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Arbeitshypothese 

Der Tumortherapie mit immunstimulatorischen Zytokinen liegt die Erkenntnis 

zugrunde, dass Tumorzellen der Erkennung durch die körpereigene Abwehr 

entgehen und auf diese Weise ungehindert wachsen können. Durch den Einsatz 

geeigneter Zytokine und Kostimulatoren lässt sich eine Erkennung der Tumorzellen 

durch das Immunsystem erreichen, was im günstigsten Fall zu einer vollständigen 

Regression des Tumors und sämtlicher Metastasen führt. Da die systemische 

Applikation von Zytokinen in zahlreichen Fällen von schweren toxischen 

Nebenwirkungen gefolgt war, gilt es, die verwendeten Zytokine und Kostimulatoren 

möglichst lokal einzusetzen, was sich im Falle des hepatozellulären Karzinoms gut 

mittels adenoviraler Vektoren verwirklichen lässt. 

Der zum Zweck einer solchen Tumortherapie in der Arbeitsgruppe entwickelte Vektor 

erlaubt die Expression von IL-12, IL-2 und 4-1BBL. Um die Einzelwirkungen der 

immunstimulatorischen Faktoren bestimmen zu können, wurden zwei weitere 

Vektoren konstruiert, von denen der eine nur für IL-12 und der andere für IL-12 und 

4-1BBL zusammen kodiert. Die Vektoren induzierten im verwendeten Tumormodell 

eine deutliche Tumorregression in den Buffaloratten. 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirkung der drei Vektoren gegen HCC-Tumoren im 

Niedrigdosisbereich zu untersuchen. Hierzu sollten die mittels MRT bestimmten 

Tumorgrößen ausgewertet und die Immunzellinfiltration durch histologische 

Färbungen begutachtet werden. Des Weiteren galt es, ein Protokoll zur 

Lebendzellpräparation zu etablieren, das in Zukunft auch quantitative Aussagen zur 

Infiltration von Tumorgewebe mit Immunzellen erlauben soll.
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1. Einleitung 

1.1 Hepatozelluläres Karzinom (HCC) 

Als maligner Tumor mit hepatozellulärer Differenzierung ist das hepatozelluläre 

Karzinom in Afrika und Südostasien einer der häufigsten Tumoren, für den es eine 

Reihe prädisponierender Faktoren gibt: 

 Hepatites B-Virus-Infektion 

 Aflatoxine 

 Alkohol 

 Steroide (Anabolika) 

 Hepatites C-Virus-Infektion 

 Stoffwechselerkrankungen (Hämochromatose, 1-Antitrypsin-Mangel, 

Glykogenspeicherkrankheit Typ I und hereditäre Tyrosinämie) 

(Okuda 2000) 

In den westlichen Industrieländern ist das HCC relativ selten. (Die Inzidenz in Europa 

und den USA beträgt etwa 3 Fälle / 100 000 Einwohner im Jahr). In Südafrika und 

Ostasien liegt die Inzidenz bei 50-150 Fällen / 100 000 Einwohnern im Jahr. Die in 

Abb. 1 dargestellte Karte bietet einen guten Eindruck über das unterschiedliche

Auftreten des hepatozellulären Karzinoms (aus Böcker, Denk, Heitz: Pathologie, 

2001 nach GloboCan, IARC, Lyon, 1997). 

Die Bedeutung der Prävention wird besonders deutlich, wenn man sich die 

Therapiemöglichkeiten vor Augen führt (Okuda 2002, Hall et al. 2003): 

Das HCC lässt sich mit konventioneller Chemotherapie kaum behandeln (Venook 

1994). Die Operabilität variiert stark mit dem makroskopischen Tumortyp, wobei es 

für Patienten mit multiplen Tumorherden noch immer keine effiziente Therapie gibt, 

da sich hier auch keine Chemoembolisationen durchführen lassen. Die 

Radiofrequenzablation stellt ebenfalls nur für einige Fälle eine 

Behandlungsmöglichkeit dar (Guglielmi et al. 2003). Die Prognose ist nach wie vor 

insgesamt schlecht (Colombo 2001, Venook 1994). Hinzu kommt die beim HCC 
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ausgeprägte Tendenz zur Gefäßinvasion sowie zur intra- und extrahepatischen 

Metastasierung (insbesondere in Lunge, Knochen und Haut), die eine Behandlung im 

fortgeschrittenen Stadium zusätzlich erschweren. 

Abb. 1: Inzidenz des HCC weltweit. Die Zahlen entsprechen den Neuerkrankten je 10 000 Einwohnern pro Jahr 
für die jeweiligen Länder. (aus Böcker, Denk, Heitz: Pathologie, 2001 nach GloboCan, IARC, Lyon, 1997) 

Makroskopisch unterscheidet man beim HCC massive, multinoduläre und diffuse 

Typen der Tumoren, deren Farbe je nach Differenzierung braunrot, grünlich oder 

grauweiß ist. 

Mikroskopisch sind die Tumorzellen trabekulär angeordnet, doch finden sich auch 

tubuläre und papilläre Strukturen. Zwischen den mehrere Zelllagen dicken Trabekeln 

finden sich von Endothelzellen ausgekleidete sinusoidähnliche Bluträume, die frei 

von Kupfferzellen sind. Es finden sich Nekrosen sowie häufig Gefäßeinbrüche. 

Im Serum ist häufig ein Anstieg des 1-Fetoproteinspiegels festzustellen. 
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1.2 Tumorabwehr und Immunantwort: Bedeutung verschiedener 

Immunzellen zu unterschiedlichen Behandlungszeitpunkten 

Eine Problematik bei der Tumorabwehr besteht in einer mangelnden Bekämpfung 

der Tumorzellen durch das Immunsystem. Hierfür kommen verschiedene Ursachen 

in Frage. Zum einen ist die allgemeine Schwächung des Immunsystems eines 

Patienten zu nennen, wie sie durch fortgeschrittenes Alter, als Folge von Bestrahlung 

oder durch Immundefekte wie AIDS hervorgerufen werden kann. Zum anderen sind 

Defizienz und Toleranz als mögliche Gründe zu nennen. Defizienz beschreibt die 

Unfähigkeit eines Organismus, eine Immunantwort gegen den Tumor zu initiieren 

und ist auf die Tatsache zurückzuführen, dass nicht für jedes Antigen auch immer ein 

entsprechender Immunzellklon existiert, so dass sich gewissermaßen eine Nische für 

den Tumor findet. Toleranz beschreibt das Ausbleiben einer adäquaten 

Immunreaktion gegen einen Tumor, wenn dieser eine zu geringe Immunität aufweist, 

sprich immunologisch körpereigenen Strukturen sehr ähnlich ist. Dass es im 

gesunden Individuum regelhaft zur Bekämpfung entarteter Zellen kommt (sofern die 

Immunität groß genug ist) wird u. a. durch die Beobachtung nahegelegt, dass 

immungeschwächte Patienten zur Ausbildung von Tumoren neigen. Hier sind zum 

einen Karposi Sarkome,  non-Hodgkin-Lymphome wie das Burkitt-Lymphom, oder 

Angiosarkome bei AIDS zu nennen (Goedert et al. 1998, Dal Maso et al. 2001, 

Launay et al. 2003, Dal Maso et al. 2003), wobei weitere Tumorarten in diesem 

Zusammenhang untersucht wurden (Grulich et al. 2002), zum anderen ist ein Anstieg 

maligner Erkrankungen mit höherem Alter festzustellen (z.B. chronisch lymphatische 

Leukämien).

Reagiert das Immunsystem gegen einen Tumor, so laufen die gleichen Prozesse ab, 

die auch gegen andere Antigene ablaufen. Dies bedeutet, dass sowohl natürliche 

Killerzellen (NK-Zellen) als auch antigenspezifische zytotoxische T-Zellen an der 

Bekämpfung des Tumors beteiligt sind. Des Weiteren sind spezifische Antikörper für 

die Antitumorantwort des Immunsystems maßgeblich an der Vermittlung der 

zytotoxischen Reaktion der T-Killerzellen beteiligt. 
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1.3 Tumorgentherapie 

Die Gentherapie stellt eine vielversprechende Möglichkeit der Tumorbehandlung dar. 

Zu den möglichen Behandlungsarten gehören die Therapie mit zytotoxischen Genen 

(suicide gene therapy, Yamamoto et al. 2001) oder aber mit so genannten Prodrugs;

hierbei werden Medikamente wie Ganciclovir, die z.B. durch die vektorkodierte 

Herpes Simplex Virus-Thymidinkinase (HSV-tk) aktiviert werden, eingesetzt 

(Kuriyama et al. 1999, Chen et al. 1994). Auch andere Kombinationstherapien - zum 

Beispiel mit Cyclophosphamid, IL-2 und tumorinfiltrierenden Lymphozyten 

(Rosenberg et al. 1986) oder mit für IL-12 und Angiostatin kodierenden adenoviralen 

Vektoren (Gyorffy et al. 2001) - werden beschrieben. Einen guten Überblick über die 

Tumorgentherapie gewähren Wadhwa et al. (2002). 

