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1 Einleitung 

 

 

1.1 Rhabdomyosarkom 

 

Das Rhabdomyosarkom (RMS) ist ein hochmaligner Weichteiltumor vornehmlich 

des Kindesalters. Es macht 5 % aller Tumore im Lebensalter von 0 bis 18 Jahren 

aus. Wie bei allen Sarkomen handelt es sich beim RMS um eine Neoplasie 

mesenchymalen Ursprungs. Das RMS im Speziellen leitet sich von dem 

Mesenchym entstammenden Muskelstammzellen ab. Histopathologisch treten 

embryonale, alveoläre und pleomorphe (oder auch anaplastische) RMS auf, 

welche sich in Wachstumsmuster und Differenzierung unterscheiden. Der 

pleomorphe Typ wird vorwiegend bei Erwachsenen, der embryonale Typ vor 

allem bei Kleinkindern gefunden. Hauptlokalisation für die Manifestation des 

RMS sind Kopf, Extremitäten, Urogenitaltrakt und Hals. Metastasierung und 

Rezidive sind möglich. Das mittlere 5-Jahres-Überleben variiert zwischen 35 % 

und 95 %, wobei die Prognose neben anderem von Lokalisation und klinischem 

Stadium des Tumors abhängt.1 2 Beim metastasierten RMS liegt die 

Heilungschance bei unter 20 %. 3 

Die multimodale Therapie des kindlichen Rhabdomysarkoms (RMS) ist mit den 

etablierten Werkzeugen der chirurgischen Resektion, neoadjuvanter oder 

adjuvanter Radio-/Chemotherapie (RTx, CTx) nach wie vor unbefriedigend. Eine 

Tumorkontrolle bleibt schwierig. 4 5 6 Bei kompletter primärer Resektion liegt das 

5-Jahres-Überleben bei 90 %, bei mikroskopischen Residuen um 80 %, bei 

makroskopischen Residuen um 70 %. 7 8 Ob ein Ansprechen des Patienten auf  

Induktions-Chemotherapie eine Verbesserung des Outcome bedeutet, ist 

fraglich. 9,10 Trotz verbessertem Verständnis der Biologie des RMS, ist die 

multimodale Therapie die derzeit beste Alternative.3 Insgesamt bleibt die 

Prognose dieser Erkrankung ungünstig. 11  

Wie bei Neoplasien anderer Entitäten, zum Beispiel beim metastasierten 

Melanom, Prostata-, Ovarialtumoren, NSCLC und dem Glioblastom, subklinisch 
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und klinisch gezeigt, präsentiert sich die Immuntherapie als vielversprechende 

Alternative. 12,13,14(p),15–17 Erste Ansätze in der Immuntherapie des kindlichen RMS 

sind wenig wirksam, wobei die Daten derzeit noch limitiert sind. 18,19 Es konnte 

jedoch gezeigt werden, dass eine IL-12-Immuntherapie in Kombination mit IL-2  

oder lokaler Bestrahlung in vivo und in vitro zu Tumorkontrolle des RMS führen 

können.  20,21 

Die hier durchgeführte Arbeit zeigt und diskutiert das nach einer 

Kombinationstherapie aus Immuntherapie (NHS-IL12) und lokaler Radiatio 

ausgebildete Immunrepertoire an T-Lymphozyten und NK-Zellen.   

 

 

1.2 Immunsystem, Tumorimmunologie und 
Krebsimmuntherapie 

 

1.2.1 Hämatopoese und das zelluläre Immunsystem 
 

Als Hämatopoese wird die Ausbildung der Zellen des menschlichen Blutes 

bezeichnet, ebenso die der Vorläuferzellen des zellulären Immunsystems. 

Ursprung all dieser Zellen und den ihnen vorangehenden Zelllinien ist die 

typischerweise CD34+ hämatopoetische Stammzelle (HSC). Diese differenziert 

nach der klassisch dichotomen Vorstellung über Multipotente Progenitoren 

(MPPs) entweder zu Common Myeloid Progenitoren (CMPs/CMEPs) oder 

Common Lymphoid Progenitoren (CLPs) aus. Die CMPs sind Vorläufer sowohl 

für die Granulozyten Monozyten Progenitoren (GMPs), aus denen Granulozyten 

und Monozyten hervorgehen, als auch für die Megakaryozyten Erythrozyten 

Progenitoren (MEPs), aus denen sich Thrombozyten und Erythrozyten 

entwickeln. Common Lymphoid Progenitoren (CLPs) sind Vorläufer der T- und 

B-Lymphozyten sowie der natürlichen Killerzellen (NK-Zellen). (s. Abb 1.1(A)). 

Neben diesem klassischen Modell der Hämatopoese nach Abramson (1977) 

wurden über die Jahre weitere vorgestellt und diskutiert. (s. Abb 1.1) 
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Abb. 1.1: Modelle der Hämatopoese.  
A: Klassisches Modell nach Abramson (1977). B: Myeloid-basiertes Modell nach Katsura und 
Kawamoto (2001). Auch nach einer ersten Aufspaltung der Population der HSC in eine lymphoide 
und myeloide Linie persistiert das myeloide Potential in der lymphoiden Linie. C: Modifiziertes 
klassisches Modell nach Jacobson (2005). Bereits auf Knochenmarkebende konnte ein 
gemeinsamer myeloidlymphoider Progenitor (CMLP) gefunden werden. Einordnung zwischen 
HSC und CLP. M: Myeloid. E: Erythroid. Meg: Megakaryoid. T: T-Lymphozyten. B: B-
Lymphozyten. TB: T- u B-Zell-lymphoid. HSC: Hämatopoetische Stammzelle. C: Common L: 
Lymphoid. P: Progenitor. Übernommen von Kawamoto et al 22.  

 

Das zelluläre Immunsystem besteht neben den Lymphozyten aus neutrophilen, 

eosinophilen und basophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, 

Mastzellen und dendritischen Zellen. Die Zellen der myeloiden Linie, sowie die 

Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) sind Teil der angeborenen Immunantwort. 

Alle weiteren Zellen der lymphatischen Linie sind der adaptiven Immunantwort 

zuzuordnen. 23 Physiologisch eng mit dem zellulären Immunsystem verknüpft ist 

das humorale Immunsystem, bestehend aus Antikörpern, Komplementsystem 

und Interleukinen. Neben der Erkennung und Bekämpfung viraler, bakterieller 

oder parasitärer Infektionen von extrakorporal, ist dieses System auch dazu in 

der Lage entartete körpereigene Zellen zu detektieren und zu beeinflussen. 24 

Die Lymphozyten lassen sich in vier Subpopulationen aufteilen: die B-Zellen, die 
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αβ T-Zellen, die γδ T-Zellen und die NK-Zellen.  

 

 

1.2.1.1 T-Lymphozyten, ihre Entwicklung und Funktion 
 

T-Lymphozyten bilden T-Zell-Rezeptoren (TCR) aus entweder einer α-Kette 

kombiniert mit einer β-Kette oder einer γ-Kette kombiniert mit einer δ-Kette aus. 

Anhand dessen werden zwei T-Zelllinien unterschieden. 

αβ T-Zellen sind nach Aktivierung durch ihr spezifisches Antigen in ihren 

Effektorfunktionen als CD8+ zytotoxische T-Zellen (CTLs) oder als CD4+ T-Helfer-

Zellen, die mit weiteren Leukozyten wie B-Lymphozyten oder Monozyten 

kommunizieren, Teil der adaptiven Immunantwort. γδ T-Zellen fungieren 

vornehmlich als Teil der primären Immunantwort. Sie machen den weitaus 

kleineren Anteil der insgesamt zirkulierenden T-Zellen aus.25–27 

 

Bis die T-Zelle diese Funktionen als reifer, kompetenter T-Lymphozyt ausführen 

kann, durchläuft sie einen komplexen Entwicklungs- und Reifeprozess durch 

mehrere Kompartimente: Knochenmark, Thymus und sekundäre lymphatische 

Organe. Die Stadien dieses Prozesses lassen sich je nach Expression 

bestimmter Oberflächenmarker differenzieren. (s. Abb 1.2 (B)) 

Erster Progenitor des T-Lymphozyten ist die HSC im Knochenmark. Nach der 

weiteren Entwicklung zu MPPs lassen sich diese unter anderem anhand der 

Expression des Stammzellmarkers Fms-related tyrosine kinase (FLT3), auch 

CD135, weiter unterscheiden. Ist die CD135-Expression hochreguliert, ordnet 

man diesen MPPs ein lymphoides Potential zu. Es wird von lymphoid multipotent 

progenitors (LMPPs) gesprochen.28,29 LMPPs differenzieren zu CLPs aus, dem 

Vorläufer der T- und B-Lymphozyten sowie der NK-Zellen. Im Gegensatz zu den 

CMPs ist diese Zelllinie CD127+. LMPPs und CLPs verlassen das Knochenmark 

und gelangen als T-Zell-Vorläufer über die Blutbahn zum Thymus.28 30 

Der Thymus ist ein primäres lymphatisches Organ und liegt im vorderen oberen 

Mediastinum. Er bietet durch ein Grundgerüst retikulär angeordneter 

Epithelzellen, dem Thymusstroma, und ein spezielles Zytokinprofil ein 

besonderes Milieu für die Entwicklung der hoch diversen und zugleich selbst-
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toleranten T-Lymphozyten.31,32 Die T-Zell-Vorläufer treten in der 

kortikomedullären Junktionszone aus postkapillären Venolen aus dem 

Gefäßsystem in den Thymus über. Von dort aus migrieren sie im Laufe ihrer 

Entwicklung zunächst in die subkapsuläre Zone, um schliesslich wieder zum 

Thymusmark zurückzukehren. (s. Abb.1.2 (A)) 33–35  

Die T-Zellreifung findet im Thymus in zwei wesentlichen Phasen statt. Die frühe 

Phase, die in der subkapsulären Cortexzone des Thymus abläuft, lässt 

antigenunabhängig in einer ersten sogenannten β-Selektion T-Zellen-Vorläufer 

mit prä-TCR oder γδ-TCR proliferieren.36 In der späten Phase, die in der Medulla 

des Thymus stattfindet, wird der durch Genumlagerung (Rearrangement) 

entstandene endgültige TCR Antigen-abhängig und MHC-restringiert zweifach 

geprüft: Durch Positiv- und Negativselektion. Dieser komplexe Reifeprozess mit 

drei Selektionspunkten, an denen über weitere Proliferation und Differenzierung 

oder Apoptose der Vorläuferzelle entschieden wird, gewährleistet zweierlei 

Eigenschaften des reifen T-Lymphozyten: Durch wiederholte Genumlagerung 

kann eine hohe Diversität des TCR erreicht werden. Durch Apoptose derjenigen 

Vorläuferzellen, welche zu stark autoreaktiv an Selbst-MHC-Antigene binden, 

entsteht Selbsttoleranz.37 Lediglich 10-30 % der gebildeten TCR werden diesen 

Anforderungen gerecht.38 

Tritt der T-Zell-Vorläufer in der kortikomedullären Junktionszone in den Thymus 

über ist er CD4neg sowie CD8neg, ergo doppelt negativ (DN). In diesem Abschnitt 

wird zur Verdeutlichung der CD-Evolution der T-Lymphozyten von CDxneg/pos 

gesprochen, im weiteren Verlauf wird die sonst gebräuchliche Schreibweise  

CDx-/+ verwendet. Die zu T-Lymphozyten heranreifenden T-Zell-Vorläufer werden 

während ihrer Reifung im Thymus auch Thymozyten genannt. Die Fraktion der 

DN-Thymozyten wird weiterhin in 4 Subpopulationen aufgeteilt: DN1 bis DN4. Sie 

weist die größte Dynamik in Bezug auf Veränderungen der Oberflächenmarker 

auf.28(s. Abb. 1.2) DN1-Thymozyten, auch Early T-cell progenitors genannt 

(ETPs), differenzieren über die Expression von CD25 zu DN2-Thymozyten. Diese 

weisen noch sowohl ein T-lymphoides als auch ein myeloides Potential auf.28,39 

Während der Migration des Thymozyten gen subkortikaler Zone des Cortex, legt 

der DN3-Thymozyt dieses myeloide Potential ab, die CD44 Expression wird 



Einleitung 

_____________________________________________________________ 

6 

herunterreguliert und es findet intensive Genumlagerung der β -, γ-, und δ-

Genloci statt. Die Zelllen sind nun T-Zell-Linien restringiert (t-cell lineage 

commitment). Es wird diskutiert, ob dieses commitment intrathymisch Notch-

Signal vermittelt ist, oder ob schon präthymisch T-Zelllinien-restringierte 

Progenitoren über Notch Überlebens- und Proliferationssignale erhalten. 40–42  

DN3-Thymozyten müssen in der subkapsulären Zone des Cortex der β-Selektion 

standhalten, um weiter zu reifen zu können. Hat der Thymozyt an diesem Punkt 

eine funktionsfähige β-Kette exprimiert, kann sich diese mit der invarianten prä-

α-T-Zell-Kette (pTα) zum präTCR verbinden und der Thymozyt so das Signal zur 

weiteren Differenzierung zu DN4/ISP-Thymozyten und zur Proliferation erhalten. 

36So wie die DN2-Thymozyten Umlagerungen der β-Ketten erfahren, findet auch 

eine vielfache Umlagerung der γ- und δ-Ketten statt, die bei den DN3-

Thymozyten endgültige γδ-TCRs bilden. Werden diese selektiert, verlassen sie 

den Thymus schon an diesem Punkt als reife γδ T-Zellen.27,43 Wenn auch 

abschließend ungeklärt wird derzeit die Theorie der Signalstärke (signal strength, 

signaling potential) als Erklärung dafür diskutiert, warum ein kleiner Anteil der 

Gesamtthymozyten statt nach der β-Selektion über das Stadium der DN4/ISP 

und DP zu SP αβ T-Zellen zu differenzieren schon hier als TCRγδpos Zellen 

selektiert wird. Demnach bildet der DN3-Thymozyt nach zeitgleichem 

Rearrangement der β -, γ-, und δ-Genloci entweder einen präTCR oder einen 

definitiven TCR aus γ- und δ-Ketten aus. Der γδ TCR vermittelt bei Aktivierung 

ein relativ starkes Signal, welches die entsprechenden Thymozyten proliferieren 

und den Thymus als reife naive γδ T-Zellen verlassen lässt. Der präTCR 

vermittelt ein relativ schwaches Signal, welches die entsprechenden Thymozyten 

prolifereren und zu DN4/ISP-Thymozyten differenzieren lässt. Die Signalstärke 

wird dabei durch Stabilität und Expressionsniveau des TCR-Komplexes 

bestimmt.  44–46 
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Abb.1.2: T-Zellreifung im Thymus und Differenzierung der stadienassoziierten 
Oberflächenmarker.  
(A) Schematische Darstellung der T-Zellreifung und Thymozytenmigration zum und durch den 
Thymus. (B) Überblick zur stadienassoziierten Differenzierung der Thymozyten nach 
Oberflächenmarkern sowie Aktivitätsphasen der Gensegment umlagernden Enzyme RAG, TdT. 
CLP: Common lymphoid progenitor, DN: Double Negative, DP: Double Positive, ETP: Early t-cell 
progenitor, HSC: Hematopoetic stem cell, ISP: Immature single positive, LMPP: Lymphoid 
multipotent progenitor,  MPP: Multipotent Progenitor, RAG: Recombination activation genes, 
SP:Single positive, TdT: Terminal deoxynucleotydil Transferase, TCR: T-cell receptor. 
Übernommen und modifiziert nach Michael Litt et al (A), Elizabeth Fayard et al (B).28,47 
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Hat der Thymozyt bei funktionsfähigem präTCR das Signal zur Proliferation 

erhalten, beginnen im jetzt CD25neg DN4-Thymozyten die Umlagerungen des 

α-Ketten-Genlocus. Über ein Stadium der immature CD8 single positive cells 

(ISP) differenzieren die T-Zell-Vorläufer zu CD4pos CD8pos doppelt positiven (DP) 

Thymozyten. Es finden nun intensive Umlagerungen des TCRα-Genlocus statt, 

bis eine Positivselektion des Thymozyten stattfindet, oder durch Neglekt die 

Apoptose eintritt. 37,48 

Vorwiegend in der Thymusmedulla finden die Positiv- und Negativselektion der 

DP-Thymozyten statt. Positiv selektiert werden jene Thymozyten deren TCR mit 

mittlerer Affinität (mit Co-Rezeptor CD4) Major Histocompatibility Complex II 

(MHC) oder (mit Co-Rezeptor CD8) MHC I erkennen. Wird der TCR des T-Zell-

Vorläufers nicht durch einen MHC-Autoantigenkomplex aktiviert, wird die 

Apoptose des Thymozyten eingeleitet. Ebenso werden diejenigen DP Zellen 

exkludiert, welche im Rahmen der Negativ-Selektion mit zu großer Affinität an 

MHC-Autoantigenkomplexe binden. Von ihnen geht die Gefahr der Autoreaktivität 

aus. An diesen diffizilen Eliminationsprozessen sind neben den 

Thymusepithelzellen vor allem bei der Negativselektion professionelle 

antigenpräsentierende Zellen (APC) des Knochenmarks beteiligt. 37,38,49,50 

Die positiv selektierten und bei der Negativselektion nicht deletierten Thymozyten 

differenzieren schließlich zu CD4pos oder CD8pos einfach positiven (SP) naiven 

αβ T-Zellen aus und verlassen den Thymus gen sekundäre lymphatische 

Organe.28 

  

Um die besprochene hohe Rezeptordiversität zu erreichen, werden die TCR-

Gen-Segmente mehrfach umgelagert: -β -, γ-, und δ-Genloci vor der β-Selektion, 

der α-Genlocus im DP Stadium. Dieser Prozess wird auch T-Zell-Rezeptor-Gen 

Rearrangement genannt. Wesentlich an diesem Prozess beteiligte Enzyme sind 

der „Recombination Activation Genes“ (RAG-1/-2) Enzymkomplex sowie die 

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT).51 (s.Abb. 1.2. B)  

Die Genloci (α, β, γ, δ) des TCR sind jeweils in Segmenten (V, D, J, C) organisiert. 

(s. Abb 1.3.) Die Segmente der VDJ-Region machen den variablen Anteil der 

finalen Kette aus. Die C-Region ist konstant.  
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Der TCRα-Genlocus ist in 70-80 V-Segmenten, 61 J-Segmenten und einem 

C-Segment, der β-Genlocus in 52 V-Segmenten und zwei getrennten Clustern 

mit je einem D-Segment und einem C-Segment und dazwischen gelagert einmal 

sechs und einmal sieben J-Segmenten organisiert.(s.Abb. 1.3.) Durch 

somatische Rekombination und Verbindung der einzelnen Segmente durch N- 

und P-Nukleotide entsteht je Genlocus ein funktionelles Exon. Die Gesamtvielfalt 

der so zufällig entstehenden TCR aus den transkribierten funktionellen Exonen 

des α- und β-Lokus liegt bei ~10^18 Varianten.38 Die Genloci für γ- und δ-Ketten 

sind ähnlich organisiert, wobei der Aufbau des γ-Genlocus mit dem des 

β-Genlocus vergleichbar ist, wenn auch ohne D-Segmente. Der TCRδ-Locus 

liegt innerhalb des TCRα-Locus zwischen den Vα- und Jα-Segmenten verstreut. 

γ-, und δ-Locus codieren weniger V-Segmente als die homologen α-, und β-Loci. 

[Vγ x 12], [Jγ x 3], [Cγ1], [Jγ x 2], [Cγ2] und [Vδ x 8], [Dδ x 3], [Jδ x 4], [Cδ1],  [Jδ x 61], 

[Cδ2]. (Vgl.Abb. 1.3). 52,53 Eine weitere Besonderheit des TCRδ-Locus ist die 

Tatsache, dass fünf der Vδ-Segmente mit denen des Vα-Lokus identisch sind und 

für beide verwendet werden können. 38,54 Es wird angenommen, dass γ-, und δ-

Locus trotz der geringeren Segmentanzahl durch junktionale Variabilität und 

Organisation der drei Dδ-Gensegmente vor zwei Clustern mit Jδ-Segmenten TCR 

mit ähnlicher oder sogar größerer Gesamtvielfalt generieren. 55  

In Betrachtung der Tertiärstruktur des letzlich aus den besprochenen 

funktionellen Exons generierten TCRs lassen sich auf Proteinebene drei 

complimentarity-defining regions (CDR) erkennen. CDR1 und CDR2 sind 

peripher, CDR3 im antigenbindenden Zentrum des TCR gelagert. Dieser 

Anordnung entsprechend sind die MHC-Molekül-bindenden CDR1 und CDR2 

weniger variabel als die sogenannte hypervariable CDR3, welche das jeweils 

potentielle Antigen binden können muss. Die hohe Diversität dieser dritten CDR 

ist durch die große junktionale Variabilität im Bereich der V-, D- und J-

Gensegmente bedingt sowie durch die zufällig häufige und beliebige Insertion 

von Nukleotiden zwischen die rearrangierte Variable Region und D Region durch 

die TdT. Die nichtkeimbahnkodierten N Nukleotide tragen wesentlich zur 

Diversität der TCRs bei. Kommt es im Zuge einer Immunantwort zur 

T-Zellaktivierung lässt sich deren TCR-Repertoire und mögliche klonale 
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Expansion mittels CDR3-Fragmentlängenanalyse (Spectratyping) abschätzen. 

52,56 

 

 

 

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Genumlagerung der TCRα- und β-Genloci  
Schema der V(D)J-Rekombination der TCRα- und β-Genloci und Prozessierung zum αβ-TCR. 
Übernommen aus Janeway Immunologie.54 
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1.2.1.1.1 αβ T-Zellen 
 

TCRαβ+ Zellen machen mit 95 % den Großteil der zirkulierenden T-Lymphozyten 

aus. Ihr reifer Phänotyp ist entweder Corezeptor CD4+ oder CD8+. Haben diese 

T-Zellen den Thymus verlassen, migrieren Sie als reife, naive Zellen in sekundäre 

lymphatische Organe. Binden Sie dort mit ihrem TCR an ihr komplementäres 

durch APC über MHC präsentiertes Antigen und erhalten sie die notwendige 

CD28 Costimulation, kommt es zur Aktivierung und Differenzierung.  

αβ T-Zellen differenzieren zu verschiedenen Subpopulationen unterschiedlicher 

Effektorzellen aus.  

