkdcsci Gen und eine Null-Mutation 

im l2rgtm1Wjl-Gen [106], [111]. In Folge ist sowohl die VDJ-Gen Rekombination und das IL-2-

Signaling nicht mehr funktionsfähig, was zu einem kombinierten Verlust der adaptiven und 

innaten Immunantwort führt [105], [111]. Werden diesen Mäusen PBMC’s injiziert, findet ein 

Engraftment statt und innerhalb weniger Tage können die humanen Immunzellen im Kreislauf 

der Mäuse nachgewiesen werden [112]. Die rasche Expansion der T-Zellen kann nach kurzer 

Zeit zu einem graft-versus-host-disease (GvHD) führen und damit den Versuchszeitraum 

einschränken [105]. Durch eine Humanisierung immundefizienter Mäuse mit CD34+ humanen 
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Stammzellen kann diese Einschränkung umgangen werden, jedoch ist hier das Engraftment 

der Immunzellen erst nach einem Monat zu erwarten [113].  

 

2.4.2. Patient-Derived-Xenograft Mausmodel 

 

Humane Xenograft Modelle bestehen aus Tumorfragmenten, die immundefizienten Mäusen 

transplantiert werden, wobei die Zellen und Tumorfragmente aus Patiententumoren gewonnen 

werden [113]. Mit diesen Tumorfragmenten ist es möglich die Komplexität humaner Tumore 

und deren Entstehung sowie die genetische Heterogenität, Tumorarchitektur und das 

Tumormircroenvironment in einem präklinischen Mausmodel zu untersuchen [114]. PDX-

Modelle sind aktuell zentraler Bestandteil der präklinischen Erforschung von neuen 

Therapiekonzepten in der CAR-T-Zelltherapie und deren Evaluation bei hämatologischen und 

soliden Krebserkrankungen [115], [116]. Auch für dieses Model eignen sich die NSG-Mäuse 

am besten, da in ihnen humane Tumorfragmente anwachsen, im Gegensatz zu anderen 

immundefizienten Stämmen [117]. Um nun das Immunsystem in diesem Model zu 

rekapitulieren, um die Effektivität der Immuntherapie evaluieren zu können, kann eine 

Humanisierung mit PBMC’s oder CD34+ Stammzellen erfolgen [105], [115]. Idealerweise 

entstammen diese Immunzellen dem Patienten, aus dem das primäre Tumorfragment 

entnommen wurde. Heutzutage ist das PDX Model mit einem aus CD34+ Stammzellen 

induzierten Immunsystem das aussagekräftigste Model zur Evaluierung von Checkpoint-

Inhibitoren [118].  

 

2.4.3. Syngene Mausmodelle  

 

Syngene Mausmodelle sind die ältesten und meist benutzten Modelle zur Erforschung 

präklinischer onkologischer Therapieansätze [111]. Der hier am häufigsten verwendete 

Stamm ist der C57BL/6 Stamm [111]. Durch eine Adenovirus-Cre-Virus Inhalation, kann in 

diesen Mäusen eine Mutation im Onkogen K-ras und im Tumorsupressorgen p53 zu einem 

autochthonen Tumorwachstum in der Lunge kommen. Ex vivo können aus diesen Tumoren 

nun Zelllinien kultiviert und benutzt werden, um Wildtyp Mäuse desselben Stamms mit den 

Tumorzellen zu inokulieren. Da die Mäuse in diesem Model immunkompetent sind, eignet sich 

dieses Model insbesondere für die Bewertung von Immuntherapien, bei denen die frühe 

Immunantwort auf einen neu entstandenen Tumor von Bedeutung ist.  
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2.5 Fragestellungen und Ziel der Arbeit 

 

In der Immuntherapie stehen die T-Lymphozyten mit ihrer Fähigkeit Tumorzellen zu erkennen 

und zu eliminieren im Vordergrund. Die Aufhebung inhibitorischer Signale an den immune-

checkpoints durch Antikörper zeigten in klinische Studien bereits Erfolge in der Therapie 

solider Tumore und wurden klinisch in den Leitlinien zur Behandlung des Melanoms und 

NSCLC etabliert. Jedoch zeigte sich auch, dass ein Großteil der Patienten noch nicht von 

diesen Therapien profitiert. Durch Resistenzen und das nicht ubiquitäre Vorkommen 

immunsuppressiver Liganden auf Tumorzellen, ist es von großer Bedeutung neue 

Therapiekombinationen in der Immuntherapie zu finden, die einen synergistischen 

antitumoralen Effekt der T-Lymphozyten und der natürlichen Killerzellen erzielen können, um 

die Ansprechraten auf Immuntherapien zu erhöhen.  

 

In dieser Arbeit wurden mehrere Forschungsziele verfolgt. Durch gezielte Kombinationen einer 

adoptiven Immuntherapie bestehend aus LAKs, CIKs, gd-T-Zellen und CTLs mit einer aPD1 

Checkpoint Inhibition sowie einer lokalen TLR-Agonisten Therapie soll das Ansprechen dieser 

kombinierten Therapien in unterschiedlichen Mausmodellen an soliden Tumoren getestet 

werden. Hierfür wurden 2 etablierte Mausmodelle verwendet. Zum einen ein syngenes 

murines Mausmodel und ein humanisiertes Mausmodel. Neben diesen beiden wurde im Zuge 

dieser Arbeit ein PDX Mausmodell etabliert und dieses auf dessen Übertragbarkeit für 

präklinische Testung der Immuntherapien diskutiert.  

Das Ansprechen der soliden Tumore auf die Therapiekombinationen soll neben den 

Größenänderungen weiterführend durch die infiltrierenden Immunzellen in den Tumoren 

evaluiert werden, um hier gezielte Infiltrationsmuster zu identifizieren, die mit einem 

Therapieansprechen korrelieren. 

 

In dieser Arbeit erfolgt eine kritische Diskussion über eine mögliche Translation der in dem 

humanisierten und dem PDX Modell erzielten Ergebnisse in die klinischen Forschung.  
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3. Material und Methoden  

3.1 Materialien 

3.1.1. Geräte 

Tabelle 1 listet die verwendeten Geräte und deren Hersteller auf  

 

Tabelle 1: Hersteller der verwendeten Geräte 

Gerät Hersteller 

LabVision Autostainer-480S Thermo Scientific 

Victor Nivo Multimode Microplate Reader PerkinElmer 

Schublehre  

Leica Bond Max system Leica microsystems 

Secondary-Histofine-Simple-Stain (SHSS) 

antibody detection kit 

Medac 

Panoramic-250 slide scanner 3D Histech 

SCN400 slide scanner Leica 

Aperol ImageScope Leica 

Cytoflex LX Flow Cytometer Beckman Coulter 

VICTOR Nivo multimode plate reader Perkin Elmer 

 

3.1.2. Verbrauchsmaterialien  

Tabelle 2  listet die verwendeten Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller auf  
 
Tabelle 2: Bezugsquellen der Verbauchsmaterialien  

Produkt Hersteller 

Microvette 500-Z mit Serum-Gel Sarstedt AG & Co. 

ACK lysis buffer  Life Technologies 

40 µm Cell Strainer BD Falcon 

cryo vials Sarstedt 

Eppendorfreaktionsgefäße (Eppi®-Tube) Eppendorf AG 

Falcon Röhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt AG & Co. 

Gewebekulturschalen (550 ml) Greiner Bio-one GmbH 

Petrischalen (10 cm) Greiner Bio-one GmbH 

SafeSeal Tips professional  

(10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl) 

Biozym Scientific GmbH 

Sterilpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Corning Life Science 

Well-Platten (6er, 12er, 24er) Greiner Bio-one GmbH 
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Zell-Zählkammer (0,00025 mm3) Neubauer 

Zellschaber Sarstedt AG & Co 

Leucosept-Röhrchen 50 ml Greiner 

Cellstar® Zellkulturflaschen  Greiner Bio-one GmbH 

3.1.3. Chemikalien 

Tabelle 3: listet die verwendeten Chemikalien und deren Hersteller auf 
 
Tabelle 3: Bezugsquellen der Chemikalien 

Produkt Hersteller 

FBS (fetal bovine serum) Gibco® 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

PBS  Gibco by life technologies 

DMEM medium Gibco® 

RPMI medium Gibco® 

penicillin and streptomycin (10.000 U/ml) Lonza 

0.25 % Trypsin/EDTA-Lösung Gibco® 

Histopaque ® Sigma Aldrich Chemie GmbH 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Sigma Aldrich Chemie GmbH 

-2-Mercapthoethanol Roth 

zoledronic acid HEXAL 

Mitomycin C Medac 

Luciferin Regis Biotechnology 

Trypanblau Gibco® 

 

3.1.4. Antikörper und Zytokine  

Tabelle 4: listet die verwendeten humanen, murinen Antikörper und Zytokine und deren 
Hersteller auf 
 
Tabelle 4: Bezugsquellen der Antikörper und Zytokine  

Produkt Hersteller 

Monoklonaler mouse anti CD 45 [30-F11] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti FOX-P3 [150D] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti IFN- [XMG1.2] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti CD3 [145-2C11] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti PD-1 [29.F.1A12] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti NK-1.1 [PK136] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti TCR / [GL3] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti CD8a [53-6.7] BioLegend 
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Monoklonaler mouse anti Ki-67 [16A8] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti CD4 [GK1.5] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti CD 69 [H1.2F3] BD 

Zombi UV Fixable Viability Kit  BioLegend 

Monklonaler human anti CD56 [HCD56] BioLegend 

Monklonaler human anti FOXP3 [150D] BioLegend 

Monklonaler human anti IFN- [B27] Miltenyi Biotech 

Monklonaler human anti TCR / [B1] BioLegend 

Monklonaler human anti CD4 [RPA-T4] BioLegend 

Monklonaler human anti CD 8 [SK1] BioLegend 

Monklonaler human anti CD 69 [FN50] BioLegend 

Monklonaler human anti CD 16 [3G8] BioLegend 

Monklonaler human anti PD-1 [EH12.2H7] BioLegend 

Monklonaler human anti CD45 [HI30] BioLegend 

Monklonaler human anti CD3 [UCHT1] BD 

Monoklonaler human anti CD28 [CD28.2] BioLegend 

Monoklonaler mouse anti-γδTCR [clone 

UC7-13D5]  

BioLegend 

Nivolumab Bristol-Myers-Squibb, New York, NY 

Poly I:C Millipore 

Gardiquimod Cayman Chemical, Ann Arbor 

ODN-2395 (2395 (5’-

tcgtcgttttcggcgcgcgccg-3’ with 

phosphorothioate bonds) 

IDT 

Recombinant human Interleukin (IL)-2 Aldesleukin 

Recombinant Mouse Interleukin-2 BioLegend 

Monoklonaler mouse a-TCR BioLegend 

Monoklonaler mouse aCD3  BioLegend 

Mouse INF- BioLegend 

Mouse Interleukin 7 BioLegend 

Monoklonaler mouse aCD28 BioLegend 

Monoklonaler mouse aPD1, clone RMP1-14, BioXCell, Lebanon 

Mouse Interleukin 4 BioLegend 

Mouse GM-CSF BioLegend 

Mouse TNF  BioLegend 

Isotype control rat IgG2a, κ BioXCell 
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human IgG Octagam 

Recombinant human IL-7 Miltenyi Biotech 

Recombinant mouse IFNγ Miltenyi Biotech 

Monoklonaler mouse anti CD28 [37.51] BioLegend 

3.1.5. Zelllinien 

Murine Zelllinien 

Tabelle 5 listet die verwendeten murinen Tumorzelllinien und deren Ursprungsgewebe auf 
 
Tabelle 5: Murine Zelllinien und deren Ursprungsgewebe 

Zelllinie Ursprungsgewebe 

KP938.3 Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom, 

etabliert von der AG Reinhardt (Uniklinik 

Köln) mit Kras und p53 Mutation 

 

Humane Zelllinien  

Tabelle 6 listet die verwendeten humanen Zelllinien und deren Ursprungsgewebe auf 
 
Tabelle 6: Humane Zellinien und deren Ursprungsgewebe 

Zelllinie Ursprungsgewebe 

H1975 Nicht-kleinzelliges-Bronchialkarzinom mit 

T790- EGFR-Mutation (bezogen von ATCC 

Manassas, VA) 

H441 Nicht-kleinzelliges-Bronchialkarzinom mit K-

ras Mutation (bezogen von ATCC 

Manassas, VA) 

JimT1 Karzinom der Mamma mit FGFR1-

Amplifikation (bezogen von DSMZ Leipzig) 
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3.1.6. Medien und Puffer 

Tabelle 7 listet die verwendeten Medien und Puffer und deren Zusammensetzung auf 
 
Tabelle 7: Verwendete Medien und Puffer und deren Zusammensetzung 

Bezeichnung Zusammensetzung 

RPMI-Nährmedium RPMI  

10 % (v/v) FBS 

10.000 U/ml Penicillin/Streptomycin  

DMEM/F12- Nährmedium DMEM/F-12  

10 % (v/v) FBS 

10.000 U/ml Penicillin/Streptomycin 

Mischmedium RPMI+DMEM/F-12 1:1 

10 % (v/v) FBS 

10.000 U/ml Penicillin/Streptomycin 

huEM (humanes Effektorzellmedium) RPMI+DMEM/F-12 1:1 

4 % (v/v) autologes Plasma 

10.000 U/ml Penicillin/Streptomycin 

MuEM (murines Effektormedium) RPMI+DMEM/F-12 1:1 

10 % (v/v) FBS 

10.000 U/ml Penicillin/Streptomycin 

50 µM -2-Mercapthoethanol 

Freezing-Medium 90 % (v/v) FBS 

10 % (v/v) DMSO 

FACS-Fixierungs-Lösung 1 % (v/v) Formalin in PBS 

Permeabilisierungs-Lösung 0,1 %(v/v) Triton in PBS 

FACS-Puffer 2 % (v/v) FCS 

5 mM EDTA in PBS 

 

3.1.7. Primärgewebe 

Patientengewebe  

In Kooperation mit der Thoraxchirurgie wurden Gewebsproben von Patienten bereitgestellt, 

die bei Operationen entnommen wurden. Die Aufklärung der Patienten erfolgte über das 

BIOMASOTA Protokoll und die Patienten willigten im Rahmen dieser Aufklärung ein, dass ihr 

Primärmaterial für die Forschung benutzt werden darf.  
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3.2 Methoden  

3.2.1. Methoden der Zellkulturen  

Kultivieren der Zellkulturen  

Arbeiten mit Zelllinien, PBMC’s und Effektorzellen wurden stets unter sterilen Bedingungen an 

Sicherheitswerkbänken mit laminarem Luftstrom durchgeführt. Die Zelllinien wurden in 

Gewebekulturflaschen bzw. Gewebekulturschalen bei 37°C und 5% CO2 sowie unter 

gesättigter Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert.  Als Nährmedium wurde für alle murinen 

Zelllinien das RPMI-Nährmedium verwendet. Für alle humanen und primären Zelllinien das 

Mischmedium. Für die Kultivierung der Effektorzellen wurde das jeweilige humane 

Effektorzellmedium oder das murine Effektorzellmedium verwendet.  

 

Passagieren der Zelllinien  

Ab einer Konfluenz des Zellrasens von 60 - 80% wurden die kultivierten Zelllinien passagiert. 

Das Nährmedium wurde mit sterilen Pipetten abgesaugt und die Zellen einmal mit phosphate 

buffered saline (PBS) gewaschen. Adhärente Zellen wurden mit 2 ml Trypsin versetzt und 

unter Inkubation im Brutschrank vom Boden der Gewebekulturflaschen bzw. 

Gewebekulturschalen gelöst. Anschließend wurden die abgelösten Zellen mit 8 ml 

Nährmedium in sterilen Pipetten aufgenommen und in 50 ml Falconröhrchen gesammelt. Die 

Zellsuspension wurde bei 400 relative centrifugal force (rcf) und 25°C zentrifugiert und der 

Überstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 10 ml Nährmedium resuspendiert. Zum Erhalt 

der Zellkultur wurden die Zellen entsprechend eines Verhältnisses von 1:10 im jeweiligen 

Nährmedium in Gewebekulturschalen bzw. Gewebekulturflaschen ausgesät. 