Die in dieser Studie angewandte Therapie mit immunstimulatorischen Cytokinen 

stellt eine weitere Art der Tumorgentherapie dar, durch die das Erkennen von 

Tumorzellen durch das Immunsystem erreicht wird. Hierbei werden die Immunzellen 

durch die gentherapeutisch eingesetzten Cytokine aktiviert und zur Proliferation 

angeregt.

1.3.1 Vektoren für die Tumorgentherapie 

Für die in vivo Gentherapie von Tumoren stehen verschiedene Behandlungsarten 

und Vektoren zur Verfügung. Neben der Therapie mit zytokinmodifizierten 

Tumorzellen (Siapati et al. 2003) spielen vor allem mehrere virale Vektoren eine 

bedeutende Rolle: das Vaccina-Virus (Chen et al. 2001) findet ebenso Verwendung 

wie retrovirale (Tanaka et al. 2000, Kuriyama et al. 1999) und adenovirale Vektoren 

(Addison et al. 1995, Yamamoto et al. 2001). 

Adenovirale Vektoren haben nicht nur den großen Vorteil, dass sie verhältnismäßig 

leicht hochkonzentriert hergestellt werden können, sie infizieren auch sowohl 

proliferativ aktive als auch nicht aktive Zellen (Mazzolini et al. 1999, Breyer et al. 

2001); für die Behandlung des HCC von Vorteil ist des weiteren der hohe 

Hepatotropismus dieser Viren (Alemany et al. 2000). 
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Adenoviren sind doppelsträngige DNA-Viren ohne Hüllmembran mit 

Ikosaederstruktur und einem Durchmesser von 60-90 nm. Ihr Genom ist linear 

organisiert und 36 kB groß. 

Sie verursachen typischerweise lokale Infekte des Respirations- und 

Gastrointestinaltrakes, können jedoch aufgrund der weiten, wenn auch für 

verschiedene Gewebe sehr variablen Verbreitung des Coxsackievirus-Adenovirus-

Rezeptor (CAR) (Fechner et al. 1999) eine Vielzahl von Zellen infizieren (Bramson et 

al. 1995), wobei es zu bemerken gilt, dass der CAR in zahlreichen, nicht jedoch allen 

Tumorzelllinien herunterreguliert ist (Pandha et al. 2003). Der CAR ist ein 

membranständiges 46-kDa Glykoprotein (Bergelson et al. 1997), das vermutlich 

Bestandteil der Zonula occludens (tight junction) ist (Cohen et al. 2001). Der 

Rezeptor erleichtert die Internalisation von Adenoviren und kann einen Einfluss auf 

das Zellwachstum haben (Okewanga et al. 2001, Okewanga et al. 2000). Über seine 

physiologische Bedeutung ist nach wie vor wenig bekannt (Cohen et al. 2001). 

Der Wildtyp-Adenovirus bindet an die Ligandendomäne des CAR und über seine 

Pentonbasis an Integrine (membranständige Proteine der Wirtszelle) (Wickham et al. 

1993, Soudais et al. 2000), wodurch es zur Internalisierung als coated-pit-Vesikel

kommt (Wang et al. 1997). Sodann erfolgt die Aufnahme in Endosomen, wo 

Capsidproteine und ein kovalent an den DNA-Strang gebundenes Protein den 

lysosomalen Abbau durch Nucleasen verhindern. Durch Ruptur der 

Endosomenmembran wird das Nucleokapsid ins Cytosol freigesetzt, und nach 

Ablösung des Capsids wird das Genom in den Zellkern transferiert. Nun beginnt die 

Expression viruskodierter Gene: etwa acht Stunden nach der Infektion beginnt die 

Expression von E1, das die konsekutive Expression von E2 (DNA-Polymerase), E3

und E4 transaktiviert. Diese fungieren als Transkribtionsregulatoren, die für die 

Replikation des viralen Genoms sorgen (Vorburger et al. 2002).

Ersetzt man nun die E1-Region durch andere Gene, so ermöglicht dies die 

Herstellung replikationsdefizienter Adenovirusvektoren (Graham et al. 1992, Bett et 

al. 1994). Inzwischen gibt es eine Anzahl weiterer Möglichkeiten der Deletion z.B. in 

der E3-Region und zwischen der E4-Region und dem Ende des Genoms, um 

replikationsdefiziente adenovirale Vektoren zu konstruieren (Vorburger et al. 2002). 

Die auf diese Weise konstruierten, mit Deletionen in verschiedenen Regionen 
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versehenen Vektoren zeigen bessere Wirkungen bei geringerer Toxizität (Schiedner 

et al. 1998).

Da das Genom von Adenoviren nicht in das Wirtsgenom eingebaut wird (Breyer et al. 

2001), sinkt nicht nur das Risiko einer Insertionsmutation (Review: Vorburger et al. 

2002), sondern auch die Gefahr toxischer Nebenwirkungen durch vektorkodierte 

Cytokine, die in zahlreichen Tierexperimenten (Colombo et al. 2002, Chen et al. 

2001, Orange et al. 1995; teilweise IFN -vermittelt: Sacco et al. 1997) und auch in 

einigen klinischen Studien (Robertson et al. 2002, Robertson et al. 1999, Lenzi et al. 

2002, Leonard et al. 1997) bei höheren Dosen beobachtet wurden. Eine der 

Haupteinschränkungen der adenoviralen Gentherapie scheint durch die körpereigene 

Immunantwort gegen adenovirale Proteine zu bestehen, die eine wiederholte 

Vektorgabe uneffektiv machen (Yoon et al. 2001, Yang et al. 1994, Yang et al. 1993, 

Yang et al. 1995, Dai et al. 1995, Gilgenkrantz et al. 1995). Bramson et al. allerdings 

berichten, dass eventuell vorhandene Antikörper gegen Adenoviren keine 

Einschränkung bezüglich der Wiederholbarkeit einer Behandlung darstellen, sondern 

im Gegenteil eine Verringerung der Virus-Disseminierung von der Inokulationsstelle 

bewirken (Bramson et al. 1997). Die Bedeutung dieser Beobachtung wird deutlich, 

wenn man sich vor Augen führt, dass bei etwa 50% aller untersuchten Kinder in 

Washington im Alter von 6-11 Monaten bereits Antikörper gegen einen oder mehrere 

Serotypen von Adenoviren nachweisbar waren und der Prozentsatz derjenigen mit 

neutralisierenden Antikörpern mit zunehmendem Alter steigt (Heubner et al. 1954). 

Hilleman et al. (1955) berichten ebenfalls davon, dass mindestens 50% der Kinder 

bis zum Alter von 5 Jahren eine Infektion mit Adenoviren durchgemacht haben. Für 

die systemische Applikation (i.v.) der Vektoren ist zwar ein guter Transport zur Leber, 

dort aber die hauptsächliche Infektion von Hepatozyten und nur weniger Tumorzellen 

beschrieben (Yoon et al. 2001). Des Weiteren gilt, dass die Infizierbarkeit des 

Tumors auf vasculärem Weg abnimmt, je größer der Tumor zum 

Behandlungszeitpunkt bereits ist (Bilbao et al. 2000).  Als mögliche Gründe gelten 

u.a. eine Blut-Tumor-Barriere für Adenoviren (Bilbao et al. 2000) und der Unterschied 

zwischen fenestrierten Lebersinusoiden und neoplastischen Blutgefäßen (Yoon et al. 

2001), deren Aufbau von dem normaler Sinusoide verschieden ist (Dhillon et al. 

1992). So erscheint die direkte Virusinokulation in den Tumor sinnvoll, bei der die um 

den Stichkanal liegenden Tumorzellen infiziert werden (Yoon et al. 2001, Bilbao et al. 
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2000), wodurch es zur hauptsächlichen Genexpression im Tumorgewebe kommt. Die 

dadurch bedingte lokale Produktion der Interleukine senkt die Gefahr toxischer 

Nebenwirkungen weiter (Mazzolini et al. 1998). 

Die trotz allem stattfindende Infektion von benachbarten Hepatozyten geht auf 

rezirkulierende Adenoviren zurück, die den gut vaskularisierten Tumor vermutlich auf 

dem Blutweg verlassen (Yoon et al. 2001).

1.3.2 Tumorgentherapie mit immunstimulatorischen Cytokinen 

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien durchgeführt, die die Gentherapie 

mit immunstimulatorischen Cytokinen wie IL-2, IL-4, IL-6, IL-7 oder IL-12 als 

vielversprechende Möglichkeit der Krebstherapie erscheinen lassen (Barajas et al. 

2001, Seidel et al. 1998, Brunda et al. 1993). 

Für die primäre Immunantwort nach der Behandlung mit einem für IL-12 kodierenden 

adenoviralen Vektor scheinen vor allem NK-Zellen von größter Wichtigkeit zu sein 

(Pham-Nguyen et al. 1999, Yao et al. 1999). Sie werden durch die lokale IL-12-

Produktion der transfizierten Tumorzellen chemotaktisch angelockt, zur Proliferation 

angeregt (Gately et al. 1992, Robertson et al. 1992) und in ihrer zytolytischen 

Aktivität gestärkt (Barajas et al. 2001, Kobayashi et al. 1989, Naume et al. 1992, 

Trinchieri 1995). Andererseits wird eine Antitumorwirkung durch IL-12 sowohl in NK-

Zell-defizienten beige-Mäusen als auch in Mäusen ohne NK-Zellen beschrieben 

(Brunda et al. 1993), was die Bedeutung von Angiogeneseinhibition, Einfluss auf die 

T-Zell-Differenzierung und direkte Wirkung von IL-12 auf Tumoren für die 

vollständige Tumorregression verdeutlicht (Review: Trinchieri 2003). 