 

Das zum Zeitpunkt der Aktivierung der naiven T-Zelle vorherrschende 

Zytokinmillieu gibt vor, entlang welcher Effektorwege sich die T-Zellen 

differenzieren. Einen dieser Effektorwege eingeschlagen, zeichnet sich die 

ausdifferenzierte T-Effektor-Zelle durch ein individuelles Profil exprimierter 

Oberflächenmoleküle und sezernierter Zytokine aus. Innerhalb der 

CD4+ T-Lymphozyten lassen sich die Subpopulationen der T-Helfer-Zellen (TH), 

TH1, TH2 und TH17, und regulatorischen T-Zellen (Treg) mit jeweils individuellen 

Effektorfunktionen unterscheiden. TH-Zellen werden über an MHC II gebundene 

Antigene beziehungsweise Antigenfragmente aktiviert.57 

 

TH1-Zellen entstehen, wenn naive T-Lymphozyten in einem Milieu aktiviert 

werden, in dem IL-12 und IFNγ vorherrschen. Sie wirken als Mediatoren einer 

zellulär vermittelten Immunantwort und proinflammatorisch. TH1-Zellen 

rekrutieren Makrophagen (über CXCL2, TNFα und LT-β), costimulieren diese bei 

bakteriellen intravesikulären Infektionen über IFNγ und CD40-Ligand oder töten 

über Fas-Ligand (FasL) oder LT-α (TNFβ) chronisch infizierte Makrophagen. Das, 

durch TH1-Zellen über den Transkriptionsfaktor T-bet vermittelt, in großen 

Mengen sezernierte IFNγ (T-bet aktiviert auch die Rezeptorexpression von IL-12) 

bedingt MHC I- und MHC II-Induktion, NK-Zellaktivierung und TH2-Zellhemmung 

und ist in der Lage Virusreplikation zu supprimieren.58 B-Zellen werden durch 

TH1-Zellen zur Synthese opsonisierender IgGs und zum Klassenwechsel 

angeregt; dies geschieht allerdings weniger stark als durch TH2-Zellen. Über IL-2 
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lösen TH1-Zellen T-Zellproliferation, über IL-3 und den Granulozyten-Monozyten-

Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) gemeinsam mit TH2-Zellen die 

Synthese von Monozyten, Granulozyten und dendritischen Zellen (DCs) im 

Knochenmark aus. Permanente IL-12-Verfügbarkeit begünstigt auch nach 

primärer Aktivierung eine effiziente TH1-Antwort über weitere Proliferation und 

Differenzierung der TH1-Zellen.59,60 

 

Das Entstehen von TH2-Zellen wird durch ein IL-4-dominiertes Zytokinmillieu 

begünstigt. Sie vermitteln eine humorale Immunantwort. Über die GATA-3 

aktivierte Sekretion von IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13  und das Oberflächenmolekül 

CD40-Ligand werden B-Zellaktivierung, Isotopenwechsel (IgG und IgE),  

Hemmung der Makrophagenaktivierung sowie Mastzellwachstum vermittelt.61 

Das durch TH2-Zellen sezernierte IL-10 blockiert die Zytokinfreisetzung durch 

Makrophagen und hemmt TH1-Zellen.59 

 

Die jüngst beschriebene Subpopulation der TH17-Zellen entwickelt sich in der 

Frühphase einer Infektion aus naiven T-Zellen, gewährleistet das Zytokinmillieu 

bei Aktivierung eine Stimulation durch IL-6, TGF-β, allerdings nicht IL-12 und IL-4. 

Sie exprimieren den IL-23-Rezeptor, den Chemokinrezeptor CCR6 und den 

lineage marker CD161 und sezernieren IL-17 und IL-6, aber kein IFNγ. So 

stimulieren TH17-Zellen eine akute Entzündungsreaktion und rekrutieren 

neutrophile Granulozyten zum Infektfokus. So wie TH1-Zellen eines permanenten 

IL-12-Angebots bedürfen, ist für TH17-Zellen IL-23 erforderlich, welches 

(gemeinsam mit IL-6 und TGF-β) den Transkriptionsfaktor RORγt exprimieren 

lässt. RORγt legt die Diffenzierung der T-Zelle auf die TH17-Zelllinie fest und 

induziert CD161-Expression. Schlägt das Zytokinmilleu allerdings in ein IL-12- 

und IFNγ-dominiertes um, kann es zur Repolarisierung naiver TH17-Zellen in TH1-

Zellen kommen.62–65 

 

Eine weitere Subpopulation der CD4+ T-Zellen sind die Treg-Zellen, welche 

überschießende Immunantworten sowie Autoimmunreaktionen verhindern. 

Diese subsumieren unter sich die natürlichen regulatorischen T-Zellen und die 
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heterogene Gruppe der adaptiven regulatorischen T-Zellen. Natürliche Treg-

Zellen erfahren schon im Thymus eine Vorprägung. Sie bedürfen zur Ausbildung 

ihrer Effektorfunktionen eines TGF-β  dominierten Zytokinmillieus bei 

gleichzeitiger Pathogen-, IL-12, IL-6- und IFNy-Abwesenheit. Sie sind CD25+, 

exprimieren den Transkriptionsfaktor Foxp3, und supprimieren die T-Zellantwort 

über die Sekretion der inhibitorischen Zytokine TGF-β und IL-10 und exprimierte 

Oberflächenmoleküle. Die adaptiven regulatorischen T-Zellen differenzieren sich 

in der Peripherie unter Einfluss von IL-10 aus naiven CD4+ T-Lymphozyten. 

Untergruppen der adaptiven Treg-Zellen sind sogenannte TH3-Zellen sowie 

TR1-Zellen. Zuletzt wurden weitere beschrieben, welche über unterschiedliche 

Mechanismen supprimierende Effektorfunktionen ausüben. TH3-Zellen sind im 

Immunsystem der Mucosae zu finden und sezernieren IL-10, IL-4 und TGF-β, 

worin sie sich von den TR1-Zellen entscheiden, welche kein IL-4 freisetzen.38,66,67  

 

Naive CD8+ T-Lymphozyten entwickeln sich bei Kontakt mit ihrem 

komplementären an MHC I gebundenen Antigen (Fremd- oder Eigenpeptid)  und 

den nötigen Costimuli zu zytotoxischen T-Zellen (CTLs). Über mehrere 

Mechanismen sind CTLs effizient in der Lage bei infizierten und entarteten Zellen, 

sowie zur Beendigung einer Immunantwort bei aktivierten Lymphozyten, die 

Apoptose herbeizuführen. Auf Grund ihres immensen zytotoxischen Potenzials 

und zur Vermeidung von Kollateralschäden an körpereigenen Zellen, ist die CTL-

Aktivierung aus CD8+ T-Zellen komplexer organisiert als die der CD4+ T-Zellen. 

APC selbst können in bestimmten Fällen (z.B. virusinfizierte APC) CD8+ T-

Lymphozyten über Costimulation (zur IL-2 vermittelten Autostimulation) 

aktivieren und ihre Diffenzierung und Proliferation herbeiführen. Häufig aber 

bedarf es einer zusätzlichen Bindung einer CD4+ T-Zellen über ein verwandtes 

MHC II präsentiertes Antigen an derselben APC um CD8+ T-Zellen zu aktivieren. 

APC werden über das CD40 Signal der CD4+ -Zelle, stimuliert B7-Moleküle zu 

exprimieren, welche CD8+ direkt costimulieren. Auch die zusätzliche IL-2-

Sekretion der CD4+  T-Zellen trägt zur Aktivierung der CD8+ T-Zellen bei.68 

Kommt es zur Aktivierung und Ausdifferenzierung einer CTL, sind ihre vielfältigen 

zytotoxischen Effektorfunktionen auf Grund präformierter zytotoxischer Granula 
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schnell verfügbar. Diese Granula beinhalten Perforin, Granzyme und Granulysin. 

Perforin scheint, nicht wie angenommen durch Porenbildung, sondern durch 

Komplexbildung die Zellmembran für Granzyme durchgängig zu machen, welche 

über Caspasen-Aktivierung Apoptose zu induzieren. Weitere Möglichkeiten der 

CTL Apoptose in Zielzellen auszulösen besteht, wie schon bei den TH1-Zellen 

beschrieben, in der Expression des Fas-Liganden. LT-α, TNF-α, können über den 

Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ 1 (TNFR-1) auf der Zielzelle apoptotisch 

wirken. Das CTL-sezernierte IFNγ hemmt Virusreplikation und rekrutiert und 

aktiviert gemeinsam mit TNF-α Makrophagen.69–71 

 

T-Effektorzellen der CD4+- wie auch der CD8+-Subpopulationen können 

Gedächtniszellen (mermory cells) bilden: sogenannte CCR7- Effektor-

Gedächtniszellen (TEM). Im lymphatischen System ohne Antigenkontakt 

differenzierte CCR7+ Gedächtniszellen werden zentrale Gedächtniszellen (TCM) 

genannt. Beide Gruppen von Gedächtniszellen sind in sich in Bezug auf 

exprimierte Oberflächemmoleküle heterogen. Wobei TCM weder der TH1- oder 

TH2-Linie zugeordnet werden, entsprechen CCR5+ TEM in ihrem 

Chemokinrezeptorrepertoire TH1-Zellen, CCR4+ TEM den TH2-Zellen. Haben sich 

nach primärer adaptiver Immunantwort gegen ein bestimmtes Antigen TEM 

gebildet (Immunität des Organismus), werden diese im Falle der sekundären 

oder weiteren Reaktion schnell reaktiviert, differenzieren und proliferieren erneut 

zu Effektorzellen und sezernieren IFNy, IL-4 und IL-5. Es kommt zu keiner 

erneuten Aktivierung naiver T-Lymphozyten.38,72 

 

Wie oben beschrieben interagieren T-Zellen auf unterschiedliche Weise mit 

Makrophagen. Auch für deren Aktivierung und Ausdifferenzierung sind das 

vorherschende Zytokinmillieu und die dominierende Effektorzellen entscheidend. 

Myeloide Vorläufer, die Monozyten, wandern in periphere Gewebe ein und 

differenzieren dort zu Makrophagen aus. In ihrer Effektorfunktion setzen sie sich 

mit Pathogenen auseinander, modulieren als APC die adaptive Immunantwort, 

regulieren die Entzündungsreaktion und tragen zur Wundheilung bei 73,74. 

Nach dem klassischen Paradigma lassen sich zwei Makrophagen-Phänotypen 
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mit weiteren Subpopulationen unterscheiden: M1 und M2.75  

Dominieren IFNγ, Lipopolysachharide (LPS) und GM-CSF, polarisieren diese 

Makrophagen in Richtung des M1-Phänotyps. M1-Makrophagen sezernieren 

Il-1-beta, TNF-α, IL-12, IL-18 und IL-23 und begünstigen so eine 

proinflammatorische TH1-Immunantwort. 73 

Die Polarisierung in Richtung des M2-Phänotyps kann in mehreren 

Immunkontexten ausgelöst werden und produziert eine Vielzahl heterogener M2-

Untergruppen.76 Auslösend für eine Aktivierung können Parasiten- oder 

Pilzinfektionen, der macrophage colony stimulating factor (MCSF), IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-13 oder IL-1R sein. Typische Effektormoleküle von M2-Makrophagen 

sind IL-10 und TGFβ. So wird dieser Makrophagesubpopulation ein anti-

inflammatorischer Einfluss in Richtung einer TH2-Immunantwort zugeschrieben.77 

Neben Wundheilung und der Vermittlung allergischer Inflammation konnte auch 

gezeigt werden, dass M2-Makrophagen als Reservoir für bestimmte 

phagocytierte Pathogene fungieren und Tumorwachstum unterstützen. 76,78  

Zuletzt konnte gezeigt werden, dass Makrophagen in vitro dazu fähig sind ihre 

Polarisierung umzukehren und abhängig vom vorherrschenden Millieu zu M1- 

oder M2-Makrophagen zu repolarisieren. 79 Das bipolare Modell bildet vermutlich 

nicht die eigentliche Vielfalt des Differenzierungsspektrums der Makrophagen ab. 

74,80  

Handelt es sich beim vorherrschenden Millieu um einen soliden Tumor, können 

infiltrierende Ly-6Chigh Monozyten zu sogenannten Tumor assoziierten 

Makrophagen (TAM) ausdifferenzieren.81 TAMs subsumieren mehrere 

heterogene Makrophagensubpopulationen unter sich, wobei diese sich 

entsprechend des Zytokinprofils des tumor microenvironments differenzieren und 

sowohl einen M1- also auch M2-ähnlichen Phänotyp annehmen können.82 M2-

ähnliche TAMs vermitteln Tumorangiogenese, Stromastrukturierung und 

Immunsupression und sind mit einer schlechten Prognose assoziiert. 83 Gelingt 

es, TAMs vorwiegend in Richtung des M1-ähnlichen Phänotyps zu 

(re-)polarisieren, ist dies mit einer besseren Prognose verbunden. M1-

Makrophagen vermitteln eine tumorgerichtete TH1-Immunantwort und bedingen 

Tumorabstoßung.84   
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1.2.1.1.2 γδ T-Zellen 
 

γδ T-Zellen unterscheiden sich phänotypisch (überwiegend CD4- und CD8-

doppelt negative, nur 20 % der Fälle CD8+ Corezeptorexpression, Spezifität der 

TCRs ist weitgehend invariant durch idente TCRs, und erkennen stressregulierte 

Selbstantigene), in ihrem anatomischen Einsatzort sowie in ihrer Funktion von 

αβ T-Zellen. Etwa 1-10 % der im peripheren Blut detektierbaren CD3+ Zellen sind 

γδ T-Zellen. Die bisher bekannten Aufgabenfelder dieser T-Zelllinie liegen in der  

Immunregulation, Wundheilung, Tumorüberwachung und der Kommunikation 

zwischen angeborener (innate Immunity) und adaptiver Immunantwort (adaptive 

Immunity) als Innate like Lymphocytes (ILL). 38,85,86  

Neben der in Kapitel 1.2.2.1 und Abb.1.2 gezeigten thymischen Entwicklung der  

γδ T-Zellen wird eine intraepitheliale Entwicklung diskutiert. Hämatopoetische 

Vorläufer würden demnach direkt im mucosa-assoziierten lymphatischen System 

in crypto patches einwandern und dort zu TCRVδ1+ intraepithelialen Lymphozyten 

(IELs) reifen. 85 

 

TCRγδ+ T-Zellen sind im Gegensatz zu TCRαβ+ Zellen nicht MHC-restringiert und 

weisen hauptsächlich einen CD4-/CD8-
, doppelt negativen, Phänotyp auf, wobei 

eine geringe Fraktion der Zellen CD4+ oder CD8+ ist. In Bezug auf die Spezifität 

der γδ-TCR und die anatomische Nische lassen sich drei Subpopulationen 

innerhalb γδ T-Zellen unterscheiden: eine in der Peripherie zirkulierende Gruppe, 

welche TCRVy9 und TCRVδ2 koexprimiert, eine Gruppe welche intraepithelial 

angesiedelt ist und TCRVδ1 mit einer variablen TCRVy-Kette koexprimiert, und 

eine Gruppe, welche in der Leber und bei chronischen viralen Infekten vermehrt 

im Blut zu detektieren ist. Diese Gruppe bildet einen TCR aus einer 

TCRVδ3-Kette mit einer variablen TCRVy-Kette.85,87 Trotz der geringeren Anzahl 

rekombinierbarer Segmente im TCRγ- und TCRδ-Genlocus im Vergleich zu 

TCRαβ+ Zellen ist vorallem bei der Gruppe Vy9/Vδ2 T-Lymphozyten eine hohe 

Rezeptordiversität zu finden. Dies ist durch die große junktionale Variabilität 

dieser Loci zu erklären. (s. 1.2.2.1) 

 

Die Effektorfunktionen der γδ T-Zellen sind sehr heterogen. In puncto 
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Zytokinresektion, zytotoxischem Potential und Immunregulation ähneln diese den 

αβ T-Zellen. Sowohl ein proinflammatorisches TH1-Zellen-assoziiertes 

Zytokinprofil (IFNγ und TNFα) als auch ein  TH2-Zellen-assoziiertes (IL-2, IL-4, 

IL-5, IL-10) sind möglich.88,89 In der Frühphase nach der Aktivierung werden 

vorallem die proinflammatorischen und Makrophagen-rekrutierenden Zytokine 

IFNγ und TNFα sezerniert. 86 

Vy9/Vδ2 T-Lymphozyten werden bei bakteriellen, viralen und parasitären 

Infektionen aktiviert. Sie exprimieren die Chemokinrezreptoren CCR1 und CCR5 

und können so schnell zum Infektionsort rekrutiert werden. Zusätzlich sind sie 

selbst dazu in der Lage, Chemokine wie RANTES und macrophage inflammatory 

protein (MIP) zu sezernieren. 90,91 Vy9/Vδ2 T-Zellen können 

Perforin/Granzym-abhängig Apoptose induzieren, triggern die DC-Reifung, 

rekrutieren Makrophagen und unterstützen die B-Zell-Differenzierung und 

Isotopenwechsel. Wie auch Vδ1 T-Zellen exprimieren Vy9/Vδ2 T-Lymphozyten 

den Fas-Liganden und können so Zielzellen lysieren.85,92 Weiterhin sind Vy9/Vδ2 

T-Lymphozyten dazu in der Lage, als professionelle APC CD4+ oder CD8+ αβ T-

Zellen zu stimulieren. Nach Aktivierung und Entwicklung entlang dieses 

Effektorweges können sie Antigene prozessieren und präsentieren und 

exprimieren APC-ähnliche Muster costimulierender Oberflächenmoleküle (HLA-

DR+ (ein MHC II- Rezeptor), CD40+, CD80+, CD86+). 93–95 

Die Effektorfunktionen der TCRVδ1-Subpopulation, Großteil der intraepitheliale 

Lymphozyten (IEL), liegen vor allem in der Regulation der Epithelhomöostase. 

Wundheilung und Fibrogenese werden über die Sekretion von keratinocyte 

growth factor (KGF), Insuline-like growth facor 1 (IGF-1), Fibroblast growth factor 

9 (FGF-9) und connective tissue growth factor (CTGF) vermittelt. Maligne oder 

infizierte Epithelzellen, welche Selbst- oder Fremd-Antigen präsentieren, werden 

durch IEL detektiert und Perforin/Granzym-abhängig oder über den Fas-

Liganden vernichtet. Über die Sekretion von antimicrobial peptides (AMP) sind 

IEL antimikrobiell wirksam, können über den Chemokinrezeptor CCR6 

chemotaktisch zu einem Infektfokus rekrutiert werden und wirken über die 

Sekretion von TGF-β immunregulatorisch. 96,97 

Kommt es zur Aktivierung von Vδ3 T-Zellen, können diese HLA-DR, CD56, 
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CD161 und NKG2D exprimieren. Unter IL-2 Stimulation sind sie in der Lage TH1, 

TH2 und TH17 ähnliche Zytokinprofile zu sezernieren und APC-Zellen zu 

stimulieren. 85,87 

 

Da TCRγδ+ T-Zellen nicht wie TCRαβ+ Zellen MHC-restringiert mit Corezeptor 

CD4 (MHC II) oder CD8 (MHC I) Antigene binden, werden mehrere MHC-

unabhängige Wege der Antigenerkennung diskutiert.  

So erkennen Vy9/Vδ2 T-Zellen Phosphoantigene, Metabolite des Mevalonat-

Stoffwechsels pathogener Bakterien, jedoch nicht direkt sondern durch 

phosphoantigenmediierte Konformationsänderung der Liganden BTN3A1. 98 

Vδ1-T-Zellen können MHC I verwandte Moleküle (MICA/MICB)  binden, welche 

stressinduziert von Epithelzellen exprimiert werden. MICA ist auch Ligand des 

auf NK-Zellen, γδ T-Zellen und αβ T-Zellen zu findenden aktivierenden NKG2D-

Rezeptors. NKG2D-Liganden wie MICA und das ebenfalls MHC I verwandte 

UL16-Binding Protein (ULBP) werden häufig auf neoplastischen Zellen 

exprimiert, was den NKG2D-Rezeptor zu einem wichtigen Wekzeug zur 

Tumorerkennung und –kontrolle macht. Auch CD1-Antigene und 

Hitzeschokproteine (HSP) können von γδ T-Zellen erkannt werden.99 

92(p1),100,101,102(p2),103 

Insgesamt scheint die Antigenerkennung durch γδ T-Zellen damit polyspezifisch 

zu sein, maßgeblich durch Erkennung von stressregulierten Selbstantigenen 

geprägt und vom Charakter her eher regulierend im Bezug auf Induktion und 

Gestaltung der adaptiven Immunantwort.58 99 

 

Das Potenzial der γδ T-Zelllinie in der Tumorüberwachung konnte in mehreren 

Kontexten gezeigt werden. So wirken γδ T-Zellen in vitro zytotoxisch gegenüber 

Kolon-, Nierenzell- und Pankreaskarzinomen sowie auch bei Plasmozytomen, 

Lymphomen, Leukämien und dem Neuroblastom. 104 105–107 

Nach Pamidronatgabe konnte auch bei bestimmten Osteosarkom- und 

Myelomlinien sowie bei Lungen-, Blasen- und Nierentumoren γδ T-Zell induzierte 

Zytotoxizität festgestellt werden. 108 

γδ T-Zellen sezernieren eine Vielzahl an Zytokinen und exprimieren 
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Oberflächenmoleküle, welche auf den Tumor und sein Microenvironment 

einwirken. 109 IFNγ nimmt dabei eine zentrale Rolle ein, indem es neben der 

Makrophagenrekrutierung und –aktivierung Tumorzellen direkt in ihrem 

Wachstum hemmt und deren Angiogenese behindert. 85  

 

 

1.2.1.2 NK-Zellen, ihre Entwicklung und Funktion 
 

NK-Zellen bilden keine durch Genumlagerung entstandenen antigenspezifischen 

Rezeptoren wie die T- und B-Lymphozyten und werden deshalb dem 

angeborenen Immunsystem zugeordnet. Hier aber nehmen sie eine 

differenzierte Position mit elaborierten Erkennungsmechanismen von Fremd und 

Eigen ein.110–112 Wenn auch phylogenetisch älter und vermeintlich rudimentärer 

als T- und B-Zellen, sind NK-Zellen entscheidend an der immunologischen 

Kontrolle von Infektionen und Neoplasien beteiligt.113,114 Nach Aktivierung 

sezernieren NK-Zellen innerhalb kurzer Zeit große Mengen IFNγ und lysieren 

entartete oder infizierte Zellen, ähnlich den CD8+ CTL, über die Freisetzung 

zytotoxischer Granula.  

NK-Zellen entwickeln sich von der CD34+ HSC ausgehend über einen 

gemeinsamen Progenitor mit T-, B-Zellen und DCs, dem CLP, zur reifen NK-Zelle. 

115 (s. 1.2.1)  Neben dem Knochenmark scheinen auch sekundäre lymphatische 

Organe wie das gut associated lymphatic tissue (GALT) Stationen des 

Reifungsprozess der NK-Zellen zu sein.116  

NK-Zellen präsentieren sich in zwei wesentlichen phänotyptischen 

Subpopulationen. CD56bright Zellen mit der Fähigkeit zur Zytokinsektretion, nicht 

aber zur Zytolyse, machen in sekundären lymphatischen Geweben (SLT) den 

Großteil der NK-Zellen aus. Im  Blut  sind vor allem  CD56dim Zellen zu finden, 

welche  auch zur spontanen Zytolyse von Zielzellen in der Lage sind.  Es wird 

diskutiert, ob sich CD56bright NK-Zellen in SLT zu CD56dim ausdifferenzieren. 

117,118(p56) 

Der phänotypische Prototyp der NK-Zellen ist CD3negCD56+ NKp46+. Wie bei den 

T-Zellen sind verschiedene phänotypische und funktionelle Ausdifferenzierungen 
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möglich, wie unter anderem an CD56- und CD16-Expression zu sehen. 113,119 

 

Um aktiviert zu werden, benötigen die NK-Zellen ein Zytokinmillieu dominiert 

durch Interferone und Zytokine der Makrophagen (IFNα, IFNβ und den NK-Zell 

aktivierenden Faktor IL-12). Ist IL-12 permanent verfügbar, fällt die 

NK-Zell-Antwort um ein vielfaches verstärkt aus. Um große Mengen IFNγ 

sezernieren zu können, bedarf es der Stimulation der CD56bright NK-Zelle durch 

IL-12 in Kombination mit einem weiteren Stimulus wie IL-2, IL-15 oder IL-18 oder 

über einen aktivierenden NK-Zell-Rezeptor wie NKG2D. Ähnlich den 

Aktivierungsmechanismen der CTLs, müssen mehrere Bedingungen erfüllt sein, 

damit eine CD56dim NK-Zelle ihr immenses zytotoxisches Potential ausüben 

kann. Neben der Abwesenheit inhibierender MHC I-Moleküle, ist das 

Gesamtequilibrium aktivierender und inhibierender Signale an einer NK-Zelle für 

ihre Aktivierung entscheidend. 113,120,121 

Diese Signale werden über verschiedene Rezeptoren heterogener Gruppen 

transduziert. Innerhalb dieser Gruppen gibt es sowohl inhibitorische als auch 

aktivierende Rezeptoren, wobei das Zusammenspiel aller noch nicht verstanden 

worden ist.  