Suspensionszellen wurden aus des Gewebskulturflaschen in ein Falcon überführt und bei 400 

rcf zentrifugiert und der Überstand mit einer sterilen Pipette abgesaugt. Das Zellpellet wurde 

in 10 ml Nährmedium resuspendiert. Von dieser Suspension wurde 1 ml entnommen und in 

eine neue Gewebskulturflasche überführt und mit Nährmedium aufgefüllt.  

Für Versuchsdurchführungen wurden die Zellen nach dem Waschvorgang in der 

Zellsuspension gezählt. Dazu wurden 20 µl der Suspension entnommen und in ein Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt. Für eine 1:4 Verdünnung wurden 60 µl Trypanblau zu den 20 µl 

Zellsuspension hinzugegeben und suspendiert.  

Die Suspension wurde in eine Neubauer Zählkammer überführt und die Zellzahl pro Milliliter 

mittels Auszählung der 4 großen Quadranten und Multiplikation mit dem Faktor 104 ermittelt.  

Die benötigte Zellzahl für die Injektion von Tumorzellen in Mäuse, die Co-Stimulationsversuche 

und die Induktion der Effektorzellen wurde aus der Zellsuspension entnommen.  
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3.2.2. Isolation und Aufreinigung der humanen peripheren Blut-Monozyten 

 

Für die in dieser Arbeit untersuchten Modelle wurde Spenderblut in Form von buffy coats aus 

der Transfusionsmedizin benutzt und EDTA-Blut von Patienten aus der Thoraxchirurgie. Die 

buffy coats wurden in der Transfusionmedizin aus antikoaguliertem Spenderblut durch eine 

Inline-Filtration hergestellt. Diese Filtration dient der Abtrennung der Leukozyten und 

Thrombozyten von den Erythrozyten und dem flüssigen Blutplasma. Bei der hier angewandten 

Aufreinigung handelt es sich um eine Dichtegradientenzentrifugation, bei der durch die Kraft 

der Zentrifugation das Zellmaterial durch eine Schicht aus Polysacchariden mit sehr hoher 

Dichte getrieben wird und es daher zu einer kompletten Auftrennung der Lymphozyten, 

Erythrozyten und Plasma kommt.  

 

Alle Reagenzien wurden vor Beginn der Isolation auf Raumtemperatur eingestellt (22-24°C). 

Die von der Transfusionsmedizin bereitgestellten buffy coats wurden in 50 mL Falcons 

überführt und bei 400 rcf und 19°C für 10 min zentrifugiert (acceleration=1, brake=1). Nach 

der Zentrifugation wurde das Plasma abpepettiert und in ein neues Falcon überführt und für 

eine weitere Verarbeitung vereinigt. Das entnommene Plasmavolumen aus Falcon I wird mit 

PBS ersetzt.  

Für die Gradientenauftrennung wurden Leucosep-Tubes mit 15 ml Histopaque befüllt und bei 

800 rcf bei 15°C 1 min zentrifugiert, sodass sich die Flüssigkeit nach der Zentrifugation 

unterhalb der Abtrennung im Leucosept-Tube befindet.  

Jeweils 15 ml der Blutsuspension aus Falcon I wurde in ein Leucosep-Tubes überführt und bei 

900 rcf bei 15°C 15 min zentrifugiert (brake=1, acceleration=1).  

Das Layer mit den PBMC’s wurde vorsichtig aus dem Leusosep-Tube mit einer sterilen Pipette 

entnommen und in ein mit 15 mL PBS vorgefülltes Falcon überführt und auf 45 mL mit PBS 

aufgefüllt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und bei 400 rcf bei 4°C 10 min 

zentrifugiert. Nach dem ersten Waschgang wurden die Zellen vereinigt. Danach wurden die 

Zellen gezählt mit der Methode nach Neubauers Kammer. Für die direkte Weiterverarbeitung 

wurden die PBMC’s in eine Gewebskulturflasche überführt und mit Mischmedium für humane 

Zelllinien aufgefüllt. Für eine spätere Verwendung wurden die PBMC’s in ein freezing medium 

in cryovials überführt und in einem stratacooler bei -80°C aufbewahrt, bevor sie am nächsten 

Tag in den -150°C Stickstoff überführt wurden. Es wurden 4*107 Zellen pro Aliquot in maximal 

1,5ml eingefroren.  
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3.2.3. Induktion der humanen Effektorzellen für die adoptive Zelltherapie  

 

Allgemeines  

Die humanen Effektorzellen wurden aus den PBMC’s der Spender bzw. der Patienten 

hergestellt. Am Tag der Isolation der PBMC’s aus den buffy coats bzw. dem EDTA Blut der 

Patienten wurden die PBMC’s zur Produktion der vier verschiedenen Effektorzellen direkt 

weiterverwendet. 

Das Medium für die Kultivierung der Effektorzellen wurde für jeden Spender bzw. Patienten 

neu hergestellt. Dazu wurde das autologe Plasma bei der Herstellung der PBMC’s aufbewahrt.  

Es wurde eine sterile Mischung aus 1:1 RPMI und DMEM/F12 Medium hergestellt, welche mit 

4% (v/v) autologem Plasma und 10.000U/ml Penicillin/Streptomycin versetzt wurde. Das 

fertige humane Effektormedium huEm wurde bei 4°C verschlossen gelagert.  

Die Zellen wurden während Ihrer Proliferation und Expansion über die 15 Tage alle bei 37°C 

und 5% CO2 sowie unter gesättigter Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Je nach 

Konfluenz wurde huEM bei allen Effektorzellen stets hinzugegeben und kein Medium 

ausgetauscht, da es sich bei allen Subtypen (Ausnahme: dendritische Zellen, s.u) um 

Suspensionszellen handelte. Die Zytokine wurden entsprechend der Protokolle auf die neuen 

hinzugegebenen Angaben an huEM ergänzt.  

Die Ernte der Zellen am 8. bzw 15. Tag erfolgte immer analog. Die Zellen wurden in ein großes 

Falcon überführt und bei 400 rcf für 8 min bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in PBS 

resuspendiert und erneut bei gleichen Angaben zentrifugiert. Je nach vorheriger Expansion 

und damit verbundener Aufteilung auf mehrere Zellkulturflaschen, wurden die Zellpellets nach 

dem 1. Waschvorgang gepoolt. Nach dem zweiten Waschvorgang wurden die Zellen gezählt 

mitteln Neubauer Zählkammer und danach für die entsprechenden Versuche verwendet oder 

in freezing medium in cryovials eingefroren. Beim Einfrieren wurden die Zellen zuerst in einem 

stratacooler bei 80°C für 24 Stunden eingefroren und dann in -150°C Stickstoff überführt. 

 

Lymphokine-activated-killercells (LAK‘s) 

Es wurden am ersten Tag 2,5*107 PBMC’s abgezählt und von der Zellsuspension mittels einer 

sterilen Pipette in eine große Zellkulturflasche überführt. 10 ml humanes Effektorzellmedium 

wurde hinzugegeben und 1000 IE/ml Interleukin-2 (IL-2) und die Zellen inkubiert.  Das Medium 

und IL-2 wurde je nach Konfluenz in den folgenden Tagen aufgefüllt. Ab Tag 8 konnten die 

LAKs für weitere Versuche geerntet werden.  

 

-T-Zellen  

Es wurden am ersten Tag 2,5*107 PBMC’s abgezählt und von der Zellsuspension in eine große 

Zellkulturflasche, in welcher 10 ml huEM vorleget war, überführt. Es wurde 1000 IE/ml IL-2 und 
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1 µmol/ml Zoledronsäure hinzugegeben und die Zellen wurden inkubiert. Die Zellen 

proliferierten über 14 Tage. Es wurde je nach Verbrauch mit huEM und IL-2 aufgefüllt. Ab dem 

15 Versuchstag wurden die Zellen geerntet und für die Versuche verwendet.  

 

Cytocine induced killercells (CIK’s) und dendritische Zellen  

Es wurden am ersten Tag 2,5*107 PBMC’s abgezählt und in eine kleine Zellkulturflasche 

überfüllt, in der 5 ml huEM vorgelegt war, und für 2 Stunden inkubiert. Nach 2 Stunden wurden 

die Suspensionszellen entnommen und in eine große Zellkulturflasche überführt, mit huEM 

aufgefüllt und mit 1000 IE/ml hu-IFN- versetzt. Zu den adhärenten Zellen wurde huEM 

hinzugegeben und 800 IE/ml GM-CSF und 500 IE/ml IL-4. Am darauffolgenden Tag wurden 

zu den Suspensionszellen 300 IE/ml IL-2 und 50 ng/ml Anti-CD-3-Antikörper hinzugegeben.  

Am 3 Tag wurden sie Suspensionzellen mit huEM versorgt und 300 IE/ml IL-2. Zu den 

adhärenten Zellen wurde huEm hinzugegeben sowie 800 IE/ml GM-CSF und 500 IE/ml IL-4. 

Es wurden Zelllysate aus den humanen Zelllinien (H1975, H441, JimT1 und primären 

Tumorzelllinien der Patienten) gewonnen und 1*107 Lysat Zellen zu den adhärenten 

hinzugefügt. Die Zellen wurden zur Proliferation weiter inkubiert und mit huEM und jeweiligen 

Zytokinen versorgt. Am 5. Tag wurde den adhärenten Zellen zusätzlich 100 IE/ml TNF-α 

beigefügt. Am 7. Tag konnten die adhärenten Zellen geerntet werden und in freezing Medium 

eingefroren werden. Sie wurden als dendritische Zellen bezeichnet und jeweils spezifisch für 

alle humanen Zelllinien separat angesetzt. Die Suspensionzellen wurden weiterhin mit huEM 

und 300 IE/ml IL-2 versorgt und am 15. Tag geerntet. 

 

Cytotoxic-t-lymphocytes (CTL’s) 

Am Tag vor dem Ansatz der Effektorzellen wurden je 1,25*106 Tumorzellen der humanen 

Zelllinien abgezählt und in eine separate Zellkulturflasche mit FCS freien Medium überführt. 

Es wurde 50 µg/ml Mitomycin und 1000 IE/ml hu-INF- den Tumorzellen hinzugegeben und 

dann für 24 Stunden inkubiert. Außerdem wurden, entsprechend der Anzahl an 

unterschiedlichen Tumorzellansätze, große Zellkulturflaschen (T75) mit 5 µg/ml aCD28 in 3 ml 

PBS gecoatet. Am nächsten Tag wurden die Tumorzellen aus den Zellkulturflaschen 

entnommen und in ein 50 ml Falcon überführt und mit 25 ml PBS suspensiert und bei 400 rcf 

für 5 min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde 4-mal wiederholt, um das Mitomycin zu entfernen.  

Die gecoateten Zellkulturflaschen wurden 4-mal mit 10 ml PBS gespült und nach dem finalen 

Waschvorgang wurden jeweils 2,5*107PBMC’s in die Flaschen gegeben und mit huEM 

aufgefüllt. Die gewaschenen Tumorzellen wurden ebenfalls zu in die Flaschen hinzugegeben.  

Jede Tumorzellline befand sich in einer separaten Flasche. Zu den Zellen wurde nun 150IE/ml 

IL-2 Proleukin, 10ng/ml hu-IL-7 und 20 µg/ml aPD1 hinzugegeben und danach inkubiert.  
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Die Zellen wurden an den folgenden Tagen zur Proliferation mit huEM und 150 IE/ml IL-2 

aufgefüllt. 

Am 15. Tag wurden die Zellen geerntet.  

 

3.2.4. Induktion der murinen Effektorzellen für die adoptive Zelltherapie 

 

Die murinen Effektorzellen wurden für die Versuche im autochthonen Mausmodel verwendet 

mit der KP938.3 Tumorzelllinie verwendet. Um ein autologes Setting in diesen Versuchen zu 

ermöglichen wurden die Immunzellen dieses Mausstammes isoliert und zur Proliferation und 

Differenzierung angesetzt.  

Vorbereitungen 

Für die murinen Effektorzellen wird eine 1:1 Mischung aus RPMI und DMEM/F12 verwendet 

und mit 10 % (v/v) FCS, 10.000 U/ml Streptomycin/Penicillin und 50 µM -2-Mercaptoethanol 

versetzt. Dieses Medium wird im Folgenden als murines Effektorzell-Medium (muEM) 

bezeichnet. Auch bei der Kultivierung der murinen Effektorzellen erfolgt immer eine Expansion 

der Zellen. Im 2-3 Tage Rhthymus werden die Zellen mit frischem Medium versorgt und die 

Zytokine auf die neue Mediummenge angepasst. Zur Isolation von murinen Immunzellen 

wurde die Milz und das Knochenmark einer C57/Bl6 Maus verwendet. Die Milz wurde durch 

einen cell strainer gegeben und die Zellen mehrfach mit PBS gewaschen, bevor sie mit 1 ml 

ACK-Lysepuffer versetzt werden und 20 min inkubierten. Das Knochenmark wurde aus den 

Femurknochen der Mäuse isoliert, in dem die entnommenen Knochenfragmente bei 15.000 

rcf 20 sec in einem Epi zentrifugiert wurden. Das Knochenmark wurde ebenfalls durch einen 

cell strainer gegeben mit 1 ml ACK-Lysepuffer inkubiert und danach mehrfach mit PBS 

gewaschen. Die Splenozyten und die Knochenmarkzellen wurden mit der Neugebauer-

Zählkammer gezählt und jeweils 1*107 Splenozyten in 6 T 50 Flaschen gegeben und mit muEm 

aufgefüllt. Die Knochenmarzellen werden auf 3-4 T 25 Flaschen verteilt und mit muEm 

aufgefüllt. Aus den angelegten Flaschen wurden folgende Effekorzellen heraus differenziert.  

Lymphokine-activated-killercells (LAK’s) 

Eine der angelegten Splenozyten-Flaschen wurde mit 6000 IE/ml murinem Interleukin-2 

versetzt. An den folgenden Tagen wurde neues Medium addiert und die IL-2 Konzentration 

angepasst. Ab dem 8. Tag konnten die Zellen geerntet werden und für Versuche verwendet 

werden.  

 

-T-Zellen 

Eine mittlere Zellkultur-Platte (75mm Durchmesser) wurde am ersten Tag mit 10 µg/ml a-

TCR Antikörper in 5 ml PBS versetzt und für 2 Stunden inkubiert. Danach wurde die Platte 5-

mal mit PBS gewaschen und eine der angesetzten Splenozyten-Flaschen auf die Platte 
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gegeben und mit 100 IE/ml IL-2 versetzt. Am 3.Tag wurde der Inhalt der Platte in eine 

Zellkulturflasche überführt und mit Medium und IL-2 aufgefüllt. Ab dem 8.Tag konnten die 

Zellen geerntet werden.  

 

Cytokine-aktivated t-lymphocytes (CIK‘s) 

Es wurde eine mittlere Zellkultur-Platte mit 10 µm/ml murinem aCD-3 Antikörper für 24 

Stunden in 5 ml PBS inkubiert. Eine der oben angesetzten Splenozyten-Flschen wurden mit 

1000IE/ml  mIFN- versetzt und inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der Platte mit PBS 

nach 24 Stunden, wurden die Splenoyten auf die transferiert und mit 300 IE/ml IL-2 versetzt. 

Nach weiteren 48 Stunden wurden die Zellen von der Platte in eine Flasche überführt und mit 

muEm und IL-2 versorgt, bevor sie ab dem 8.Tag geerntet wurden.  

 

Cytotoxic t-lymphocytes (CTL’s) 

Es wurden 1*106 Zellen in 2 ml muEM von den KP938.3 Tumorzellen abgezählt in einer kleinen 

Zellkulturflasche für 1 Stunde bei 47° C in einen Inkubator gestellt. Nach Abkühlung und 

mehrmaligem Schütteln der Flasche wurden die toten Tumorzellen entnommen und in eine 

der oben angesetzten Splenozyten-Flaschen gegeben und mit muEm aufgefüllt. Es wurde 10 

IE/ml murines IL-2, 10 ng/ml murines IL-7, 2 µg/ml aCD28 und 20 µg/ml muriner aPD-1 

Antikörper hinzugegeben. Die folgenden Tage wurden die Zellen nur mit muEm und 10 IE/ml 

mIL-2 versorgt und wurden am 8.Tag geernet. 