Die von uns untersuchte Behandlungsmethode nutzt die Expression von IL-12, IL-2 

und 4-1BBL durch adenovirale Vektoren. 
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1.3.3 Interleukin-12 

Interleukin-12 (IL-12) wird hauptsächlich von aktivierten inflammatorischen Zellen wie 

Makrophagen, Neutrophilen, dendritischen Zellen (Macatonia et al. 1995), Mikroglia, 

und Monozyten produziert (Trinchieri 2003). Die Sekretion wird durch T-Zellen über 

IFN  (Ma et al. 1996) sowie durch Interaktion zwischen dem CD40-Liganden auf 

aktivierten T-Zellen und CD40 auf Makrophagen und dendritischen Zellen gefördert

(Schulz et al. 2000). Des Weiteren erfolgt eine Stimulierung der IL-12-Produktion 

durch von NK-Zellen sekretiertes IFN  und IL-13 und durch Zell-Zell-Interaktion

(Gerosa et al. 2002). Die T-Zellen und NK-Zellen wiederum werden im Rahmen der 

primären Immunantwort zur IFN -Produktion angeregt. Gehemmt wird die IL-12-

Sekretion durch IL-10 (D’Andrea et al. 1993), das die Synthese eines die IL-12-Gen-

Transkription blockierenden Proteins induziert (Aste-Amazega et al. 1998). 

Außerdem wird die Bildung durch TNF, IFN-  und IFN-  gehemmt (Cousens et al. 

1999).

Als heterodimeres Molekül besteht Interleukin 12 aus einer p35- und einer p40-

Untereinheit (Stern et al. 1990, Kobayashi et al. 1989). Die beiden Untereinheiten 

des IL-12 müssen in derselben Zelle produziert werden, damit sich das biologisch 

aktive Cytokin bilden kann (Wolf et al. 1991). IFN , dessen Produktion u.a. von IL-12 

gefördert wird (Chan et al. 1991, Kobayashi et al. 1989, Kubin et al. 1994, Car et al. 

1995, Wigginton et al. 2001, Manetti et al. 1994), fördert selbst die Transkription der 

p40- (Ma et al. 1996) wie auch die der p35-Untereinheit, was zur Bildung des 

Heterodimers führt (Trinchieri 2003). Hierbei handelt es sich also um einen 

sogenannten feed-forward Mechanismus (positive autokrine und parakrine 

Stimulation).

Aufgrund seiner aktivierenden (Kobayashi et al. 1989, Trinchieri 1995) und 

proliferationssteigernden (Perussia et al. 1992, Trinchieri 1995) Wirkung auf NK-

Zellen (Barajas et al. 2001, Wolf et al. 1991, Trinchieri 1995), die es zur IFN  –

Produktion anregt (Portielje et al. 2002, Mazzolini et al. 1999, Kobayashi et al. 1989, 

Manetti et al. 1994, Wolf et al. 1991, Seder et al. 1993, Trinchieri 1995, Chan et al. 

1991), wurde es auch NK-stimulierender Faktor (NKSF) genannt (Kobayashi et al. 

1989). Seine Bedeutung für die zellvermittelte Immunantwort geht jedoch weit über 
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diese Funktion hinaus: IL-12 stimuliert die antigenspezifische Antwort durch CD8-

Zellen (Martarini et al. 2000, Curtsiger et al. 1999, Brunda et al. 1993), die CD4+ T-

Zell-Antwort (Trincheri 1995, Hirschowitz et al. 1999) und hat antiangiogenetische 

Wirkung, die von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht wurde (Gee et al. 1999, 

Pertl et al. 2001, Barajas et al. 2001, Gerber et al. 2003). Diese ist auf eine IFN -

Wirkung zurückzuführen (Voest et al. 2003), da dieses die Produktion des Interferon-

induzierbaren Proteins 10 (IP-10) fördert, welches schließlich die 

antiangiogenetische Wirkung vermittelt (Sgadari et al. 1996, Yao et al. 2000). Des 

Weiteren wird NK-Zellen ein entscheidender Beitrag zur antiangiogenetischen 

Wirkung von IL-12 zugeschrieben (Yao et al. 1999). Eine direkte hemmende Wirkung 

auf das Tumorwachstum wird von einigen Autoren angezweifelt (in Brunda et al. 

1993 erwähnte unveröffentlichte Beobachtungen), jedoch in einer Studie von Su et 

al. (2001) beschrieben. Auch die Induktion einer Antitumorimmunität durch IL-12 wird 

regelmäßig diskutiert (Hirschowitz et al. 1999, Bramson et al. 1997, Pützer et al. 

1997).

Während die proliferationssteigernde Wirkung von IL-12 auf präaktivierte T- und NK-

Zellen relativ ausführlich beschrieben ist (Perussia et al. 1992, Stern et al. 1990), 

wobei es zuerst zu einem Anstieg der NK-Zellzahl kommt, der ein - evtl. die NK-

Zellen eliminierender - T-Zellanstieg folgt (Fogler et al. 1998), bleiben ruhende T- und 

NK-Zellen von der Anwesenheit von IL-12 weitgehend unbeeinflusst (Kobayashi et 

al. 1989, Perussia et al. 1992). Die Bedeutung dieser Zellen für die Antitumorwirkung 

von IL-12 ist weniger klar, obwohl sie Thema verschiedener Studien war. Mazzolini et 

al. (1999), Brunda et al. (1993) und Mogi et al. (2000) beschreiben übereinstimmend 

eine hervorragende Bedeutung von CD8+-Zellen für die Tumorregression. Im 

Gegensatz dazu sprechen Martinet et al. (2002) den NK-Zellen den entscheidenden 

Einfluß auf die Tumorzellen zu, den Pham-Nguyen et al. (1999) für die Initialphase 

der Antitumorantwort bestätigen, die jedoch für das Langzeitüberleben allein nicht 

ausreichen. In anderen Studien wird entweder den CD4+- und CD8+-Zellen (Guinn 

et al. 1999, Pützer et al. 2001, Tanaka et al. 2000) oder aber den CD8+- und NK-

Zellen (Martinet et al. 2000) zusammen die Hauptwirkung zugeschrieben. In jüngerer 

Zeit wurde nun eine Tumorregression nach Behandlung mit IL-12 beobachtet, 

unabhängig davon, ob dem Versuchstier keine CD4+-, CD8+- oder NK-Zellen für die 

Antitumorwirkung zur Verfügung standen, solange nur die anderen beiden Zellarten 
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weiter zur Verfügung standen (Narvaiza et al. 2000). Da bei dem Fehlen einer 

einzigen Zellart der Einfluß auf das Tumorwachstum jedoch massiv abnimmt, scheint 

die entscheidende Rolle dem Zusammenspiel aller Immunzellen zuzukommen. Für 

die Wirkung auf Metastasen wiederum schlagen Siders et al. (1998) einen gänzlich 

von T- und NK-Zellen unabhängigen Mechanismus vor. Über die Frage, welchen 

Zellen bei der Antitumorwirkung durch IL-12 die größte Bedeutung zukommt, 

herrscht demnach nach wie vor Uneinigkeit. 

Der Einsatz dieses äußerst effektiven Mediators IL-12 wird in der Praxis durch 

toxische Nebenwirkungen, die bei höheren Dosen auftreten können, leider erheblich 

eingeschränkt. Die Symptome reichen von Schüttelfrost, Fieber, Übelkeit und 

Ohnmacht über Leukopenie, Thrombozytopenie, hepatotoxische Nebenwirkungen,

gastrointestinale Blutungen, Diarrhoe und katheterassoziierte Infektionen (Robertson 

et al. 2002, Robertson et al. 1999, Lenzi et al. 2002) bis zu tödlichen Komplikationen 

(Leonard et al. 1997). Bei systemischer Gabe lässt sich eine Verringerung der 

Toxizität durch wiederholte Verabreichung erzielen, doch sinkt gleichzeitig die 

Wirksamkeit (Portielje et al. 2003), was ein solches Vorgehen in der Praxis 

unbrauchbar macht. Die lokale IL-12-Produktion stellt folglich eine vielversprechende 

Alternative dar. 

Interferon  (IFN ) selbst besitzt ebenso wie IL-12 Antitumoraktivität, wie aus 

Tierstudien bekannt ist (Gee et al. 1999, Brunda et al. 1987, Truitt et al. 1989-90, 

Brunda et al. 1986). Außerdem ist eine antiangiogenetische Wirkung für IFN

beschrieben (Gee et al. 1999, Coughlin et al. 1998, Majewski et al. 1996), die über 

IP-10 (IFN -induzierbares Protein) vermittelt wird (Angiolillo et al. 1996, Sgadari et al. 

1996). Die IFN -Produktion wird posttranskriptional durch IL-12 und IL-2 reguliert 

(Hodge et al. 2002). 