Zur Erkennung von untypischen MHC Ib-Komplexen (HLA-E) nutzt die NK-Zelle 

ein Heterodimer aus CD94 und einem NKG2-Molekül. Diese beiden entstammen 

dem sogenannten NK-Rezeptorkomplex (NKC) Gencluster, welcher Gene für 

sogenannte Killerzellen-lektinähnliche-Rezeptoren (KLR) beinhaltet. Zu den KLR 

wird auch der aktivierende Rezeptor NKR-P1A (CD161) gezählt. Im zweiten 

großen Cluster, dem Leukozytenrezeptorenkomplex (LRC), liegen unter anderem 

Gene für die Killerzellen-immunglobulinähnlichen-Rezeptoren (KIR), welche 

typische MHC Ia-Komplexe (HLA-A, HLA-B, HLA-C) erkennen, und solche für 

den natürlichen Zytotoxizitätsrezeptor (NCR) NKp46. Die weiteren NCR-Gene 

NKp30 und NKp44 sind im HLA-Komplex codiert. Das aktivierende Molekül 

DNAM-1 (CD226) gehört wie auch die KIR zur Immunglobulin-Superfamilie.38,122  

Wichtige inhibierende Rezeptoren sind die MHC Ia und MHC Ib erkennenden 

KIR-DL-Rezeptoren und die Heterodimere CD94/NKG2A oder CD94/NKG2C, 

welche bei Bindung eine Aktivierung der NK-Zelle verhindern.123  
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Nach der missing-self theory, werden NK-Zellen, dann aktiviert, wenn Zielzellen 

nicht mehr in der Lage sind, durch Infektion oder Entartung, die Liganden für 

diese inhibierenden Rezeptoren zu exprimieren. Ergänzend erläutert die 

induced-self theory, dass beschädigte Zellen Liganden exprimieren, welche von 

aktivierenden Rezeptoren der NK-Zellen erkannt werden.113,121,124,125 Letztlich 

entscheidend für die NK-Zell-Aktivierung oder –Inhibierung ist das Gleichgewicht 

aktivierender und inhibierender Signale.126 

Wichtige aktivierende NK-Zell-Rezeptoren sind die NCRs NKp30, NKp44 und 

NKp46, sowie die KLR NKG2D und NKG2E.127 Während die Liganden für die 

NCR weitestgehend unbekannt sind, bindet der auch auf Makrophagen und 

γδ T-Zellen sowie CTL vorhandene NKG2D stressinduziert exprimierte 

MHC I-ähnliche Moleküle.103 (s.1.2.2.1.2). CD226 vermittelt nach Bindung von 

CD112 oder CD155 ein aktivierendes Signal128. CD16, ein in großem Maße auf 

CD56dim NK-Zellen exprimierter FcIIIa-Rezeptor, bindet den Fc-Teil 

obsonisierender IgG-Antikörper.129 Ein weiterer aktivierender NK-Zell-Rezeptor 

ist der NKR-P1A (CD161) aus der Gruppe der KLR, welcher an zelleigene non-

MHC Moleküle (Lectin-like transcript 1, LLT-1)  bindet. Er scheint für die 

Aktivierung und Induktion von NK-Zell-Zytotoxizität eine Rolle zu spielen. 123,130 

NKR-P1A findet sich als lineage-marker auch auf TH17-Lymphozyten.65 

Sind NK-Zellen einmal aktiviert, sind sie innerhalb von Minuten dazu in der Lage, 

massiv zur Immunantwort beizutragen. Weder Vorstimulation noch Proliferation 

sind nötig, damit NK-Zellen ihre zytolytische und immunmodulatorische Wirkung 

entfalten können. Effektormoleküle sind in präformierten Vesikeln gespeichert 

(Ready-to-go-state). 126 

Ihre zytolytische Effektorfunktion üben NK-Zellen, ähnlich den CD8+ CTLs, über 

Freisetzung von Granzym und Perforin enthaltende Granula sowie über die 

Expression des Fas-Liganden aus. Immunmodulatorisch wirken aktivierte 

NK-Zellen über die schnelle Sekretion großer Mengen IFNγ, welches in der Lage 

ist das Immunsystem in Richtung einer proinflammatorischen TH1-Antwort zu 

polarisieren. Zu dieser Polarisierung trägt bei, dass aktivierte CXCR3+ NK-Zellen 

in Lymphknoten einwandern und so über IFNγ-Sekretion das Priming von 

TH1-Lymphozyten begünstigen. TH1-Zellen wiederum rekrutieren und aktivieren 
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Makrophagen über Sekretion von GM-CSF und TNF-α. IFNγ sorgt außerdem für 

die Hochregulation von MHC I und MHC II, was nicht-beschädigte Zellen vor der 

NK-Zell vermittelten Zytolyse schützt. 38,114,120,131 Insgesamt überbrücken die 

NK-Zellen innate und adaptive Immunantwort, indem sie früh und polyspezifisch 

aktiviert werden können, das Immunsystem in Richtung TH1-Antwort polarisieren 

und komplementär zu den CTL die Zellen lysieren, welche keine MHC-I-Moleküle 

exprimieren. 113 

Wenn auch derzeit noch nicht ausreichend verstanden, bieten NK-Zellen über 

ihre polyspezifischen Erkennungsmechanismen ein großes Potential zur 

Tumorüberwachung und –kontrolle sowie für das Verständnis von Tumorevasion. 

So konnte gezeigt werden, dass chemisch induzierte Fibrosarkome unter IL-12 

Therapie über den NKG2D-Pathway verhindert werden können und, dass im 

weiteren Verlauf dieses Pathways TNFα und IFNγ eine wichtige Rolle spielen. 

113,132 Dass NKG2D eine wichtige Rolle in der Tumorüberwachung einnimmt, lässt 

sich auch an der Vielfalt der Mechanismen erkennen, mit denen Tumore der 

Erkennung durch NKG2D zu entgehen versuchen. So setzt ein Mechanismus der 

Immunescape die Immunantwort über zwei Pathways herab: Epitheliale Tumore 

sind dazu fähig mit MICA/MICB  

NKG2D-Liganden zu sezernieren (sogenanntes Antigenshedding). Einerseits  

kommt es so zu einer Herunterregulation der NKG2D-Expression durch adaptive 

T-Zellen und innate NK-Zellen, welche diese tumorsezernierten Antigene binden. 

Anderseits stimulieren die sezernierten NKG2D-Liganden NKG2D+ 

immunsupprimierende T-Zellen, welche die Immunantwort über TGF-β-Sekretion 

eindämmen.113,133,134(p30) 

Auch über CD226 vermittelte Adhäsion und Aktivierung konnte in vitro bei 

mehreren Tumorzelllinien (metastasiertes Neuroblastom, hämatopetische und 

epitheliale Tumorentitäten) NK-Zell und CTL vermittelt Tumorkontrolle über 

Zytolyse erreicht werden.135–138 Nachdem der murine CD226-Ligand (Tage-4) 

gefunden worden war, konnte auch in vivo CD226 vermittelte Tumorabstoßung 

gezeigt werden, sofern die Tumorzellen Tage-4+ waren. 135,139 

Eine weitere antitumoröse Wirkung der NK-Zellen wird über deren 

Oberflächenmarker CD16 vermittelt. Bindet CD16 an den Fc-Teil eines tumorzell-



Einleitung 

_____________________________________________________________ 

23 

opsonisierenden Antikörpers kommt es zur Perforin/Granzym abhängigen 

sogenannten antibody-dependet cellular cytotoxicity (ADCC). Es konnte gezeigt 

werden, dass NK-Zell-vermittelte ADCC eine wichtige Komponente  der in vivo 

Antitumoraktivität gegen Rituximab- und Trastuzumabbehandelte Lymphom- und 

Mammakarzinomzellen ist.129,131 

Die Rolle der NK-Zellen als Antitumor-Effektorzellen  konnte eindrücklich durch 

Velardi et al gezeigt werden.140 So wurden nach vorangegangenen Experimenten 

in murinen Modellen Patienten mit Akuter Myeloischer Leukämie (AML) bewusst 

mit haploidenten T-Zell-depletierten Stammzellen transplantiert. Es konnte ein für 

das Patientenüberleben signifikanter NK-Zell vermittelter Graft-versus-

Leukämie-Effekt festgestellt werden.140 Zurückgeführt wurde dieser auf das 

Missmatch der Empfänger-MHC I-Moleküle und des Spenders inhibtorischer 

KIRs.141 Wie oben besprochen waren an diesen Prozessen notwendigerweise 

auch NCR, NKG2D und weitere aktivierende Rezeptoren beteiligt.121,142 

Interessanterweise wurden bei diesen Fällen kaum oder keine Graft-versus-Host-

Diseases (GVHD) festgestellt, was neben der geringen transplantierten T-Zell-

Menge unter anderem durch die Tötung der Empfänger DCs durch Donatoren-

NK-Zellen das ausbleibende T-Zell-Priming begründet werden kann.143  

 

 

1.2.2 Tumorimmunologie und Krebsimmuntherapie  
 

Das Immunsystem ist eine gut organisierte Kriegsmaschine, die wie oben 

beschrieben über eine Vielzahl von angeborenen und adaptiven Mechanismen 

dazu in der Lage ist, neben Pathogeneradizierung auch Tumorabstoßung 

und -regression zu vermitteln.144 Können Tumorzellen diesen Mechanismen über 

Immunoediting entgehen, kann der Tumor nicht mehr kontrolliert werden. Ein 

zunehmend besseres Verständnis dieser Evasionsstrategien und 

molekularbiologische Techniken haben zur Entwicklung aussichtsreicher 

multimodaler Krebsimmuntherapien geführt.     

 

Das erste Konzept zum Verständnis der Immunogenität von Tumoren und der 
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Antitumorwirkung des Immunsystems war die Immunsurveillance-Hypothese 

nach Burnet und Thomas.145,146 Es gelang jedoch nicht diese Hypothese mit 

Daten zu untermauern. Das Gebiet wurde zunächst verlassen. Später zeigten 

Versuche mit Knock-out-Mäusen jedoch, dass ein Wirt mit defizienten NK-Zellen, 

αβ oder γδ T-Zellen, IL-12, Perforin oder IFNγ eine höhere Anfälligkeit zeigt, 

Tumore zu entwickeln.147–150 Das Modell der Immunosurveillance wurde wieder 

aufgegriffen und konnte über Erkenntnisse aus Studien mit nach 

Transplantationen immunsuprimmierten Patienten auf den Menschen übertragen 

werden.151 Im Wissen, dass sich Tumore trotz Immunosurveillance auch in 

immunkompetenten Individuen bilden, wurde das Konzept um die sogenannten 

„Three Es“ des Immunoediting erweitert (Elimination, Equilibrium und Escape). 

Tumore und Immunsystem prägen einander. Das Immunsystem detektiert und 

zerstört Tumorzellen, die Tumorantigene präsentieren (Elimination). 

Selektionsdruck und genetische Instabilität lassen Tumorzellen entstehen und 

überleben, die nicht detektierbar sind, das Immunsystem supprimmieren oder 

andere Wege finden, dem Immunsystem zu entgehen (Equilibrium). Die 

Tumorimmunogenität nimmt ab. Die Evasionsmechanismen des Tumors nehmen 

zu. Der so durch das Immunsystem geformte Tumor (und vice versa) kann nicht 

mehr kontrolliert werden und breitet sich aus (Escape). 145,152 (s. Abbildung 1.4) 

 

Diese Vorgänge laufen ab im Tumormicroenvironment (TME) bestehend aus 

Tumorzellen, Immunzellen, Gefäßen, Fibroblasten, Extrazellularmatrix (EZM) 

und Signalmolekülen. Das tumorinfiltrierende Immunkompartiment wird 

Immuncontexture genannt und ist charakterisiert durch dessen Lokalisation, 

Dichte, Organisation und funktionelle Orientierung.153 Die Zusammensetzung 

von intratumoralen Immunkompartiment und TME sind von entscheidender 

Bedeutung für das klinische Outcome des Tumorpatienten. Sie bieten 

Angriffspunkte und Marker für eine effiziente multimodale Krebsimmuntherapie. 

154 So konnte durch Galon gezeigt werden, dass die Präsenz von Markern einer 

TH1-Polarisierung (z.B. IFNy und T-bet) und CTLs im tumorinfiltrierenden 

Immunkompartiment statistisch mit einer besseren Prognose für Patienten mit 

kolerektalem Karzinom (CRC) korreliert sind. Im Vergleich zur UICC-TNM-
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Klassifikation für das CRC wiesen Typ, Dichte und Lokalisation von Immunzellen 

einen höheren prognostischen Wert auf, was die Forderung nach 

Implementierung des Immunoscores als Teil des Tumorstagings nach sich zog. 

24,154,155 Fridman et al. konnten diese Erkenntnisse auf Tumore weiterer Entitäten 

übertragen (u.a. der Ovarien, Blase, Brust, Prostata und der 

Kopf-Hals-Region).154 

 

Während der Karzinogenese durchläuft das tumorinfiltrierende Immun-

kompartiment durch Immunoediting eine Veränderung – von einer 

tumorverhindernden zu einer tumorfördernden Wirkung.156  

In der prämalignen Phase eines Tumors dominiert eine TH1-polarisierte 

proinflammatorische Immunantwort. Angeborene und adaptive Mechanismen 

kontrollieren gemeinsam den Tumor. Tumorantigene induzieren klonale 

Expansion der CD4+ und CD8+ T-Zellen, Stresssignale (z.B. MICA, MICB) 

entarteter Zellen aktivieren Zellen der angeborenen Immunität wie NK-Zellen 

über NKG2D und es finden sich infiltrierende γδ T-Zellen. Tumorzellen werden 

über IFNγ und TNF-α in ihrem Zellzyklus arrettiert und über CTLs lysiert. Deren 

Sekretion wird über das vorherschende IL-12 vermittelt, welches von M1-

Makrophagen sezerniert wird.24,144,157 CTLs werden als Haupt-Antitumor 

Immmunzelle angesehen, vor allem wenn sie mit hoher Affinität 

MHC I-präsentierte Tumorantigene erkennen und Tumorzellen über Perforin und 

Granzym B lysieren können.155,158,159 Jenseits dieser rabiaten Methode liegt die 

Antitumorrelevanz der CD4+ TH1-Zelle in ihrer Fähigkeit, IFNγ und TNFα 

vermittelt Zellzykklusarrest und Seneszenz in Tumorzellen zu induzieren.21,160–163 

(s. Abb 1.4) T-Zell-Priming und -Differenzierung finden nach Fridman et al. in 

lokalen Lymphknoten und den Tertiary lymphoid structures (TLS) des TME statt. 

Die Dichte der TLS und darin vorhandene reife DCs sind mit einer guten 

Prognose in NSCLC assoziiert.24,164 Können in dieser Phase nicht alle 

neoplastischen Zellen eliminiert werden, stellt sich die Phase des Equilibirums 

ein. Vor allem die Zellen der adaptiven Immunität (CD4+, CD8+) und Zytokine wie 

IL-12 und IFNy halten den Tumor in Schach, liefern gleichzeitig aber den 

Selektionsdruck, welcher bei zunehmender genetischer Instabilität Tumorzellen 
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entstehen und überleben lässt, die nicht mehr kontrolliert werden können und 

immunevasiv werden.144,165 (s. Abbildung 1.4) Der Tumor entzieht sich über 

mannigfaltige Escapemechanismen dem Kontrollapparat Immunsystem und 

beginnt diesen für sich selbst zu nutzen (hijacking of host physiological 

processes).145,155,166,167 (s.Abb 1.4 und 1.5) 

 

Der Übergang eines prämalignen in-situ Tumors hin zum invasiven Wachstum ist 

gekennzeichnet durch den Switch von einer TH1/M1-dominierten zu einer nicht-

TH1-geprägten (meist durch TH2) und von M2-Makrophagen beeinflussten 

Immunlandschaft im TME. Das lokale Zytokinmilleu verschiebt sich. Zytotoxische 

Antitumoraktivität vermittelnde Zytokine wie IL-12, IFNγ und TNF-α nehmen ab, 

immunsupprimierende und tumorfördernde wie IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL.13 TGF-

B, Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), VEGF nehmen zu. (s.Abb 1.4 und 1.5A)  

An diesem Switch scheint wesentlich die durch den Tumor an sich oder externe 

Faktoren (virale Infektion, z.B. EBV) verursachte chronische Inflammation 

beteiligt zu sein, welche das intratumorale Immunkompartiment hin zur 

Vermittlung von Gewebehomöostase und in eine das Tumorwachstum fördernde 

Richtung polarisiert. 24,155,156,168–170  

Es entstehen und überleben Tumorzellen mit geringer Immunogenität (Verlust 

von MHC-Molekülen und Tumorantigenen). Tumorzytokine rekrutieren 

supprimmierende myeloide Zellen (MDSCs) und Treg  in das TME. Tumorzellen 

exprimieren Liganden für supprimierende T-Zell-Rezeptoren PD-1 und CTLA-4. 

NK-Zellen werden anerg durch Herunterregulation aktivierender Rezeptoren wie 

NKp30 und CD226. VEGF vermittelt Tumorangiogenese und im Zusammenspiel 

mit IL-6 Inhibition der DC-Reifung sowie Beförderung der Makrophagenreifung 

(M2-Phänotyp) aus Monozyten. 24,144,171–175   
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Abb. 1.4: Cancer Immunoediting  
Exemplarische Darstellung des sich während der Karzinogenese verändernden 
tumorinfiltrierende Immunkompartiment. CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4, 
IDO: Indolamin-2,3-Dioxygenase, MDSC: Myeloid-derived Suppressor Cells, PD-1: Programmed 
cell death protein 1, TRAIL: TNF Related Apoptosis Inducing Ligand. Adaptiert nach Schreiber et 
al.144 

 

Die beschriebenen Mechanismen und Abläufe im intratumoralen Immun-

kompartiment unterliegen nicht unbedingt diesem monodirektionalen Verlauf. In 

Abhängigkeit von Tumorentität, Immunstatus und externen Faktoren, wie auch 

Immuntherapien, findet stets ein Feintuning des intratumoralen Immun-

kompartiments statt, welches das Tumorwachstum sowol befördern als auch zur 

Tumorkontrolle oder –eliminerung bedingen kann.144 
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Die Kenntnis über Beschaffenheit und prognostischen Wert des 

tumorinfiltrierenden Immunkompartiments zeigen viele potenzielle Ansatzpunkte 

für Krebsimmuntherapien auf, wie in der zyklischen Darstellung zur 

Tumorimmunität nach Chen et al zu sehen.176 (s.Abb 1.5 A und B). So haben sich 

mehrere neuartige Immuntherapien etablieren können, andere zeigen in vivo 

vielversprechende Resultate: beispielsweise Monoklonale Tumor-Antikörper wie 

der CD20-Antikörper Rituximab oder der ERBB2-Antikörper Trastuzumab; 

ebenso der VEGF Antikörper Bevacizumab. Zytokin-therapien mit IL-2 oder IL-

12. T-Zell orientierte Therapien mit adoptivem Zelltransfer von mit Chimeric 

Antigen Receptors (CAR) ausgestatteten autologen T-Zellen oder 

Krebsimpfstoffe wie das MAGE-A3-Vaxin. Oder aber auch die für die 

Melanomtherapie zugelassenen Checkpointinhibitoren, die auf PD-1 

(Ipilimumab) und CTLA-4 (Nivolumab) abzielen. 12,21,177–182 Eine weitere 

onkolytisch und durch Heraufregulation von MHC I-Molekülen T-Zell 

stimulierende Therapie metastasierter Melanome ist die gezielte Infektion der 

Tumorzellen durch ein modifiziertes Herpes-simplex-virus Typ 1 (Tamilogen 

laherparepvec). 183  (s. Abb. 1.5 B)  
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Abb. 1.5 Cancer-Immunity cycle  
(A) Entstehung von Antitumor-Immunität und diese stimulierende (grün) und inhibierende (rot) 
Faktoren im TME. (B) Ansatzpunkte immuntherapeutisch Antitumor-Immunität zu stimulieren. 
CDN: cyclic dinucleotide, HMGB1: high-mobility group protein B1, TLR: Toll-like receptor, HVEM: 
herpes virus entry mediator, GITR: glucocorticoid-induced TNFR family-related gene, CXCL/CCL: 
chemokine motif ligands, LFA1: lymphocyte function-associated antigen-1, ICAM1: intracellular 
adhesion molecule 1, BTLA: B and T-lymphocyte attenuator, VISTA: V-domain Ig suppressor of 
T cell activation, LAG-3: lymphocyte-activation gene 3 protein: MIC: MHC class I polypeptide-
related sequence protein, TIM-3: T cell immunoglobulin domain and mucin domain-3. 
Übernommen nach Chen und Mellmann.176  
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Letztlich deutet ein intratumorales Immun-

kompartiment charakterisiert durch hohe T-Zell-

Dichte, insbesondere TH1 und zytotoxische TEM, 

sowie eine geringe Dichte von Indikatoren von 

Inflammation und Angiogenese auf ein gutes 

Ansprechen einer Krebstherapie und eine 

dauerhaft verbesserte Prognose für den 

Patienten hin. Um dies zu erreichen, bietet sich 

eine Kombination mehrerer therapeutischer 

Ansätze an. Je nach Entität der Neoplasie können 

diese Ansätze auch klassische Mittel wie 

operative Resektion, CTx und RTx enthalten, um 

das tumorinfiltrierende Immunkompartiment 

entscheidend zu formen – zur Induktion einer 

adaptiven Immunität.  24,153,184–187  

Wie durch Gatenby nach mathematischer 

Betrachtung der Evolutionsdynamik von Tumore 

postuliert, muss nachhaltig erfolgreiche 

Tumortherapie nicht komplette Tumor-

eradizierung (mit der Gefahr der Tumoradapation 

durch Immunoediting) zum Ziel haben. 

Vielversprechender scheint ein wie in Abb. 1.6 

nach Palucka und Coussens dargestelltes 

intermittierendes Vorgehen (multimodal, Tumor- 

und therapiemarker-orientiert) zur langfristigen 

Kontrolle eines persistenten Tumors (Gatenby: 

„To survive cancer, live with it!“).155,188–190  

Das in dieser Arbeit betrachtete intratumorale 

Immunkompartiment entstand nach einer 

Kombinationsbehandlung durch lokale 

Radiotherapie und systemische Gabe eines 

tumorausgerichteten IL-12-Fusionsmoleküls. 

Abb. 1.6: Exemplarische lang-
fristige Tumortherapie  
Tx: Therapie, ICB: Immune 
checkpointblockade. 
Übernommen nach Palucka und 
Coussens (2016) 155 
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1.2.3 NHS-IL12, lokale Radiotherapie und Kombinationstherapie  
 

Humanes IL-12 nimmt bei der Vermittlung von angeborener und adaptiver 

Immunantwort eine Schlüsselrolle ein und kann Tumorregression induzieren. 