 

Dendritische Zellen aus dem Knochenmark 

Die oben angesetzte kleine Falsche mit Knochenmark Zellen wurde mit 20 ng/ml murinem IL-

4 und 20 ng/ml GM-CSF versetzt und die folgenden Tage mit muEm und den beiden Zytokinen 

versorgt. Am 5 Tage wurden 1*106 heat-shocked-tumorzellen zu den dendritischen Zellen 

hinzugefügt (Verfahren gleich wie bei den CTL’s). Am 6. Tage wurden 1000 IE/ml TNF- 

hinzugegeben und erneut für 48 Stunden inkubiert, bevor sie geerntet wurden. 

3.2.5. Viabilitätsmessungen 

Es wurden jeweils 2500 Tumorzellen der humanen Zelllinien abgezählt und auf einer 96 well-

plate ausgesät. Die verwendeten Tumorzellen besaßen eine Gentransduktion mit dem luc-2 

Gen und konnten daher das Enzym Luciferase exprimieren. Zu den Tumorzellen wurden 

unterschiedliche Kombinationen von den Effektorzellen hinzugegeben. Es handelte sich hier 

um Effektorzellen von Tag 14. Die wells am Rand der Platten wurden frei gelassen und auf 

jeder Platte wurden zwei Spalten nur mit Tumorzellen belassen als Referenzwert. Zu den 

anderen Tumorzellen wurden die Effektorzellen hinzugegeben. Alle wells wurden auf 2 ml mit 

Mischmedium aufgefüllt und es wurde 200 µg/ml Luciferin in die wells mit Tumorzellen 

pipettiert. Die Platten wurden anschließend abgedeckt für 72 Stunden in den Inkubator gestellt, 
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täglich gesichtet und mit Medium aufgefüllt. Nach 72 Stunden wurden die Platten im Victor 

Nivo Multimode Microplate Reader gemessen und die Daten als Exel-Tabelle exportiert. Die 

Werte der jeweiligen Platte wurde auf den Referenzwert der Platte bezogen. 

 

3.2.6. Durchführung der In-vivo Experimente 

 

Versuchstiere 

Für die Versuche wurden zwei unterschiedliche Mäusestämme benutzt. Die Mäuse des 

Stammes NOD-scidIL2Rgnull und C57/Bl6 wurden bei Jackson Laboratory bestellt und in 

eigener Zucht vermehrt. Alle Untersuchungen wurden an 6 Wochen alten männlichen und 

weiblichen Mäusen durchgeführt. Die Mäuse waren einem künstlichen Tag/Nacht-Rhythmus 

von 12 Stunden und einer Temperatur von 20-22° ausgesetzt. Futter und Wasser erhielten die 

Mäuse alle ad libidum. Alle Tierversuche wurden nach den FELASA Richtlinien durchgeführt 

und wurden von der lokalen Ethik Kommission durch Tierversuchsanträge bewilligt.  Während 

die Tiere sich in einem Versuch befanden, wurden sie täglich gesichtet und ihr Zustand anhand 

von Scores bewertet. Sobald ersichtlich war, dass die Tiere gefährdet, krank oder sonstige in 

den Scores festgelegten Merkmale aufwiesen, wurden die Versuche beendet. In den 

durchgeführten Versuchen wurden den Mäusen subkutan in den Flanken Tumorzellen injiziert, 

die sich nach definierter Zeit zu soliden Tumoren entwickelten. Die Größe der Tumore 

überschritt nie die Grenze von 2x2cm.  

 

Humanisierung der Mäuse 

Für das humane Mausmodel wurden Mäuse des Stammes NOD-scidIL2Rgnull verwendet. Um 

bei den Mäusen ein humanes Immunsystem zu simulieren, wurden diese mit aufgereinigten 

PBMC’s von Spendern oder den Patienten humanisiert. Hierfür wurden 1*107 PBMC Zellen 

abgezählt und jeweils einer NSG-Maus intraperitoneal (i.p) injiziert. Um die Anreicherung der 

humanes Immunzellen in den Mäusen nachzuweisen, wurden die Milzen der Mäuse mittels 

FACS-Analyse und Immunohistochemie auf humane Immunzellen untersucht. Für das patient 

derived xenograft (PDX) Model wurde aus dem EDTA-Blut der Patienten PBMC’s aufgereinigt 

und ebenfalls den NSG Mäusen i.p injiziert. Hierzu wurden 2,5*106 PBMC’s verwendet. Die 

Humanisierung der Mäuse erfolgt stets an Tag 1 der Versuche. Um ein ausgeprägte graft-

versus-host-disease (Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion) zu verhindern, wurden die Tiere auf 

Anzeichen dieser gescort und der Versuch dementsprechend abgebrochen. 

 

Versuchsablauf im humanisierten Mausmodel 

Für das humanisierte Mausmodel und für die PDX Modelle wurden die Mäuse des Stammes 

NOD-scidIL2Rgnull (NSG) verwendet. Die mindestens 6 Wochen alten Mäuse wurden am 
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ersten Versuchstag humanisiert durch eine i.p. Injektion mit 1*107 PBMC. Hierfür wurden die 

Mäuse mit Ketamin/Xylazin [100 mg/kg body weight (BW) i.p./ 0.5 mg/kg BW i.p] narkotisiert 

und analgesiert. Die Tumorzellen [5*106 Zellen pro Injektionsseite] wurden den Mäusen 

subkutan in die Flanken injiziert. Ab diesen Zeitpunkt wurden die Mäuse täglich gesichtet und 

gescort. Ab einer Tumorgröße von 40-60 mm3 [meistens Tag 10] wurden die Tumore im 3-

Tages-Rhythmus mit einer Schublehre gemessen und entsprechend der Therapieschemata 

der Gruppen therapiert. Am 24 oder 27.Tag (je nach Tumorgröße) wurde der Versuch beendet 

und es wurden die Tumore, Milzen und das Serum entnommen. Für das humanisierte 

Mausmodel wurden die Zelllinien H1975, H441 und JimT1 verwendet. Um aus den Größen 

auf die Volumina der Tumore zu schließen, wurde mit folgender Formel gerechnet.  

 

V [mm3] = 
𝑙𝑑 [𝑚𝑚]2∗𝑘𝑑 [𝑚𝑚]

2
  ld= Längerer Diameter; kd=kürzerer Diameter 

 

Die Volumina der Tumore wurden in Faltenänderung bei Exel verglichen und mit Prism 

graphisch dargestellt. In Abbildung 6 ist der Versuchsablauf dargestellt.  

 

 

Abbildung 6 Arbeitsablauf und Versuchsdurchführung der in vivo Versuche zum 
Tumorwachstum im humanisierten Mausmodel 
Den NSG Mäusen wurden an Tag 0 1*107 PBMC’s und 2,5*106 der Tumorzellen bilateral, 
subkutan in die Flanken appliziert. An Tag 10. wurden mit den Therapien begonnen und die 
Tumore wurden zweimal wöchentlich gemessen. Bis zum 24. Tag erfolgte die Messung der 
Tumore zweimal pro Wochen. Die Therapien mit aPD1 und den TLR-Agonisten wurden 
zweimal wöchentlich appliziert, die ACT wurde nur einmalig an Tag 10 gegeben. Am 24. Tag 
wurden die Versuche beendet und es erfolgte die Entnahme der Tumore, der Milz und des 
Serums aus den Versuchstieren,  
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Verwendete Therapien in den humanen in-vivo Versuchen 

 

Tabelle 8 listet die in den humanen Modellen verwendete in vivo Therapeutika und die 
angewandte Menge  auf 
 
Tabelle 8: Verwendete Therapeutika im humanisiertem Mausmodel und deren  
Mengenangabe 

Therapeutikum Menge 

PBS  5 mg/kg BW 

aPD-1 10 mg/kg BW 

TLR-Agonisten  100 µg pro Tumor 

- -ODN - -33,3 µg 

- -Gardiquimod - -33,3 µg 

- -IDN  - -33,3 µg 

ACT 5*106 Zellen pro Maus 

- -CIK - 1,25*106 Zellen 

- -LAK - 1,25*106 Zellen 

- --T-Zellen - 1,25*106 Zellen 

- -CTL - 1,25*106 Zellen 

 
Es wurden folgende Therapiekombinationen im humanisierten Mausmodel gegen die jeweils 

3 unterschiedliche Zelllinien H1975, H441 und JimT1 getestet: Kontrollgruppe (PBS), aPD-1 

Monotherapie, TLR-Monotherapie, ACT-Monotherapie, aPD-1 und TLR-Kombitherapie und 

die Triple-Kombinationstherapie (bestehend aus aPD1, TLR-Agonisten und ACT). Die TLR-

Agonisten wurden peritumoral bzw. intratumoral appliziert. ACT, aPD-1 und die PBS-

Kontrollen wurden i.p appliziert.  

 

Murines Mausmodel 

 

Für das murine Mausmodel wurden Mäuse aus dem Stamm C57/Bl6 verwendet und die 

Tumorzellen der Zelllinie KP938.3. Am Tag 1 wurden 5*106 Tumorzellen pro Seite subkutan 

in die Flanken injiziert. Ab einer Größe der Tumore von 40-60mm3 wurde mit der Therapie 

begonnen und mit der Größenmessung im 3-Tages-Rhythmus begonnen. Auch hier wurden 

die oben genannten Therapiekombinationen verwendet und im 3 Tages-Rhythmus 

verabreicht. Die Mengenangaben im humanen Mausmodel für die TLR-Agonisten (hier wurden 

auch die gleichen TLR-Agonisten benutzt) und die ACT entsprechen denen des humanen 

Models. 
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Tabelle 9 listet die verwendeten Therapeutika der murinen in vivo Versuche und deren Menge 
auf 
 
Tabelle 9: Verwendete Therapeutika im murinen Mausmodel und deren Mengenangaben 

Therapeutikum Menge 

Ig-G Kontrolle 5 mg/kg/BW 

aPD-1 10 mg/kg/BW 

 

3.2.7. Humanisiertes Patient-Derived-Xenograft Mausmodel 

 

Die Tumorgewebsproben wurden vom Institut der Pathologie der Uniklinik Köln aus dem 

Lungengewebe entnommen und in 2x2 cm großen Stücken in PBS gelagert und an uns 

übergeben. Die Weiterverarbeitung der Fragmente erfolgte immer am gleichen Tag der 

Entnahme. Die Tumorfragmente wurden durch einen 40 µm Cell-Strainer gegeben oder in 

kleinere Stücke (1-2mm3) zerschnitten, mehrfach mit PBS gewaschen und in eine 

Gewebskulturflasche überführt und mit Mischmedium kultiviert. Die Zelllinien wurden über 

mehrere Passagen kultiviert, um Tumorzellen von Fibroblasten zu differenzieren. Für spätere 

Versuche wurden die sauberen Zelllinien in freezing medium im -150° Stickstofftank 

aufbewahrt. 

Die PDX Modelle unterscheiden sich in der Methodik im Versuchsablauf leicht von dem des 

humanisierten Models. Die 5*5 mm großen Tumorfragmente der Patienten wurden den 

Mäusen unter Narkose subkutan in die Flanken implantiert und in den danach folgenden 

Wochen beobachtet und gemessen. Bei einer gemessenen Größe von 2x2cm wurden die 

Tumore den Mäusen entnommen, erneut in kleine Fragmente zerlegt und in eine neue 

Generation transplantiert. So wurde bis zur 4. Generation verfahren. Die Mäuse, die Tumore 

der 4. Generation trugen, wurden ab einer gemessenen Größe der Tumore von 1x1cm 

humanisiert mit PBMC des Patienten, dessen Tumor in der Maus initial implantiert wurde. 10 

Tage nach der Humanisierung wurde mit der Messung der Tumoren und Gabe der Therapie 

im 3-Tages-Rhythmus begonnen. In diesem Model wurde eine Triple-Therapie mit der mit 

einer Kontrollgruppe, die nur humanisiert wurde, verglichen.  
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Abbildung 7 Versuchsablauf im Patient-Derived-Xenograft Model 
Für das PDX-Model wurde Primärmaterial durch die Thoraxchirurgie bereitgestellt. Die 
Tumorfragmente wurden in kleinere Stücke zerlegt und den Mäusen subkutan in die Flanken 
implantiert. Aus dem Blut der Patienten wurden PBMC’s isoliert. Diese wurden zu 
Effektorzellen differenziert und zur Humanisierung der Tumor-tragenden Mäuse verwendet. 
Die Mäuse wurden im 3 Tages-Rhythmus therapiert und die Tumore mit der Schublehre 
gemessen. Am 27. Tag wurde der Versuch beendet und die Tumore, Milzen und das Serum 
der Mäuse entnommen und für weitere Analysen verwendet.  
 
 

3.2.8. Durchflusszytometrie 

 

Vorbereitung 

Für die Analyse mittels Durchflusszytometrie wurden die jeweiligen Vorbereitungen getroffen. 

Die entnommenen Tumore und Milzen aus den in-vivo Versuchen der Mäuse wurden in 

geeignete Fragmente geteilt und durch einen 40µm cell-strainer gegeben. Die Filtrate wurden 

in Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und mit 1 ml FACS-Puffer bzw. mit ACK-Lyse-Puffer 

aufgefüllt. Der ACK-Lyse-Puffer wurde nur bei den Milzen verwendet und störende 

Erythrozyten zu zersetzen. Es verfolgte eine Inkubation bei 4°C über 30 min in einer 

Dunkelkammer. Danach wurden die Proben bei 400 rcf 4°C für 4 min zentrifugiert (Verfahren 

für jeden weiteren Waschvorgang) . Der Überstand wurde verworfen und erneut mit FACS-

Puffer gewaschen.  
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Oberflächenfärbung 

Die Färbung wurde weiterhin in den Eppendorf-Reaktionsgefäßen durchgeführt. Die für die 

Oberflächenfärbung verwendeten Antikörper können aus der untenstehenden Tabelle 

entnommen werden. Da sowohl humane als auch murine Zellen gefärbt wurden, wurden zwei 

Panels optimiert. Zu den Proben wurde jeweils 0,5 µl der Antikörper gegeben und mit der 

Pipette suspendiert. Das Zombie Aqua Fixable Viability Kit wurde zu Differenzierung 

lebende/tote Zelle verwendet. Dafür wurde 0,1 µl der Stammlösung zu jeder Probe 

hinzugefügt. Nachdem alle extrazellulären Marker den Proben beigefügt wurden, wurden sie 

auf einem Vortex geschüttelt, abgedeckt und bei 4°C in der Dunkelkammer für 30 min inkubiert.  

Nach der Inkubation wurden die Proben mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und mit 1ml der 

Fixierungslösung fixiert und erneut für 15 min bei Raumtemperatur abgedunkelt inkubiert. 

Nach der Fixierung folgte ein weiterer Waschvorgang.  

 

Intrazelluläre Färbung 

Die Proben wurden mit 1ml der Permeabilisierungslösung für 15 bei 4°C inkubiert und danach 

erneut gewaschen. Danach erfolgte die intrazelluläre Färbung mit 0,5 µl der Marker (IFN-g und 

FOXP3) und eine anschließende Inkubation für 30 min bei 4°C in der Dunkelkammer. Die 

Proben wurden erneut gewaschen und mit 100 µl facs puffer gelöst in FACS-Röhrchen 

überführt.  

 

Auswertung und Gating Strategie 

Die Auswertungen der gemessenen Daten erfolgten mit der Software Kaluza und es wurden 

die dazugehörigen Abbildungen erstellt. Diagramme wurden mit GraphPad 8 erstellt. 

Im ersten Schritt wurden die Singlets identifiziert, in dem man foward scatter Fläche (FSC-A) 

gegen Höhe (FSC-H) aufgetragen hat und die Population mit einem linearen Zusammenhang 

ausgewählt hat. Die Auftragung FSC-A gegen SSC-A diente der Identifikation der von 

Lymphozyten anhand ihrer Größe und Granularität. Damit nur vitale Zellen für die Auswertung 

eingeschossen wurden, wurde CD3 gegen unseren Vitalität-Marker (Zombie-UV) aufgetragen. 