Zusammenfassend sind die Antitumorwirkungen von IL-12 in Abb. 2 dargestellt. 
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Abb. 2: Antitumorwirkung von IL-12. 
IL-12 wird von verschiedenen Zellarten oder im Falle der Gentherapie von transfizierten Tumorzellen 
gebildet (Macatonia et al. 1995, Trinchieri 2003). Es stimuliert die Proliferation und Zytotoxizität von 
CD8+- (Martarini et al. 2000, Curtsiger et al. 1999) und NK-Zellen (Kobayashi et al. 1989, Mazzolini 
et al 1999) sowie die CD4+-Zell-Differenzierung (Trinchieri 1995, Hirschowitz et al. 1999); des 
Weiteren hat es direkte antiangiogenetische Wirkungen (Gee et al. 1999) und zytotoxische Wirkungen 
auf den Tumor. Das von den NK-Zellen gebildete IFN  stimuliert die T-Zellen (Trinchieri 2003), wirkt 
zytotoxisch auf die Tumorzellen (Gee et al. 1999) und entfaltet über IP 10 seine antiangiogenetische 
Wirkung (Sgadari et al. 1996). Als Teil der erworbenen Immunantwort bilden B-Zellen gegen den 
Tumor gerichtete Antikörper. 
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1.3.4 Interleukin-2 

Bei IL-2 handelt es sich um ein Zytokin, das hauptsächlich von stimulierten T-Zellen 

gebildet wird. Es gilt als einer der wichtigsten autokrinen Wachstumsfaktoren für T-

Zellen und induziert deren Differenzierung zu Effektorzellen. Des Weiteren fördert IL-

2 die Proliferation von NK-Zellen, steigert deren zytolytische Aktivität. Synergistisch 

mit IL-12 wird die IFN -Produktion angeregt (Chan et al. 1992). Die  IL-2-

Antitumoraktivität wurde in einer ganzen Anzahl von Studien sowohl am Tiermodell 

(Tanaka et al. 2000, Addison et al. 1995, Cordier et al. 1995, Truitt et al. 1989-90) als 

auch am Menschen untersucht (Seidel et al. 1998, Lotze et al. 1986, Rosenberg et 

al. 1987). Hierbei beschreiben Hirschowitz et al. (1999) einen entscheidenden 

Einfluss von IL-2 auf die Aktivierung von CD8+-Zellen, während Cordier et al. (1995) 

eine Infiltration des Tumors mit Makrophagen und T-Zellen beobachteten. Sogar eine 

IFN -unabhängige NK-Zell-Zunahme ist beschrieben (Fogler et al. 1998). Wie IL-12 

ist auch IL-2 in der Lage, eine Antitumorimmunität zu induzieren (Emtage et al. 1998, 

Addison et al. 1995, Cordier et al. 1995), wenngleich auch nicht in allen Modellen 

(O’Malley et al. 1997). In Kulturen humaner T-Zellen verhindert IL-2 auch die 

Ausbildung der Anergie, der antigeninduzierten Unfähigkeit zur Reaktionsbildung 

(Essery et al. 1988), die sich sonst in der Immunantwort finden kann. 

Auch für IL-2 sind schwere toxische Nebenwirkungen beschrieben (Addison et al. 

1998, Seidel et al. 1998, Chen et al. 2001, Toloza et al. 1996). So berichten Siegel et 

al. (1991) von Ödemen, Anämie, Fieber, Übelkeit und Hypotension nach Behandlung 

mit IL-2. Trudel et al. (2003) beobachteten Haematurie und grippeähnliche 

Symptome, die sich jedoch klinisch gut beherrschen ließen. 

Histologisch führt die Behandlung mit IL-2 zu Nekrosen im Tumorgebiet und zur 

Infiltration mit Makrophagen und T-Zellen (Cordier et al. 1995). 

1.3.5 Kombinationstherapie mit IL-12 und IL-2 

IL-2 und IL-12 wurden sowohl einzeln als auch in Kombination mit unterschiedlichem 

Erfolg eingesetzt. So beschreiben Mazzolini et al. (1999), Hirschowitz et al. (1999), 

Tanaka et al. (2000), Seidel et al. (1998) und Bramson et al. (1997) übereinstimmend 
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einen Rückgang im Tumorvolumen bei einer Behandlung mit für IL-12 kodierenden 

adenoviralen Vektoren, Barajas et al. (2001) und Caruso et al. (1996) beschreiben 

gar eine Totalremission in einem Teil der Fälle. Auch eine verlängerte Überlebenszeit 

durch IL-12 wurde beobachtet (Brunda et al. 1993). Für IL-2 beschreiben Hirschowitz 

et al. (1999), Seidel et al. (1998) und Emtage et al. (1998) übereinstimmend einen 

zeitweisen Rückgang im Tumorvolumen bei einer Behandlung mit einem für dieses 

Cytokin kodierenden Vektoren. Auch eine vollständige Remission bei einem Teil der 

Tiere wird gelegentlich beschrieben (Addison et al. 1995, Cordier et al. 1995). 

O’Malley et al. (1997) allerdings berichten, dass mit IL-2 allein kein 

zufriedenstellendes Ergebnis zu erreichen ist. Eine Antitumorimmunität wird ebenfalls 

für beide Cytokine beschrieben (Addison et al. 1995) und ist für IL-2 vermutlich auf 

eine CD8+-Reaktion zurückzuführen (Fearon et al. 1990). 

Eine Kombination der beiden Cytokine wird in verschiedenen Arbeiten beschrieben 

und für sinnvoll erachtet (Hirschowitz et al. 1999, Vagliani et al. 1996, Pappo et al. 

1995), wobei auch für die Kombinationstherapie mit IL-12 und IL-2 von toxischen 

Wirkungen berichtet wird (Chen et al. 2001). 

1.3.6 Kostimulatoren 

Eine weitere Möglichkeit, die Antitumorwirkung von Cytokinen zu verstärken, besteht 

in der Kombination mit Kostimulatoren. Während das erste Signal für die Aktivierung 

naiver T-Zellen die Bindung von durch MHC-Moleküle präsentiertes Antigen (Ag) an 

den T-Zellrezeptor (TCR) ist, wird seit einiger Zeit angenommen, dass die Interaktion 

zwischen einem Kostimulator und dem jeweiligen Bindungspartner das zur T-

Zellaktivierung zusätzlich benötigte zweite Signal stellen (Boussiotis et al. 1994). Das 

Fehlen eben dieser Kostimulation wird als ein möglicher Entstehungsmechanismus 

der Defizienz des Immunsystems gegenüber Tumoren diskutiert (Chen et al. 1993, 

Chen et al. 1992). Des Weiteren kann das Fehlen dieser Kostimulation auch dazu 

führen, dass T-Zellen ihren autokrinen Wachstumsfaktor IL-2 bei erneuter 

Stimulierung nicht produzieren können (Schwartz et al. 1990). 
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In den letzten Jahren wurde eine ganze Anzahl kostimulatorischer Moleküle 

beschrieben, darunter B7-1, B7-2 und 4-1BBL. 

1.3.7 B7 

Zu den B7-Rezeptoren zählt man B7-1, B7-2, B7-H2 und B7-H3. B7-1 und seine 

Interaktion mit CD28 gehören zu den bisher am besten untersuchten 

Wirkungsweisen von Kostimulatoren (Allison 1994, Linsley et al. 1990). 

Für die B7-1- bzw. -2-Expression müssen die meisten antigenpräsentierenden Zellen 

(APC) erst aktiviert werden (Hathcock et al. 1994), dann jedoch finden sie sich auf 

Makrophagen, dendritischen Zellen, aktivierten B-Zellen (Hathcock et al. 1994, Razi-

Wolf et al. 1992) und T-Zellen (Azuma et al. 1993). Die Wirkungsweise von B7-1 und 

B7-2 ist von der des T-Zellrezeptors verschieden, obwohl alle drei über eine Tyrosin-

Phosphorylierung wirken (Nunès et al. 1996). Über die CD28-Stimulation durch B7 

kommt es zur Proliferation und Zytokinsekretion von T-Zellen und gleichzeitig über 

CTLA4 zur Limitierung der T-Zellexpansion (Gribben et al. 1995). Unabhängig von 

CD28 und CTLA-4 werden NK-Zellen durch CD80 und CD86 aktiviert (Wilson et al. 

1999). B7-1, dessen Wirkung auf T-Zellen größer ist als die von B7-2 (van Dijk et al. 

1996), ist stark synergistisch mit IL-12 in der Induktion der Proliferation und 

Zytokinproduktion durch T-Zellen (Pützer et al. 1997, Kubin et al. 1994). Durch die 

Kombinationsbehandlung mit B7-1 und IL-12 ließ sich eine vollständige 

Tumorregression erreichen (Emtage et al. 1998), wenngleich diese Wirkung 

vermutlich von der Tumorart abhängig ist (Chong et al. 1998). Sogar B7-1 alleine ist 

in der Lage, eine Tumoreradikation und Antitumorimmunität zu induzieren 

(Dessureault et al. 1999), wobei auch hier eine starke Abhängigkeit von der Tumorart 

gegeben ist (Chen et al. 1994). Als Mechanismen gelten hierbei eine Verlängerung 

der CD4+-Antwort, wobei deren IL-2-Produktion und klonale Expansion gefördert 

werden, sowie eine vorübergehende CD8+-Antwort (Deeths et al. 1997). 