21,182,191–193 Es ist dazu in der Lage, ein intratumorales Immunkompartiment in 

Richtung einer TH1-Antwort zu (re-)polarisieren: Es vermittelt T-Zell-Priming und 

NK-DC Zell-Zellkommunikation sowie Proliferation und verstärkte zytolytische 

Aktivität beider Zellreihen. IL-12 rekonvertiert TH17-Zellen und Treg zu TH1-Zellen 

sowie auch Makrophagen zum M1-Phänotyp. 64,193–195   

Auf molekularer Ebene hemmt IL-12 die TGF-β abhängigen Induktion von RORγt 

und Foxp3195. IL-12 regt TH1- und NK-Zellen zur massiven IFNy-Produktion an, 

was die MHC I- und MHC II-Expression und in Makrophagen die Sekretion der 

anti-angiogenetischen Chemokine CXCL9 und CXCL10 induziert.196–198 Es 

konnte gezeigt werden, dass über IFNγ und TNFα bei RMS in vivo nicht nur 

Seneszenz sondern auch myogene  Differenzierung induziert wird. Diese 

Erkenntnisse konnten in vitro auch auf Glioblastom-, Neuroblastom-, CRC-, 

Brustkrebszellreihen sowie auf Zellen eines hepatozellulären Karzinoms 

übertragen werden. 21,160,161 

Das große Potential exogener IL-12 Applikation in der Krebsimmuntherapie war 

lange Zeit durch deren dosisbedingte systemische Toxizität limitiert.199,200 In der 

Folge wurde IL-12 mit dem Antikörper NHS76 fusioniert, welcher an nackte 

Histone/DNA bindet. Diese treten auf in einem hypoxischen Tumor, der seine 

eigene Angiogenese überwachsen hat und zu Teilen nekrotisiert. In Form dieses 

Fusionsmoleküls NHS-IL12 kann IL-12 mit guter intratumoraler Bioverfügbarkeit 

und geringer systemischer Toxizität appliziert werden.196,201,202 

Eine Möglichkeit, gezielt Nekrose in einem Tumor zu induzieren und somit die 

intratumorale IL-12-Verfügbarkeit noch zu verbessern, besteht in der Anwendung 

lokaler Radiotherapie20,203.  

Wie in 1.2.2 beschrieben und Abb.1.5B und Abb. 1.6 zu sehen, scheint eine 

individuelle Kombination multimodaler Therapieansätze zur langfristigen 

Tumorkontrolle aussichtsreich. Wenn sich auch der alleinige Einsatz von 

Immuntherapie bei gewissen Tumorentitäten (Melanome, NSCLC) wirksam 

gezeigt hat, präsentiert sich ein multimodaler Ansatz der Therapien kombiniert, 
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die immunogenen Zelltod (ICD) vermitteln (RTx, CTx, tumorgerichtete 

zytotoxische Antikörper), vielversprechend, auch Tumorerkrankungen weiterer 

Entitäten effizient therapieren zu können. 181,204–207 

RTx (allein) ist hocheffizient darin, vorübergehend lokale Tumorkontrolle zu 

vermitteln, vor allem im Frühstadium. Neben dem direkt zytotoxischen Potential 

gezielt lokaler Bestrahlung, hat lokale RTx eine immunogene Wirkung.208 RTx 

verursacht ICD, eine immunstimmulierende Form des Zelltods, welche  

angeborene und adaptive Immunantwort induziert.209,210 Auf diese Weise 

eliminierte Tumorzellen setzen sogenannte Damage associated patterns (DAMP) 

frei, welche von DC aufgenommen und T-Zellen präsentiert werden 

können.208,211,212 Auch etablierte Tumore können so (vorübergehend) wieder 

immunogen werden. Tumorzellen exprimieren verstärkt MHC I, Tumorantigene 

und FAS/CD95.213–215 Es entsteht ein zytotoxisch inflammatorisches 

Immunkompartiment mit gesteigerter T-Effektorzellfunktion, die in Richtung des 

TH1 Phänotyps polarisiert ist, charaktisiert durch ein Zytokinmillieu von IL-2, IL-12 

und IFNy.208,216,217 Die Induktion einer derartigen Immunantwort liefert eine 

mögliche Erklärung dafür, dass lokale Bestrahlung Tumorregession auch an 

nicht-bestrahlten entfernteren Orten der Tumormanifestation verursachen kann. 

Dieses Phänomen wird Abscopaler Effekt genannt.208,218–221 

 

Die Synergie-Effekte bei Kombination einer Immuntherapie mit NHS-IL12 und 

lokaler RTx sind bidirektional: Immuntherapie befördert Abscopale Effekte 

außerhalb des Bestrahlungsfelds, lokale RTx setzt Tumorantigene und andere 

immunogene Muster frei, wandelt TME und Immuncontexture in eine gegen den 

Tumor wirkenden Richtung und erhöht die intratumorale Verfügbarkeit von 

NHS-IL12.208,222 

 

 

1.3 NSG-Mäuse und RMS A204 

 

Um die menschliche Hämatopoese und das humane Immunsystem und deren 

Manipulationen durch Krankheit und Therapie gezielt zu erforschen, werden 
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heute humanisierte Mausmodelle verwendet. 2005 wurde der bisher 

immundefizienteste Mausstamm NSG (NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ) 

durch Shultz et al. entwickelt.223 Die dieser Arbeit zu Grunde liegenden Versuche 

wurden mit NSG-Mäusen durchgeführt. Eine Vielzahl genetischer Modifikationen 

macht diesen Mausstamm sehr geeignet als Rezipient von Xeno-Transplantaten 

sowohl für Tumore/Leukämien als auch Stammzellen und Immunzellen, letzlich 

damit auch die Etablierung einer humanen Hämatopoese und eines 

menschlichen Immunsystems. Die Null-Mutation der IL-2Rγ-Kette, die 

Bestandteil mehrerer für die Differenzierung hämatopoetischer Zellreihen 

obligatorischer Zytokinrezeptoren ist, wie die für die Signalwege von IL-2, IL-4, 

IL-7, IL-15 und IL-21 224, verhindert damit die NK-Zell-Differenzierung, die 

Entwicklung von T- und B-Zellen und damit auch die Abstoßung humaner Zellen, 

was wiederum die Etablierung einer humanen Hämatopoese vereinfacht.225 Von 

der Non-obese diabetic (NOD-Maus) Linie NOD/ShiLtJ abstammend, weist das 

Genom der NSG-Maus Defekte auf, die die angeborenen Immunität affektieren. 

DCs sind eingeschränkt funktionsfähig, Makrophagen in ihrer Aktivität gestört und 

kein Komplementsystem vorhanden.226 Dazu besteht ein Polymorphismus des 

Sirpa-Gens, welcher das Knochenmark als Nische für die Kolonisierung durch 

HSC empfänglicher macht.227 Eine weitere Mutation im homologen Gen zum 

humanen PRKDC-Gen macht dieses funktionslos und schaltet die adaptive 

Immunität praktisch aus.228 Dieses Gen kodiert für eine DNA-abhängige 

Proteinkinase (DNA-PK), welche für DNA-Strang-Reperaturaufgaben während 

der V(D)J-Rekombination der B- und T-Zellen zuständig ist. Dieser Defekt sorgt 

für eine stark verminderte Anzahl funktionsfähiger B- und T-Lymphozyten und 

wird als severe combined immunodeficiency (scid) oder Prkdcscid 

bezeichnet.228,229 

 

In der RMS-Forschung stehen derzeit 30 humane RMS-Zellreihen zur Verfügung, 

die sich in Herkunft, Karyotyp und histologischen Merkmalen unterscheiden.230 

Die für diese Arbeit eingesetzte Tumorentität ist die RMS-Zelllinie A204 (im 

American Type Culture Collection (ATCC) Katalog als HTB28 gelistet). Diese 

Zelllinie eines embryonalen RMS wurde 1973 aus dem Tumor eines 1-jährigen 
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Mädchens etabliert. Die histologische Morphologie des A204 wird als epithelartig 

mit Bildung einschichter Zellverbände beschrieben. In Nacktmäuse inokuliert 

bildet diese Zellreihe kleine maligne Tumore mit der Entität eines human 

embryonalen RMS. In der virologischen Untersuchung (PCR) zeigen sich die 

Zellen EBV-, HBV-, HCV-, HHV-8-, HIV- und HTLV-I/II-negativ.231,232 

 

 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

 

Rhabdomyosarkompatienten sehen sich häufig einer schlechten Prognose 

gegenüber. Etablierte Maßnahmen wie Radiochemotherapie und chirurgische 

Tumorresektion erreichen selten langfristige Tumorkontrolle. RMS-Therapien mit 

tumorgerichtetem NHS-IL12 allein und in Kombination mit lokaler Radiotherapie 

haben Tumorkontrolle in vivo und in vitro über Induktion von Seneszenz, 

myogener Differenzierung und Abscopale Effekte erreichen können.  

 

Diese Arbeit setzt sich zum Ziel, das im Rahmen einer Kombinationstherapie aus 

systemischer Applikation von NHS-IL12 und lokaler Radiotherapie entstandene 

tumorinfiltrierende Immunkompartiment histologisch, immunhistochemisch und 

molekularbiologisch zu untersuchen. Insbesondere im Fokus standen hierbei die 

phänotypische Charakterisierung intratumoraler T-Zellkompartimente und NK-

Zellen in Abhängigkeit von Kombinationstherapie mit ipsilateraler lokaler oder 

contralateraler Bestrahlung.   

 

Dabei sollten folgende Fragen geklärt werden: 

Wie sieht das intratumoral induzierte Immunkompartment in den 

Therapiegruppen versus nicht therapierter Gruppe aus? 

- Welcher T-Zellsubtyp (CD4+, CD8+) infiltriert vornehmlich den Tumor?  

- Weisen die T-Zellkompartimente (αß, und γδ-T Zellen) ein breites TCR-

Repertoire auf? 

- Kann die klonale Expansion bestimmter T-Zell-Rezeptor-Familien 

festgestellt werden?  
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- Induziert die multimodale Therapie systemisch nachweisbare Klone und 

ermöglicht damit potentiell Abscopale Effekte?  

- Sind die aktivierenden NK-Zell Rezeptoren NKp30, NKp44, NKp46, 

NKG2D, NKG2E, CD226 nachweisbar und lassen damit auf ein aktiviertes 

antitumoral aktives NK-Zellkompartment schließen? 

- Können intratumoral CD161 und damit indirekt TH17-Kompartimente 

nachgewiesen werden, die wie gezeigt durch IL-12 in einen TH1 

antitumoralen Phänotyp gepolt werden? 

- Lassen sich Äquivalente zytotoxischer Aktivität (Granzym B+) 

nachweisen?  

 

Wie sieht der Tumor makroskopisch/mikroskopisch in den Therapiegruppen 

versus nicht therapierter Gruppe aus? 

- Wo gibt es Anhalte für Tumorregression? 

- Wo kann myogene Differenzierung (Desmin+) als Konsequenz TH1-

zytokininduzierter Seneszens nachgewiesen werden?  
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2 Material und Methoden 

 

 

2.1 Versuchstiere, Tumore und Materialien 

 

2.1.1 Versuchstiere und RMS A204 
 

Bei dem letztlich für diese Arbeit untersuchten Tumormaterial handelte es sich 

um insgesamt 10 Tumore und deren Tumorbett. Alle Tierexperimente dieser 

Studie waren durch das Regierungspräsidium Tübingen genehmigt und 

kontrolliert worden (Nr. K6/11). 

Nach dem von Schilbach et al verwendeten Protokoll waren humanisierte NSG 

Mäuse (JAX mouse NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ; Jackson Laboratory, 

USA) 2014 unter pathogen-freien Bedingungen in der Tierforschungsabteilung 

des Universitätsklinikums für Kinder und Jugendmedizin Tübingen behandelt 

worden. 21 Diese waren im Alter von sechs bis acht Wochen mit 2,5 Gy subletal 

ganzkörperbestrahlt und in der Folge mit 106 humanen CD34 positiven und CD3 

negativen Stammzellen intravenös transplantiert worden, um eine 

Humanisierung der Hämatopoese zu erreichen. Diese Stammzellen 

entstammten durch G-CSF stimulierten Spendern mit HLA-Missmatch zu RMS-

A204. Nach 12 Wochen mit wöchentlicher Fc-IL-7 (Merck, Deutschland) Injektion 

war das Ansprechen der Mäuse auf die Stammzelltransplantation mittels 

Durchflusszytometrie des peripheren Blutes überprüft worden. Im Speziellen 

wurden das CD3 und CD45 Repertoire und somit die Präsenz humaner T-Zellen 

geprüft. 

Tiere mit einem erfolgten Engraftment von mindestens 5% (also einem humanen 

Anteil an Zellen der Hämatopoese von mindestens 5%) wurden in die Studie 

eingeschlossen. (s. Abb. 1)  

Den eingeschlossenen Tieren waren nun in beide Oberschenkel der Hinterläufe 

subkutan 106 Rhabdomyosarkomzellen der Zellline RMS A204 (ATCC®, 

Manassas, USA, ATCC®-Nummer: HTB-82) injiziert worden. Die Behandlung 
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war bei einer Tumorgröße (entscheidend die Größe des größeren der beiden 

Tumore) von 7-11 mm begonnen worden. Die Behandlung der Tiere hatte in drei 

Behandlungsgruppen stattgefunden. In die Behandlungsgruppe I worden Mäuse 

mit unilateraler lokaler Radiotherapie einer der beiden Tumore, in die 

Behandlungsgruppe II Mäuse mit alleiniger systemischer intravenöser 

Applikation von NHS-IL12 und in die Behandlungsgruppe III solche mit 

unilateralre Radiotherapie in Kombination mit systemischer Applikation von NHS-

IL-12 eingeschlossen (s. Abb2.1). 

 

 
Abb.2.1.: Studiendesign  
Behandlungsgruppen. I: unilaterale lokale Radiotherapie. II: Alleinige NH-IL12-Therapie. III: 
Kombinationstherapie aus unilateraler Radiotherapie und systemischer NHS-IL12-Therapie. 
Adaptiert nach Eckert et al.20 

 

Für die lokale Radiotherapie war ein Linearbeschleuniger (Elekta Oncology 

Systems®, Crawley, UK) mit einer Einzeldosis von 8,0 Gy und mit 6 MV Photonen 

verwendet worden unter inhalativer Anästhesie mit Isofluran (Abbott, Wiesbaden, 

Deutschland) und Abschirmung des restlichen Mauskörpers mit Blei.  

In Orientierung an der Behandlungsgruppe III, welche lokale Radiotherapie in 

Kombination mit der systemischen NHS-IL12 Applikation erhalten hatte, war zwei 

bis drei Tage nach der Bestrahlung beginnend wöchentlich in dieser und in der 

Behandlungsgruppe II mit alleiniger systemischer Interleukinbehandlung 
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NHS-IL12 (20 µl/100 µl PBS) intravenös appliziert worden.  

Nachdem alle zwei bis drei Tage die Tumordurchmesser gemessen worden 

waren, euthanasierte man gemäß den Leitlinien der Abbruchkriterien im vom 

Regierungspräsidium genehmigten Tierversuchsantrag alle Tiere, deren Tumor 

eine Größe von 15 mm überschritten hatte. Ebenso wurden jene Tiere 

euthanasiert, bei denen die Tumore unter der Behandlung auf einen 

Durchmesser von 3 mm geschrumpft waren, um Tumorgewebe für die folgenden 

Untersuchungen gewinnen zu können. Dafür wurden die exzidierten Tumore für 

die Histologie formalinfixiert, für die molekularbiologische Analyse in flüssigem 

Stickstoff eingefroren und bei  -80 °C gelagert.20  
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2.1.2 Materialien  
 

Tabelle 1: Glas, Plastik, Laborzubehör 

Glas, Plastik, Laborzubehör Markenname und Hersteller 

Aluminiumabdeckfolie 

(10 m x 30 cm x 0,015 mm) 

Papstar, Kall, Deutschland 

Diverse Glaswaren Schott Duran ® 

Schott, Mainz, Deutschland 

Einmalhandschuhe  Kimberley-Clark®, Irving, Texas, USA 

Abena®, Oberderdingen, Deutschland 

Mikroreaktionsgefäße  

(0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mikrotiterplatten MicroAmp® Optical 96-Well Reaction  

Plate, Applied Biosystems®, California,  

USA 

Mikrotiterplattenabdeckung MicroAmp® 96-Well Full Plate Cover  

Applied Biosystems®, California,  

USA 

Oberflächendesinfektionsmittel  

& -tücher 

Descosept AF, Dr. Schumacher GmbH 

Malsfeld, Deutschland 

Tapira®, Heidenheim, Deutschland 

Parafilm Bemis, Oshkosh, USA 

PCR-Reaktionsgefäße Thermo-Strips™ 

PEQLAB, Erlangen Deutschland 

Pipettenspitzen (2µl, 10µl, 20µl, 

100µl, 200µl) mit und ohne Filter 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Wasserfeste Pigmentliner, diverse 

Farben 

Staedtler Mars GmbhH, Nürnberg, 

Deutschland 
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Tabelle 2: Stammlösungen und Chemikalien 

Stammlösung, Chemikalie  Hersteller 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen, Deutschland 

DEPC-behandeltes Wasser Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen, Deutschland 

Desoxynucleotidtriphosphate GeneAmp® dNTPs, Applied  

Biosystems, California, USA 

Ethanol absolut Merck,  

Darmstadt, Deutschland 

Formamid Hi-Di™ Formamide, Applied  

Biosystems®, California, USA 

Längenstandard für Spectratyping GeneScan™ – 600 LIZ® Size Standard, 

Applied Biosysstems, California, USA 

Lysepuffer Lyse RLT,  

Qiagen, Hilden, Deutschland 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Invitrogen, Groningen, Niederlande 

Phosphate Bufferd Saline (PBS) Universitätsapotheke, Tübingen, 

Deutschland 
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Tabelle 3: Geräte 

Gerät Markenname und Hersteller 

Crushed-Ice-Gerät Scotsman, Vernon Hills, USA  

Drucker Laserjet 1320 tn, HP, Palo Alto, USA 

Kühlgeräte/-schränke 

(8°C, -20°C, -80°C) 

Liebherr Medline, Liebherr Premium 

Nofrost, Forma Scientific -86 C 

Mikroskop CX40, Olympus Europa,  

Hamburg, Deutschland 

PC für Spectratyping Optiplex 745, Dell, Round Rock, USA 

PCR Thermocycler Gene AMP® PCR System 9700, 

Applied Biosystems, Foster City, USA 

Pipettierhilfen (2 µl, 10 µl, 20 µl, 

100 µl, 200 µl) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 

Spektralphotometer  NanoDrop ND-2000 

PEQLAB, 

BiotechnologiesGmbH, Erlangen, 

Deutschland 

Schredder/Homogenisator  

Sequenziergerät für Spectratyping  3130 xl Genetic Analyzer, 

Applied Biosystems, Foster City, USA 

Sicherheitswerkbank  HERAsafe™ 

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland 

Vortexmischer REAX top  

Heidolph, Nürnberg, Deutschland 

Zentrifugen 

Minizentrifuge  

 

 

Thermozentrifuge 

Mikro 22 R, Rotixa 50 RS, Rotanta 46 

RSC Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

Scientific MyFuge™ Mini C1008, 

Benchmark Inc., Edison, USA 

Biofuge fresco, Heraeus GmbH, Hanau, 

Deutschland 
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Tabelle 4: Computersoftware 

Software Hersteller 

3130 xl Genetic Analyzer Data 

Collect 3.0 

Applied Biosystems, Foster City, USA 

 

Adobe Acrobat Reader Adobe Systems,  

Mountain View, USA 

Gene Mapper 4.0 / 5.0 Thermo Fisher Scientific,  

Waltham, USA 

Microsoft Office 2013: Word, Excel Microsoft, Redmond, USA 

NanoDrop 2000/2000c software PEQLAB, 

BiotechnologiesGmbH,Erlangen, 

Deutschland 

PDF24 Editor www.pdf24.org,  

www.cutepdf-editor.com 

 

 

2.1.3  Molekularbiologische Kits zur cDNA-Synthese 
 

Tabelle 5: Molekularbiologische Kits zur cDNA-Synthese 

Molekularbiologisches Kit Markenname und Hersteller 

Kit zur RNA-Isolation RNeasy® Mini Plus Kit 

Qiagen, Hilden, Deutschland 

Kit zur cDNA-Synthese Super Script® III First-Strand 

Synthesis SuperMix,     

Invitrogen, Groningen, Niederlande 
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2.1.4 Materialien für PCR und Fragmentlängenanalyse 
(„Spectratyping“) 

 
Die für die PCRs verwendeten Forward- und Reverse-Primer sowie Primer mit 

FAM-Markierung (fluorescin amidite) wurden aus etablierten Methoden 

vorangegangener Studien übernommen. Sie wurden über MWG Biotech 

AG/Eurofins (Ebersberg, Deutschland) als Lyophylisat bezogen, in DEPC-

Wasser zu 20 pmol/µl aliquotiert und bei -20°C gelagert. Die exakten 

Primersequenzen können an folgender Stelle nachgefragt werden:  

Prof. Dr. Karin Schilbach, Abteilung I: Allgemeine Pädiatrie, 

Hämatologie/Onkologie, Hoppe-Seyler-Straße 1, 72076 Tübingen,  

Tel. 07071 29-84084 

 

Tabelle 6: Enzyme 

Enzyme Hersteller 

Gold Taq  

(inkl. PCR 10xbuffer, 25 mM MgCl2)  

AmpliTaq® Gold DNA Polymerase, 

Applied Biosystems, California,  

USA 

Taq-Polymerase  

(inkl. PCR10xbuffer, 50 mM MgCl2) 

Taq DNA Polymerase, 

Invitrogen, Groningen, Niederlande 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Versuchsaufbau 
 

Für die Survivalanalyse waren die Mäuse gemäß des Studiendesigns 

(s. Abb. 2.1.) in den 3 Behandlungsgruppen betrachtet und ihr Survival nach der 

Kaplan-Meier-Methode ausgewertet worden. Tiere, die starben oder frühzeitig 

euthanasiert werden mussten, da die ihnen inokulierten Tumore unter der 

Behandlung so stark schrumpften, dass sie nicht hätten untersucht werden 

können, wurden aus der Analyse ausgeschlossen, um ein 

Tumorgröße-spezifisches Überleben betrachten zu können.  

Für die Betrachtung der relativen Tumorgröße waren die den Mäusen inokulierten 

Tumore gemäß ihrer Therapie in fünf Gruppen aufgeteilt und im Verlauf alle zwei 

bis drei Tage und an Tag 15 (+/- 2) mittels eines digitalen Messschiebers 

vermessen worden (s. Abb. 2.1). Das Tumorvolumen war gemäß VT= a*b*d*π/6 

bestimmt worden (a, b und d der Tumorlänge, -breite und -tiefe entsprechend). 

In die letztlich für diese Arbeit durchgeführte molekularbiologische Analyse 

wurden die Tumore von insgesamt 5 Mäusen einbezogen. Von diesen hatten 

zwei Mäuse unilateral Radiotherapie, eine Maus systemisch NHS-IL12 und zwei 

Mäuse die Kombinationstherapie aus unilateraler Radiotherapie und 

systemischer NHS-IL12 Applikation erhalten. Da allen Mäusen bilateral 

Rhabdomysarkome inokuliert worden waren, konnten 10 Tumore gewonnen 

werden, die wiederum entsprechend ihrer Therapie gruppiert wurden. Zwei 

Tumore waren ipsilateral lediglich bestrahlt worden, zwei Tumore hatten eine 

indirekte Therapie durch Bestrahlung des kontralateralen Tumors erhalten. Diese 

werden im Folgenden als Kontrollgruppe (KG) betrachtet. Zwei Tumore waren 

systemisch mit NHS-IL12 behandelt worden. Zwei Tumore hatten die 

Kombinationstherapie aus lokaler Radiotherapie und Interleukintherapie erhalten 

und zwei Tumore hatten systemisch NHS-IL12 erhalten, wobei der kontralateral 

gesetzte Tumor bestrahlt worden war.  