Nach dem Basis-Gating konnten dann einzelne Lymphozyten Fraktionen und ihre Proliferation 

genauer untersucht werden.  
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Antikörper-Panel 

Tabelle 10 listet die verwendeten humane und murinen Antikörper für die jeweiligen Kanäle 
des Durchflusszytometers auf 
 
 
 
 
 
Tabelle 10: Verwendeten humane und murinen Antikörper für die jeweiligen Kanäle des 
Durchflusszytometers  

FL1 FL2 FL3 FL4 FL5 
 

FITC PerCP-

Cy5.5 

PE PE-Dazzle PE-Cy7 

Mouse CFSE CD45 FOxP3 IFN-g CD3 

Human CFSE / Ki67 CD56 FOxP3 IFN-g gdTCR 

 

 
 

FL6 FL7 FL8 FL9 FL10 
 

APC AF700 APC-Fire750 BV421 BV 510 

Mouse PD1 NK1.1 gdTCR CD8 frei 

Human CD4 CD8 CD16 CD69 IL-2 

 

 
 

FL11 FL12 FL13 FL14 
 

BV605 BV785 BUV395 BUV737 

Mouse Ki67 CD4 Live/Dead CD69 

Human PD1 CD45 Live/Dead CD3 

 

3.2.9.       Immunhistologie 

 

Aus den in-vivo Versuchen entnommenen Tumore und Milzen (bzw. die Primärtumore der 

Patienten) wurden in 4 % (v/v) Formalinlösung fixiert für 24 Stunden und danach mit PBS 

gewaschen. Alle fixierten Proben wurden in Paraffin fixiert und mit den unten beschriebenen 

primären Antikörpern gefärbt (durch Alexandra Florin vom Institut für Pathologie des 

Universitätsklinikums Köln). 3 mm dicke Gewebeschnitte wurden angefertigt, entparaffinisiert 

und mit dem LabVison Autostainer-480S gefärbt. Es wurden Hämatoxylin-Eosin-Färbungen 

und Färbungen mit den primären Antikörpern (CD3, CD4, CD8, CD56, PD-L1, Ki-67, FOX-P3) 

erstellt.  
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3.2.10. Statistik 

 

Statistische Analysen wurden mit Prism 8 durchgeführt. Die in den Abbildungen ... 

dargestellten Daten illustrieren die Mittelwerte der Messungen und deren Standardfehler . Die 

Signifikanzen zwischen zwei Gruppen wurden durch einen zweiseitigen Student’s T-test 

bestimmt. Ab einem p-Wert <0,05 wurden die Ergebnisse der verwendeten statistischen Tests 

als signifikant gewertet und in den Abbildungen mit den entsprechenden * versehen.  
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4. Ergebnisse 

 

Das Protokoll zur Induktion der Effektorzellen aus den PBMC’s wurde stetig optimiert und die 

Phänotypen der Effektorzellen wurden mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Nachdem die 

Phänotypen der Effektorzellen definiert waren, wurde die Effektivität der Effektorzellen 

bezüglich ihrer Toxizität auf die Tumorzellen der Zelllinien H441, H1975 und JimT1 in in-vitro 

Essays getestet. In diesen Experimenten imponierte der synergistische Effekt aller 4 

Effektorzellsubtypen in Kombination auf die Toxizität gegenüber allen 3 Zelllinien. Daher 

wurden für die folgenden in-vivo Versuche die 4 Effektorzellen zusammen als adoptive T-

Zelltherapie (ACT) verwendet. Die Immuntherapien wurden zuerst im humanisierten 

Mausmodel mit den oben beschriebenen Tumorzelllinien getestet. Bei alle drei Zelllinien 

bewirkte die Triple-Kombinationstherapie eine Verringerung in den Tumorvolumina im 

Verlaufe der Versuche. Daher wurde im PDX Model und im autochthonen KP-Model die 

Auswirkung von dieser Therapie auf die Tumore gegenüber der Kontrollgruppe untersucht. Die 

Tumore aller Therapiegruppen wurden nach den in-vivo Versuchen auf Infiltrationen mit 

Immunzellen untersucht und das Serum der Mäuse wurde auf Zytokine untersucht.  

 

 

3.3 Phänotypisierung der Effektorzellen mittels Durchflusszytometrie zeigt 

erfolgreiche Proliferation in die unterschiedlichen Immunzelltypen in vitro 

 

Die Phänotypisierung der humanen Effektorzellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die 

Effektorzellen wurden entsprechend dem Protokoll 7-14 Tage in der Zellkultur differenziert, 

proliferiert und expandiert. An Tag 7 und 14 wurden die Effektorzellen mit entsprechenden 

Antikörpern (Tabelle 8) gefärbt und im Durchflusszytometer gemessen. In Abbildung 8 wird 

exemplarische eine Einzelmessung der Effektorzellen dargestellt zur Illustration der sich 

entwickelten Phänotypen. Die PBMCs, bei denen keine Differenzierung erfolgte und damit 

einen Vergleichswert darstellten, zeigten einen Anteil von 3,5 % natürlichen Killerzellen (CD 

56+/CD3-) und einen Anteil von 26,07 % T-Zellen (CD56-/CD3+) unter allen CD45+/lebenden 

Zellen am 7.Tag (Abb. 8). In der Population der naiven PBMCs waren nur 0,39 % T-Zellen 

unter den CD45+/alive Zellen nachweisbar. Die Induktion der LAKs erfolgte ausschließlich mit 

IL-2 Gabe in der Zellkultur und führte zur sichtbaren Differenzierung des Phänotyps der 

Natürlichen Killerzellen (CD56+/CD3-) am 7. Tag. Im Vergleich zu den naiven PBMC 

veränderte sich der Anteil an T-Zellen (CD56-/CD3+) und der Anteil der T-Zellen unter den 

CD45+/alive der LAK Population nicht. Unter den CD45+/alive Zellen konnte am Tag 14 mit 

11,46 % CD56+/CD3+ ein erhöhter Anteil an NKT-Zellen in Vergleich zu den PBMCs 
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nachgewiesen werden. Es zeigte sich auch ein höherer Anteil an CD56-/CD3+ Zellen (84,48 

%) unter den CIKs, die sich in 65,61 % CD4+ und 29,26 % CD8+ T-Zellen unterteilen ließen. 

Die Proliferation der T-Zellen mit Zoledronsäure führte zu einem Anteil von 10, 94 % T-

Zellen innerhalb dieser Population im Vergleich zu einem Anteil von 0,39 % unter den PBMCs.  

Zusammenfassend lässt sich daher sagen, dass die LAK‘s am Tag 8 einen NK Phänotyp, die 

CIK’s einen NK-T-Zell Phänotyp und die T-Zellen einen T-Zell Phänotyp aufwiesen (Abb. 8).  
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Abbildung 8 Effektorzellen zeigen durch die in-vitro Proliferation eine Differenzierung 
zu unterschiedlichen immunologischen Phänotypen 
1.A-C) PBMC‘s mit IL-2 Stimulation an Tag 7 nach Isolation aus buffy coats 2.A-C) LAK‘s an 
Tag 7 nach Stimulation, 3.A-C) CIK‘s an Tag 7 nach Stimulation, 3.D-F) CIK‘s an Tag 14 nach 

Stimulation, 4.A-C) T-Zellen an Tag 7 nach Stimulation und 4.D-F.) T-Zellen an Tag 14 
nach Stimulation. Die Effektorzellen wurden nach Protokoll über 7-14 Tage in der Zellkultur 
mit Zytokinen zur Proliferation und Differenzierung angeregt und am 7 bzw. 14. Tag mittels 
Antikörper für die Phänotypisierung mit der Durchflusszytometrie gefärbt. Für die Typisierung 
wurde zuerst ein Basis Gating durchgeführt, bei dem im ersten Schritt Singlet Zellen 
ausgewählt wurden und im zweiten Schritt diese dann auf Grund Ihren Granulität den 
Lymphozyten zugeordnet werden konnten. Im nächsten Schritt wurden CD45+ Zellen lebende 
unter den in den ersten beiden Schritten selektierten Zellen herausgefiltert. Diese 
CD45+/lebenden Zellen wurden dann weiter auf Indentifizierungsmarker gefiltert. LAK‘s zeigen 
im Vergleich zu PMBCs einen Natürlichen-Killerzellen-Phänotyp (CD3-/CD56+). Unter allen 
CD45+alive Zellen lassen sich 48,31 % der LAK‘s dem NK-Phänotyp zuweisen, bei den 
PBMCs beträgt der Anteil nur 3,52 %. CIK‘s zeigen einen höheren Anteil des NK(T)-Phänotyps 
(CD56+/CD3+) mit 11,46 % im Gegensatz zu den PBMCs mit 0,6 % an Tag 14. Mit einem 

Anteil von 10,94 % zeigen die T-Zellen den höchsten in diesem Phänotyp unter den 
Effektorzellen.  
 

3.4 Viabilitätsmessung zeigt starken antitumoralen Effekt der kombinierten 

Effektorzellen in vitro 

 

Die durchgeführten Viabilitätsmessungen dienten zum Nachweis der toxischen Wirkung der 

Effektorzellen in-vitro und wurden wie oben beschrieben mit den humanen Zelllinien (H1975, 

H441 und JimT1) durchgeführt. Die  Viabilitätsmessungen wurden durchgeführt, in dem 2500 

target cells (T-Tumorzellen) abgezählt auf einer 96-well-plate ausgesät wurden. Die hier 

benutzten Tumorzellen besaßen eine Gentransduktion mit dem Gen luc2 (Luciferase-Gen). 

Dieses kann bei Anwesenheit von Luciferin eine Biolumineszens erzeugen durch die 

Umwandlung von Luciferin zu Oxyluciferin. Dieses Licht kann durch den Detektor gewertet 

werden und korreliert mit der Viabilität der Tumorzellen in den jeweiligen wells. Zu den 

Tumorzellen der Linien H441, H1975 und JimT1 wurden die unterschiedlichen 

Effektorzelltypen im Einzelnen und die Kombination aller vier Effektorzellen in einem 

bestimmten Effektor-/Tumorzell Verhältnis hinzugegeben (Abb. 9).  Bei allen Tumorzelllinien 

konnte nachgewiesen werden, dass die Kombination aller vier Effektorzellen (CIK‘s, LAK‘s, -

T-Zellen und CTL‘s) die niedrigste Viabilität der Tumorzellen im 1:1 und 3:1 Verhältnis messen 

ließ (Abb. 9). Auch im Verhältnis von 10:1 und 30:1 dominierte ein wirksamer Effekt der 

Kombination aller vier Typen, jedoch zeigte in diesen Verhältnissen auch die alleinige 

Anwendung von T-Zellen einen tödlichen Effekt auf die Tumorzellen.  

Es konnte auch gezeigt werden, dass T-Zellen isoliert einen negativen Einfluss auf das 

Überleben der Tumorzellen zeigen im Vergleich zu den anderen Effektorzellen in isolierter 

Betrachtung (Abb. 9). Die Daten dieses Versuches mit der Zelllinie H1975 belegten, dass bei 

diesen Tumorzellen ein starker Effekt auf die Viabilität der Zellen durch die alle Effektorzellen 
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besteht, da hier beim Verhältnis 30:1 keine lebenden Tumorzellen mehr detektiert werden 

konnten (Abb. 9). Dieser Effekt konnte hier auch für die T-Zellen gezeigt werden (Abb. 9). 

Bei den H441 und JimT1 Zelllinien zeigte sich ein eher konstanter Effekt auf die Viabilität auch 

bei höherem Verhältnis zugunsten der Effektorzellen. Das relative Überleben bei der JimT1 

Linie lag bei allen Verhältnissen zwischen 25 %-35 % (Abb. 9). Hier zeigte sich kein stärkerer 

Einfluss bei Erhöhung der Effektorzellzahl. Der gleiche Effekt konnte bei der H441 gezeigt 

werden (Abb. 9).  

Folglich kann zusammengefasst werden ,dass die Kombination der vier Effektorzellen bei allen 

drei Zelllinien einen starken antitumoralen Effekt zeigte und sich daher negativ auf das 

Überleben der Tumorzellen nach 72 Stunden auswirkte (Abb. 9). Als Monotherapie zeigten die 

T-Zellen den größten toxischen Effekt. Schlussfolgernd aus dem Versuch ergab sich für die 

weiteren in vivo Versuche der Entschluss, dass die Kombination von allen vier Effektorzellen 

den stärksten zytotoxischen Effekt auf die Tumorzellen hatte. Daher wurde in den in vivo 

Versuchen stets die vierfach Kombination der Effektorzellen angewendet.  

 

Abbildung 9 Kombination aller Effektorzellen im in-vitro Viabilitäts-Essay  
Es wurden Viabilität-Messungen durchgeführt, bei denen Lumineszenzlicht detektiert wurde 
und mit der Menge an absorbiertem Licht eine Korrelation auf lebendige Tumorzellen zeigt. 
Die Daten der Messungen wurden an Exel übermittelt und auf Vergleichswerte bezogen, die 
aus den Tumorzellen ohne hinzugefügte Effektorzellen ermittelt wurden. In den Graphen 
dargestellt ist das relative Überleben der Tumorzellen in Abhängigkeit von dem 
Effektorzell/Tumorzell Verhältnis. Die Messungen wurden 3 mal wiederholt und hier wurde der 
Mittelwert angegeben. In A wurde diese Messung mit den Tumorzellen der Zelllinie H1975, in 
B mit der Zelllinie JimT1 und in C mit der Zelllinie H441 durchgeführt.  
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3.5 In-Vivo Experimente 

 

3.5.1. Immunhistologie bestätigt erfolgreiche Humanisierung der NSG-Mäuse 

mit humanen Immunzellen 

 

Für die in-vivo Experimente wurden Mäuse des Stammes NOD-scidIL2Rgnull verwendet und 

mit humanen PBMC’s von Spendern der Transfusionmedizin humanisiert. Die PBMC’s wurden 

nach dem oben beschriebenen Protokoll aus den buffy coats isoliert und es wurden 1*107 

Zellen abgezählt und den Mäusen i.p. appliziert. Es wurden 3 NSG-Mäuse verwendet um das 

Vorhandensein von humanen Zell in den Milzen dieser Mäuse nachzuweisen. In Abbildung 10 

ist exemplarisch die Milz einer humanisierten und einer nicht humanisierten NSG Maus 

dargestellt und es wurde die Infiltration mit CD3, CD4 und CD8 positiven Immunzellen 

verglichen. Mit diesem Versuch sollte geprüft werden, inwiefern sich die humanen 

Immunzellen in den Milzen der Mäuse anreichern können. Es konnte eine starke Infiltration 

mit humanen CD3+, CD4+ und CD8+ Immunzellen in den humanisierten Mäusen 

nachgewiesen werden (Abb. 10). Die alleinige Betrachtung der CD3+ Zellen belegte eine sehr 

starke Infiltration der Immunzellen in das Immunsystem der Maus und bestätigte die Zirkulation 

der Immunzellen im Kreislauf. Um in dem humanisierte Mausmodel ein humanes 

Immunsystem zu konstruieren und damit ein humanes Zusammenspiel zwischen den 

Tumorzellen und den Immunzellen zu ermöglichen, war es von grundlegender Bedeutung 

humane Immunzellen in den Milzen der Mäuse zu identifizieren. Folglich konnte nun mit den 

in-vivo Versuchen mit den Tumorzellen im humanisierten Mausmodel begonnen werden.  
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Abbildung 10 Erfolgreiche Humanisierung der Versuchstiere mit aus PBMC’s 
gewonnenen humanen Immunzellen 
Die Milz der Maus wurde 10 Tage nach Applikation der PBMC‘s entnommen und für eine 
immunohistologische Untersuchung mit humanen Antikörpern gefärbt. Hier dargestellt sind die 
Färbungen mit CD3, CD4, CD8 und die HE-Färbung. A zeigt die Milz einer NSG Maus, die 
keine humanen Zellen appliziert bekommen hat B zeigt die Milz einer Maus bei der an Tag 1 
1*107 PBMC’s i.p appliziert wurden. Im Vergleich zur nicht humanisierten Maus konnte in den 
humanisierten Mäuse eine erhöhte Infiltration des Milzgewebes mit humanen CD3+, CD4+ 
und CD8+ T-Zellen gezeigt werden.  
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3.5.2. Triple Immuntherapie führt in allen subkutanen Tumoren im 

humanisierten Mausmodel zu einer deutlichen Regression der 

Tumorgröße  

 

Nachdem durch die Immunhistologie die Infiltration mit humanen Immunzellen belegt werden 

konnte, wurden Tumorzellen subkutan in die Flanken injiziert und das Tumorwachstum 

innerhalb einer Zelllinie unter unterschiedlichen Therapiegruppen verglichen. Die Tumore 

wurden am Therapiestart (Tag 10) das erste Mal gemessen und danach wurden die Mäuse im 

3-Tages-Rhythmus gemessen und therapiert. Es wurden die Volumina der Tumore bestimmt 

und als fold change, also Veränderung zum Ausgangsvolumen, angegeben und in den 

nachfolgenden Graphen dargestellt.  