B7-H2 und –H3 werden von nicht lymphoiden Geweben expremiert und beeinflussen 

periphere Lymphozyten. Kürzlich wurde eine Tumorbehandlung mit B7-H3 

beschrieben, die in einigen Tieren zu einer vollständigen Tumorregression führte und 
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darüber hinaus eine CD8+- und NK-Zell-vermittelte Tumorimmunität hervorrief (Sun 

et al. 2003). 

1.3.8 4-1BBL 

4-1BBL, ein bisher weniger erforschter Kostimulator, könnte sogar eine größere 

Effektivität als B7-1 (CD80) für direkte Antigenpräsentation durch Tumorzellen in der 

primären Antitumorantwort besitzen (Mogi et al. 2000). 

4-1BBL ist ein der Familie der Tumornekrosefaktoren angehörendes Glykoprotein 

des Typs II (Alderson et al. 1994, Goodwin et al. 1994), das typischerweise an ein 

auf aktivierten, nicht aber auf ruhenden T-Zellen expressioniertes 

Tansmembranprotein – 4-1BB – (Pollok et al. 1993) bindet. Kommt es nun zusätzlich 

zur Stimulierung des T-Zellrezeptors (TCR) zu dieser Interaktion, so wird die 

Proliferation und Cytokinproduktion in T-Zellen angeregt (Hutardo et al. 1995). 

Besonders zu erwähnen sind in diesem Zusammenhang die Förderung der 

Produktion von IL-2 (Hutardo et al. 1995, Chu et al. 1997,) und IFN  (Shuford et al. 

1997), die an der Antitumorwirkung maßgeblich beteiligt sein könnten, sind doch 

beide Mediatoren selbst als gegen Tumoren wirksam bekannt (Tanaka et al. 2000, 

Addison et al. 1995, Cordier et al. 1995, Gee et al. 1999). Auch eine 

Antitumorimmumnität durch 4-1BBL wird beschrieben, wobei diese durch 

Koexpression von 4-1BBL zusammen mit B7 die größte Wirkung zeigte (Guinn et al. 

1999, Melero et al. 1998). 

Bei Behandlung eines Tumors mit einem für 4-1BBL kodierenden Vektor beschreiben 

nun Melero et al. (1998) und Mogi et al. (2000) übereinstimmend Tumorregression. 

Die Zellart, deren durch 4-1BBL induzierte Proliferation für die Antitumor-Wirkung die 

größte Bedeutung zu haben scheint, sind CD8+-Zellen (Melero et al. 1998 und Mogi 

et al. 2000), wobei deren Stimulation IL-2-unabhängig zu sein scheint (Shuford et al. 

1997). Auch zeigen Chu et al. (1997), dass sich die Th1- und Th2-Antwort 

unabhängig von einem CD28-Signal ausbilden kann. 
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Eine physiologische Expression von 4-1BBL findet sich nur auf einigen 

antigenpräsentierenden Zellen (APC) (Pollok et al. 1993, Alderson et al. 1994), 

darunter aktivierte B-Zellen, Makrophagen (Pollok et al. 1994) und dendritische 

Zellen (Ruiz et al. 2001), wobei es erst nach T-Zellaktivierung durch Stimulierung des 

TCR in Gegenwart von Cytokinen oder in Kombination mit CD28-Ligandenbindung

(Pollok et al. 1993) zur Expression des 4-1BBL auf den T-Zellen kommt. 

Ein ernsthafter Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Arbeiten bezüglich der 

Rolle der einzelnen Komponenten der Antitumor-Immunreaktion wird dadurch 

erschwert, dass ein Gutteil der Untersuchungen an unterschiedlichen

Tumormodellen mit ungleicher Immunität, Erreichbarkeit durch den jeweiligen Vektor 

usw. durchgeführt wurden. So werden Zellen des hepatozellulären Karzinoms 

(Barajas et al. 2001) genauso in Tumormodellen verwendet wie Zellen des 

follikulären Schilddrüsenkarzinoms (Zhang et al. 2003) und Lebermetastasen des 

Mammakarzinoms (Martinet et al. 2002). Folglich können die obigen Ausführungen 

allenfalls einen Überblick über die Immunantwort gegen Tumoren bieten, sie aber 

nicht erschöpfend behandeln. 

1.4 Durchflusszytometrische Analysen 

Die Durchflusszytometrie bietet die Möglichkeit, Zellen diskriminiert nach ihrer 

Granularität oder mit spezifischen Antikörpern nach Oberflächenmolekülen zu 

zählen. Das zugrundeliegende Prinzip macht sich einerseits die verschiedene 

Lichtstreuung zunutze, die Zellen verschiedener Größe und Granularität hervorrufen, 

wenn ein Lichtstrahl auf sie trifft, andererseits die Fluoreszenz mit entsprechenden 

Farbstoffen markierter spezifischer Antikörper. 

In der Durchflusszytometrie wird monochromatisches kohärentes Licht verwendet, 

wie es von Argon-Lasern produziert wird. Durch eine bestimmte Technik werden die 

Zellen so in das System des Durchflusszytometers gewirbelt, dass sich die Zellen 

alle einzeln hintereinander anordnen und so im rechten Winkel den Laserstrahl 

kreuzen. Um eine optimale Messung durchführen zu können, muß unter anderem 
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der Durchmesser des Lichtstrahls kleiner als der Zelldurchmesser sein und die Zelle 

in ihrem Strom mittig fließen, da nur dann die Fluorochrome maximal angeregt 

werden und das gebeugte Licht ausschließlich partikelabhängig ist. Der 

Brechungsindex und die Partikelgröße werden nun vom Engwinkelstreulicht (forward 

scatter) erfasst, die Granularität einer Zelle erfasst das Weitwinkelstreulicht (side 

scatter), wodurch sich verschiedene Zellarten unterschiedlich darstellen. Da sich 

Zellen aber im Flussstrom des Gerätes nicht immer optimal ausrichten, ist das 

Streulicht variabel, was eine Darstellung der Zellpopulationen als Punktwolken zur 

Folge hat. Hierbei wandelt das Durchflusszytometer die durch die Messung 

gewonnenen Spannungsimpulse über analoge schließlich in digitale Signale um, die 

sich sowohl im Computer speichern als auch weiter bearbeiten lassen. (Nebe 1996) 

Der große Vorteil bei der Untersuchung von Zellen mittels Durchflusszytometrie 

besteht darin, dass sie eine quantitative Beurteilung der betrachteten Zellen erlaubt, 

wobei innerhalb relativ kurzer Zeit zahlreiche Proben begutachtet werden können. 

Dies stellt einen entscheidenden Vorteil gegenüber der Histologie dar, die für eine 

qualitative Aussage zwar gut geeignet ist, allerdings allenfalls eine semiquantitative 

Beurteilung ermöglicht. 

1.5 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Wirkung von IL-12, IL-2 und 4-1BBL auf 

das hepatozelluläre Karzinom im Rattenmodell. Die Zytokine IL-12, IL-2 und der 

Kostimulator 4-1BBL erreichen ihren Wirkort - den Tumor – durch adenovirale 

Vektoren, die direkt in den Tumor inokuliert werden. Zu diesem Zweck sollen 

einerseits die Entwicklung der Tumorvolumina mittels MRT beobachtet und 

ausgewertet werden, andererseits soll die Immunzellinfiltration in das Leber- und 

Tumorgewebe histologisch untersucht und ein Protokoll zur Zellvereinzelung aus 

Geweben etabliert werden, um immunologische Untersuchungen in Zukunft 

durchflusszytometrisch durchführen zu können. Des Weiteren sollen eventuelle 

toxische Wirkungen auf die Leber durch diese Behandlungen anhand der 



21

Serumparameter GOT und GPT durch Vergleich der bestimmten Werte zu zwei 

Behandlungszeitpunkten bestimmt werden. 

Eine der Möglichkeiten, toxische Effekte durch die Interleukine zu vermeiden, ist die 

Dosisreduktion. Im Vergleich zu anderen Arbeitsgruppen, die mit Dosen von 108-109

plaque forming units (pfu) (Mazzolini et al. 1999) oder 5 x 108 pfu (Addison et al. 

1995) arbeiten, ist schon die von Dr. Reinhard Wähler in dieser Arbeitsgruppe in 

einer vorherigen Studie verwendete Dosis von 5 x 106 infectious units (i.u.), bei der 

noch 80% der behandelten Tiere eine Totalremission zeigten, verhältnismäßig 

niedrig. Die in der aktuellen Studie verwendete Dosis von nur 1 x 106 i.u. soll nun 

zeigen, ob und gegebenenfalls welche Effekte sich hier noch nachweisen lassen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Zellkultur 

2.1.1 Verwendete Zellen 

Bei den für die Tumorinokulation verwendeten MH-7777A-Zellen handelt es sich um 

Rattenhepatomzellen, die von der DSMZ (Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) bezogen wurden. Die einem Lebertumor 

einer Buffalo-Ratte entstammende Zelllinie wächst in Monolayern und zeigt runde 

polymorphe Zellen. 

Diese Zelllinie wurde bisher bereits am UKE zur Tumorimplantation verwendet 

(Krupski 2001). 

Die Zellen sind laut Angabe des Herstellers DSMZ negativ für reverse Transkriptase 

und frei von Mycoplasmen. Der Zellkulturschrank hat eine Temperatur von 37°C bei 

einem CO2-Partialdruck von 5%. 