Der beschriebene Versuchsaufbau sowie Teile der hier gezeigten Daten sind in 

„Tumor-targeted IL-12 combined with local irradiation leads to systemic tumor 
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control via abscopal effects in vivo“ durch Eckert, Jelas, Oehme et al. besprochen 

worden. 20 

 

 

nur unilaterale 

Bestrahlung 

 

 

nur systemisch NHS-IL12 

 

 

 

unilaterale Bestrahlung und 

systemisch NHS-IL12 

 

Abb. 2.2: Tumorextraktio und Gruppierung.  
Zwei Mäusen der Gruppe I (KG) wurden je ein Tumor ohne direkte Therapie aber mit 
kontralateraler lokaler Bestrahlung (1) sowie je ein ispilateral bestrahlter Tumor (2) entnommen. 
Aus der Maus der Gruppe II wurden zwei Tumore (3) mit systemischer Behandlung mit NHS-IL12 
extrahiert. Den beiden Mäusen der Gruppe III wurden je ein Tumor mit systemischer NHS-IL12-
Behandlung und kontralateraler lokaler Bestrahlung (4) sowie je ein Tumor mit 
Kombinationstherapie aus systemischer NHS-IL12-Behandlung und ipsilateraler lokaler 
Bestrahlung (5) entnommen. 

 

Die Tumore wurden lysiert, aus ihnen RNA isoliert (2.2.3.1 RNA-Isolation) und in 

cDNA umgeschrieben (2.2.3.2 cDNA-Synthese). Die eigentliche molekular-

biologische Analyse bestand in der Untersuchung der aus dieser cDNA mittels 

PCR amplifizierten Segmente der TCRVα-, γ- und δ- Regionen sowie der 

amplifizierten KIR-Segmente durch Fragmentlängenanalyse („Sprectratyping“) 

(2.2.3.4 Fragmentlängenanalyse (TCR- und KIR-Sprectratyping)).   

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Detektion der in Tabelle 7 aufgeführten 

Segmente der Vα-Familie (TRAV-Segmente), der Vγ-Familie, der Vδ-Familie 

sowie der KIRs. So konnten die in Abhängigkeit von der jeweiligen Behandlung 

der Tumore entstandenen TCR- und KIR-Repertoires gezeigt werden. 
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Tabelle 7: Untersuchte TCR- und KIR-Segmente 

TCRVα ‖ TRAV-Segment TCRVγ-

Segment 

TCRVδ-

Segment 

KIR-

Segment 

7 ‖ 1-1 1-2 

 

23 ‖ 21 Vγ 2-4 Vδ 1 NKG2D 

11 ‖ 2 13 ‖ 22 Vγ 3 Vδ 2 NKG2E 

16 ‖ 3 17 ‖ 23DV6 Vγ 5 Vδ 3 Nkp30 

20 ‖ 4 18 ‖ 24 Vγ 8 Vδ 4 Nkp44 

15 ‖ 5 32 ‖ 25 Vγ 9 Vδ 5 Nkp46 

5 ‖ 6 4A ‖ 26-2  Vδ 6 CD226 

1B ‖ 8-1 8-3 4B ‖ 26-2  Vδ 7 CD161 

1A ‖ 8-4 8-6 10 ‖ 27  Vδ 8  

22 ‖ 9-2 21 ‖ 29DV5    

24 ‖ 10 29 ‖ 30    

2 ‖ 12-1 12-

2 12-3 

26 ‖ 34    

8 ‖ 13-1 13-

2 

25 ‖ 35    

6 ‖ 14DV4 28 ‖ 36DV7 25    

9 ‖ 16 14 ‖ 38-1 38-

2DV8 

   

3 ‖ 17 

 

27 ‖ 39    

12 ‖ 19 31 ‖ 40    

30 ‖ 20 19 ‖ 41    
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Neben der molekularbiologischen Analyse wurden zuvor für die histologische 

Untersuchung in Formalin konservierte Tumore den entsprechenden oben 

beschriebenen Behandlungsgruppen zugeordnet, in Paraffin eingebettet, 

(immunhistochemisch) angefärbt und (semiquantitativ) mikroskopisch untersucht 

(2.2.2 Histologie und Immunhistochemie).  

Hier lag der Fokus auf dem immunhistochemischen Nachweis von CD3+, CD4+ 

und CD8+ Zellen sowie dem Nachweis von Desmin und Granzym B. Diese 

Betrachtung fand wiederum unter Berücksichtigung der den Tumoren 

widerfahrenen Behandlung statt.20 

 

 

2.2.2 Histologie und Immunhistochemie 
 

Die Färbungen der Schnitte wurden nach zuvor beschriebenen Protkollen 

durchgeführt.21 Die verwendeten Protokolle und Antikörper können an folgender 

Stelle nachgefragt werden: 

Prof. Dr. Karin Schilbach, Abteilung I: Allgemeine Pädiatrie, 

Hämatologie/Onkologie, Hoppe-Seyler-Straße 1, 72076 Tübingen,  

Tel. 07071 29-84084 

Die Auswertung der Schnitte erfolgte nach deren Scan mit NanoZoomer 

(Hamatsu Photonics K.K., Hamatsu) mit NDP.view (Hamatsu Photonics K.K, 

Hamatsu) entsprechend dem IHC Quickscore (Q=I*P), I ≙ Intensity und 

P ≙ postive cells, aufsteigend von 0 bis 3 (none, low, moderate, strong).   
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden 
 

2.2.3.1 RNA-Isolation 
 

Das zuvor bei -80 °C eingelagerte Tumormaterial wurde je Tumor zu maximal 

30 mg in  PBS-Puffer und DEPC-Wasser mechanisch homogenisiert/ 

geschreddert und in 600 µl RLT-Puffer und β-Mercaptoethanol (10 µl/1 ml RLT-

Puffer) suspendiert. Die RNA-Isolation wurde gemäß den Herstellerangaben mit 

dem RNeasy® Mini Plus Kit von Qiagen durchgeführt. Für alle Pipettierschritte 

wurde mit gestopften Pipettenspitzen gearbeitet. Allen in den folgenden Schritten 

genannten Zentrifugationszeiten gingen 20 Sekunden Vorlaufzeit der Zentrifuge 

voraus, um zu gewährleisten, dass die Zentrifuge die nötige unten genannten 

Umdrehungen pro Minute (rpm) zu erreicht.  

 Das mechanisch in RLT-Puffer und in β-Mercaptoethanol homogenisierte 

Tumormaterial wurde in einem 2 ml Eppie zentrifugiert, um die großen 

Schwebeteilchen zu pelletieren.  

 Der Überstand wurde in die gDNA Eliminator spin column (befand sich in 

2 ml Sammelröhrchen (Eppie)) überführt und für 30 s bei 14 000 rpm 

zentrifugiert. So konnte die genomische DNA enfernt werden. Die spin 

column wurde verworfen. 

 Der im Sammelgefäß entstandene Durchfluss wurde mit 600 µl 70 % 

Ethanol (entsprechend der dem Tumormaterial zugegebenen Menge an 

RLT-Puffer in der Probevorbereitung der RNA-Isolation) durch Pipettieren 

durchmischt. 

 700 µl dieser Lösung wurden in ein RNeasy Mini spin column (befand sich 

in 2 ml Sammelröhrchen) überführt und für 15 s bei 14 000 rpm 

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. 

 Die spin column wurde mit 700 µl RW1-Puffer gewaschen und für 15 s bei 

14 000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.  

 Die Säule wurden mit 500 µl RPE-Puffer gewaschen und für 15 s bei 

14 000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. 

 Die Säule wurde danach ohne weitere Zugabe von Reagenzien bei 
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maximaler speed zentrifugiert, um die Membran der spin column zu 

trocknen. 

 Die spin column wurde dann in ein neues 1,5 ml Eppie überführt und 30-

50 µl RNA-se freies Wasser auf die Membran der spin column pipettiert. 

Das gesamte Gefäß wurde bei 14 000 rpm zentifugiert. Das Eluat enthält 

die isolierten RNA. Die spin column wurde verworfen und das Gefäß mit 

isolierter RNA bis zur weiteren Nutzung bei -80 ° C gelagert.  

 

Die Quantität und Qualität der isolierten RNA wurde mittels der 

Absorptionskoeffizienten bei 260 nm (A260) und 280 nm (A280) und deren Quotient 

A260/A280 spektralphotometrisch gemessen.  

 

 

2.2.3.2 cDNA-Synthese 
 

Die Synthese der cDNA aus isolierter RNA erfolgte mit dem Super Script® III 

First-Strand Synthesis Super Mix nach Angaben des Herstellers. Die Zielsetzung 

dieser Methode ist die Synthese der komplementären DNA zur zuvor isolierten 

RNA mittels reverser Transkription. In einem ersten Schritt wurden nach 

Denaturierung Oligo(dT)-Primer mit der RNA hybridisiert (Mastermix I), um eine 

Matrize für die reverse Transkriptase zu schaffen, die in einem zweiten Schritt 

(der eigentlichen cDNA-Synthese unter Zugabe von Mastermix II) entlang dieser 

Matrize komplementär zur RNA einen DNA-Strang synthetisiert. Beide Schritte 

fanden im Thermocycler Gene AMP® PCR System 9700 statt.  
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Tabelle 8: Mastermixe zur cDNA-Synthese von 20 µl Endvolumen 

Mastermix I:  

RNA-Primerhybridisierung 

Mastermix II:  

cDNA-Synthese 

(0,1 pg bis max.) 5,0 µl RNA  10,0 µl 2x First-Strand Reaction Mix 

1,0 µl Oligo(dT)-Primer (0,5µg/µl) 

 
2,0 µl SuperScript III / RNaseOUT En-
zyme Mix 
 

1,0 µl Annealing-Buffer  

 

Tabelle 9: Verwendete Thermocyclerprogramme für cDNA-Synthese 

Thermocyclerprogramm I 

Denaturierung  

Thermocyclerprogramm II 

cDNA-Synthese 

5 min bei 65°C 

Lagerung auf Eis für 2 Min. 

50 min bei 50°C 

5 min bei 95°C 

 

Die jeweils aus dem Tumormaterial synthetisierten cDNA-Proben wurden bis zur 

Verwendung bei -20°C eingelagert. 

 

 

2.2.3.3 PCR-Primer 
 

Die in den folgenden PCR-Verfahren verwendeten Primer wurden so gewählt, 

dass spezifisch die in Tabelle 7 genannten TCR- und KIR-Segmente amplifiziert 

wurden. Die Primersequenzen zur Untersuchung der TCRVα-Segmente 

entstammten den Publikationen von Han et al.233 Die der TCRVγ- und δ-

Segmente wurden wie bei Déchanet et al. verwendet.234 In Tabelle 10 sind 

exemplarisch die durch Prof. Dr. Karin Schilbach und Kollegen designten 

verwendeten Primersequenzen der KIR-Segmente aufgezeigt. Alle weiteren 

Primersequenzen können bei Prof. Dr. Karin Schilbach in Erfahrung gebracht 

werden (s. 2.1.4).  
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Tabelle 10: Verwendete PCR-Primer 

KIR-Segment Primer-Sequenz Amplikon (bp) 

NKG2D (forward) 

NKG2D (reverse) 

5`-GATTCCTCTCTGCGGTAGAC -3`  

5`-GCACTCCATATTGCTACCAT -3`  
266  

NKG2E (forward) 

NKG2E (reverse) 

5`-GCCTGTGCTTCAAAGAACTCTTCT-3`  

5`-CACACTGGTCTGATATAAGTCCACG-3`  
232  

NKp30 (forward) 

NKp30 (reverse) 

5‘-TCTTGATCATGGTCCATCCA-3‘ 

5‘-TGAACTCTGGGGTTCCATTC-3‘ 
198  

NKp44 (forward) 

NKp44 (reverse) 

5‘-CCTACACCCACTGCTACTGCTGCT-3‘ 

5‘-GATGTAGATGAGACTCAG-3‘ 
496-502  

NKp46 (foward) 

NKp46 (reverse) 

5‘-GGCAGAATCTGAGCGATGTCTT-3‘ 

5‘-GCTTTTCCTTTGGAACCATGAA-3‘ 
145  

CD226 (forward) 

CD226 (reverse) 

5‘-CGAGAACATGTCTCTAGAATGTGT-3‘ 

5‘-GGGTAAGTGTAAAGAGAGCAGG-3‘ 
252 

CD161 (forward) 

CD161 (reverse) 

5‘-CACAGACTCAGGCCCAGAAAGT-3‘ 

5‘-GTTATTCCAAGGGTTGACAGT-3‘ 
313 

 

 

2.2.3.4 RT-PCR  
 

Zur Untersuchung der Genexpression der in Tabelle 7 genannten TCR- und KIR-

Segmente in T-Zellen, NK-Zellen und Monozyten des Tumormaterials wurde die 

isolierte mRNA (s.2.2.3.1) mittels RT-PCR und den entsprechenden Primern 

amplifiziert. Die RT-PCR basiert auf der aus dem Tumormaterial gewonnenen 

cDNA (s.2.2.3.2). Hierfür wurden je nach Gen(-segment) PCR-Mix und 

Thermocycler-Programm angepasst und in Abhängigkeit von der Amplikonlänge, 

eine nested oder semi-nested bzw. Multiplex-PCR verwendet. In nachfolgender 

Tabelle und Abbildung sind ein exemplarischer PCR-Mix und ein exemplarisches 

Thermocyclerprogramm dargestellt.  
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Tabelle 11: Exemplarische Darstellung PCR-Mix 

Komponente Volumen 

10x Puffer 2,0-2,5 µl 

50mM MgCl2 0,75-1,5 µl 

dNTPs  0,2-0,5 µl 

cDNA  0,5-1,0 µl 

Forward-Primer (20 pmol/µl) 0,5-1,0 µl 

Reverse-Primer (20 pmol/µl) 0,5-1,0 µl 

Gold-TaqPolymerase / TaqPolymerase 12,5 µl / 0,25-0,3 µl 

ad 20 µl / 25 µl H2O 

 

 

 
Abb. 2.4: Exemplarisches PCR-Programm im Thermocycler 
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2.2.3.5 Nested PCR und Multiplex PCR  
 

Für die Amplifikation der TCRVα, γ- und δ-Transkripte wurde mit nested bzw. 

seminested PCR-Verfahren gearbeitet. Zielsetzung dieser Methode ist die 

hochspezifischere Anreicherung des gesuchten Amplikons. Wie in Abbildung 2.5 

dargestellt bedient man sich bei der nested (=verschachtelt) PCR einer 

nachgeschalteten zweiten PCR-Runde und eines weiteren Primersets, welches 

jeweils weiter upstream in Richtung 3‘-Ende mit der Matrizen-DNA, dem PCR-

Produkt der ersten PCR-Runde, hybridisiert. Die Wahrscheinlichkeit für das 

erneute Auftreten unerwünschter Primer-Bindung innerhalb der PCR-Produkte 

der ersten PCR-Runde ist hinreichend gering. Lediglich das erwünschte PCR-

Produkt kann so hochspezifisch angereichert werden. Wird nun bei der zweiten 

PCR-Runde lediglich einer der beiden Primer des Primersets der ersten PCR-

Runde durch einen nested Primer ersetzt, in unserem Falle der Reverse-Primer, 

spricht man von einer semi-nested PCR. Für die spätere Detektion der Amplikons 

wurden an dieser Stelle FAM-markierte Reverse-Primer verwendet.  

 

 

 
Abb. 2.5: Schema einer Nested PCR  
P1: Primer 1, P2: Primer 2. Übernommen von Labor Gärtner.235 
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Multiplex-PCR-Verfahren wurden für die Amplifikation der TCRVα- und KIR-

Transkripte verwendet. Vor dem Hintergrund, dass wie in Tabelle 7 gezeigt eine 

große Anzahl verschiedener Gen-Segmente auf Genexpression hin untersucht 

wurde, diente diese Methode der effektiven Nutzung des Template-Materials. 

Statt nur ein Primerpaar in einer PCR-Reaktion zu verwenden, werden bei der 

Multiplex-PCR mehrere Primerpaare in einen PCR-Ansatz gegeben. So können 

innerhalb einer PCR-Reaktion mehrere verschiedene Amplikons angereichert 

werden. Vorraussetzung für dieses Verfahren ist, dass die Oligonukleotid-Primer 

auf Interaktionen untereinander geprüft werden, Gen-Segmente nicht überlappen 

und die Amplikons für die spezifische Detektion verschiede Fragmentlängen 

aufweisen. So konnten 2-3 verschiedene TCRVα- bzw. KIR-Transkripte in einer 

PCR-Reaktion amplifiziert werden. 

 

Tabelle 12: Exemplarischer Multiplex-PCR-Ansatz für Detektion von NKp44, 

NKp46, CD226 

Komponente Volumen 

Gold Taq 12,5 µl 

cDNA  0,5 µl 

Primer-Mix (3x je Forward- und  

Reverse-primer 0,5 µl, 20 pmol/µl) 
3 µl 

H2O 9 µl 

 

 

2.2.3.6 Fragmentlängenanalyse (TCR- und KIR-Spectratyping) 
 

Die Untersuchung der Genexpression der TCRVα, γ- und δ- und KIR-

Gene/Gensegmente wurde mittels PCR-basierter Fragmentlängenanalyse im 

ABI 3130 xl Genetic Analyzer durchgeführt. Die zuvor spezifisch amplifizierten 

und durch FAM-Label fluoresceinmarkierten Fragmente konnten so über ihre 

Länge und Fluoreszenseigenschaften gelelektrophoretisch aufgetrennt und 

detektiert werden.  
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Abb. 2.6: Schematische Darstellung des Spectratyping  
(1) Dem Versuchstier wird Tumorgewebe entnommen und mechanisch zerkleinert, (2) aus 
Tumorgewebe die mRNA isoliert, (3) an dieser wird cDNA synthetisiert und diese entsprechend 
der zu untersuchenden TCRV-Familie mit spezifischen Primern amplifiziert (TCRVα, -γ- und δ). 
(4) Es entstehen heterogene, die CDR3-Region umfassende DNA-Fragmente, die 
elektrophoretisch ihrer Länge nach sortiert werden. (5) Die Menge an Material der einzelnen 
Banden wird schließlich mittels Densometrie quantifiziert. „Fragmentlängenanalyse“. Adaptiert 
und übersetzt nach Kepler et al.236 

 

Tabelle 13 und Abbildung 2.7 zeigen die Probenvorbereitung zur Fragment-

analyse im Sequenziergerät. 

 

Tabelle 13: PCR-Produkt-Vorbereitung für Sequenziergerät  

Komponente Volumen 

PCR Produkt 1:10 verdünnt 1,0 µl 

Formamid 13,5 µl 

GeneScan™ – 600 LIZ® Size Standard 0,5 µl 
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Abb. 2.7: Thermocyclerprogramm zur Denaturierung 

 

Anschließend erfolgte die Lagerung der Probe auf Eis für mindestens zwei 

Minuten, um sie dann auf eine Mikrotiterplatte zu pipettieren. 

 

 

2.2.3.6.1 TCRVα-Spectratyping 
 
Die TCRVα-Segmente wurden mittels TCRVα-Segment spezifischem Forward-

sowie zwei Reverse-Primern des TCRCα-Segments in semi-nested RT-PCR 

amplifiziert. Der erste Reverse-Primer diente der Amplifikation des PCR-

Produktes, der zweite Reverse-Primer war mit FAM markierrt und ermöglichte, 

nach der zweiten PCR, die Detektion des Amplikons im ABI 3130 xl Genetic 

Analyzer. Die PCR-Bedingungen und eingesetzte Primer wurden von Han et al. 

übernommen.233 

 

 

2.2.3.6.2 TCRVγ- und δ-Spectratyping 

 

Auch die TCRVγ- und δ-Ketten wurden durch jeweils einen TCRVγ/δ-Segment 

spezifischen Forward- und zwei Reverse-Primer des TCRCγ/δ-Segments in 

semi-nested RT-PCR amplifiziert. Die PCR-Bedingungen und eingesetzte Primer 

entstammten dem bei Annik Lim verwendeten Protokoll, aber auch aus dem 

Design von Prof. Dr. Karin Schilbach. 234  
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2.2.3.6.3 KIR-Spectratyping  
 

Die KIR-Segmente, im Speziellen für diese Arbeit NKR- und NCR-Segmente, 

wurden durch Gen-Lokus spezifische Forward- und Reverse-Primer mittels RT-

PCR amplifiziert. Die eingesetzten Primer waren von Prof. Dr. Karin Schilbach 

und Kollegen designed worden. Die PCR-Bedingungen waren wie zuvor bei 

Chen et al. verwendet worden. 237
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3 Ergebnisse  

 

 

3.1 Tumorregression und verbessertes Überleben nach 

T-Zellinfiltration und Myogener Enddifferenzierung der 

Tumore durch Kombinationstherapie bestehend aus 

lokaler Bestrahlung und NHS-IL12 Gabe 

 

Nachdem die Versuchstiere wie in 2.1.1 und 2.2.1 beschrieben gruppiert, 

behandelt und betrachtet wurden, folgte die Auswertung der relative Tumorgröße, 

des tumorspezifischen Überlebens, sowie histologische Marker.  

 

3.1.1 Relative Tumorgröße und Survivalanalyse in Abhängigkeit von 
der Behandlungsgruppe 

 

Wir betrachteten das Wachstum der inokulierten Tumore in Relation zur 

Ausgangstumorgröße am Tag des Therapiebeginns. Wir verglichen zum einen 

den relativen Wachstumsverlauf über einen Zeitraum von 25 Tagen nach 

Therapiebeginn (s.Abb 3.1), zum anderen die relative Tumorgröße an Tag 15 

nach Therapiebeginn (s.Abb 3.2).  

Die unbestrahlten Tumore der unilateral radiotherapierten Tiere (I1) sowie  die 

Tumore der nur mit NHS-IL12 systemisch behandelten Tiere (II3) wuchsen über 

den Beobachtungszeitraum von 25 Tagen unkontrolliert. Einen ähnlichen 

Wachstumsverlauf zeigten die radiotherapierten Tumore der unilateral 

bestrahlten Mäuse (I2). Fünf der sechs derart behandelten Tumore (I2) wuchsen 

stetig. Ganz anders bei den ipsilateral bestrahlten Tumoren der Mäuse, welche 

kombiniert mit lokaler Radiotherapie und systemisch mit NHS-IL12 therapiert 

worden waren (III5). Hier nahm die Tumorgröße bei zwei von sechs Tumoren ab 

und blieb bei den weiteren vier über mindestens sieben Tage stabil. Die nicht 
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bestrahlten Tumore der Tiere, welche die Kombinationstherapie erhalten hatten 

(III4), wuchsen sehr unterschiedlich. 