 

Tumorwachstum der Zelllinie H1975 (Adenokarzinom der Lunge) 

In diesem Model wurde das Tumorwachstum der H1975 Zelllinie im humanisierten Model unter 

den unten beschriebenen Therapiekombinationen untersucht. Im Vergleich zur 

Kontrollgruppe, die only humanized darstellt, zeigt sich bei allen Therapiegruppen außer der 

aPD1-Antikörper-Therapie an Tag 24 ein signifikant geringeres Tumorvolumen (Abb. 11 und 

12). Eine Verkleinerung der Tumorvolumina erzielten die Therapien mit den TLR-Agonisten in 

Monotherapie, die Kombination aus TLR-Agonisten und aPD1-Antikörpern sowie die Triple-

Kombinationstherapie (Abb. 11 und 12). Die Monotherapie mit aPD1-Antikörpern führte zu 

einem geringeren Volumina der Tumore an Tag 24 im Vergleich zur Kontrollgruppe, konnte 

jedoch keinen signifikanten Unterschied der Volumina bewirken. Die Wirksamkeit der Triple-

Kombinationstherapie auf die Tumorvolumina konnte bereits an Tag 13 mit einem 

signifikantem Unterschied zwischen den Volumina dieser Therapie mit der Kontrollgruppe 

bewiesen werden (Abb. 12). Dieser Unterschied konnte an allen folgenden Messtagen  

bestätigt werden. Allein die Triple-Kombinationstherapie zeigte an allen Messtagen eine 

Verkleinerung und damit eine Remission (fold change < 1) der Tumore im Vergleich zur Größe 

vor der Therapiegabe. 
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Abbildung 11: Triple Kombinationstherapie führt zur Verkleinerung der subkutanen 
H1975 Tumore im humanisierten Mausmodel 
Die gemessenen Volumina der Tumore wurden den Messungstagen entsprechend gegen fold-
change (Faltenänderung) aufgetragen. Wobei im Graph 1 (gestrichelte Linie) einem fold 
change von 1 entspricht und damit für keine Änderung im Wachstum steht. Eine 
Faltenänderung unter 1 entspricht einer Verkleinerung und über 1 einer Vergrößerung der 
Volumina der Tumore. Es wurden 6 unterschiedliche Therapien verglichen: Kontrollgruppe - 
nur humanisiert (n=10), TLR-Agonisten Monotherapie (n=8), aPD1-Antikörper (n=8), TLR-
Agonisten und aPD1-Antikörper Kombinationstherapie (n=8), ACT Monotherapie (n=9) und 
TLR-Agonisten, aPD1-Antikörper und ACT Kombinationstherapie (n=10). Aufgetragen sind die 
Mittelwerte der Volumina der Tumore mit Standardfehler.  
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Abbildung 12: Darstellung der signifikanten Verkleinerungen der H1975 Tumore unter 
Triple Immuntherapie an den festgelegten Messtagen 
Dargestellt sind hier die Mittelwerte mit Standardfehler der Tumorvolumina in fold-change an 
den gegebenen Messtagen. An Tag 24 konnte man bei allen Therapiegruppen außer der 
aPD1-Antikörper Monotherapie eine signifikante Verkleinerung der Volumina im fold change 
messen. Die Triple Kombinationstherapie zeigte bereits an Tag 13 eine signifikante 
Verkleinerung. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem T-Test (* p < 0,05; ** p < 0,01; ;*** 
p < 0,001, **** p < 0,0001).  
 
 

Tumorwachstum der Zelllinie H441 (Adenokarzinom der Lunge) 

In diesem Model mit der Zelllinie H441 wurde das Tumorwachstum der Therapiegruppe 

untersucht und mit der Kontrollgruppe (only humanized) verglichen. Wie auch im H1975-Model 

zeigte sich in diesem Model eine signifikante Verkleinerung der Tumorvolumina an Tag 24 bei 

den Therapiegruppe, die die Triple-Kombinationstherapie oder die Kombination aus TLR-

Agonisten und aPD1-Antikörpern erhielten (Abb. 13 und 14). Die Monotherapie mit der ACT  

führte zu einen signifikant geringeren Volumen im Vergleich zur Kontrollgruppe, jedoch nicht 

zu einer Verkleinerung der Tumore zum Anfangsvolumen (Abb. 14). Die Monotherapien mit 

aPD1-Antikörpern oder TLR-Agonisten konnten bei dieser Zelllinie keinen signifikanten Effekt 

auf eine Verringerung der Volumina im Verlauf erzielen. Die Triple-Kombinationstherapie 

zeigte hier als einzige Therapie an Tag 17 und 21 eine Verkleinerung der Tumore zum 

Ausgangswert von Tag 10 (Abb. 14). 
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Abbildung 13: Triple Kombinationstherapie führt zur Verkleinerung der subkutanen 
H441 Tumore im humanisierten Mausmodel 
Die gemessenen Volumina der Tumore wurden den Messungstagen entsprechend gegen fold-
change (Faltenänderung) aufgetragen. Wobei im Graph 1 (gestrichelte Linie) einem fold 
change von 1 entspricht und damit für keine Änderung im Wachstum zum Anfangswertsteht. 
Eine Faltenänderung unter 1 entspricht einer Verkleinerung und über 1 einer Vergrößerung 
der Volumina der Tumore zum Anfangswert (Tag 10). Es wurden 6 unterschiedliche Therapien 
verglichen: Kontrollgruppe - nur humanisiert (n=8), TLR-Agonisten Monotherapie (n=9), aPD1-
Antikörper (n=10), TLR-Agonisten und aPD1-Antikörper Kombinationstherapie (n=6), ACT 
Monotherapie (n=12) und TLR-Agonisten, aPD1-Antikörper und ACT Kombinationstherapie 
(n=10). Aufgetragen sind die Mittelwerte der Volumina der Tumore mit Standardfehler.  
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Abbildung 14: Darstellung der signifikanten Verkleinerungen der H441 Tumore unter 
Triple Immuntherapie an den festgelegten Messtagen 
Dargestellt sind hier die Mittelwerte mit Standardfehler der Tumorvolumina in fold-change an 
den gegebenen Messtagen. An Tag 24 konnte man bei allen Therapiegruppen außer der 
aPD1-Antikörper Monotherapie eine signifikante Verkleinerung der Volumina im fold change 
messen. Die Triple Kombinationstherapie zeigte bereits an Tag 17 eine signifikante 
Verkleinerung. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem T-Test (* p < 0,05; ** p < 0,01; ;*** 
p < 0,001, **** p < 0,0001).  
 
 

Tumorwachstum der Zelllinie JimT1 (Mammakarzinom) 

 

In den Abbildungen 15 und 16 ist das Tumorwachstum der Zelllinie JimT1 im humanisierten 

Model unter den verschiedenen Therapien dargestellt. Die Triple-Kombinationstherapie zeigte 

auch hier einen signifikanten Unterschied im Tumorvolumen an Tag 24 und führt zu einer 

Verkleinerung der Tumore im Vergleich zur Kontrollgruppe (only humanized). Identisch zu den 

Versuchen mit den Linien H441 und H1975 führte hier als einzige Therapie die Triple-

Kombinationstherapie zu einer Verringerung der Tumore im Vergleich zum Ausgangswert an 

Tag 13, 17, 21 und 24. Die anderen Therapien erzielten in diesem Model keine signifikante 

Änderung in den Tumorvolumina im Vergleich zur Kontrolle. Die ACT-Monotherapie scheint in 

diesem Model einen eher negativen Einfluss auf die Änderung der Tumorvolumina zu haben 

(Abb. 15 und 16). 
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Abbildung 15: Triple Kombinationstherapie führt zur Verkleinerung der subkutanen 
JimT1 Tumore im humanisierten Mausmodel 
Die gemessenen Volumina der Tumore wurden den Messungstagen entsprechend gegen fold-
change (Faltenänderung) aufgetragen. Wobei im Graph 1 (gestrichelte Linie) einem fold 
change von 1 entspricht und damit für keine Änderung im Wachstum zum Anfangswertsteht. 
Eine Faltenänderung unter 1 entspricht einer Verkleinerung und über 1 einer Vergrößerung 
der Volumina der Tumore zum Anfangswert (Tag 10). Es wurden 6 unterschiedliche Therapien 
verglichen: Kontrollgruppe - nur humanisiert (n=10), TLR-Agonisten Monotherapie (n=8), 
aPD1-Antikörper (n=7), TLR-Agonisten und aPD1-Antikörper Kombinationstherapie (n=8), 
ACT Monotherapie (n=6) und TLR-Agonisten, aPD1-Antikörper und ACT 
Kombinationstherapie (n=8). Aufgetragen sind die Mittelwerte der Volumina der Tumore mit 
Standardfehler.  
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Abbildung 16: Darstellung der signifikanten Verkleinerungen der JimT1 Tumore unter 
Triple Immuntherapie an den festgelegten Messtagen 
Dargestellt sind hier die Mittelwerte mit Standardfehler der Tumorvolumina in fold-change an 
den gegebenen Messtagen. An Tag 24 konnte man bei allen Therapiegruppen außer der 
aPD1-Antikörper Monotherapie eine signifikante Verkleinerung der Volumina im fold change 
messen. Die Triple Kombinationstherapie zeigte bereits an Tag 17 eine signifikante 
Verkleinerung. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem T-Test (* p < 0,05; ** p < 0,01; ;*** 
p < 0,001, **** p < 0,0001).  
 
 

Zusammenfassung Tumorwachstum aller drei Zelllinien im humanisiertem Mausmodel  

 

In allen Tumoren, die im humanisierten Model mit der Triple-Kombinationstherapie behandelt 

wurden, konnte eine signifikante Verkleinerung der Tumorvolumina an Tag 24 gezeigt werden 

im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Abb. 12, 14 und 16). Keine andere Therapiekombination 

war in allen Gruppen gleichermaßen so effektiv wie diese. In der Übersicht in Abbildung 17 ist 

der Therapieerfolg aller Zelllinien gezeigt. Hier wird zusammenfassend die Remission gezeigt, 

die durch die Gabe der Triple-Kombinationstherapie erzielt werden konnten. Es konnte somit 

durch die Triple-Kombinationstherapie eine Verkleinerung der Tumore von Tag 10 zu Tag 24 

gezeigt werden (Abb. 17).  
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Abbildung 17: Übersicht der signifikanten Verkleinerung der Tumore, die im 
humanisieren Model mit der Triple-Kombinationstherapie behandelt wurden 
In der Abbildung sind die Mittelwerte der Tumorvolumina an Tag 24 nach Tumorinjektion der 
Kontrollgurppe und der Triple-Kombinationstherapie Gruppe mit Standardfehler dargestellt. 
Die Tumorvolumina sind in fold change abgebildet. Ein fold change unter 1 (gestrichelte Linie) 
zeigt eine Verkleinerung der Tumorvolumina. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem T-
Test (* p < 0,05; ** p < 0,01; ;*** p < 0,001, **** p < 0,0001). 
 
 

3.5.3. Tumorwachstum im Patient-Derived-Xenograft Mausmodel unter der 

Triple Kombinationstherapie 

 

In diesem Model sollte die Triple-Kombinationstherapie nun in einem autologen Setting 

getestet werden. Hier stammte sowohl das Tumorgewebe als auch die Immunzellen von dem 

gleichen Patienten. Das Tumorgewebe wurde von der Pathologie der Uniklinik Köln untersucht 

und wurde folgendermaßen eingestuft: Plattenepithelkarzinom mit einer Mutation im PTEN 

und TP53 Gen (Tabelle 9). Auch die PDX-Tumore wurden von der Pathologie erneut 

untersucht und  es zeigte sich eine Persistenz der Mutationen nach den Transplantationen.  

 

Im PDX Model konnte wie in den oben beschriebenen humanisierten Mausmodellen ein 

verringertes Tumorvolumen in den Tumoren, die mit der Triple-Kombinationstherapie 

behandelt wurden, beschrieben werden. Im Gegensatz zu den anderen Modellen konnte 

jedoch keine Verkleinerung der Tumore unter der Triple-Kombinationstherapie detektiert 

werden. Es ist jedoch ein Trend erkennbar, der auf ein verlangsamtes Wachstum hindeutet, 

da die Tumorvolumina im Vergleich zur Kontrollgruppe geringer waren und langsamer 

zunahmen. In diesem Model wurde auf eine Testung von Monotherapien mit PD1-Antikörpern 
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und TLR-Agonisten verzichtet, da das Primärmaterial limitiert vorhanden war und im 

humanisierten Model eine klare Überlegenheit der Triple-Kombinationstherapie gezeigt wurde 

(Abb. 17).   

 

Abbildung 18: Tumorvolumina und deren Veränderung des PDX-Models 
In der Abbildung ist das Wachstum der subkutanen Tumore durch das Tumorvolumen in fold 
change an den Messtagen der Triple-Kombinationstherapie Gruppe (n=8) und der 
Kontrollgruppe (n=5) aufgetragen. Im Graph dargestellte gestrichelte Linie entspricht einer 
Faltenänderung von 1 und steht damit für keine Änderung im Wachstum zum 
Anfangswertsteht. Eine Faltenänderung unter 1 entspricht einer Verkleinerung und über 1 
einer Vergrößerung der Volumina der Tumore zum Anfangswert (Tag 10). Im t-Test konnten 
keine signifikanten Änderungen des Tumorvolumens benannt werden.  
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Abbildung 19: Tumorvolumina des PDX-Models an Tag 24 im Vergleich zur 
Kontrollgurppe 
In der Abbildung ist das Tumorvolumen in fold change der Triple-Kombinationstherapie 
Gruppe und der Kontrollgruppe an Tag 27 nach PDX Implantation dargestellt. Es zeigte sich 
kein signifikanter Unterschied der Tumorvolumina im t-Test. 
 
 
Genanalyse des Primärtumors und der PDX Tumore 

Der Primärtumor und die Tumore der ersten beiden PDX Generationen wurden von der 

Pathologie mit einer Genanalyse untersucht. Im Tumor des Patienten konnte eine Mutation im 

PTEN und im TP 53 Gen nachgewiesen werden. Die Allelfrequenzen waren hier im Vergleich 

zu denen der PDX Tumore etwas niedriger, jedoch konnten die gleichen Mutationen wie im 

Primärtumor bestätigt werden. Bei allen anderen untersuchten Genen wurde ein Wildtyp 

festgestellt mit keinen pathologischen Wert.  
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Tabelle 11 listet die Genanalyse des Primärtumors von Patient 1 und den ersten beiden 
Generationen im PDX auf 
 
Tabelle 11: Genanalyse des Primärtumors und der PDX Tumore des untersuchten PDX 
Models 
 Gen Exon 

Sequenced 

Mutational 

Status 

Allel frequency 

% 

Patient 1 PTEN 1-8 EX5: c.389delG 

p.R130Qfs*4 

57,11 

 TP53 4 (Codon 97-

125), 5,6,7,8 

EX5: c.490A>T 

p.K164* 

45,59 

PDX 1.1 PTEN 1-8 EX5: c.389delG 

p.R130Qfs*4 

99,11 

 TP53 4 (Codon 97-

125), 5,6,7,8 

EX5: c.490A>T 

p.K164* 

83,92 

PDX 1.2 PTEN 1-8 EX5: c.389delG 

p.R130Qfs*4 

97,07 

 TP53 4 (Codon 97-

125), 5,6,7,8 

EX5: c.490A>T 

p.K164* 

72,79 

 

 

3.5.4. Triple Kombinationstherapie führt auch im murinen syngenen Mausmodel 

zu einer Regression der Tumorvolumina 

 

Nachdem sich die Triple-Kombinationstherapie bereits im humanisierten und im autologen 

PDX-Model als die effektivste Therapie erwiesen hatte, wurde diese Therapie nun in einem 

syngenen murinen Mausmodel getestet. In diesem Model ist die Interaktion zwischen 

Tumorzellen und Immunzellen komplett autolog (Kap. 1.4.).  