Material
 Zellen: MH-7777A Rattenhepatomzellen (DSMZ-Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen, No. ACC 345) 

 Waschlösung: Dulbecco’s PBS (Invitrogen Corporation, Cat.No.14190-094) 

 Medium für MH-7777A-Zellen: 500ml Medium enthalten 370ml Dulbecco’s MEM 

ohne Glutamax (Invitrogen Corporation, Cat.No.41965-039), 100ml Horse 

Serum, hitzeinaktiviert (GIBCO BRL, Cat.No.26050-047), 25ml FCS (GIBCO 

BRL, Cat.No. 011-06290), 0,5ml Penicillin/Streptomycin (Invitrogen Corporation, 

Cat.No.15140-122) und 5ml L-Glutamin 200MM (Invitrogen Corporation, Cat.No. 

25030-024) 

 Trypsin-EDTA (Invitrogen Corporation, Cat.No. 25300-054) 

 FCS –Fetal Calf Serum (GIBCO BRL, Cat.No. 011-16290) 
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 DMSO –Dimethyl Sulfoxide (Sigma, Cat.No. D-5879) 

 Zellkulturflaschen: Nunclon Surface (Nalge Nunc International, Cat.No. 147589) 

 Totfarbstoff: Trypanblau 

2.1.2 Passagieren der Kultur 

Da Zellen konfluent wachsen und durch Kontaktinhibition in ihrer Teilungsfähigkeit 

eingeschränkt werden, müssen die Zellkulturen zur Vermehrung regelmäßig geteilt 

werden.

1. Das Medium wird aus der T75-Zellkulturflasche entfernt. 

2. Mit 15 ml PBS (37°C) wird die Kultur vorsichtig gewaschen und das PBS wieder 

abgesaugt.

3. Es wird 1 ml Trypsin (37°C) zugegeben und mit den Zellen 3-5 min lang 

inkubiert.

4. Durch leichtes Klopfen werden die Zellen vom Flaschenboden gelöst. 

5. Nun werden 7 ml Medium hinzugegeben und der Zellrasen unter mehrmaligem 

Wiederaufnehmen des Mediums vom Flaschenboden abgespült. 

6. Durch erneutes Aufnehmen der Zellsuspension und anschließendes Auspumpen 

gegen den Wiederstand des Flaschenbodens werden die Zellen vereinzelt. 

7. Für eine 1:4 Passage werden nun 2 ml in eine mit 15 ml vorgewärmten Mediums 

bestückte T75-Flasche gegeben. 

8. Durch leichtes Bewegen der liegenden Flasche werden die Zellen und das 

Medium verteilt. 

9. Abschließend werden die Zellen mikroskopisch kontrolliert. 

2.1.3 Einfrieren von Zellen 

Zur Aufbewahrung werden die Zellen mit DMSO stabilisiert und bei –196°C 

eingefroren.

1. Das Medium wird aus der T300-Zellkulturflasche entfernt und die Zellen mit 15 

ml PBS gewaschen; das PBS (37°C) wird entfernt. 
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2. Es werden 5 ml Trypsin (37°C) zugegeben und mit den Zellen 3-5 min inkubiert. 

3. Durch leichtes Klopfen werden die Zellen vom Flaschenboden gelöst. 

4. Es werden 15 ml Medium zugegeben und der Zellrasen unter mehrmaligem 

Wiederaufnehmen des Mediums vom Flaschenboden abgespült. 

5. Nun wird die Zellsuspension für 10 min bei 500 X g und 4°C zentrifugiert. 

6. Der Überstand wird entfernt. 

7. Das Zellpellet wird in 15 ml Medium aufgenommen und gut durchmischt. 

8. Erneut wird bei 500 X g und 4°C für 10 min zentrifugiert und anschließend der 

Überstand entfernt. 

9. Den Zellen (ca. 1 ml) werden 4ml reines FCS und 600 µl DMSO zugesetzt. 

Sodann werden sie mit FCS auf 6 ml aufgefüllt. 

10. Die Zellen werden in mit Datum, Zellname und Passagenzahl beschrifteten 

Kryoampullen zuerst bei –20°C, später bei –196°C eingefroren. 

2.1.4 Auftauen eingefrorener Zellen 

Das für die Stabilisierung der Zellen bei –196°C benötigte DMSO ist für das 

Zellwachstum schädlich, weshalb es ausgeschwemmt werden muss. 

1. Die Ampulle enthält die Zellen in 90% FCS und 10% DMSO. 

2. Die Ampulle wird zügig aufgetaut. 

3. Der Ampulleninhalt wird mit 15 ml Medium (37°C) in eine T75-Zellkulturflasche 

pipettiert.

4. Nach 3-4-stündiger Inkubation wird das Medium entfernt und 15 ml frischen 

Mediums werden zugegeben (nun ist das DMSO ausgeschwemmt). 

5. Es erfolgt eine mikroskopische Kontrolle der Zellen. 

6. Am nächsten Morgen wird das Medium erneut gewechselt. 

2.1.5 Vorbereitung der Zellen zur Inokulation 

Um eine relativ genau bestimmte Zellzahl inokulieren zu können, müssen die Zellen 

gezählt und auf eine bestimmte Konzentration gebracht werden. 
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1. Nach Entfernen des Mediums werden die Zellen vorsichtig mit 15 ml PBS in der 

T75-Flasche gespült und anschließend das PBS entfernt. 

2. Die Zellen werden mit 1 ml Trypsin überschichtet und 2 min inkubiert. 

3. Es werden 6 ml DMEM zugegeben und der Zellrasen unter mehrmaligem 

Wiederaufnehmen des Mediums vom Flaschenboden abgespült. 

4. Die Zellsuspension wird nun 10 min bei 500 X g und 4°C zentrifugiert. 

5. Nach Entfernung des Überstandes wird das Zellpellet in 10 ml PBS gelöst und 5 

min bei 500 X g und 4°C zentrifugiert. 

6. Bis auf einen kleinen Überstand wird das PBS abgesaugt. 

7. Das verbliebene PBS wird mit dem Pellet aufgemischt. 

8. Es werden 10 µl abpipettiert und mit Trypanblau (mindestens 1:1) gefärbt. 

9. Von den gefärbten Zellen werden erneut 10 µl abpipettiert und auf eine 

Zählkammer gegeben, wo nun die lebenden (nicht angefärbten) Zellen gezählt 

werden.

10. Ist auf diese Weise die Zellkonzentration bestimmt, so werden die nötigen 

Verdünnungen berechnet, da die beiden Tumoren durch eine unterschiedliche 

Zellzahl gebildet werden sollen: 

 rechter Tumor: 20 ml mit einer Zellzahl von 3,25 X 104/ml

 linker Tumor: 20 ml mit einer Zellzahl von 5 X 104/ml

2.2 Adenovirale Vektoren 

Bei den verwendeten adenoviralen Vektoren handelt es sich um ein von der Firma Q-

BIOgene erworbenes Kontrollvirus (Ad5.Null, Cat.No. ADV0060), im folgenden Ad-0 

genannt, sowie um drei von Dr. Reinhard Wähler im Rahmen seiner Doktorarbeit 

konstruierte Vektoren. Ad-0 ist ein Adenovirus, das keine Transgene oder 

Expressionskassetten enthält. Der Ad-1 Vektor kodiert für IL12, Ad-2 hingegen für 

IL12 und 4-1BBL. Ad-3 schließlich führt zur Expression von IL12, 4-1BBL und IL2. 

Als IL12 wird hier das Einketten-IL12 (scIL 12) bezeichnet. Die Vektoren Ad-1, Ad-2 

und Ad-3 bauen auf einem in E1 und E3 deletierten Adenovirus auf. 

Bei den verwendeten Genen handelt es sich um murine Gene, die auch in der Ratte 

translatiert werden können. Sie stehen unter der Kontrolle eines Promotors aus dem 
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humanen Cytomegalievirus und sind in verschiedenen Expressionskassetten 

lokalisiert. Das Gen für IL-12, das sich in allen drei Vektoren in der ersten 

Expressionskassette befindet, wird am stärksten exprimiert, während das in der 

dritten Expressionskassette lokalisierte Gen für IL-2 die geringste Ausprägung 

erfährt.

Der Aufbau der Vektoren ist im Folgenden schematisch dargestellt. 

IL12 4-1BBL

PV-IRES

CMV

Ad-2

Ad-3
IL12 4-1BBL IL2

PV-IRES EMCV-IRES

CMV

IL12CMV

Ad-1

Adenovirus Type 5 
Vektor ( E1, E3)

I
T
R

virale Gene

Transgene

I
T
R

(Transgene: 4,1 kb)

(Transgene: 5,3 kb)

(Transgene: 2,6 kb)
SV40 pA

SV40 pA

SV40 pA

Abb. 3: Die adenoviralen Vektoren Ad-1, Ad-2 und Ad-3 in schematischer Darstellung. Die Größe der gesamten 
Transgenkassette (inkl. CMV und pA) ist für jeden Vektor rechts angegeben. ITR: Inverted Terminal Repeat; :
eine als Verpackungssignal bezeichnete DNA-Sequenz des Adenovirus; CMV:  Promoter aus dem humanen 
Cytomegolovirus; SV40 pA: Polyadenylierungssequenz aus dem Simian Virus 40; IRES: interne ribosomale 
Eintrittsstelle; PV: Poliovirus; EMCV: Encephalomyocarditis Virus; IL12: murines, einkettiges Interleukin-12 
(scIL12); 4-1BBL: ein muriner T-Zell-Kostimulator aus der TNF-Familie; IL2: murines Interleukin-2. 