Die zwei Tumore, welche schrumpfende ipsilateral bestrahlte Counterparts 

hatten, schrumpften ebenfalls – allerdings mit einer Verzögerung von acht Tagen 

bei einem und zwölf Tagen Verzögerung bei einem anderen Tumor. Drei weitere 

der Tumore kombiniert lokal radiotherapierter und systemisch mit NHS-IL12 

behandelter Mäuse, welche nicht bestrahlt worden waren, wuchsen 

kontinuierlich, wenn auch langsamer. Ein derart behandelter Tumor wurde in 

seinem Wachstum ab Tag zwölf arretiert. (s.Abb 3.1) 
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nur unilaterale  

Bestrahlung  

  

 

nur systemisch  
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unilaterale Bestrahlung und  

systemisch NHS-IL12 

  

Abb. 3.1: Tumorwachstum  
Tumore der KG (I) zeigten ein schnelles Wachstum. Ipsilaterale Radiatio konnte einen von sechs 
Tumore kontrollieren. Systemische NHS-IL12-Therapie allein (II) verlangsamte das 
Tumorwachstum. Nach Kombinationstherapie bei contralateraler Radatio verlangsamtes bzw. 
arrettiertes  Wachstum, bei ipsilateraler Radatio Tumorkontrolle (III). 
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Bei Betrachtung der relativen Tumorgröße an Tag 15 nach Therapiebeginn zeigte 

sich die Kombinationstherapie signifikant wirksamer. (s.Abb. 3.2) Die 

Tumorgröße wurde in Relation zur Ausgangstumorgröße am Tag des 

Therapiebeginns bewertet. Im Vergleich der Tumore der nur unilateral bestrahlten 

Mäuse untereinander (I1 und I2) ließ sich kein signifikanter Unterschied in Bezug 

auf die Tumorgröße erkennen. Ebenso zeigte sich im Vergleich der Tumore von 

lediglich mit NHS-IL12 behandelten Mäusen (II3) und denen der  Kontrollgruppe 

(I1) kein signifikanter Unterschied in der relativen Tumorgröße an Tag 15. Die 

Tumore der kombiniert therapierten Tiere verhielten sich anders. Die 

Kombinationstherapie verhinderte signifikant das Wachstum der ipsilateral 

radiotherapierten Tumore (III5). Auch bei den unbestrahlten Tumoren der 

kombiniert therapierten Tiere (III4) war die relative Tumorgröße an Tag 15 

signifikant geringer. Ein signifikanter Unterschied war auch zwischen den 

ipsilateral radiotherapierten Tumoren der Mäuse mit Zustand nach 

Kombinationstherapie (III5) und den Tumoren der alleinig mit NHS-IL12 

behandelten Tiere (II3) zu sehen. (s. Abb. 3.2 ) 
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Abb. 3.2: Tumorwachstum (Tag 15)  
Die relative Tumorgröße an Tag 15 nach Therapiebeginn unterschied sich signifikant zwischen 
nichtbestrahlten Tumoren (I1) der nur unilateral radiotherapierten Mäuse und den bestrahlten 
sowie unbestrahlten Tumoren (III4 und III5) von Mäusen, welche die Kombinationstherapie 
erhalten hatten.  Signifikante Unterschiede bzgl. der Tumorgröße an Tag 15 waren ebenfalls 
zwischen Tumoren nur systemisch mit NHS-IL12 therapierter Mäuse (II3) und den lokal 
bestrahlten Tumoren kombiniert therapierter Mäuse (III5) zu sehen.  
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In Bezug auf das tumorgrößespezifische Überleben ließ sich ein signifikant 

längeres Überleben der kombiniert therapierten Tiere (III) gegenüber den Tieren 

aus den monotherapierten Gruppen (I und II) zeigen. Im Vergleich der Gruppen 

der monotherapierten Tiere untereinander unterschied sich das Überleben nicht 

signifikant. (s. Abb. 3.3). 

 

 

Abb. 3.3: Tumorgrößespezifische Survivalanalyse  
Mäuse, welche die Kombinationstherapie erhalten hatten, zeigten ein signifikant längeres 
Überleben als Mäuse, welche nur unilateral radiotherapiert oder nur systemisch mit NHS-IL12 
behandelt worden waren 
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3.1.2 Histologische und immunhistochemische Untersuchung der 
Tumore 

 

Die histologische und immunhistochemische Analyse diente zur Bewertung der 

Tumore in Hinsicht auf ihre Immunzell-Infiltration (CD4+ und CD8+ T-Zellen, NK-

Zellen), auf den Phänotyp der infiltrierenden Immunzellen (Granzym B+  

tumorlytisch) und auf eine potentiell induzierte Seneszens mit nachfolgender 

Differenzierung der Tumore durch das von Immunzellen sezernierten TNFα/IFNγ, 

sichtbar durch den Marker Desmin. Die histologisch ausgewerteten Abschnitte 

wurden je nach Signalstärke  nach IHC-Score von 0 bis 3 bewertet (none, low, 

moderate, high staining). (s.a. 2.2.2)  In Tumoren der mit unimodaler Therapie 

behandelten Tiere (I1, I2 und II3) waren abgesehen von einem ipsilateral 

bestrahlten Tumor kaum T-Zell-Infiltrate nachweisbar. Ganz anders die Tumore 

der Tiere, die Kombinationstherapie erhalten hatten. Hier fanden sich prominente 

T-Zellkompartimente sowohl in ipsilateral als auch in contralateral bestrahlten 

Tumoren (III4 und III5). In diesen mit Kombinationstherapie behandelten 

Tumoren fanden sich neben CD4+ und CD8+ T-Zellen auch Zytotoxine 

nachgewiesen durch die Expression von Granzym B und Perforin, was auf 

Aktivierung und eine CTL-Differenzierung des Immunkompartiments hinweist.  

Von übergeordneter Bedeutung für die Aussage des Studiendesigns ist jedoch, 

dass die Kombinationstherapie in den betreffenden Tumoren zur Expression des 

Markers Desmin führte, ein Protein, das von reifer quergestreifter Muskulatur 

exprimiert wird. Dieser Zellmarker enddifferenzierter Myozyten steht für die 

Entstehung quergestreifter Muskelzellverbände und weist hier auf die 

Enddifferenzierung quergestreifer Muskulatur aus undifferenzierten RMS-Zellen 

hin. Histologisch ließen sich nach Kombinationstherapie zudem mehrkernige 

myogene Synzytien und quergestreiftes Muskelgewebe erkennen. (s. Abb.  3.4 

und Abb. 3.5) .  
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CD4 CD8 Granzym B Desmin  

Abb. 3.4.: Histologie und Immunhistochemie (s.a. 20)  
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Abb 3.5.: Quantitatives Scoring der Histologie und Immunhistochemie  
Verstärkte T-Zell-Infiltration und –Aktivierung (CD4+, CD8+ und Granzym B+) lässt sich in durch 
lokale Bestrahlung und NHS-IL12 kombiniert therapierten Tumoren (III5) erkennen. Areale 
Desmin+ myogener Entdifferenzierung waren nur in Tumoren nach Kombinationstherapie 
(III4/III5) zu sehen. Bei Tieren, welche NHS-IL12 und lokale Bestrahlung erhalten hatten (III), 
zeigten sich, wenn der ipsilateral bestrahlte Tumor (III5) massive Immuninfiltrate aufwies, auch 
beim contralateralen Tumor (III4) T-Zell-Infiltrate. Im Gegensatz dazu wiesen die Tumore der nur 
lokal radiotherapierten Mäuse (I2) contralateral (I1) kaum Immuninflitrate auf. (s.a. 20) 

 

Bei Betrachtung der relativen Tumorgröße an Tag 15 sowie des 

Gesamtüberlebens in Abhängigkeit von T-Zell-Infiltration und tumorlytischem 

Phänotyp zeigt sich eine weitestgehend negative Korrelation. Eine starke 

Infiltration durch CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie Aktivierung und Differenzierung 

zu CTL (Granzym B+) korrelierte signifikant mit geringerem Tumorvolumen.  

(s. Abb. 3.6) Für die Analyse des Gesamtüberlebens wurden jeweils die IHC-

Scores des Tumors mit dem höheren Nachweis für dieses Tier verwendet. 

Siginifikant verlängert war das overall survival bei Tieren mit starker 

intratumoraler T-Zell-Infiltration (CD4 high, CD8 high) gegenüber Tieren mit 

geringer intratumoraler T-Zell-Infiltration (CD4 low, CD8 low). Für Granzym B ließ 

sich keine Korrelation zwischen starkem Zytotoxin-Nachweis (Granzym B high) 

und dem Gesamtüberleben zeigen. (s. Abb. 3.6 )  
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Abb 3.6.: Relative Tumorgröße und Gesamtüberleben in Abhängigkeit von T-
Zellinfiltration  
Die relative Tumorgröße an Tag 15 ist bei Tumoren mit hoher T-Zell-Infiltration und –Aktivierung 
(CD4 high, CD8 high, GranzB high) signifikant geringer (A). Zur Betrachtung des 
Gesamtüberlebens in Abhängigkeit von T-Zell Infiltration und GranzymB wurden jeweils die IHC-
Scores des Tumors mit dem höheren Nachweis für dieses Tier verwendet. Siginifikant verlängert 
ist das Über bei Tieren mit starker T-Zell-Infiltration (CD4 high, CD8 high). Für Granzym B lässt 
sich keine signifikante Korrelation zeigen. (s.a. 20)  
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3.2 Induktion einer breiten Immunantwort auf T-Zell und NK-

Zell-Ebene nach Behandlung mit Kombinationstherapie  

 

Nachdem die Versuchstiere wie in 2.1.1 und 2.2.1 beschrieben gruppiert, 

behandelt und betrachtet worden waren, untersuchten wir die Rezeptor-

Repertoires intratumoraler NK-Zellen, αβ T-Lymphozyten und γδ T-Zellen.  

 

 

3.2.1 NK-Zellrezeptorgene werden durch alle Kontroll- und 

Therapiegruppen hindurch homogen exprimiert 

 

Sowohl die aktivierende NK-Zellrezeptorgene wie NKG2D, NKG2E, NKp30, 

Nkp44, NKp46 und CD226 als auch CD161 als lineage marker für intratumorale 

TH17-Zellen wurden in Tumoren aller Therapiegruppen homogen exprimiert. Das 

Rezeptorrepertoire intratumoraler NK-Zellen weist auf deren Aktivierung und 

lytisches Potential hin. Der gezeigte NK-Zell-Phänotyp mit Hochregulation 

aktivierender Rezeptoren setzt eine hohe IL-12-Verfügbarkeit voraus. Die durch 

alle Therapiegruppen hindurch ebenfalls exprimierten CD161-Rezeptorgene 

weisen auf durch TH17-Zellen produziertes IL-17 hin. Diese T-Zellsubpopulation 

kann durch IL-12-Präsenz in TH1-Lymphozyten repolarisiert werden. 

Auffallenderweise wurde Nkp44 in keinem der Tumore nachgewiesen. (s.a. Abb. 

3.6 und 3.7) NKp44 ist ein NCR, der in der Zellmembran aktivierter NK-Zellen zu 

finden ist, und bei Bindung eine weitere Aktivierung der NK-Zelle mit lytischer 

Zerstörung der erkannten Zelle vermittelt. Wie bei den weiteren NCR NKp30 und 

NKp46 sind die durch NKp44 erkannten Zielstrukturen noch nicht charakterisiert. 

NKp44 wird eine Rolle in der nicht MHC-restringierten Tumorzelllyse 

zugeschrieben. Neben NK-Zellen exprimiert auch eine γδ T-Zell-Subpopulation 

NKp44. (s.a. 1.2.2.2) 
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Abb 3.7: Exemplarische Darstellung des KIR-Spectratyping von infiltrierenden NK-Zellen 
aus Tumoren unterschiedlicher Therapiegruppen.  
I1: Contralateral bestrahlter Tumor ohne NHS-IL12. I2: Ipsilateral bestrahlter Tumor ohne NHS-
IL12. II3: Nur systemisch NHS-IL12. III4: Cotralateral bestrahlter Tumor mit NHS-IL12. III5: 
Ipsilateral bestrahlter Tumor mit NHS-IL12. 

 

Im Gegensatz zu den durch Neukombination mehrerer Gensegmente 

entstandenen hochindividuellen TCRs, sind NK-Zell-Rezeptoren germline 

encoded und das Ergebnis der Expression jeweils eines definierten Genlokus. 

Wird ein Genlokus exprimiert, entsteht durch Transkription eine einzige mRNA in 

multiplen Kopien, die sich wie in Abb. 3.7 zu sehen über einen einzelnen 

deutlichen Peak nachweisen lassen. Die KIR-Typedaten lassen daher nicht nur 

eine binäre Aussage sondern auch eine semiquantitative Aussage zu (s. Abb 3.7, 

vrgl. Expression des Genlokus für NKp46 in Tumoren der Therapiegruppen I1 

und III5, nicht aber II3), da die Höhe der Expression eines NK-Zellrezeptorgens 
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mit dem im KIR-Typing gezeigten Integral des Peaks (Fläche und Höhe) 

korreliert. 

 

 
Abb 3.8: Homogene Expression der NK-Zellrezeptorgene durch alle Therapiegruppen 
hindurch  
In keinem der Tumore konnte die Expression von Nkp44 detektiert werden. I1: Contralateral 
bestrahlter Tumor ohne NHS-IL12. I2: Ipsilateral bestrahlter Tumor ohne NHS-IL12. II3: Nur 
systemisch NHS-IL12. III4: Cotralateral bestrahlter Tumor mit NHS-IL12. III5: Ipsilateral 
bestrahlter Tumor mit NHS-IL12. 

 

 

3.2.2 Kombinationstherapie induziert breitestes TCRVα-Repertoire 

mit höchsten Peaks und systemisch nachweisbaren Klonen 

 

Wir untersuchten mittels Spectratyping das TCRVα-Repertoire tumor-infiltrieren-

der αβ T-Lymphozyten. So konnten für die einzelnen TCRVα-Segmente Expres-

sionsniveau und klonale Breite bzw. mögliche klonale Expansion in Abhängigkeit 

von der Therapie analysiert werden. Die Nachweisgrenze für Peaks im Spectraty-

ping für TCRVα-Segmente liegt bei einer Peaköhe von 30 ht. 

Stellt sich im Spectratyping ein Peak prominent dar (Single Peak), lässt das auf 

die Proliferation eines T-Zellklons schließen, für dessen TCR dieses TCRVα-Seg-

ment exprimiert wurde. Es ist am ehesten zur (mono-)klonalen Expansion dieses 

T-Zell-Klones durch antigenspezifischen Aktivierung gekommen. (s. exempla-

risch Abb. 3.23)  

Zeigen sich mehrere Peaks für ein Segment (pseudo-gaußsche Verteilung), weist 

dies auf einen polyklonalen Charakter der αβ T-Zellpopulation hin. Dies ist vor 

allem bei antigenunabhängigen Expansionen typisch, wie sie beispielsweise 
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durch Zytokine in Kombination mit Mitogenen hervorgerufen werden können. (s. 

exemplarisch Abb. 3.19)  

Lassen sich im Spectratyping in beiden Tumoren einer Maus korrespondierende 

Peaks in Bezug auf Fragmentlänge und Klonalität finden, könnte dies auf eine 

systemische klonale Expansion eines αβ T-Zell-Klons mit dieser betreffenden 

TCRVα-Kette hinweisen. Die Induktion eines systemischen Klons wird als ein Teil 

der immunologischen Grundlage Abscopaler Effekte diskutiert. Abscopale Effekte 

können nach lokaler Bestrahlung auftreten. Es kann dabei zu Tumorregession 

oder Seneszenzinduktion auch an nicht-bestrahlten, entfernteren Tumormanifes-

tationsorten kommen. (s.1.2.3 und exemplarisch Abb.3.31, 3.33)   
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Abb 3.9: Exemplarische Darstellung des TCRVα-Spectratyping eines Tumors aus der 
Kontrollgruppe (I1) und eines Tumors einer Maus, welche die Kombinationstherapie 
erhalten hatte (III5) 

 

Das jeweilige α-Repertoire in den analysierten Tumoren unterschied sich in 

Abhängigkeit von der Therapie teilweise deutlich. In den Tumoren der unilateral 

bestrahlten Mäuse (I1, I2) zeigten sich sowohl ipsilateral als auch contralateral 

multiple Peaks und einzelne Single Peaks geringen Expressionsniveaus für die 

jeweils untersuchte α-Kette. (s. z.B. Abb. 3.11, 3.12, 3.14, 3.16, 3.30) 

Bemerkenswerterweise waren sowohl quasi-gaußsche Expressionen als auch 

Single Peaks in nicht bestrahlten Tumoren (I1) häufiger und deutlicher zu 

detektieren. (s. Abb. 3.14., 3.16, 3.17)  Außerdem fanden sich korrespondierende 

Peaks, passend zu einer systemischen klonalen Expansion, bei einigen der 

untersuchten TCRVα-Segmente. (s.a. Abb. 3.21, 3.26) Wenn auch mit Peaks 

geringerer Intensität und seltener als in den untersuchten Tumoren kombiniert 
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therapierter Mäuse, induzierte hier lokale Radiotherapie die Expansion 

systemischer Klone. Für das TCRVα-Segment 20 || 30  konnte bei je einem Tier 

der Therapiegruppe I und III ein korrespondierender Single Peak in beiden 

Tumoren gezeigt werden. (s. Abb. 3.26) In den Tumoren allein systemisch mit 

NHS-IL12 behandelter Mäusen (II3) ließen sich kaum Single Peaks oder 

polyklonale Expression finden. NHS-IL12 allein induzierte weder eine besonders 

breite noch besonders intensive αβ+T-Zell-Antwort. (s.a. 3.12, 3.13)  Diese 

Antwort fiel in den Tumoren kombiniert radiotherapierter und systemisch mit 

NHS-IL12 behandelter Tiere (III5, III6) am intensivsten aus. Neben polyklonalen 

Peaks induzierte diese Therapie die meisten Single Peaks mit den höchsten 

Expressionsniveaus. (s. z.B. Abb. 3.11, 3.16, 3.18, 3.19) In Tumoren dieser 

Therapiegruppe ließen sich weiterhin für bestimmte Vα-Segmente 

korrespondierende Peaks in ipsilateral und contrateral bestrahlten Tumoren 

desselben Tieres zeigen, welche auf eine systemische Expansion eines TCRαβ+-

Klons hinweisen könnte. (s.a. z.B. Abb. 3.10, 3.11, 3.15, 3.18, 3.19, 3.23, 3.26, 

3.31) Denkbar wäre auch eine polyklonale, jedoch längen- und TRAV-

familienrestringierte T-Zell Antwort. Die Induktion systemisch nachweisbarer 

Klone ließ sich hier nach multimodaler Kombination von lokaler Radiotherapie 

und systemischer NHS-IL12-Gabe am deutlichsten sehen. Auch vermindertes 

Tumorwachstum bzw. sogar Tumorregression und Seneszensinduktion im Sinne 

Abscopaler Effekte waren bei den Tumoren der Tiere, welche 

Kombinationstherapie erhalten hatten, am häufigsten. (vrgl. 3.1.1 und 3.1.2)  
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Abb. 3.10 Expressionsniveau und –Breite TCRVα-Segment 1-1 und 1-2 || 7  
Korrespondierende Single Peaks in Tumoren eines kombiniert therapierten Tieres.  
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Abb. 3.11: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 2 || 11  
In einem unbestrahlten Tumor einer unilateral bestrahlten Maus deutliche, polyklonale 
Expression. Korrespondierende Single Peaks in Tumoren eines kombiniert therapierten Tieres.   
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Abb. 3.12: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 3 || 16  
Deutliche Single Peaks in einem nur unilateral radiotherapierten Tier. Unspezifische polyklonale 
Peaks in Tumoren eines  kombiniert therapierten Tieres.   
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Abb. 3.13: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 4 || 20  
Stärkste polyklonale Expression bei Tumoren eines Tieres nach Kombinationstherapie. 
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Abb. 3.14: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 5 || 15  
Ein deutlicher Single Peak könnte auf eine klonale Expansion in einem ipsilateral 
radiotherapierten Tumor der Kombinationstherapiegruppe hindeuten.   
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Abb. 3.15: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 6 || 5  
Höchster Single Peak in einem kombiniert therapierten Tumor. Korrespondierender Peak im 
contralateralen Tumor desselben Tieres. 
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Abb. 3.16: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 8-1 und 8-3 || 1B  
Deutliche, korrespondierende Peaks konnten in Tumoren einer kombiniert therapierten Maus 
detektiert werden. Polyklonale Peaks bei nur unilateral bestrahlten Tieren.   
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Abb. 3.17: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 8-4 und 8-6 || 1A  
Ein Tumor einer lediglich unilateral bestrahlten Maus zeigt das höchste Expressionsniveau.  
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Abb. 3.18: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 9-2 || 22  
Detektion korrespondierender Peaks bei einer Maus nach Kombinationstherapie mit deutlicherer 
Expression im ipsilateral bestrahlten Tumor.  
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Abb. 3.19: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 10 || 24  
Polyklonale Peaks nach unilateraler Bestrahlung, Deutlichste, ebenfalls multiple Peaks in Tumor-
en kombiniert therapierter Tiere. Deutliche Eichpeaks in Tumoren nach NHS-IL12-Therapie. 
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Abb. 3.20: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 12-1, 12-2 und 12-3 || 2  
Single Peak mit höchster Intensität und korrespondierenden Peaks nach unilateraler Radiatio (I). 
Hingegen multiple Peaks mit breiter Expression nach Kombinationstherapie. 
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Abb. 3.21: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 13-1 und 13-2 || 8  
Detektion korrespondierender Peaks in Tumoren lediglich unilateral bestrahlter Tiere. Intensivere 
polyklonale Peaks nach Kombinationstherapie.  
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Abb. 3.22: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 14DV4 || 6 
Deutliche korrespondierende Peaks in Tumoren eines kombiniert therapierten Tieres.   
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Abb 3.23: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 16 || 9  
Deutliche Expression vergleichbarer Single Peaks in Tumoren zweier kombiniert therapierter 
Tiere mit Hinweis auf einer systemischen klonalen Expansion, dieses Segment exprimierender T-
Zellen. 
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Abb. 3.24: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 17 || 3  
Intensivste polyklonale Peaks bei einem Tier nach kombinierter unilateraler Bestrahlung und 
systemischer NHS-IL12-Gabe.   
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Abb. 3.25: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 19 || 12  
Expression multipler Peaks in Tumoren kombiniert therapierter Mäuse mit deutlicher Expression 
korrespondierender Peaks. Deutliche, polyklonale Peaks nach kontralateraler Radiation in einem 
Tumor der KG (I1). 
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Abb. 3.26: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 20 || 30  
Detektion deutlicher korrespondierender Single Peaks bei zwei Tieren nach 
Kombinationstherapie sowie bei einem Tier nach nur unilateraler Radiatio.  
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Abb. 3.27: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 21 || 23  
Intensivste polyklonale Peaks in Tumoren eines Tieres nach Kombinationstherapie.  
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Abb. 3.28: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 22 || 13 
Detektion vergleichbarer Peaks in Tumoren einer Maus nach Kombinationstherapie.   
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Abb. 3.29: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 23DV6 || 17 
Geringfügige Expression dieses Segments in den Tumoren der untersuchten Mäuse. Detektion 
eines Single Peaks in einem unbestrahlten Tumor einer unilateral bestrahlten Maus (I1).  
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Abb. 3.30: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 24 || 18  
Detektion des intensivsten Single Peaks in einem nicht bestrahlten Tumor einer unilateral 
bestrahlten Maus (I1). Weniger deutliche aber vergleichbare Peaks bei beiden kombiniert 
therapierten Mäusen (III). 
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Abb. 3.31: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 25 || 32  
Detektion korrespondierender Single Peaks in Tumoren beider Mäuse nach Kombinations-
therapie. Weniger deutliche Single und Double Peaks bei unilateral bestrahlten Mäusen. 
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Abb. 3.32: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 26-2 || 4A  
Deutliche vergleichbare Single Peaks bei einer unilateral radiotherapierten Maus. Expression der 
deutlichsten multiplen Peaks in einem Tumor einer kombiniert therapierten Maus.  
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Abb. 3.33: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 26-2 || 4B  
Es zeigen sich korrespondierende Single Peaks bei einer jeweils ledliglich unilateral bestrahlten, 
sowie einer kombiniert therapierten Maus.   
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Abb. 3.34: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 27 || 10 
Intensivste polyklonale Expression mit vergleichbaren Peaks in Tumoren kombiniert therapierter 
Mäuse (III).  
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Abb. 3.35: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 29DV5 || 21 
Detektion von Single Peaks in beiden Tumoren einer ledliglich unilateral bestrahlten Maus. 
Polyklonale Expression bei Tieren nach Kombinationstherapie.  
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Abb. 3.36: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 30 || 29  
Vergleichbare Single Peaks bei einer kombiniert therapierten Maus. Deutlichster Single Peak in 
einem Tumor einer anderen Maus, welche die Kombinationstherapie erhalten hatte.  
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Abb. 3.37: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 34 || 26  
Detektion vergleichbarer Single Peaks in den Tumoren beider kombiniert therapierter Mäuse. 
Eichpeaks in Tumoren welche nur mit Radiatio oder systemisch mit NHS-IL12 therapiert wurden.  
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Abb. 3.38: Expressionsniveau und –Breite  von TCRVα-Segment 35 || 25  
Polyklonale Expression mit vergleichbaren Peaks bei einer kombiniert therapierten Maus.  
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Abb. 3.39: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 36DV7 25 || 28 
Induktion der intensivsten Antwort mit einem Doublepeak in einem kontralateral radiotherapierten 
Tumor. Breite Expression mit polyklonalen Peaks nach Kombinationstherapie.  
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Abb. 3.40: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 38-1 38-2DV  || 14 
In zwei unbestrahlten Tumoren der KG (I) sowie allen Tumoren kombiniert therapierter Mäuse (III) 
zeigte sich eine polyklonale Expression. Bei einer Maus (III) mit vergleichbaren Peaks.  
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Abb. 3.41: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 39 || 27  
Deutliche polyklonale Expression dieses Segments in einem Tumor einer unilateral bestrahlten 
Maus.  
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Abb. 3.42: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 40 || 31  
Für dieses Segment konnten keine Expression detektiert werden. 
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Abb. 3.43: Expressionsniveau und –Breite von TCRVα-Segment 41 || 19  
Für dieses Segment konnte keine Expression detektiert werden 
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3.2.3 TCRVγ- und δ-Repertoire indifferent zwischen Behandlungs-
gruppen mit größter klonaler Breite in Tumoren  von kombiniert 
therapierten Mäusen 

 

Hier untersuchten wir das TCRVγ- und –δ-Repertoire intratumoraler TCRγδ+-

Klone mittels Spectratyping. Wir verglichen Expressionsniveau und klonale Breite 

bzw. mögliche klonale Expansion für die einzelnen γ- und δ-Segmente in 

Abhängigkeit von der Therapie. 