 

Im syngenen Mausmodel zeigte sich auch ein signifikant verringertes Tumorvolumen bei den 

Tumoren, die mit der Triple-Kombinationstherapie behandelt wurden im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Die Tumore wurden hier ebenfalls an Tag 0 injiziert durch s.c. Applikation der 

Tumorzellen (Abb. 6). Bereits an Tag 13, 3 Tage nach Beginn der Therapie konnte eine 

signifikante Änderung im Tumorvolumen zugunsten der Triple-Kombinationstherapie 

beschrieben werden (Abb. 20). Dieser Trend setzte sich bis zu Tag 24 fort (Abb. 24). Die Tiere 

der Kontrollgruppe und der Monotherapiegruppen mussten an Tag 24 aus dem Versuch 

genommen werden, da sie bereits an diesem Tag ein ethisch nicht mehr vertretbares 

Tumorvolumen aufwiesen. Die Tiere der Triple-Kombinationstherapie Gruppe konnten 7 Tage 
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länger im Versuch belassen werden und wurden an Tag 31 aus dem Versuch genommen. An 

Tag 24 zeigte sich eine signifikante Verkleinerung der Tumore der Triple-

Kombinationstherapie Gruppe im Vergleich zu Tag 10 und spricht somit für eine Remission 

dieser Tumore in der Triple-Kombinationsgruppe.  

 

 

Abbildung 20: Darstellung der signifikanten Verkleinerung der Tumorvolumina im 
syngenen Mausmodel unter der Triple Kombinationstherapie 
In der Abbildung ist der Tumorvolumen Verlauf der Einzeltumore im Verlauf des Versuchs der 
Kontrollgruppe (n=12) und der Triple-Kombinationstherapie Gruppe (n=19) dargestellt. Das 
Tumorvolumen ist in fold change dargestellt. 
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Abbildung 21: Darstellung der signifikant verringerten Tumorvolumina des syngenen 
Mausmodels an Tag 24 unter Triple Kombinationstherapie  
Dargestellt ist das Tumorvolumen der Tumore aus der Kontrollgruppe und der Triple-
Kombinationstherapie Gruppe an Tag 24 nach Tumorinjektion. Es wird der Mittelwert mit 
Standardabweichung dargestellt. Es zeigte sich eine signifikante Verringerung der 
Tumorvolumina der Triple-Kombinationstherapie Tumore im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die 
statistische Auswertung erfolgte mit dem T-Test (*** p < 0,001).  
 
 

3.6 Immunzellinfiltrationen der in-vivo Tumore 

In mehreren Arbeiten konnte bisher gezeigt werden, dass die Rolle von -T-Zellen in der 

Tumor Immuntherapie an stetiger Bedeutung gewinnt, da ihre Infiltration in soliden Tumoren 

mit einem besseren Outcome assoziiert wird (Abb. 5) [68]. Die Anwesenheit von -T-Zellen 

in soliden Tumoren wird als der positivste prognostische Marker in einigen Arbeiten betitelt 

und korreliert mit Ihre Fähigkeit Tumorzellen zu eliminieren [68]. Die Tumore, der in dieser 

Arbeit untersuchten Therapiegruppen wurden daher gezielt auf eine Infiltration mit -T-Zellen 

untersucht. Auch eine Infiltration mit CD8+, CD4+, und NK-Zellen zeigte in von Patienten 

untersuchten Tumoren ebenfalls ein günstigeres Outcome verglichen mit  andere 

Immunzellpopulationen [13], [68] und wurden daher in der Untersuchung der infiltrierenden 

Immunzellen dieser Arbeit fokussiert.  

 

Die Infiltration der Immunzellen wurden mit der Durchflusszytometrie und der Immunhistologie 

untersucht. In den nachfolgenden Ergebnissen werden die prominentesten Ergebnisse 

dargestellt und gegenübergestellt. Da es von großer Bedeutung ist, die Infiltrationen mit dem 
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Tumorwachstum in Verbindung zu bringen, werden im Folgenden die Infiltrationen der 

Kontrollgruppen mit den Infiltrationen der Therapien verglichen, die einen signifikanten 

negativen Einfluss auf das Tumorwachstum hatten. Bei allen oben beschriebenen Modellen 

war diese Therapie die Triple-Kombinationstherapie (Abb. 12,14,16,19 und 21). Im 

humanisierten Model und PDX-Model wurden humanen Antikörper und im syngenen KP-

Model murine Antikörper verwendet zur Detektion der Immunzellen (Tabelle 8). In allen 

Modellen imponierte eine erhöhte Infiltration mit NKT-Zellen und -T-Zellen in den Tumoren, 

die mit der Triple-Kombinationstherapie behandelt wurden und korrelierte mit einem 

verringerten Tumorwachstum in den oben beschriebenen Mausmodellen. 

 

3.6.1. Triple Kombinationstherapie führt zu einer erhöhten Immunzellinfiltration 

in den Tumoren  

 

Infiltrationen in den humanisierten Mausmodellen 

Zelllinie H1975  

Die Tumore der Mäuse wurden am 24. Tag nach Injektion aus den Mäusen entnommen und 

für die Durchflusszytometrie vorbereitet, indem sie durch einen Cell-strainer gegeben wurden 

und mit humanen Antikörpern gefärbt wurden. In der Untersuchung der Durchflusszytometrie 

zeigte sich eine signifikant erhöhte Infiltration mit -T-Zellen und NKT-Zellen in der Triple-

Kombinationstherapie Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe, die keine Therapie erhalten 

hat (Abb.22). Auch die Monotherapie mit ACT zeigte eine signifikante Erhöhung in der 

Tumorinfiltration mit -T-Zellen. Es konnte auch eine erhöhte Infiltration mit NKT-Zellen in den 

Tumoren der Triple-Kombinationstherapie beschrieben werden (Abb. 22). Hier war diese 

Infiltration in den Tumoren der Triple-Kombinationsgruppe ausgeprägter im Vergleich zu allen 

anderen Therapiegruppen.  
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Abbildung 22: Vergleich der Immunzellinfiltrationen im H1975 Model unter den 
Immuntherapiekombinationen 

In der Abbildung sind die Infiltrationen der H1975 Tumore mit A -T-Zellen und B NKT-Zellen 
in den unterschiedlichen Therapiegruppen dargestellt. Es wurde die Kontrollgruppe (n=8) 
gegen die folgenden Therapiegruppen verglichen: TLR-Agonisten (n=5), aPD1-Antikörper 
(n=2), aPD1-Antikörper und TLR-Agonisten Kombinationstherapie (n=2), ACT Monotherapie 
(n=5) und die Triple-Kombinationstherapie (n=4). Die Tumore wurden durch einen Cell-
Strainer gedrückt und mehrfach gewaschen bevor sie für die Durchflusszytometrie gefärbt 
wurden. Die Auswertung der Durchflusszytometrie Daten erfolgte mit Kaluza, Exel und Prism. 

Es ist der prozentuale Anteil der NKT-Zellen und der -T-Zellen an allen lebenden single 
Zellen in den Tumoren dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem T-Test (* p < 
0,05; ** p < 0,01; ;*** p < 0,001, **** p < 0,0001). Bei allen nicht markierten Gruppen konnte 
keine signifikante Änderung gezeigt werden.  
 

Zelllinie H441  

 

In den H441 Tumoren imponierte wie auch bei den H1975 Tumoren eine erhöhte Infiltration 

mit NKT-Zellen und -T-Zellen, die mit der Triple-Kombinationstherapie behandelt wurden 

und damit, wie oben beschrieben, ein signifikant geringeres Tumorvorlumen an Tag 24 

aufwiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 14 und 23). Ein signifikanter Unterschied in 

der Infiltration zur Kontrollgruppe konnte auch bei der -T-Zellepopulation der ACT 

Monotherapie Tumore gezeigt werden (Abb. 23). Die CD3+ T-Zellpopulationen zeigten sind 

auch in der Triple-Kombinationstherapie und ACT-Monotherapie Tumore signifikant erhöht, 

sowie die CD4+ und CD8+ T-Zellpopulationen (Abb. 23).  
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Abbildung 23: Durchflusszytometrische Untersuchung der Immunzellinfiltrationen der 
H441 Tumore   

In der Abbildung sind die Infiltrationen der H1975 Tumore mit A -T-Zellen, B NKT-Zellen, C 
CD4+ T-Zellen, D CD8+ T-Zellen und E CD3+ T-Zellen in den unterschiedlichen 
Therapiegruppen dargestellt. Es wird die Kontrollgruppe (n=8) gegen die folgenden 
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Therapiegruppen verglichen: TLR-Agonisten (n=5), aPD1-Antikörper (n=2), aPD1-Antikörper 
und TLR-Agonisten Kombinationstherapie (n=2) und die Triple-Kombinationstherapie (n=4). 
Die Tumore wurden durch einen Cell-Strainer gedrückt und mehrfach gewaschen bevor sie 
für die Durchflusszytometrie gefärbt wurden. Die Auswertung der Durchflusszytometrie Daten 
erfolgte mit Kaluza, Exel und Prism. Es ist der prozentuale Anteil der Immunzellpopulationen 
an allen lebenden single Zellen in den Tumoren dargestellt. Die statistische Auswertung 
erfolgte mit dem T-Test (* p < 0,05; ** p < 0,01; ;*** p < 0,001, **** p < 0,0001). Bei allen nicht 
markierten Gruppen konnte keine signifikante Änderung gezeigt werden.  
 
Die Immuninfiltrationen der H441 Tumore wurde neben der Durchflusszytologie auch mit der 

immunhistologischen Methode untersucht. In Abbildung 24 ist exemplarisch ein Tumor der 

Kontrollgruppe und ein Tumor der Triple-Kombinationstherapie Gruppe  dargestellt. Auch hier 

zeigt sich eine erhöhte Infiltration an Immunzellen, die CD3,CD4 und CD8 positiv waren. Eine 

niedrigerer Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 in der Triple-Kombinationstherapie 

Gruppe deutet auf ein langsameres Wachstum hin, welches in den oben beschriebenen 

Kurven zum Tumorwachstum bestätigt wurde (Abb. 14). Es konnten zusammenfassend bei 

den H441 Tumoren durch die Durchflusszytometrie und die Immunhistologie eine signifikant 

erhöhte Infiltration von -T-Zellen, NKT-Zellen und CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen in den 

Tumoren der Triple-Kombinationstherapie nachgewiesen werden (Abb. 23 und 24).  
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Abbildung 24: Vergleich der Immunzellinfiltrationen durch Immunhistologie der H441 
Tumore unter Triple Kombinationstherapie und Kontrollgruppe  
In der Abbildung ist die immunhistologische Untersuchung der H441 Tumore aus A der 
Kontrollgruppe (nur humanisiert) und B der Triple Kombinationsgruppe exemplarisch 
dargestellt. Es werden jeweils die Vergrößerungen 8x (Maßstab 300 µm) und daraus 
vergrößert mit dem Vergrößerungskasten 40-fach (Maßstab) 50 µm dargestellt. Es wurde mit 
humanen Antikörpern gegen CD3, CD4, CD8, Ki-67 und PDL-1 gefärbt. Es zeigte sich eine 
deutliche Infiltration mit humanen CD3+, CD4+ und CD8+ Immunzellen in dem Tumor der mit 
der Triple Kombinationstherapie behandelt wurde. Die Expression des Proliferationsmarkers 
Ki-67 Expression ist im Tumor der Kontrollgruppe höher. 
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Zelllinie JimT1 
 
Die JimT1 Tumore wurden ebenfalls bezüglich der Immuninfiltration untersucht und es 

bestätigte sich, wie in den oben beschriebenen Infiltrationen, eine erhöhte Infiltration mit NKT-

Zellen und -T-Zellen in der Triple-Kombinationstherapie Gruppe (Abb. 25). Die Erhöhung ist 

bei beiden Populationen signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 25). Es zeigte sich 

in der TLR-Monotherapie Gruppe ein Trend, der auf eine höherer Infiltration mit NKT-Zellen 

und -T-Zellen hindeutete. In der aPD1-Antikörper und TLR-Agonisten Kombinationstherapie 

Gruppe zeigte sich dann eine signifikante Erhöhung der Infiltration jener Populationen in den 

Tumoren (Abb. 25). In der ACT Monotherapiegruppe zeigte sich in den Wachstumskurven ein 

stak progressiven Wachstum (Abb. 13). Die in Abbildung 25 gezeigten Infiltrationen 

beschreiben eine niedrigere Infiltration der -T-Zellen und der NKT-Zellen in das 

Tumorgewebe in der ACT Monotherapiegruppe als in der Kontrollgruppe.  

 

Abbildung 25: Vergleich der Immunzellinfiltrationen im JimT1 Model unter den 
Immuntherapiekombinationen 

In der Abbildung sind die Infiltrationen der JimT1 Tumore mit A -T-Zellen und B NKT-Zellen 
in den unterschiedlichen Therapiegruppen dargestellt. Es wurde die Kontrollgruppe (n=5) 
gegen die folgenden Therapiegruppen verglichen: TLR-Agonisten (n=6), aPD1-Antikörper 
(n=3), aPD1-Antikörper und TLR-Agonisten Kombinationstherapie (n=5), ACT Monotherapie 
(n=8) und die Triple-Kombinationstherapie (n=5). Die Tumore wurden durch einen Cell-
Strainer gedrückt und mehrfach gewaschen bevor sie für die Durchflusszytometrie gefärbt 
wurden. Die Auswertung der Durchflusszytometrie Daten erfolgte mit Kaluza, Exel und Prism. 

Es ist der prozentuale Anteil der NKT-Zellen und der -T-Zellen an allen lebenden single 
Zellen in den Tumoren dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem T-Test (* p < 
0,05; ** p < 0,01; ;*** p < 0,001, **** p < 0,0001). Bei allen nicht markierten Gruppen konnte 
keine signifikante Änderung gezeigt werden.  
 
 
 

co
nt

ro
l g

ro
up

TLR
-a

go
ni
st

aP
D
1 

aP
D
1+

TLR
-a

go
ni
st
s

A
C
T m

on
o

AC
T+a

PD
1+

TLR
-a

go
ni
st
s

0.0

0.5

1.0

1.5

%
 o

f 
a
liv

e
 s

in
g
le

 c
e
lls

gd- tcells

co
nt

ro
l g

ro
up

TLR
-a

go
ni
st

aP
D
1 

aP
D
1+

TLR
-a

go
ni
st
s

A
C
T 

m
on

o

AC
T+a

PD
1+

TLR
-a

go
ni
st
s

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

%
 o

f 
a
liv

e
 s

in
g
le

 c
e
lls

NKT

 

 

A B



72 
 

Infiltrationen der Tumore im syngenen murinen Mausmodel 

 

Die Tumore des syngenen murinen Mausmodels wurden mittels Durchflusszytometrie und der 

Immunhistochemie auf infiltrierende Immunzellen untersucht. In Abbildung 26 sind die 

Infiltration der Immunzellen der Kontrollgruppe im Vergleich zu den Monotherapien und der 

Triple Kombinationstherapie dargestellt, die mittels der Durchflusszytometrie bestimmt wurde. 

Hier konnte gezeigt werden, dass die Infiltration mit T-Zellen (CD3+)  in den Tumoren der 

Triple Kombinationstherapie signifikant erhöht ist im Vergleich zur Kontrollgruppe, als auch die 

Infiltrationen der NKT-Zellen. In Abbildung 27 sind zusätzlich sind die Infiltrationen mit CD3, 

CD4 und CD8 positiven Immunzellen der Kontrollgruppe im Vergleich zur Triple 

Kombinationsgruppe dargestellt. Hier ist erkennbar, dass in den Tumoren der Triple 

Kombinationstherapie eine deutlich höhere Infiltration mit diesen Immunzellen vorhanden ist 

als in der Kontrollgruppe. In der Durchflusszytometrie konnte ebenfalls eine erhöhte Infiltration 

mit CD3, CD4 und CD8 positiven Immunzellen gezeigt werden, jedoch nur mit einer Signifikanz 

in der CD3+ Subgruppe.   
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Abbildung 26: Vergleich der Immunzellinfiltrationen im syngenen Mausmodel unter den 
Immuntherapiekombinationen 
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In der Abbildung sind die Infiltrationen der KP938.3 Tumore im syngenen murinen Mausmodel 
mit A T-Zellen (CD3+),  B NKT-Zellen, C NK-Zellen, D CD 45+ Zellen, E CD 4+ T-Zellen und 
F CD8+ T-Zellen  in den unterschiedlichen Therapiegruppen  dargestellt. Es wurde die 
Kontrollgruppe (n=12) gegen die folgenden Therapiegruppen verglichen: TLR-Agonisten (n=5, 
aPD1-Antikörper und TLR-Agonisten Kombinationstherapie (n=4) und die Triple-
Kombinationstherapie (n=5). Die Tumore wurden durch einen Cell-Strainer gedrückt und 
mehrfach gewaschen bevor sie für die Durchflusszytometrie gefärbt wurden. Die Auswertung 
der Durchflusszytometrie Daten erfolgte mit Kaluza, Exel und Prism. Es ist der prozentuale 
Anteil der NKT-Zellen, NK-Zellen, CD3+, CD4+. CD8+  und der  CD45+ Zellen an allen 
lebenden single Zellen in den Tumoren dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit 
dem T-Test (* p < 0,05; ** p < 0,01; ;*** p < 0,001, **** p < 0,0001). Bei allen nicht markierten 
Gruppen konnte keine signifikante Änderung gezeigt werden.  
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Abbildung 27: Vergleich der Immunzellinfiltrationen durch Immunhistologie der Tumore 
des syngenen Mausmodels unter Triple Kombinationstherapie und Kontrollgruppe 
In der Abbildung ist exemplarisch eine immunhistologische Untersuchung von einem  A Tumor 
der Kontroll Gruppe und B einem Tumor der Triple Kombinationstherapie Gruppe mit CD3, 
CD4 und CD8 Antikörper Färbung dargestellt. Die linke Abbildung hat einen Maßstaab von 
200 µm. Aus der linken Abbildung wurde eine Vergrößerung mit einem Maßstab von 50 µm 
angefertigt und ist rechts neben dem 200 µm Maßstab dargestellt.  
 