Die Abbildung wurde freundlicherweise von Herrn Dr. R. Wähler zur Verfügung 

gestellt. (Wähler 2003) 

Das zur Behandlung verabreichte Virusvolumen betrug 30 µl mit einer 

Viruskonzentration von 1 X 106 i.u. 
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2.3 HCC-Modell in der Ratte 

In der vorliegenden Arbeit fanden MH-7777A-Zellen Verwendung. Diese niedrig 

differenzierten, schnell wachsenden Hepatomzellen werden in Kultur vermehrt und 

sodann auf eine Konzentration von 3,25 X 104/ml Zellen für den rechten bzw. 5 X 

104/ml Zellen für den linken Tumor gebracht. Je 20 ml der jeweiligen Zellsuspension 

werden männlichen Buffalo-Ratten in den rechten bzw. den linken Leberlappen 

inokuliert. Der rechte Leberlappen dient in diesem Fall als Modell einer 

Lebermetastase, die nicht direkt behandelt wird. 

2.3.1 Tiere 

Bei den verwendeten Tieren handelte es sich um einen Inzuchtstamm von 

Buffaloratten der Art Rattus norvegicus (Wanderratte). Die Ratten wurden erworben 

von der niederländischen Zweigstelle der Firma Harlan Sprague Dawley, 

Indianapolis, USA. 

Die Tiere wurden in Normalkäfigen gehalten und bekamen Hartfutterpellets als 

Nahrung. In den ersten vier Wochen nach Tumorinokulation wurde den Tieren 

Wasser mit Novalgin (Novaminsulfon-ratiopharm Tropfen, PZN – 3530402) 

angeboten; 450 ml enthalten 12 Tropfen Novalgin. In den folgenden zwei Wochen 

bekamen sie reines Wasser. 

Tierversuchsleiter war Dr. Frank Schnieders, Leiter der Arbeitsgruppe Gentherapie 

des Instituts für Molekulare Zellbiologie, Zentrum für Experimentelle Medizin des 

Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf. 

Der Tierversuch wurde von der Behörde für Arbeit, Gesundheit und Soziales, Amt für 

Gesundheits- und Veterinärwesen, Tesdorpfstr. 8, 20148 Hamburg unter der 

Nummer 56/02 genehmigt. 
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2.3.2 Tumor- und Virusinokulation 

Material

 Ketamin-Stock: 25 mg/ml (Ketanest, Pfizer; PZN 7829486) 

 Rompun-Stock: 20 mg/ml (Rompun 2%, Bayer; PZN 1320422) 

 Betäubungsgemisch: 6 mg/ml Ketanest, 1,6 mg/ml Rompun in 0,9% NaCl (für 50 

ml: 12 ml Ketanest, 4 ml Rompun und 34 ml 0,9% NaCl) 

 BD Micro-Fine U100 Insulinspritzen (Becton Dickinson, Cat.No. Ref 320813) 

 Diethylether (Merck, Cat.No. 159016) 

 Tumorzellen: MH-7777A Rattenhepatomzellen (DSMZ-Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen, No. ACC 345) 

 Behandlung: als Vektoren dienen die in unserem Labor entwickelten Ad-1, Ad-2, 

Ad-3

 als Kontrollbehandlungen kommen zum Einsatz: Ad-0 (Ad5.Null, Q-BIOgene, 

Cat.No. ADV0060) sowie Dulbecco’s PBS (Invitrogen Corporation, 

Cat.No.14190-094)

 Operationsbesteck (Fine Scientific Tools, diverse Instrumente) 

 Nahtmaterial: Vicryl (Polyglactin 910, Ethicon, Inc., Johnson & Johnson) 

 Histacryl (Aesculap, Cat.No. A191050052) 

 Leukosilk 

Prozedur

1. Die Ratte wird in einen Exsikkator gesetzt, der unter der Bodenplatte mit 

ethergetränkten Papiertüchern gefüllt ist. 

2. Hat das Tier das Bewusstsein verloren, so wird es mit Ketamin/Rompun betäubt 

(etwa 0,6 ml Narkosemischung auf 10 g Körpergewicht), indem das 

Betäubungsmittelgemisch subcutan in den Unterbauch injiziert wird. 

3. Den Tieren wird Leukosilk um die Beine geklebt und das Tier sodann mit durch 

das Leukosilk gestochenen Kanülen auf der Unterlage fixiert; während der 

ganzen Operation liegt vor der Nase des Tieres ein mit ethergetränkten 

Papiertüchern gefülltes 50 ml-Falcon, wodurch die Dauerhaftigkeit der Narkose 

gesichert wird. 
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4. Zeigt das Tier keine Reflexe mehr, so wird der Bauchraum mit einem etwa 3-4 

cm langen Schnitt eröffnet, wobei zuerst die Haut, dann auch das Bauchfell 

durchtrennt wird. 

5. Das Omentum majus wird zurückgeklappt und die entsprechenden Leberlappen 

werden aufgesucht. 

6. Als Tumoren werden in den rechten Leberlappen 20 ml MH-7777A-Zellen (3,25 

X 104/ml) gespritzt, in den linken Leberlappen 20 ml MH-7777A-Zellen (5 X 

104/ml).

7. 30 sec nach dem Einspritzen der Zellen wird die Nadel aus der Leber 

herausgezogen und in genau diesem Moment auf die Einstichstelle Histacryl 

gegeben, wodurch ein Rückfluss der Tumorzellen aus der Leber und damit die 

Bildung von Bauchraummetastasen durch die Inokulation verhindert werden soll. 

8. Nun wird das Omentum majus wieder in seine ursprüngliche Lage gebracht und 

sodann zuerst das Bauchfell und im Anschluß die Haut mit einer fortlaufenden 

Naht geschlossen. 

Zur Behandlung wird anstelle der Tumorzellen der jeweilige Vektor beziehungsweise 

das PBS verabreicht, wobei die Inokulation nur in den linken Tumor erfolgt. Das 

verabreichte Virusvolumen beträgt 30 µl mit einer Viruskonzentration von 1 X 106 i.u. 

Direkt vor der Inokulation werden die Viren mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze 

(cell saver tips, Biozym) aufgemischt und sodann in eine Micro-Fine Insulinspritze 

aufgezogen. Bei der Injektion selbst wird das Gesamtvolumen von 30 µl an der 

Einstichstelle durch leichtes Zurückziehen und erneutes tieferes Einstechen auf eine 

größere Fläche verteilt. 

2.3.3 Magnetresonanztomographie (MRT) der Ratten 

Die magnetresonanztomographische Untersuchung der Ratten dient sowohl der 

Größenabschätzung der Tumoren als auch der Verlaufskontrolle individueller Tiere. 

Material
 Magnetom Symphony, 1,5 Tesla (Siemens) 

 Diethylether (Merck, Cat.No. 159016) 
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 Betäubungsgemisch: 6 mg/ml Ketanest, 1,6 mg/ml Rompun in 0,9% NaCl (für 50 

ml: 12 ml Ketanest, 4 ml Rompun und 34 ml 0,9% NaCl) 

Prozedur
Die Ratten werden mit Diethylether betäubt, gewogen und bekommen sodann das 

Ketamin/Rompun-Gemisch injiziert, damit die Betäubung lange genug für die MRT-

Messung anhält. 

Die verwendete Spulenkombination ist folgende: 

1. CP-Head (Kopfspule) 

2. Oberflächenspulen (4 Stück): 

 2 small flex loop coils ventral und dorsal der Untersuchungsregion (Leber) 

 2 Kiefergelenkspulen (double loop array coils) rechts und links der 

Untersuchungsregion (Leber) 

Darstellung des Spulenaufbaus für die MRT-Untersuchungen: 

1

1

2 2

3

Abb. 4: Darstellung des Spulenaufbaus für die MRT-Untersuchungen: 
Hellgrau ist der Körper der Ratte dargestellt 
1: small flex loop coils 
2: dobble loop array coils (Kiefergelenksspulen) 
3: CP-Head (Kopfspule) 
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Es werden zwei Sequenzen je Ratte aufgenommen: 
1. Gradienten-Echo-Sequenz (GRE) T1-gewichtet mit einer Repititionszeit (TR) von 

198 ms, einer Echozeit (TE) von 6 ms und einem Field of View (FOV) von 71 mm X 

53,3 mm). Die Matrix besteht aus 256 X 96 Pixeln, die Voxelgröße ist 0,6 X 0,3 X 2 

mm.

2. Turbo-Spin-Echo (TSE) T2-gewichtet mit einer Repititionszeit (TR) von 3100 ms, 

einer Echozeit (TE) von 97 ms und einem Field of View (FOV) von 70 mm X 52,5 

mm). Die Matrix besteht aus 256 X 96 Pixeln, die Voxelgröße ist 0,5 X 0,3 X 2 mm. 