 
Abb 3.44: Exemplarische Darstellung des TCRVγ- und δ-Spectratyping bei Tumoren von 
Mäusen unterschiedlicher Therapiegruppen. 

 

 

Insgesamt präsentierten sich die jeweils exprimierten TCR-Repertoires der 

intratumoralen TCRγδ+-Zellen im Vergleich der Therapiegruppen untereinander 

weniger deutlich different als für die untersuchten TCRVα-Segmente. 

Expressionsniveau und vereinzelte klonale Expansion waren unabhängig von der 

Therapie gleichmäßig über die Tumoren der unterschiedlich behandelten Mäuse 

verteilt. Allerdings fanden sich bei Mäusen, welche die Kombinationstherapie 

erhalten hatten, in ipsilateral wie auch kontralateral bestrahlten Tumoren (III4 und 
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III5) häufiger multiple Peaks als bei nur unilateral bestrahlten (I1,I2) oder nur 

systemisch mit NHS-IL12 behandelten Mäusen (II3). (s.Abb. 3.45 und 3.46) 

Korrespondierende Peaks mit Hinweis auf die systemische Expansion der 

betreffenden γδ T-Zellklone ließen sich für die Vδ4-Kette in den Tumoren einer 

kombiniert therapierten Maus, sowie für die Vδ5-Kette in einer nur systemisch mit 

NHS-IL12 behandelten Maus finden. (s. Abb. 3.45 u 3.46) Die häufigere und 

breiter gefächerte pseudo-gaußsche Expression der einzelnen γ- und δ-Ketten 

im Vergleich zu den untersuchten α-Ketten kann durch die Organisation der 

Gensegmente dieser Loci bedingt sein. Die Gesamtvielfalt entstehender γδ+ TCR 

wird bei, im Vergleich zu den α-  und β-Loci, geringerer Segmentanzahl der γ-, 

und δ-Loci durch eine höhere junktionale Variabilität erreicht. Ein weiterer Grund 

hierfür kann eine polyspezifische MHC-unabhängige Aktivierung von γδ T-Zellen 

sein. (s.a. 1.2.2.1)  Auffallenderweise wurden das Segment Vδ1 gar nicht und 

Segment Vδ2 lediglich in drei der untersuchten Tumoren exprimiert. Deutlich 

überwiegend wurde die Vδ3-Kette exprimiert. (s.Abb. 3.45) Physiologisch bildet  

die Vδ2-Kette mit Vγ9 koexprimiert eine Subpopulation von in der Peripherie 

zirkulierenden γδ T-Zellen. Vδ1 mit einer variablen Vγ-Kette koexprimiert bildet 

eine intraepithelial lokalisierte Subpopulation. Das gezeigte deutlich exprimierte 

Vδ3-Segment, welches mit einem variablen Vγ-Segment koexprimiert wird, ist in 

einer Subpopulation von γδ T-Zellen zu finden, die bei chronischen viralen 

Infektionen oder in der Leber vorkommt. Die überwiegende Vδ3-Expression kann 

Folge von false priming sein. Aufgrund ähnlicher cDNA-Sequenzen, kann es es 

sein, dass ein Primer während des PCR-Verfahrens an eine andere als die 

eigentliche Ziel-cDNA-Sequenz bindet. Es werden fälschlich entstandene cDNA-

Abschnitte amplifiziert. Im Spectratyping können so zum einen Peaks detektiert 

werden, die zusätzlich im Hintergrund auftreten, zum anderen aber auch falsch 

positive Peaks für Fragmente anderer Länge gefunden werden. Letzteres tritt auf, 

wenn der eingesetzte Primer innerhalb des angestrebten cDNA-Abschnitts an 

anderer Stelle bindet und so ein kürzerer cDNA-Abschnitt amplifiziert wird, der 

ebenfalls einer funktionsfähigen mRNA enstpricht. In diesem Fall, ist es 

wahrscheinlich, dass es sich bei den detektierten Vδ3-Ketten um Vδ1-Ketten 

handelt.   
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Abb 3.45: Darstellung des Vδ-Repertoires für die TCRVδ-Segmente 1-4  
Für Vδ2-4 deutlichste und breiteste Peaks exprimiert bei kombiniert therapierten Mäusen (III4 und 
III5). Auffällig ist die deutliche Expression von Single Peaks in Tumoren der unilateral bestrahlten 
Tieren(I1 und I2) sowie die stark überwiegende Expression der Vδ3-Kette. Hingegen keine bzw. 
kaum Expression der Segmente Vδ1 und Vδ2, Ketten der häufigsten γδ T-Zell-Subpopulationen.  
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Abb 3.46: Darstellung des Vδ-Repertoires für die TCRVδ-Segmente 5-8  
Indifferente Expression von Single Peaks in Tumoren von Tieren aller Therapiegruppen.   
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Abb 3.47: Darstellung der Vγ-Repertoires für die TCRVγ-Segmente 2-4, 3, 5, 8 und 9  
Detektion der deutlichsten pseudo-gausschen Expression nach Kombinationstherapie. 
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3.2.4 Induktion der deutlichsten Immunantwort nach Kombinations-
therapie  

 

In der Gesamtbetrachtung infiltrierender Immunkompartimente ließ sich die 

dichteste und differenzierteste Immuncontexture in Tumoren der Mäusen zeigen, 

welche kombiniert mit lokaler Radiotherapie und systemisch mit NHS-IL12 

behandelt worden waren.  

Die untersuchten Rezeptor-Repertoires der intratumoralen NK-Zellen waren 

homogen bei Mäusen aller Therapiegruppen exprimiert. (s. Abb. 3.48 A) Es 

ließen sich sowohl die aktivierenden Rezeptoren NKG2D, NKG2E, NKp30, 

NKp46 und CD226 aber auch CD161 als lineage marker mit Hinweis auf 

intratumorale TH17-Zelle nachweisen. Es kam zu Tumor-Infiltration durch NK-

Zellen mit Ausbildung eines Rezeptorrepertoires, welches auf deren Aktivierung 

und lytisches Potential hinweist.  

Die Repertoires tumorinfiltrierender TCRγδ+-Zellen präsentierten sich im 

Vergleich der Therapiegruppen untereinander, ähnlich den untersuchten NK-

Zellrepertoires, indifferent. Die Expression von polyklonalen γ- und δ-Ketten mit 

vereinzelten  deutlichen Single Peaks war in Tumoren aller Mäuse unabhängig 

von der Therapie zu sehen. (s. Abb. 3.48 C)   

Das differenteste Immunkompartiment in Abhängigkeit von der Therapie 

präsentierte das Vα-Repertoire tumorinfiltrierender αβ T-Lymphozyten. Hier 

fanden wir in den Tumoren der Mäuse, welche die Kombinationstherapie erhalten 

hatten, das breiteste Vα-Repertoire. Die Kombinationstherapie induzierte die 

Expression der größten Vielfalt verschiedener Vα-Ketten mit Peaks der 

deutlichsten Intensität und mit den häufigsten Single Peaks. (s. 3.48 B) Neben 

Single Peaks mit Hinweis auf klonale Expansion bestimmter αβ T-Zellklone 

fanden sich in den Tumoren der Tiere, welche mit der Kombinationstherapie 

behandelt worden waren, bilateral korrespondierende Peaks, welche die 

Expansion systemischer Klone implizieren können. Die Expression 

korrespondierender Single Peaks war auch für vereinzelte Vα-Segmente in 

Tumoren von unilateral bestrahlten Mäusen zu sehen.  

Deutlicher und häufiger waren sie durch die multimodale Kombination lokale 

Bestrahlung und systemische NHS-IL12 Gabe induziert worden. (s.a. 3.2.2) 
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Abb. 3.48: Exprimierte NK-Zellrezeptorgene, TCRVα- und TCRVδγ-Repertoires (s.a.)20
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4 Diskussion 

 

 

Patienten, welche mit einem Rhabdomyosarkom diagnostiziert werden, sind 

häufig mit einer schlechten Prognose konfrontiert. Vielversprechend sind 

multimodale Behandlungskonzepte mit immunstimulierenden Therapieansätzen. 

(s.a. Kapitel 1.2.3) Während TH1-polarisierte Immunkompartimente durch IL-12 

als Monotherapie RMS in seinem Tumorwachstum arretieren können,21 zeigt die 

Kombination lokaler Radiotherapie mit Immuntherapie eine synergistische 

immunmodulierende Wirkung und befördert Abscopale Effekte.203,208 Abscopale 

Effekte sind selten vorbeschriebene Befunde bei in Monotherapie bestrahlten 

Tumorpatienten.220,238(p) Dieses Phänomen gezielt und zuverlässiger zu 

induzieren begründete die Rationale, lokale Radiotherapie mit Immuntherapie zu 

kombinieren.208,222 Die vorliegende Arbeit untersuchte die in vivo 

Zusammensetzung der intratumoralen Immuncontexture nach Behandlung des 

RMS mit lokaler Bestrahlung und systemischer Gabe von tumorgerichtetem 

IL-12. Humanisierte Mäuse – Mäuse, welche mit humanen CD34+ Stammzellen 

transplantiert ein humanes Immunsystem heranbildeten – erhielten jeweils in 

beide Flanken humane Rhabdomyosarkomzellen, die zu soliden Tumoren 

heranwuchsen, injiziert. Die Tumormäuse erhielten dann IL-12 als Fusionsprotein 

mit dem histonbindenden Antikörper NHS76 (NHS-IL12) und/oder unilateral 

lokale Radiotherapie. Neben der Wirksamkeit der Therapie galt es die 

Mechanismen der intratumoralen Immunaktivität/Immunantwort zu beleuchten. 

Wir konnten zeigen, dass nur die Kombination aus systemischer NHS-IL12-Gabe 

und lokaler Radiotherapie ein intratumorales Immunkompartiment mit intensiver 

αβ T-Zellinfiltration mit breitem TCR-Repertoire und systemischen Klonen sowie 

starker Infiltration durch NK-Zellen und γδ T-Zellen induziert, assoziiert mit 

Tumorregression und verbessertem Gesamtüberleben.  20,21    

Das für diese Arbeit etablierte humanisierte Mausmodell bestand aus fünf NSG-

Mäusen, welche nach systemischer Bestrahlung mit CD34+ humanen 

Stammzellen transplantiert worden waren. Da auf Grund mehrerer genetischer 
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Modifikationen immundefizient, sind diese Tiere sehr geeignet als Empfänger für 

Tumore aber auch Stammzellen und Immunzellen und damit für die Etablierung 

einer humanen Hämatopoese und eines menschlichen Immunsystems. 

Humanisierte NSG-Mäuse bieten somit die Möglichkeit, humane 

Immunreaktionen im Kontext von Neoplasien und wie hier geschehen 

immuntherapeutischer Intervention Spezies-spezifisch zu untersuchen.223–229 

Nach Überprüfung des Engraftments wurden den Tieren in die Oberschenkel 

beider Hinterläufe RMS-Zellen der Zelllinie A204 inokuliert. Die Therapie in drei 

unterschiedlichen Therapiegruppen begann ab einer Tumorgröße von 7 mm. 

Zwei Tiere wurden lediglich unilateral lokal radiotherapiert. Ein Tier wurde nur 

systemisch mit NHS-IL12 behandelt. Zwei Tiere wurden mit der 

Kombinationstherapie aus unilateraler lokaler Radiatio und systemischer Gabe 

von NHS-IL12 behandelt. (Vgl. Kapitel 2.1.1 und 2.2.1) So konnte die 

Wirksamkeit der Kombinationstherapie beider Therapiemodi im Vergleich zur 

Monotherapie durch alleinige Immuntherapie bzw. lokale Radiotherapie 

betrachtet werden.  

 

Wie zuvor beschrieben liegt die Wirksamkeit von Radiotherapie gegen Tumore  

neben der direkten lytischen Komponente auch in der (meist zeitlich limitierten) 

Wiederherstellung von Tumorimmunogenität durch Induktion von immunogenem 

Zelltod (ICD) und Vermittlung Abscopaler Effekte.208–210,218–221,239 ICD ist eine 

immunstimmulierende Form des Zelltods, welche durch Freisetzung sogenannter 

Damage associated patterns (DAMPs), z.B. Calreticulin und HSP, angeborene 

und adaptive Immunantwort induziert.209,210 Es kommt nach lokaler Radiotherapie 

zur Hochregulation von MHC-I, Tumorantigenen und FAS/CD95 auf Tumorzellen 

und zur Polarisierung der intratumoralen Immuncontexture in Richtung einer 

zytotoxisch inflammatorischen TH1-Antwort mit Präsenz von IL-2, IL-12 und IFNγ. 

208,213–218 Die nach Radiatio infiltrierenden T-Zellkompartimente werden durch 

DC-Interaktion tumorgerichtet geprimed und so eine systemische CD8+ T-Zell-

Toxizität induziert, welche Abscopalen Effekten zurunde liegen könnte208–

212,222,240 Die gesteigerte Tumorimmunogenität nach lokaler Bestrahlung in 

Monotherapie war bisher durch die bestrahlungsbedingte Immunsuppression 
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limitiert.241–243  

 

Durch Kombination lokaler Radiotherapie mit IL-12 konnten wir eine 

Effizienzsteigerung der gegen den Tumor gerichteten Aktivierung des 

Immunsystems in einer Verbesserung des Outcomes zeigen. (Vgl. overall surival 

Abb. 3.3)244 Die Wirksamkeit von intratumoralem IL-12 fusioniert mit dem 

Nekrose- bzw. naked-histone binding Antikörper NHS76 zu NHS-IL12 war 

vorangehend durch Schilbach et al. gezeigt worden.21 IL-12 beförderte eine 

Polarisierung des intratumoralen Immunkompartiments in Richtung einer 

inflammatorischen TH1-Antwort, begünstigte die Konversion von TAM (Tumor 

associated Makrophagen) zum M1-Phänotyp, supprimierte RORγt- und Foxp3 

und induzierte einen aktivierten Phänotyp von αβ und γδ T-Zellen und NK-Zellen, 

der große Mengen an TH1 Zytokinen sezerniert: Während IFNγ vornehmlich aus 

Lymphozyten stammt, könnte TNFα auch über angelockte M1-Makrophagen 

sezerniert worden sein.64,193–196 Durch die Fusionierung mit NHS76 zu NHS-IL12 

konnte IL-12 mit hoher intratumoraler Bioverfügbarkeit bei geringer systemischer 

Toxizität verwendet werden.196,201,202 Die in unserem Studiendesign eingesetzte 

Kombination dieser zwei Therapiemodi wirkte synergistisch: Immuntherapie 

beförderte Abscopale Effekte an nicht bestrahlten Orten der Tumormanifestation, 

lokale Radiotherapie setzte immunogene Muster frei, polarisierte das tumor micro 

environment (TME) und Tumorimmunkompartiment gegen den Tumor und 

erhöhte die intratumorale Verfügbarkeit von NHS-IL12.203,208,222  

Die weitere Optimierung und Feinabstimmung der Kombination von 

Radiotherapie und Immuntherapie wird ein vielversprechendes Feld in der 

Tumortherapie ausmachen. 244 

 

Wir untersuchten für die drei Therapiegruppen zunächst das jeweilige 

Tumorwachstum und das Gesamtüberleben der Mäuse. Nachdem den Mäusen 

die Tumore entnommen worden waren, untersuchten wir weiterhin die 

infiltrierenden Immunkompartimente histologisch, immunhistochemisch und 

molekular-biologisch mittels α- und γδ-Spectratyping und mittels KIR-Typing auf 

aktivierende NK-Rezeptoren.   
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Der verwendete Studienaufbau war limitiert, da das verwendete Mausmodell 

keine Zeit für follow-up-Untersuchungen bot. Die Mäuse waren vor Entnahme der 

untersuchten Tumore euthanasiert worden, sodass eine weitere Entwicklung des 

intratumoralen Tumorkompartiments und dessen möglicher Einfluss auf das 

Tumorwachstum nicht untersucht werden konnten. (Vgl. 2.1.1)  

Wo in einer vorangegangenen Studie mit Therapiebeginn bei geringerer 

Tumorgröße das Tumorwachstum durch NHS-IL12 allein oder in Kombination mit 

anderen Zytokinen (IL-2, IL-7) kontrolliert werden konnte, waren in unserer Studie 

sowohl Radiotherapie als auch Immuntherapie als Monotherapie ineffizient.21 

Dies liegt in der geringeren Therapiezeit sowie der verdoppelten Tumorlast 

begründet. Die Tumore lediglich mit lokaler Bestrahlung oder systemisch mit 

NHS-IL12 monotherapierter Tiere wuchsen unkontrolliert über den 

Beobachtungszeitraum von 25 Tagen. Einer der nur lokal bestrahlten Tumore 

wurde ab Tag 10 in seinem Wachstum arretiert. Ganz im Gegensatz dazu zeigte 

sich die Kombination der systemischen Gabe von NHS-IL12 mit lokaler 

Radiotherapie signifikant wirksam in Bezug auf die Kontrolle des 

Tumorwachstums. (Vgl. Kapitel 3.1.1, Abb. 3.1 und Abb. 3.2) Mäuse welche 

kombiniert therapiert worden waren, lebten tumorgrößespezifisch signifikant 

länger, im Schnitt 40 Tage bis zum Ende des Beobachtungszeitraums, lediglich 

ein Tier musste wegen Unterschreitung einer Tumorgröße von 3 mm vorzeitig 

euthanasiert werden. Tiere, welche in Monotherapie radiotherapiert worden 

waren überschritten im Schnitt 21,5 Tage nach Behandlungsbeginn eine 

Tumorgröße von 15 mm und wurden euthanasiert. In Monotherapie systemisch 

mit NHS-IL12 behandelte Tiere erreichten den Endpunkt von 15 mm Tumorgröße 

im Schnitt nach 24,5 Tagen. (s. Tumorgrößespezifische Survivalanalyse in Abb. 

3.3).  

Nicht nur wurden bei Tieren nach Kombinationstherapie die lokal 

radiotherapierten Tumore in ihrem Wachstum arretiert oder schrumpften, sondern 

auch ihre contralateralen Counterparts.20 Wir konnten zeigen, dass die 

Kombination lokaler Radiotherapie mit necrose-targeted IL-12 eine systemische 

Immunantwort mit Vermittlung von Tumorregression an nicht bestrahlten Orten 

der Tumormanifestation begünstigt. Das Auftreten Abscopaler Effekte in Bezug 
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auf Tumorregression trat nur bei Tieren auf, welche die Kombinationstherapie 

erhalten hatten, waren jedoch nicht bei jedem der kombiniert therapiertenTiere zu 

sehen.  

 

Histologie und Immunhistochemie zeigten analog zu den Befunden aus 

Tumorwachstums- und Survivalanalyse dichte intratumorale Immuninfiltrate 

vornehmlich ipsi- sowie contralateral in den Tumoren, welche unter der 

Kombinationstherapie im Wachstum kontrolliert werden konnten. (Vrgl. 3.1.2, 

Abb. 3.4 und 3.5) 

Eine dichtere CD4+ und CD8+ T-Zell-Infiltration war mit einer geringeren 

Tumorgröße und einem besseren Gesamtüberleben assoziiert. (s. Abb. 3.6) Die 

Forderung nach Erweiterung bzw. Ergänzung des Tumorstagings durch einen 

Immunoscore besteht schon seit längerem. Nach Galon waren Marker einer TH1-

Polarisierung und CTL-Infiltration des intratumoralen Immunkompartiments mit 

einer besseren Prognose in CRC korreliert. Wie durch Galon und Fridman 

gezeigt, wies die Zusammensetzung des tumorinfiltrierenden 

Immunkompartiments für Tumore verschiedener Entitäten (u.a. CRC, Tumore der 

Blase, Brust, Ovarien oder der Kopf-Hals-Region) einen höheren prognostischen 

Wert auf als etablierte TNM-Klassifkationen.24,154,155  

Das in der vorliegenden Arbeit nach Kombinationstherapie in den Tumoren 

induzierte Immunkompartiment wies neben CD4+ und CD8+ T-Zellen zytolytische 

Aktivität auf, nachgewiesen durch den Marker Granzym B. (Vgl. Kapitel 3.1.2, 

Abb. 3.4 und 3.5) CD8+ CTLs werden als die Haupt-Antitumorzellen („“gold 

standard“ effector cells in tumor immunotherapy“)162 betrachtet, die effizient über 

Perforin und Granzyme Tumorzellen lysieren können – dann, wenn sie diese über 

MHC I präsentierte Tumorantigene erkennen.155,158,159 Der Nachweis von 

Granzym B mit Hinweis auf eine zytolytische Aktivierung und CTL-

Differenzierung des intratumoralen Immunkompartiments korrelierte mit einem 

signifikant geringeren Tumorwachstum, nicht aber einem besseren overall 

survival. (s. Abb. 3.6) Bemerkenswerterweise konnten neben Granzym B 

vornehmlich in Tumoren kombiniert therapierter Tiere Desmin detektiert werden. 