 
 

Infiltrationen der Tumore im PDX-Model 

Auch in diesem Model wurden die Infiltrationen mit Immunzellen in den Tumore mittels 

Druchflusszytometrie untersucht (Abb. 28). Es zeigte sich eine erhöhte Infiltration mit -T-

Zellen, CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Triple Kombinationstherapie Gruppe. Die 

Mittelwerte der NK-Zellen und NKT-Zellen lagen auch über den Mittelwerten der 

Kontrollgruppe. Der Mittelwert für die -T-Zellen lag bei der Kontrollgruppe bei 0.014 % und 

bei der Triple-Kombinationsgruppe bei 0,095 % und deutet damit auf eine höhere Dichte dieser 

Zellen in den Tumoren hin. Diese Erhöhung der Mittelwerte erwies sich in keiner 

Subpopulation als signifikant, es ist jedoch ein Trend zu erkennen zugunsten der Triple-

Kombinationstherapie (Abb. 28).  
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Abbildung 28: Vergleich der Immunzellinfiltrationen durch Immunhistologie der Tumore 
des syngenen Mausmodels unter Triple Kombinationstherapie und Kontrollgruppe 

In der Abbildung sind die Infiltrationen der PDX Tumore mit A -T-Zellen,  B T-Zellen, C NK-
Zellen, D CD4+ T-Zellen, E NKT-Zellen und F CD8+ T-Zellen in der Kontrollgruppe und der 
Triple-Kombinationsgruppe dargestellt. Es wurde die Kontrollgruppe (n=4) gegen die Triple-
Kombinationstherapie (n=7) verglichen. Die Tumore wurden durch einen Cell-Strainer 
gedrückt und mehrfach gewaschen bevor sie für die Durchflusszytometrie gefärbt wurden. Die 
Auswertung der Durchflusszytometrie Daten erfolgte mit Kaluza, Exel und Prism. Es ist der 
prozentuale Anteil der Zellpopulationen an allen lebenden single Zellen in den Tumoren 
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem T-Test, es konnte jedoch keine 
signifikante Änderung gezeigt werden.  
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4. Diskussion  

 

4.1 Humanisiertes Mausmodel und PDX Model zur Imitation des humanen 

Immunsystem und deren präklinische Relevanz 

Damit Immuntherapien in einem auf den Menschen übertragbaren Setting getestet und 

moduliert werden können, ist die Etablierung eines funktionierenden humanisierten 

Mausmodelles von großer Bedeutung. In den oben beschriebenen Versuchen wurde ein 

humanisiertes Mausmodel verwendet und in Abbildung 10 exemplarisch die Infiltration der Milz 

einer humanisierten Maus mit CD3+, CD4+ und CD8+ Immunzellen dargestellt, um eine 

erfolgreiches Engraftment zu belegen. Es konnte gezeigt werden, dass in den Versuchen 

durch die Applikation humaner PBMC’s durch eine i.p. Injektion in den NSG Mäusen eine 

Anreicherung mit humanen Immunzellen erfolgte (Abb. 10). Die Milz in Abbildung 10 wurde 

vom Institut der Pathologie mit Antikörpern gefärbt, die gegen Proteine gerichtet sind, gefärbt, 

welche auch für ihre Routinefärbungen von Patientenmaterial benutzt werden. Somit wird die 

erfolgreiche Etablierung des humanisierten Mausmodells bestätigt. Auch die Untersuchung 

der Tumore und der Milzen der therapierten Mäuse im humanisierten Mausmodel (Abb. 23-

25) zeigten Infiltrationen mit humanen Immunzellen. Alle verwendeten Antikörper für das 

humanisierte Model und das PDX Model waren humane Antikörper, die ausschließlich 

humanes Strukturen erkennen.  

 

Bei der Bewertung des humanisieren Mausmodells und deren Übertragbarkeit für klinische 

Studien müssen einige Einschränkungen beachtet werden. Die Tumorzellen entstammten 

zwar von humanen Zelllinien, die initial aus humanem Gewebe gewonnen wurden, jedoch 

spiegeln diese die genetische Heterogenität, die in den meisten realen Tumoren beobachtet 

wird, nur begrenzt wieder. Auch das reale Tumormicroenvironment ist in diesem Model nur 

schwierig imitierbar, da die Tumorzellen ohne inhibierende oder induzierende 

Wachstumsfaktoren aus dem Stroma wachsen können. Diese zwei Faktoren sind jedoch 

klinisch maßgeblich zu berücksichtigen, wenn progredientes Tumorwachstum und 

Therapieresistenzen unter Immuntherapien beobachten werden [119].  

 

Ein weiterer limitierenden Faktor bezüglich der Übertragbarkeit stellt das nicht autologe Setting 

durch Applikation von Spender PBMC’s dar. Es konnte in vielen Studien gezeigt werden, dass 

das Immunsystem von Beginn der Tumorgenese eine modulierende Funktion hat [120]. So ist 

es beispielswiese in der Lage beginnende mutierende Tumorzellen zu erkennen und zu 

eliminieren. Daher wird davon ausgegangen, dass solide Tumore, die progredient wachsen, 

diese Funktion des Immunsystems ausgeschaltet haben und ihr entkommen können [12]. 
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Dieser wichtige Faktor der Tumorgenese und deren Auswirkung auf das Immunsystem, kann 

in einem nicht autologen Mausmodel nicht präzise genug nachgestellt werden. Dennoch dient 

das humanisierte Mausmodel als ein präklinisches Model, indem erste Ansätze für neue 

Therapien untersucht werden können und stellte seinen Wert beispielsweise bei der 

präklinischen Testung der aPD-1 Antikörper und Etablierung der Therapie unter Beweis [121].  

 

Als eine Weiterentwicklung zu dem hier erfolgreich etablieren humanisierten Mausmodell kann 

daher das PDX Model gesehen werden, da in diesem sowohl die PBMC’s als auch die 

Tumorfragmente von den gleichen Patienten stammen und somit ein autologes Setting bieten. 

Ein weiterer Vorteil bei der Transplantation von Primärtumoren ist das mit übertragene 

Tumormicroenvironment, bestehend aus Fibroblasten, Immunzellen, Endothelzellen und 

deren sekretierte Zytokine und Wachstumsfaktoren [122], [123]. All diese Zellen und 

Botenstoffen können einen positiven oder negativen Einfluss auf das Tumorwachstum, das 

Metastasierungsmuster und das Therapieansprechen haben [122], [123]. Da Immuntherapien 

die Komponenten des Tumormicroenvironment beeinflussen und ihren antitumoralen Effekt 

oft dort erzielen, ist die Übertragung dieses nützlich [124].  

Da das Primärmaterial in den meisten PDX Modellen begrenzt ist, musste auch bei unserem 

PDX Model eine kleine Änderung in der Methodik zur Humanisierung erfolgen. Es wurden 

weniger PBMC’s zur Humanisierung appliziert als in den anderen humanisierten Modellen, 

was jedoch in den durchgeführten Versuchen keinen Einfluss auf das Engraftment des 

Immunsystems zeigte (Abb. 29). Die Milzen der untersuchten Mäuse zeigten trotz der 

geringeren PBMC Anzahl eine ausgeprägte Infiltration mit bis zu 30% humanen CD45+ 

Immunzellen (Abb. 29). Der Primärtumor des Patienten und die ersten beiden Generationen 

der PDX Tumore wurden in den von der Pathologie durchgeführten Genanalysen als homolog 

identifiziert (Tabelle 9). Es bestätigte sich damit die Beobachtung von anderen 

Forschungsgruppen, die eine gute Übertragbarkeit bezüglich der genetischen Eigenschaften, 

Histologie und Metastasierung von Primärtumoren auf PDX Tumoren beschrieben haben 

[125], [126]. Anderen Studien beschreiben, dass die humanen Zellen bereits nach der zweiten 

Generation durch murine Zellen in PDX Modellen ersetzt werden [127]. Diese Beobachtung 

konnte in unserem PDX Model widerlegt werden (Tabelle 9).  

 

Trotz der erfolgreichen Etablierung der beiden humanisierten Mausmodelle, gibt es einige 

Punkte, die bei der Übertragbarkeit auf den Menschen und bei der Durchführung von 

Experimenten in diesem Model weiterführend beachtet werden müssen. Die Humanisierung 

mittels PMBC’s führt zwar zu einem ausgeprägten Engraftment von Immunzellen in den 

Mäuse, jedoch nimmt ca. 4-6 Wochen nach Injektion der PBMC‘s die Anzahl an vitalen Zellen 

ab und grenzt daher die Anwendung dieses Models bei länger angelegten Studien ein [128]. 
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Da die Injektion von PBMC’s in NSG Mäuse eine GvHD hervorrufen und damit den 

Versuchszeitraum einschränken kann, kann alternativ eine Humanisierung mit CD34+ 

humanen Stammzellen durchgeführt werden [128]. Diese führt zu einem langanhaltenden 

Engraftment der humanen Zellen in den NSG-Mäusen und dient insbesondere in PDX 

Modellen, an denen über einen längeren Zeitraum Therapien getestet werden, als Methode 

der Wahl ohne eine GvHD hervorzurufen [129]. Die hier beschriebenen Versuche wurden 

durch das progressive Wachstum der subkutanen Tumore in den Kontrollgruppen maximal 27 

Tage nach Injektion abgebrochen und die untersuchten Mäuse zeigten zu diesem Zeitpunkt 

noch eine hohes Engraftment (Abb. 10 und 29) an humanen Immunzellen in den Milzen und 

eine graft-versus-host Erkrankung wurde innerhalb der Versuchszeitraums nur zweimal unter 

allen humanisierten Mäusen beobachtet. Daher spielten diese Einschränkungen in den hier 

beschriebenen Versuchen keine Rolle. Um jedoch eine stabile klinische Übertragbarkeit zu 

erzielen, sollten Therapien über einen möglichst langen Zeitraum observiert und bewertet 

werden. Daher könnte als nächster Schritt eine Humanisierung mit CD34+ Stammzellen in den 

PDX Modellen erfolgen, damit die Überlegenheit der Triple-Kombinationstherapie über einen 

längeren Zeitraum observiert und bestätigt werden kann. 

 

Die Übertragbarkeit von präklinisch getestet Therapien im PDX Modellen auf Patienten wurde 

bereits in einigen Studien positiv bewertet. Es wurden beispielweise in einer Studie PDX 

Modelle von Patienten etabliert und mögliche Therapieoptionen (Chemotherapien, BRAF-

Inhibitoren, VEGFR-Inhibitoren, EGFR-Antikörper und co.) für diese Patienten hinsichtlich 

eines Ansprechens getestet. 12 von 14 Patienten erhielten die Therapie, die in ihrem PDX zu 

eine Teilremission geführt hatten und es konnte eine starke Korrelation zwischen Therapie 

Outcome im PDX und in den Patienten beschrieben werden [130]. Eine solche vorklinische 

Testung der personalisierten Therapien im PDX Model ist jedoch aktuell noch durch das 

Engraftment der Tumore, der Zeit, die es braucht bis die Tumore anwachsen und der limitieren 

Verfügbarkeit an Primärmaterial begrenzt und kann daher zukünftig nicht für jeden Patienten 

zur Verfügung stehen. Dennoch deutet die aktuelle Studienlage daraufhin, dass PDX Modelle 

zur Identifizierung von Therapien zukünftig von großer Bedeutung sein werden, da die 

Weiterentwicklungen der Immuntherapien eine komplexe präklinische Untersuchung aller 

Immunkomponenten verlangt.  
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4.2 Therapieerfolg Kombinationstherapie aus ACT, TLR-Agonisten und aPD-

1 Antikörpern und deren Übertragbarkeit in die Klinik 

 

Die Triple-Kombinationstherapie bestehend aus der ACT, TLR-Agonisten und aPD1-

Antikörpern zeigte in den durchgeführten in vivo Versuchen in allen Modellen eine signifikante 

Reduktion des Tumorwachstums (Abb. 11-17). In den humanisierten Modellen mit den 

Tumorzelllinien H1975, H441 und JimT1 konnte eine signifikante Tumorremission an Tag 24 

festgestellt werden und zeigte damit eine Verkleinerung der Tumore im Vergleich zum 

Therapiebeginn (Abb. 17). Sie war somit die einzige unter allen Kombinationstherapie und 

Monotherapien, die in allen Modellen eine Tumorregression hervorrufen konnte (Abb. 11-17). 

In den Kontrollgruppen dominierte bei allen drei Linien ein starker Progress mit einer 

Vergrößerung der Tumore um beispielsweise das 6-fache in den H441-Tumoren (Abb. 13). 

Auch im PDX-Model zeigten die Tumore der Triple-Kombinationsgruppe ein verringertes 

Volumen im Vergleich zur humanisierten Kontrollgruppe (Abb. 19). Die Versuche mussten hier 

gemäß dem versuchsspezifischen Scoresheet für genehmigungspflichte Tierversuche 

spätestens am 27. Tag nach Injektion abgebrochen werden. Die weitere Entwicklung der 

Tumore unter der Triple-Kombinationstherapie wäre jedoch auch von Interesse gewesen. So 

konnte in den Versuchen zwar eine Verlangsamung im Wachstum gezeigt werden, jedoch 

kann keine Aussage über ein mögliches Rezidiv-Verhalten oder eine Metastasierung getroffen 

werden. Generell wuchsen die Tumore im humanisierten Mausmodel sehr schnell und es 

konnte selten eine frühe Metastasierung detektiert werden. Um auch im PDX Model das 

Ansprechen der Triple-Kombinationstherapie besser evaluieren zu können, müssten diese 

Versuche über einen längeren Zeitraum unter Therapie beobachtet werden. Beispielsweise 

könnte bei den transplantierten PDX Tumoren bereits ab einem kleineren initialen 

Tumorvolumen mit der Therapie gestartet werden oder ein humanisiertes Mausmodel mit 

einem längeren Versuchszeitraum gewählt werden.  

 

Das Ansprechen der H1975-Tumore auf eine Monotherapie und Kombinationstherapie aus 

TLR-Agonisten und aPD-1 Antikörper stellte sich hier als Einzelfall dar (Abb. 11). In anderen 

Arbeiten konnten ebenfalls ein Ansprechen der H1975 Tumore durch eine Checkpoint-

Inhibition gezeigt werden und lässt daher vermuten, dass durch eine erhöhte PD-L1 

Expression auf diesen Tumorzellen ein Ansprechen ermöglicht wird [51], [131]. Durch die 

zusätzliche lokale Gabe von TLR-Agonisten zeigte sich bei den H1975 Tumoren eine 

Remission im Tumorvolumen und deutet auf einen additiven Effekt der Agonisten hin (Abb. 

11). In einigen Arbeiten konnte ebenfalls ein zusätzlicher Effekt der TLR-Agonisten, durch 

additive Aktivierung des lokalen angeborenen Immunsystems, zu einer aPD-1 Antikörper 
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Therapie beschrieben werden [22], [132]. Für den benutzen 9-TLR-Agonist ODN beschreibt 

eine Studie beispielsweise ein verbessertes Ansprechen einer Kombination mit einer 

Checkpoint-Inhibition bei B16-Melanomen im murinen Mausmodel, einhergehend mit einer 

stärkeren Infiltration an Immunzellen in den Tumoren [133]. In den durchgeführten Versuchen 

im humanisierten Mausmodel lässt sich diese Beobachtung bestätigen, da auch hier in allen 

drei Linien durch Kombinationstherapie aus TLR-Agonisten und aPD-1 Antikörpern ein 

geringeres Tumorvolumen messbar war als bei den Monotherapien mit aPD-1 (Abb. 11-16). 

TLR-Agonisten werden bisher klinisch nur bei Hautkrebs angewendet, da eine systemische 

Applikation zu schweren toxischen Krisen führen kann [81], [134]. Neue präklinische Arbeiten 

beschäftigen sich mit der Applikation von lokalen TLR-Agonisten bei Lungenkrebs durch eine 

Inhalation dieser, und zeigen in einer Kombination mit aPD-1-Antikörpern ebenfalls ein 

verbessertes Therapieansprechen und eine erhöhte Infiltration von Immunzellen in den 

Tumoren [135]. Daher ist die Übertragbarkeit der TLR-Agonisten als Adjuvant zu einer 

systematischen Checkpoint-Inhibition momentan noch nicht klinisch etablierbar, ist aber 

dennoch ein potenzieller Kombinationspartner zur Checkpoint-Inhibitoren-Therapie. Die ACT 

stellt hingegen eine mögliche Therapie dar, die klinisch leichter zu etablieren wäre, da sie 

systematisch appliziert wird. Die hier verwendete ACT setzte sich aus den vier Effektorzellen 

zusammen: LAK, CIK, gd-T-Zellen und CTL. Für die Proliferation der LAKs, CIKs und gd-T-

Zellen werden naive T-Tellen von den Patienten benötigt, die klinisch leicht aus dem 

peripheren Blut zu isolieren sind. Für die CTLs hingegen sind Tumorzellen von den Patienten 

nötig, damit in vitro eine tumorspezifische Differenzierung erfolgen kann. Teilweise könnten 

solche Tumorzellen leicht durch eine im Zuge der Diagnostik durchgeführten Biopsie 

gewonnen werden, teilweise stehen Tumorzellen jedoch nicht zur Verfügung. Auch eine CAR-

T-Zelltherapie, die bei soliden Tumoren angewendet werden soll, benötigt Tumorzellen, um 

den Rezeptor für die auf dem Tumor präsentierte Antigene, zu modulieren [52]. Für beide 

Therapien stellt damit die Gewinnung von Tumorzellen eine Herausforderung zur klinischen 

Etablierung dieser Therapien dar oder könnte die Anwendung auf einzelne Patientengruppe 

beschränken. Um die Triple-Kombinationstherapie noch weiter zu optimieren, wurde zu den 

hier beschriebenen Therapien eine initiale Lymphodepletion hinzugefügt und das Ansprechen 

erneut evaluiert (Borchmann et al. 2022..).  
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4.3 Syngenes Mausmodel bestätigt Therapieerfolg der Triple-

Kombinationstherapie  

 

Im syngenen Model wurde die Triple-Kombinationstherapie mit der Kontrollgruppe verglichen. 

Es zeigte sich hier eine Tumorremission bei den Tumoren, die mit der Triple-

Kombinationstherapie behandelt wurden, die als signifikant zu bewerten war (Abb. 20 und 21). 

Die Monotherapien mit dem aPD-1 Antikörper konnten im Vergleich zu der Kontrollgruppe 

keinen positiven Einfluss auf das Tumorvolumen erzielen (Abb. ). Die Tumore der 

Kontrollgruppe und der aPD-1 Monotherapiegruppe durchliefen ein sehr schnelles Wachstum 

und mussten daher an Tag 24 entnommen werden. Die Triple-Kombinationstherapie wurde 

daraufhin ebenfalls einige Tage später beendet um einen passenden Vergleich der 

Immunzellinfiltrationen zu ermöglichen.  

So konnte zusammengefasst auch im syngenen Modell wie auch schon in den oben 

beschriebenen Modellen eine Remission der Tumore beobachtet werden, wenn diese mit der 

Triple-Kombinationstherapie behandelt wurden (Abb. 17 und 21). Neben dem PDX und dem 

gentechnisch veränderten Mausmodell ist das syngene Mausmodell das am häufigsten 

verwendete Modell in der onkologischen Therapieerforschung [113]. Bei dem hier benutzen 

Model handelt es sich um ein autologes Setting, da sowohl Immunzellen als Tumorzellen aus 

dem gleichen Stamm hervorgehen. Das KP-Modell wurde schon in vielen anderen Studien 

bezüglich einem Therapieansprechen mit Immuntherapien untersucht, jedoch konnte bisher 

keine Therapie gefunden werden, die zu einer Remission der Tumore geführt hat. Bei der 

Übertragbarkeit der hier gefundenen Ergebnisse auf die klinische Anwendung gibt es einige 

Einschränkungen zu beachten. Bei der subkutanen Injektion der Tumorzellen können lokale 

Inflammationen entstehen, die in einer hohen Anlockung von Immunzellen in das Gewebe 

resultiert und die Auswertung der infiltrierenden Immunzellen verfälschen können [136]. Eine 

früh stattfindende Immunreaktion gegen die Tumore kann in diesem Model daher schwer 

evaluiert werden und bedarf daher einer weiteren Testung in einem genetisch modulierten 

Mausmodell, indem sich die Tumore naturgemäß entwickeln in stetiger Wechselwirkung mit 

dem Tumormicroenvironment [137]. Wie auch bei dem humanisierten Modell ist das 

Tumormicroenvironment hier nicht als authentisch anzusehen, da reine Tumorzellen appliziert 

wurden, die auch bezüglich Ihrer genetischen Heterogenität, den Vergleich mit menschlichen 

Tumoren erschweren.  Der Therapieerfolg der Triple-Kombinationstherapie ist in diesem 

Modell dennoch bemerkenswert und sollte in einem autochthonen Setting bestätigt werden, in 

dem die de novo Entwicklung und das Tumormicrooenvironment zusätzliche Hinweise auf die 

Wirkungsweise der Therapie geben könnten.  
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4.4 Erhöhte Infiltration der Tumore mit gd-T-Zellen korreliert mit 

Tumorregression  

 

 

Eine erhöhte Infiltration in soliden Tumoren mit Immunzellen ist mit einem besseren Outcome, 

weniger Metastasenbildungen und einem niedrigeren Risiko für Rezidive assoziiert [94], [98], 

[100]. In Abbildung 5 wurde gezeigt, dass insbesondere die Infiltration mit -T-Zellen ein 

positiver, prognostischer Faktor für das klinische Outcome von Tumorpatienten darstellt [68]. 

In den hier durchgeführten Untersuchungen der behandelten Tumore kann von einer starken 

Korrelation zwischen der Infiltration mit -T-Zellen und dem Tumorvolumen ausgegangen 

werden (Abb. 17 und 22-25). Es zeigte sich, dass in allen untersuchten Zelllinien im 

humanisierten Model eine Remission erreicht wurde, wenn die Triple-Kombinationstherapie 

verabreicht wurde. In den Tumoren, die sich durch die Therapie verkleinert haben, konnte eine 

signifikante höhere Infiltration mit -T-Zellen festgestellt werden. Die Tumore, die einen 

starken Progress vollzogen haben, zeigten diese Infiltration mit -T-Zellen nicht (Abb.22-25) 

Teilweise konnte schon die alleinige ACT zu einer signifikanten Erhöhung der infiltrierenden 

-T-Zellen führen (Abb. 22), jedoch war dieser Effekt nicht so prominent wie der der Triple-

Kombinationstherapie. Durch die Kombination der drei Immuntherapien scheint die Infiltration 

dieser prognostisch wichtigen Population am stärksten positiv beeinflusst zu werden. Durch 

die ACT wurden den Versuchstieren die -T-Zellen als ex vivo kultivierte Zellen verabreicht. 

Daher kann angenommen werden, dass der prozentuale Anteil der -T-Zellen unter allen 

Immunzellen im Kreislauf bei diesen Tieren erhöht war im Vergleich zu den Tieren, die diese 

Therapie nicht erhalten haben. Da sich die Monotherapie von der Triple-Kombinationstherapie 

bezüglich der Infiltrationen jedoch noch unterscheidet, ist anzunehmen, dass die aPD-1 

Antikörper und die TLR-Agonisten einen weiteren positiven Einfluss auf eine erhöhte Infiltration 

der -T-Zellen haben. Der zusätzlich positive Einfluss der TRL-Agonisten mag darin 

begründet liegen, dass sie durch die Interaktion mit den Toll-like-Rezeptoren zu einer erhöhten 

Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und zu einer stärker ausgeprägten 

Tumorantigen- Präsentation führen und dadurch Immunzellen in das Tumormicroenvironment 

locken  [133], [138]. Auch ein direkter toxischer Effekt der Aktivität von -T-Zellen auf 

Tumorzellen kann durch eine Kombination mit den TLR-Agonisten erzielt werden und kann 

den Zusatznutzen zur ACT erklären [139]. Durch die Gabe von aPD-1 Antikörpern könne 

inhibitorische Stimulationen verschiedener Effektorzellen aufgehoben werden und  zu einer 

stärkeren antitumoralen Aktivität der Immunzellen führen [140]. Inwiefern sich die Checkpoint-

Inhibition durch aPD-1 auf die Aktivität von -T-Zellen projizieren lässt, ist bisher noch nicht 

einheitlich definiert. In einer klinischen Studie, die eine aPD-1 Therapie beim Melanom 
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untersuchte, konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die -T-Zellen Infiltration in einer 

Responder Gruppe signifikant höher war als in der Non-Responder Gruppe [141]. Hingegen 

zeigt eine andere Studie zum Pankreas-Adenokarzinom eine vermehrte Expression des 

inhibitorischen PD-L1 auf aktivierten -T-Zellen, welcher wiederrum eine Inhibition von T-

Zellen herbeiführen kann [142]. 

Im PDX-Model konnte, ähnlich der anderen Modelle, eine erhöhte Infiltration mit -T-Zellen 

gezeigt werden (Abb. 28). Diese höhere Infiltration war jedoch nicht signifikant im Vergleich 

zur Kontrollgruppe. In diesem Model war die Aussagekraft der ausgewerteten Tumore etwas 

gemindert, da hier eine niedrigere Stichprobenanzahl vorliegt und die Tumore zu Beginn der 

Therapie sehr heterogene Werte im Tumorvolumen aufwiesen. Da diese Versuche mit 

Primärmaterial durchgeführt wurden, war die Möglichkeit zur Wiederholung leider nicht 

möglich. Die Methodik zur Durchführung wurde in diesem ersten hier beschriebenen PDX 

Modell stetig verbessert, damit in zukünftigen tierexperimentellen Arbeiten die 

Stichprobenanzahl erhöht werden kann. Der Trend bezüglich einer erhöhten Infiltration mit -

T-Zellen im PDX Modell bestätigt zusammen mit der signifikanten Steigerung der Infiltration 

mit -T-Zellen im humanisierten Modell, eine eindeutige positive Korrelation von 

tumorinfiltrierenden -T-Zellen und einem verminderten Tumorwachstum.  

Die Untersuchung der Tumore hinsichtlich der Infiltrationen umfasste T-Zell Subtypen und NK-

Zellen, da diese durch die Anwendung der adoptiven T-Zell Therapie von Relevanz waren und 

durch gezielte Literaturrecherche als prognostisch wichtige Zellen eingestuft werden konnten 

[55], [68], [140], [143], [144]. Die Infiltration der Tumore durch  mit B-Zellen Makrophagen und 

dendritischen Zellen geht über das Thema dieser Arbeit hinaus. Eine immunologische Wirkung 

dieser Zellen im Zusammenhang mit einer Immuntherapie sind jedoch nach aktueller 

Studienlage zu erwarten und sollten bei fortführenden Versuchen berücksichtig werden, um 

die Komplexität der Interaktionen des gesamten Immunsystems bei der Therapie zu verstehen 

[13].  

 

4.5 Immuntherapie Kombinationen erhöhen die Infiltration mit CD4+, CD8+, 

CD3+ T-Zellen und NKT-Zellen 

 

Die erhöhte Infiltration mit NKT-Zellen zeigte in bisherigen Studien zum Kolonkarzinom und 

zum Neuroblastom einen positiven Einfluss auf das klinische Outcome der Patienten [145], 

[146], [147]. Auch im Periampullärem- und Pankreaskarzinom konnte eine hohe Dichte mit 

NKT-Zellen im Tumor mit einem längeren Überleben assoziiert werden [143]. Ähnliche 

Auswirkungen konnten durch erhöhte Infiltrationen mit CD3+,CD4+ und CD8+ T-Zellen 

beschrieben werden [68], [98], [100]. In den hier beschriebenen Versuchen konnte in allen 
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Tumoren der Triple-Kombinationstherapie im humanisierten Model eine signifikant erhöhte 

Infiltration mit NKT-Zellen gezeigt werden (Abb. 22-28). Diese Infiltration korrelierte auch hier 

mit einem verlangsamten Tumorwachstum und einer Remission der Tumore (Abb. 11,13,15). 

Die Infiltration mit andern T-Zell Population wurde im humanisierten Model exemplarisch mit 

der Zelllinie H441 dargestellt (Abb. 23).  Neben der beschriebenen höheren Dichte an -T-

Zellen und NKT-Zellen sind hier auch die infiltrierenden CD4+, CD8+ und CD3+ T-Zellen 

signifikant erhöht (Abb. 23). In der ACT Monotherapie sind diese Zellpopulationen ebenfalls 

signifikant erhöht und korrelieren hier mit einem niedrigeren Tumorvolumen. In der 

Monotherapie zeigt sich jedoch keine Verkleinerung der Tumore wie bei der Triple-

Kombinationstherapie und lässt vermuten, dass durch die zusätzliche Therapie mit TLR-

Agonisten und aPD-1 Antikörpern die Infiltration mit -T-Zellen und NKT-Zellen verstärkt wird. 

Im syngenen murine Mausmodell mit der KP-Zelllinie konnte eine Erhöhung der infiltirierenden 

CD3+, NKT-Zellen, CD4+ und CD8+ T-Zellen in den Tumoren der Triple-Kombinationstherapie 

beschrieben werden (Abb. 26 und 27). Da sich auch hier eine Verkleinerung der Tumore an 

Tag 24 gezeigt hat, kann auch hier von einer Korrelation der Infiltration mit dem Tumorvolumen 

ausgegangen werden. In Abbildung 24 und 27 sind die immunhistologischen Untersuchungen 

der H441 und der KP938.3 Tumore dargestellt und beweisen zusätzlich die Infiltration mit den 

T-Zellen in den Tumoren der Triple-Kombinationstherapie. Bei beiden Tumoridentiäten 

präsentieren sich die T-Zellen in der Immunhistologie im zentralen Tumorgewebe (Abb. 24 und 

27). Durch die Entnahme der Tumore aus den Versuchstieren, ist es nicht immer möglich das 

Stroma mit zu entnehmen. Um eine Aussage über die Lokalisation der Immunzellen treffen zu 

können, eignet sich daher die Immunhistologie besser als die Durchflusszytometrie, da hier 

der ganze Tumor in seiner ursprünglichen Struktur betrachtet wird und genauere 

Rückschlüsse erlaubt, wo sich die Immunzellen befanden. Da diese Differenzierung der 

Lokalisation der Immunzellen von großer Bedeutung ist, sollte diese Methode weiter 

ausgebaut werden, um beispielsweise die Lokalisation von -T-Zellen in Erfahrung zu 

bringen. Im Stroma sind Zytokine, Wachstumsfaktoren, Angiogenesefaktoren und Interferone 

zu finden, die alle einen starken Einfluss auf die Immunzelldifferenzierung, Invasion und auf 

das Wachstum der Tumor haben können [148]. Zusammenfassend lässt sich daher sagen, 

dass die Anwesenheit von mehr -T-Zellen und NKT-Zellen in den Tumoren mit einem 

langsameren oder rückläufigen Wachstum korreliert. Eine weitere Untersuchung bezüglich 

ihrer genauen Lokalisation in Tumoren könnte einen zusätzlichen Hinweis auf ihre 

Wechselwirkungen Tumormicroenvironment zulassen würde.  
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