(s. Abb. 3.4 und 3.5) Desmin ist ein Marker, der für myogene Enddifferenzierung 
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steht. Die Desminexpression korrelierte mit prominenten T-Zellkompartimenten 

und zeigte sich in Tumoren als histologisch mehrkernig myogenes Synzytium und 

quergestreiftes Muskelgewebe. (s. Abb. 3.4) Über das CTL-abhängige Abtöten 

von Tumorzellen hinaus induzierte die Kombinationstherapie hier myogene 

Enddifferenzierung aus undifferenzierten RMS-Zellen. Desmin+ Tumore wiesen 

überraschenderweise kein geringeres Volumen auf als nichttherapierte. 

Vorangehend hatten Braumüller, Röcken und Schilbach beschrieben, dass es 

sich bei dem der myogenen Enddifferenzierung von RMS-Zellen zugrunde 

liegenden Mechanismus um Seneszenz handelte.21,163 In einem durch IL-12 in 

Richtung einer TH1-Antwort polarisierten TME hatten IFNγ und TNFα geringeres 

Tumorwachstum und Seneszenz induziert, zu sehen an der intranuclearen 

Lokalisation des Proliferatioinsmarkers p-HP1γ, der vermehrten Expression des  

Zellzyklusregulators und Tumorsupressorproteins p16INK4a sowie der 

verminderten Expression des Proliferationsmarkers Ki-67.21,163,245 Auch in 

unserer Studie konnten IFNγ und TNFα nur gemeinsam entsprechende Marker 

und Wachstumsarettierung in A204-Kulturen in vitro induzieren, wobei eine 

Blockade von TNFα trotz IFNγ-Präsenz die Seneszenzentwicklung aufhob.  

TNFα, bestrahlungsabhängig aus Tumorzellen freigesetzt, wird in Kombination 

mit IFNγ effektiver in der Seneszenzinduktion als IFNγ kombiniert mit TNFα.20 

(Daten nicht Teil dieser Arbeit) Bestrahlte RMS-Zellen und M1-Makrophagen 

können in unserer Studie als Quelle des immunmodulierend wirkenden TNFα 

vermutet werden.193 IFNγ wurde durch den eindeutigen Nachweis aktivierter 

Phänotypen von NK-Zellen, αβ und γδ T-Zellen in dem durch IL-12 

TH1-polarisierten TME sezerniert.191 Die TH1 Zytokine TNFα und IFNγ konnten 

unabhängig von zytolytischer T-Zell-Aktivität nach Stimulation durch IL-12 und 

lokale Radiotherapie Tumorzellen zur Seneszenz und Ausdifferenzierung treiben, 

was die Antitumorrelevanz der CD4+ T-Zellen weiter untermauert.21,160–163  

Im Kontrast dazu zeigten Tumore solcher Tiere, welche unimodal behandelt 

worden waren, geringere T-Zell-Infiltration, kaum Marker zytolytischer Aktivität 

und keine Marker myogener Enddifferenzierung. In keinem der Tumore 

monotherapierter Tiere waren histologisch quergestreifte Muskelgewebe oder 

mehrkernige Myozyten zu erkennen. Unilateral radiotherapierte Tumore zeigten, 
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abgesehen von einem Tumor, wenige intratumorale Immunkompartimente, 

ebenso ihre nichtbestrahlen Counterparts. Mäuse, welche lediglich mit NHS-IL12 

behandelt worden waren, präsentierten eine noch geringere intratumorale 

Infiltration durch Immunzellen. (Vgl. 3.1.2, Abb. 3.4 und 3.5)  

In der molekularbiologischen Analyse intratumoraler Immunkompartimente 

zeigte sich eine homogene Expression von NK-Zellrezeptorgenen in allen 

Tumoren. Die dichtesten und differenziertesten  T-Zellinfiltrate von αβ und 

γδ T Lymphozyten wiesen die Tumore der Mäuse auf, welche die Kombinations-

therapie erhalten hatten.  

In Tumoren aller Therapiegruppen konnten wir mittels Spectratyping die 

NK-Zellrezeptorgene NKG2D, NKG2E, NKp30, NKp46, CD226 sowie CD161 

detektieren. Das gefundene Oberflächenmarker-Profil suggeriert eine 

zytolytische Aktivierung der intratumoralen NK-Zellen und setz eine hohe 

IL-12-Verfügbarkeit voraus. (Vrgl. 3.2.1, Abb. 3.7 und Abb. 3.8)  

NKG2D bindet stressinduzierte MHC-I-ähnliche Moleküle (MICA und MICB), ist 

auf NK-Zellen, auf γδ+ T-Zellen, Makrophagen und CD8+ CTLs zu finden und 

aktiviert deren zytolytische Effektorfunktionen.103 Die Relevanz des NKG2D-

Rezeptors für Tumorüberwachung und –kontrolle ist groß.113,133,134 NKG2D-

Liganden wie MICA und ULBP sind häufig auf neoplastischen Zellen exprimierte 

MHC-I-ähnliche Moleküle.99,101,103 Neben der zytolytischen Aktivierung waren 

vermutlich begünstigt durch das hohe IL-12-Angebot in Kombination mit NKG2D-

abhängiger Aktivierung CD56bright NK-Zellen an der IFNy-Sekretion im TME 

beteiligt.113,118,121 Gemeinsam mit dem ebenfalls detektierten NKp46 ist NKG2D 

über ULBP1 an der Lyse inhibierender Tregs  beteiligt. Tregs regulieren die 

zytotoxische Aktivität von CD56dim NK-Zellen herunter.246,247 Das in Tumoren aller 

Therapiegruppen exprimierte NKp30 suggeriert NK-Zell-DC Crosstalk, welcher 

DC-Reifung bzw. Lyse unreifer DCs induziert und so spezifisches T-Zell-Priming 

ermöglicht.248,249 Denn der NKp30+ NK-Zell Phänotyp erkennt DC-Zielstrukturen, 

wirkt nach Aktivierung zytotoxisch auf nichtdifferenzierte DCs und vermittelt über 

die Sekretion von IFNy und TNFα die Ausreifung von DC, welche eine TH1-

polarisierte adapative Immunantwort induzieren können.249,250 CD161 als lineage 

Marker für TH17 Zellen konnte in allen Tumoren gefunden werden.65 CD161 weist 
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auf intratumorale IL-17 produzierende T-Zell-Subsets vom memory Phänotyp hin, 

welche wie zuvor gezeigt durch IL-12 in TH1-Zellen konvertiert werden 

können.21,251 Für diese T-Zell Subpopulation ist CD161 für die frühe 

Tumorinfiltration durch chemokinunabhängige transvasale Migration relevant.252 

In keinem Tumor ließ sich der ebenfalls untersuchte NCR NKp44 finden. NKp44 

ist ein auf aktivierten NK-Zellen und γδ-T-Zellen zu findender Rezeptor, welcher 

MHC-unabhängig tumorlytisch wirkt.38,253,254 Das hier detektierte 

Oberflächenmarkerprofil suggeriert Tumorinfiltration durch innate NK-Zellen, 

sowie verschiedene innate T-Zell-Subpopulationen, welche in der Lage sind TH1-

Zytokine zu sezernieren und über NK-DC-Crosstalk eine adaptive T-Zell 

Immunanwort einzuleiten.249,255 

 

Im Gegensatz zu der unter den Therapiegruppen homogenen Expression von 

NK-Zellrezeptorgenen, unterschieden sich  die mittels Spectratyping detektierten 

intratumoralen TCR-Repertoires in Abhängigkeit von der Therapie teilweise 

deutlich. Das intratumorale TCRVα-Repertoire nach alleiniger NHS-IL12-

Therapie wies die geringste Breite und Intensität auf. Unilaterale Radiotherapie 

induzierte ein mäßig breites TCRVα-Repertoire mit bemerkenswerterweise 

intensiverer Expression in nicht bestrahlten contralateralen Tumoren sowie die 

klonale Expansion einiger weniger αβ T-Zell-Klone angezeigt durch die 

Expression von Single Peaks. Intratumorale αβ T-Zellen von Mäusen, welche die 

Kombinationstherapie erhalten hatten, wiesen die größte Vielfalt exprimierter Vα-

Ketten auf. Die im Vergleich zu Tumoren von Mäusen anderer Therapiegruppen 

häufigste und deutlichste Expression von Single Peaks wies auf die klonale 

Expansion tumor-antigenspezifisch aktivierter T-Lymphozyten hin. Darüber 

hinaus ließen sich in ipsilateral wie contralateren Tumoren von kombiniert 

therapierten Tieren am häufigsten systemische αβ T-Zell-Klone mit bilateral 

ebenbürtiger Tumorinfiltration finden.  

Der Großteil der Tumore welche lokale Radiotherapie erhalten hatten, 

exprimierten die Vα-Kette 24 (TRAV 10). Die Expression war in Tumoren von 

Mäusen, welche die Bestrahlung in Kombination mit NHS-IL12 erhalten hatten, 

deutlicher als in Tumoren von in Monotherapie bestrahlten Mäusen. TCRVα 24 
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exprimierende invariant natural killer T cells (iNKT) bilden gemeinsam mit NKp46+ 

NK-Zellen, γδ T-Zellen und IL-17 produzierenden T-Zell-Subsets ein TH17-

Kompartiment, welches unter IL-12-Einfluss in ein TH1-Kompartiment konvertiert 

werden kann. Wie schon vorher gezeigt können iNKT selbst IFNγ sezernieren, 

DC-Reifung vermitteln und so zum T-Zell-Priming beitragen.21,256 

Bestrahlte und unbestrahlte Tumore der Mäuse, welche lokale Radiotherapie und 

systemisch NHS-IL12 erhalten hatten, zeigten die stärkste Tumorregression, 

myogene Enddiferenzierung und analog dazu bilateral die deutlichsten 

intratumoralen αβ T-Zell-Kompartimente mit dem vielfältigsten Repertoire an Vα-

Ketten. Abscopale Effekte mit Tumorregress waren schon zuvor mit T-Zell-

Infiltration und Priming nach Radiotherapie in Kombination mit Immuntherapie 

assoziiert worden.257,258 Grundlage derartiger Effekte und Ziel einer langfristig 

wirksamen Therapie ist die Induktion einer adaptiven Anti-Tumor Immunantwort, 

die dann systemisch T-Zell-abhänig zytolytisch oder über Sekretion von TH1-

Zytokinen Tumorkontrolle ermöglicht.185,259  

Die in dieser Studie angewandte Kombinationstherapie konnte dabei für eine 

tumorgerichtete T-Zell Antwort mehrere entscheidende Effekte vermitteln: 

Radiotherapie kann die notwendige Tumorinfiltration durch T-Zellen bewirken und 

die Diversität derer TCR Repertoires erhöhen (s. Abb 3.48). 257,260,261 Relevant ist 

dabei vor allem die Induktion systemischer tumorspezifischer TCR, wie hier 

sichtbar durch prominente Single Peaks, die auf einen monoklonalen Ursprung 

eines antigenspezifisch expandierenden Klons schließen lassen (z.B. TRAV 9-2 

(Abb. 3.18.) und TRAV 16 (Abb. 3.23)).154,262,263 IL-12 kann ebenso T-Zell-

Infiltration fördern und das tumorspezifische T-Zell-Priming begünstigen. Es kann 

das Formen eines Übergangs von einer innate Immunität hin zur adaptiven  

Immunität 191,192 und das Beibehalten einer gegehn den Tumor gerichteten 

TH1-Polarisierung des intratumoralen Immunkompartiments mit 

Neutralisation/Repolarisierung immunsupprimierender Faktoren wie Tregs, IL-10 

oder TGFβ Immunantwort vermitteln264–266. Denn auch die Induktion 

tumorgeprimeter T-Zellen kann in einem immunsupprimierenden, 

tumorbegünstigend polarisierten TME nur vorübergehend Tumorkontrolle 

vermitteln, was eine Erklärung für die Seltenheit Abscopaler Effekte liefert. 257,267 
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In dieser Studie jedoch konnte die Verwendung von lokaler Radiotherapie 

kombiniert mit dem TH1-immunstimulierenden NHS-IL12 langfristige 

Tumorkontrolle induzieren.260 Die antitumorale Wirksamkeit des gezeigten 

deutlichen αβ+ T-Zell-Kompartiments lag dabei vermutlich nicht nur in der 

Zytotoxizität CD8+ αβ T-Zellen begründet: Unter IL-12-Einfluss konnten 

TH1-polarisierte, tumorgeprimete CD4+ αβ T-Lymphozyten zusammen mit NK-

Zellen und γδ T-Zellen große Mengen IFNγ sezernieren. Gemeinsam mit aus 

Tumorzellen bestrahlungsabhängig freigesetztem TNFα konnte so lokal und 

systemisch Seneszenz und Tumorregession vermittelt werden. 

 

Das mittels CDR3-Fragmentlängenanalyse untersuchte TCRV-Repertoire 

intratumoraler γδ T-Zellen zeigte sich weniger different im Vergleich der einzelnen 

Therapiegruppen untereinander als die Rezeptor-Repertoires der untersuchten 

TCRαβ+ Zellen. In Tumoren von Mäusen aller Therapiegruppen fand sich ein 

vergleichbar breites Repertoire von Vγ- und Vδ-Ketten. Es kam in Tumoren aller 

Tiere zu polyklonaler Expansion starker Intensität, hinweisend auf eine 

unspezifische Aktivierung der γδ T-Zellen durch Zytokine und Mitogene. In den 

Tumoren eines Tieres, welches die Kombinationstherapie erhalten hatte, waren 

häufiger multiple Peaks (pseudo-gaußsche Expression) der Vγ-Ketten expimiert 

worden als in anderen Tumoren. Vereinzelte monoklonale Peaks für 

verschiedene Vδ-Ketten konnten in Tumoren aller Mäuse unabhängig von der 

Therapie detektiert werden. Die Expression der Vδ1- und Vδ2-Ketten war im 

Verhältnis zur starken Vδ3-Expression auffallend gering. Das Vδ1-Segment war 

in keinem der untersuchten Tumoren zu finden. Dies ließ sich später im 

Sequencing über durch false priming fälschlich als Vδ3-Ketten detektierte Vδ1-

Ketten erklären (Sequencingdaten nicht Teil dieser Arbeit). Physiologisch werden 

Vδ1- und Vδ2-Segmente von den häufigsten humanen γδ T-Zell-

Subpopulationen exprimiert. Vy9/Vδ2 T-Lymphozyten zirkulieren in der 

Peripherie.  Vδ1+ T-Zellen exprimieren eine variable Vy-Kette, machen einen 

Großteil der IEL aus und spielen in der Tumorüberwachung eine wichtige Rolle. 

Eine weitere T-Zell-Subpopulation, welche TCRVδ3- Kette mit einer variablen 

Vy-Kette exprimiert, ist vor allem in der Leber oder bei chronischen viralen 
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Infekten in der Peripherie zu detektieren.85,87 (s.a. Kapitel 1.2.1.1.2)  

Die Detektion breiter TCR Repertoires intratumoraler γδ T-Zellen bei Mäusen 

aller Therapiegruppen lässt auf die Entstehung antigenun-spezifisch aktivierter 

γδ+ Immunkompartimente unabhängig von der Therapie schließen. Wie schon 

bei der Analyse der NK-Zellrezeptorgene vermutet, suggeriert dies eine frühe 

Tumorinfiltration durch ein nicht-adaptives TH17-Kompartiment, dem auch 

γδ T-Lymphozyten angehören können.21,105  Die Antitumor-Relevanz von 

γδ T-zellen ist wie in der Wirksamkeit gegen verschiedene Neoplasien gezeigt 

groß (z.B. bei Plasmozytomen, Lymphomen, Leukämien und dem Neuroblastom) 

(s.a. 1.2.2.1.2).104–108 Durch ihre polyspezifischen Erkennungsmuster und 

pleiotropen Effektorwege wird den γδ T-Lymphozyten ein entscheidender 

Stellenwert in der Tumorbekämpfung und in der Vermittlung zwischen 

angeborener und adaptiver Antitumor-Immunität zugesprochen.58,85,99  

So waren γδ T-Lymphozyten in unserem Modell vermutlich unter Einfluss von 

NHS-IL12 an der Sekretion von TH1 Zytokinen, allen voran IFNγ, beteiligt.109,191 

IL-12 begünstigt Tumorinfiltration und Proliferation von γδ-T-Zellen.268 

Intratumorale γδ-T-Zellen können Makrophagen rekrutieren und haben wie zuvor 

gezeigt das Potential, selbst als APC CD4+ und CD8+ αβ T-Zellen Antigene zu 

präsentieren. So können γδ T-Lymphozyten neben einer schnellverfügbaren 

innate Immunantwort, wie die Zytokinproduktion von IFNy, einen Übergang zu 

einer starken adaptiven Anti-Tumor-Immunintät  bereiten.85,93  

 

Insgesamt ist aus den in dieser Arbeit gezeigten Befunden abzuleiten, dass in 

diesem Tumormodel eine langfristig effektive Tumorkontrolle nur mit der 

Kombination aus systemischer Gabe von tumogerichtetem NHS-IL12 und lokaler 

Radiotherapie gegeben war – nicht jedoch durch ihre Einzelkomponenten. Die 

nach Kombinationstherapie vermittelte Tumorregression wurde nicht nur über 

CD8+ zytolytische Aktivierung der deutlichen intratumoralen 

Immunkompartiemente sondern auch über massive TH1-Zytokinproduktion durch 

tumorinfiltrierende CD4+ und CD8+ αβ T-Zellen, γδ T-Zellen und NK-Zellen 

bewirkt. Abscopale Effekte waren durch eine systemische Immunantwort und 

Induktion von Sensezenz und Enddifferezierung von RMS-Zellen durch IFNγ und 
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nach Bestrahlung aus Tumorzellen freigesetztem TNFα induziert worden.  

Für die Therapie von Rhabdomyosarkomen und anderen Neoplasien stehen 

mittlerweile mannigfaltige immuntherapeutische Konzepte zur Verfügung, die mit 

unterschiedlichem Erfolg langfristige Tumorkontrolle vermitteln können. Das Ziel 

muss dabei nicht notwendigerweise die lokale Tumoreradikation sein, sondern 

eher eine langfristige systemische Tumor- und Metastasenkontrolle, welche eine 

langfristiges Überleben mit einer Tumorerkrankung ermöglicht.155,185,188,189 Die 

hier besprochenen Ergebnisse zeigen, dass die Kombination von lokaler 

Radiotherapie mit systemischer NHS-IL12-Gabe ein wirksamer multimodaler 

Ansatz ist systemisch immunvermittelt Tumorkontrolle zu erreichen und sie 

empfiehlt sich so für die Anwendung im klinischen Setting. 
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5 Zusammenfassung 

 

 

Patienten, bei denen ein Rhabdomyosarkom (RMS) festgestellt wird, sind mit 

einer schlechten Prognose konfrontiert. Standardtherapien (Radiochemotherapie 

und chirurgische Tumorresektion) können keine langfristige Tumorkontrolle 

induzieren. Das 5-Jahresüberleben liegt unter 25%.  

Vielversprechend sind multimodale immunstimulierende Behandlungskonzepte 

die eine langlebige adaptive Anti-Tumor-Immunität etablieren kann. 

Tumorkontrolle durch ein IL-12 TH1-polarisiertes Immunkompartiment wurde als 

Monotherapie bereits beim RMS gezeigt. In der vorliegenden Arbeit wurde 

untersucht ob die Kombination aus IL-12 und lokaler Bestrahlung als 

Kombinationstherapie des disseminierten RMS wirksam ist.  

IL-12 wurde um die Halbwertszeit zu erhöhen und die Toxizität zu eliminieren als 

Fusionsprotein gegeben, das aus einem Antikörper besteht, der Histon erkennt 

und an die funktionellen Domänen des IL-12 fusioniert wurde. So bindet dieses 

Konstrukt über den Antikörper an die nekrotischen Areale des Tumors, wo 

nukleäre DNA freigesetzt wird. 

In NSG Mäuse, die über CD34+ Stammzellen ein humanes Immunsystem 

erhalten hatten, wurden ipsilateral und contralateral humane RMS Zellen (A204) 

appliziert. Nach in vivo Behandlung mit lokaler Bestrahlung (unilateral) und/oder 

systemischer Gabe von tumorgerichtetem IL-12 wurden die Tumore präpariert 

und das  intratumoral induzierte Immunkompartment molekular untersucht.  

Die Analysedaten zeigen zweifelsfrei, dass  

1. nur die Kombination aus systemischer NHS-IL12-Gabe und lokaler 

Radiotherapie eines intratumoralen Immunkompartiments mit massiver αβ 

T-Zellinfiltration und breitem TCR-Repertoire induzieren kann, das 

systemische Klone aufweist sowie eine starke Infiltration durch NK-Zellen 

und γδ T-Zellen aufzeigt. 

2. die kontralateral nichtbestrahlten Tumore, interessanterweise sogar etwas 

mehr als die bestrahlten Tumore, Infiltration von Immunzellen des T-



Zusammenfassung 

_______________________________________________________________ 

128 

Zellkompartiments und NK Zellen zeigten. 

3. Tumorkontrolle durch Induktion von terminalem Wachstumsarrest 

(Seneszenz) und Enddifferenzierung der malignen Rhabdomyozyten in 

quergestreifte Muskelzellen nur durch die neue immuntherapeutische 

Kombinationstherapie von NHS-IL12 und lokaler Radiotherapie erzielt 

wurde, nicht aber durch eine der beiden Therapieverfahren als 

Monotherapie. 

4. Wir konnten schließlich zeigen, dass Tumorregression und ein 

verbessertes Gesamtüberleben mit vermehrter T-Zell-Infiltration sowie 

myogener Enddifferenzierung korrelieren.  

 

Damit qualifiziert sich die Kombination aus lokaler Radiotherapie mit 

systemischer NHS-IL12-Gabe als ein herausragend effizienter Therapieansatz, 

der über ein TH1 polarisiertes Immunsystem vollständige Tumorkontrolle erzielt.
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175. doi:10.1016/j.it.2006.02.004 with permission from Elsevier. 

 

Abb. 1.2.A: Reprinted from Litt M, Patel B, Li Y, Qiu Y, Huang S. Molecular 
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Abb. 1.4: Reprinted from Schreiber RD, Old LJ, Smyth MJ. Cancer Immuno-
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Abb. 1.5: Reprinted from Chen DS, Mellman I. Oncology Meets Immunology:  
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doi:10.1016/j.immuni.2013.07.012 with permission from Elsevier. 

 

Abb. 1.6: Reprinted from Palucka AK, Coussens LM. The Basis of 
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with permission from Elsevier. 
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Abb. 2.5: Reprinted from Labor Dr. Gärtner: Nested PCR. Accessed May 12, 

2020.https://www.laborgaertner.de/labor/abteilungen/molekularbiologie/ 

informationen-zu-molekularbiologischen-methoden/nested_pcr/ with permission 

from Labor Gärtner Ravensburg. 

 

Abb. 2.6: Reprinted from Kepler TB, He M, Tomfohr JK, Devlin BH, Sarzotti M, 

Markert ML. Statistical analysis of antigen receptor spectratype data. 

Bioinformatics. 2005;21(16):3394-3400. doi:10.1093/bioinformatics/bti539 with 

permission from Oxford University Press. 

 

Abb.3.1 bis Abb. 3.6: Adopted and reprinted from Eckert F, Jelas I, Oehme M, et 

al. Tumor-targeted IL-12 combined with local irradiation leads to systemic tumor 

control via abscopal effects in vivo. OncoImmunology. 2017;0(0):e1323161. 
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