In den T1-gewichteten Sequenzen stellt sich das hepatozelluläre Karzinom im 

Normalfall hypodens dar, in der T2-gewichteten Sequenz hyperdens. Anhand der 

gewonnenen Schnittbilder werden die Tumor- und gegebenenfalls Metastasengrößen 

bestimmt und deren Entwicklung als Graphik dargestellt. 

Die Abschätzung der Tumorvolumina erfolgt durch Messung des Tumors in drei 

Dimensionen und Berechnung nach der Formel: 

V = 4/3 x  x A x B x C , wobei A, B und C den Tumorradien entsprechen. 

2.3.4 Präparation der Ratten zur Gewinnung von Gewebeproben 

Die Präparation der Leber und ihr Einfrieren bei –80°C ermöglicht die Konservierung 

des Gewebes und seine spätere Aufarbeitung für histologische Untersuchungen. 

Material
 Ketamin-Stock: 25 mg/ml (Ketanest, Pfizer; PZN 7829486) 

 Rompun-Stock: 20 mg/ml (Rompun 2%, Bayer; PZN 1320422) 

 Betäubungsgemisch: 6 mg/ml Ketanest, 1,6 mg/ml Rompun in 0,9% NaCl (für 50 ml: 

12 ml Ketanest, 4 ml Rompun und 34 ml 0,9% NaCl) 

 PBS: Dulbecco’s PBS (Invitrogen Corporation, Cat.No.14190-094) 

 Tissue Tek O.T.C. Compound (Sakura, Cat.No. 4583) 

 Präparationsbesteck (Fine Scientific Tools, diverse Instrumente) 

Prozedur
1. Das Tier wird bei einem Gewicht von 250-290 g mit 2,5 ml Ketamin/Rompun-

Gemisch durch subcutane Injektion in den Unterbauch betäubt. 
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2. Ist das Tier reflexfrei, so wird der Bauchraum eröffnet und sodann zügig das 

Diaphragma (Zwerchfell) durchtrennt und der Brustkorb eröffnet. 

3. Der rechte Vorhof wird punktiert und 1 ml Blut entnommen; nach Entfernen der 

Kanüle ist der rechte Vorhof eröffnet. 

4. Das Herz wird mit der Pinzette angehoben und der linke Ventrikel von unten 

punktiert; auf diesem Weg wird das Tier mit 50-100 ml PBS perfundiert, bis die 

Leber merklich heller wird. 

5. Nun wird die Milz entnommen und für die durchflusszytometrische Analyse 

weiterverarbeitet. (Siehe 2.4) 

6. Vorsichtig wird nun die Leber freipräpariert und entnommen. 

7. Die Leber wird einmal in toto und einmal mit den Tumoren im Anschnitt fotografiert. 

8. Je ein Stück behandelten und unbehandelten Tumors sowie tumorfreien 

Leberlappens werden in Tissue Tek eingebettet und in flüssigem Stickstoff auf -

196°C heruntergekühlt; die Lagerung erfolgt bei –80°C. 

9. Ein etwa 400 mg schweres Stück Gewebe aus dem behandelten Tumor wird für die 

Durchflusszytometrie vorbereitet. (Siehe 2.4) 

2.4 Isolierung von Milz-, Leber-, und Tumorzellen für die 

Durchflusszytometrie

Eine Isolierung der Zellen aus Milz, Leber oder Tumor für die Durchflusszytometrie ist 

nötig, da nur einzelne Zellen korrekt gemessen werden können. 

Material

 Medium A: Ansatz für 400 ml: 350 ml RPMI-1640 mit 25 mM HEPES und Gln 

(Invitrogen Corporation, Cat.No. 52400-025), 2 ml Sodium-Pyruvat (Invitrogen 

Corporation, Cat.No. 11360-039), 2 ml 100% nichtessentielle Aminosäuren 

(Invitrogen Corporation, Cat.No. 11140-035), 0,7 µl ß-Mercaptoethanol (Sigma, 

Cat.No. M-6250), 20 ml FCS-Foetal Calf Serum, Mycoplasma & Virus sceened 

(GIBCO BRL, Cat.No. 011-06290), 1 ml Penicillin/Streptomycin (Invitrogen 

Corporation, Cat.No. 15140-122) 
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 ACK-Puffer (Lysepuffer): 500 ml ACK-Puffer enthalten 4,012 g NH4Cl, 0,692 g 

K2CO3 (M(K2CO3)=138,21 g/mol), 100 µl 0,5 M EDTA, H2O ad 400 ml, der pH wird 

auf 7,2-7,4 mit 1 N HCl eingestellt, ad 500 ml; der Puffer wird gefiltert (0,2 µm) 

 Medium: RPMI-1640 with Glutamax-I (Invitrogen Corporation, Cat.No.61870-010) 

 Waschlösung: Dulbecco’s PBS (Invitrogen Corporation, Cat.No.14190-094) 

 CHD-Gemisch: 9 ml enthalten 450 µl Collagenase IV (Sigma, Cat.No. C 5138), 450 

µl Desoxyribonuklease I (Sigma, Cat.No. D 5025), 450 µl Hyaluronidase V (Sigma, 

Cat.No. H6254) ad 9 ml RPMI-Medium with Glutamax-I (Invitrogen Corporation, 

Cat.No. 61870-010)

 Knoblauchpresse: Koncis (Ikea, Cat.No. 26116885) 

 Filteraufsätze: Filcons, 50 µm (BD Biosciences, Cat.No. 340601) 

Prozedur

Leber- und Tumorzellen: 

1. Der Gewebeblock wird durch die Knoblauchpresse in ein 50 ml Falcon gedrückt. 

2. 2 ml des CDH-Gemisches werden zugegeben und die Falcons im Rüttelinkubator 

bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert. 

3. Die gewonnene Zellsuspension wird bei 400 X g für 5 min zentrifugiert und der 

Überstand entfernt. 

4. Das Pellet wird in 2 ml ACK-Puffer aufgelöst und die Lyse durch die sofortige 

Zugabe von 3 ml PBS (eiskalt) beendet. 

5. Filtern der Zellsuspension durch Filteraufsätze (50 µm). 

6. Zentrifugation bei 400 X g und 4°C für 5 min , Entfernen des Überstandes. 

7. Aufnehmen der Zellen in 1-2 ml Medium A. 

8. Zählen der Zellen im Durchflusszytometer. 

Das Protokoll zur Lebendzellgewinnung wurde entwickelt durch Veränderung eines 

Protokolls von Dessureault et al. (1999). 

Milzzellen: 

1. Das ganze Organ wird mit dem Skalpell in 1-2 mm große Stücke geschnitten. 

2. Mit dem Spritzenkolben werden diese Stücke durch ein engmaschiges Metallsieb 

gedrückt, das sodann mit 10 ml PBS gespült wird. 



34

3. Die Aufbewahrung erfolgte bis zur Weiterverarbeitung auf Eis. 

4. Zentrifugation der Zellen für 10 min bei 200 X g und 4°C, Entfernung des 

Überstandes.

5. Zugabe von 15 ml ACK-Puffer zur Lyse der Erythrozyten, Inkubation bei 

Raumtemperatur für 5 min. 

6. Zugabe von 20 ml PBS (eiskalt). 

7. Zentrifugation für 10 min bei 200 X g und 4°C, Entfernen des Überstandes. 

8. Resuspension des Pellets in 10 ml eiskaltem Medium A. 

9. Filtern der Zellsuspension durch Filteraufsätze (50 µm). 

10. Zentrifugation für 10 min bei 200 X g und 4°C, Entfernen des Überstandes. 

11. Resuspension des Pellets in 5 ml RPMI-Medium. 

12. Zählung der Zellen im Durchflusszytometer. 

2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermöglicht die quantitative Analyse von Zellen und 

Zellinfiltraten. 

Material

 Totfarbstoff: 7-AAD (Beckman Coulter, Cat.No. IM3422)

 Flow Count Fluorospheres (Becton Dickinson, Cat.No. 7547053) 

 Durchflusszytometer: Cytomics FC 500 (Beckman Coulter) 

Prozedur

Es werden 100 µl Zellsuspension und 100 µl Flow Count Fluorospheres und 20 µl 7-

AAD gemischt. Im Durchflusszytometer werden die Zellen gezählt. 

Zum Auswerten werden die Proben nun mit dem dafür geeigneten Protokoll analysiert. 

Hierbei macht man sich die monochromatische Laser-Anregung mit dem FC 500 bei 

bestimmten Farbstoffen zunutze, wobei 7-AAD (7-Aminoactinomycin D) bei 647 nm 

angeregt wird. 
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2.6 Blutentnahme bei Buffaloratten 

Material

 1M EDTA (Sigma, Cat.No. ED 2 SS) 

 Spritzen: Omnifix-F 1ml (Braun, PZN 0569881) 

 Kanülen intraoperativ: Sterican 27 G (Braun, PZN 2050864) 

 Kanülen bei Präparation: Sterican 20 G (Braun, PZN 2050798) 

 Eppendorf-Reaktionsgefäß: 500 PP-Reaktionsgefäß 1,5 ml (Greiner bio-one, 

Cat.No. 616201) 

 Abnahmeröhre (Plexiglas) 

Um Blutparameter wie GOT und GPT der Tiere im Behandlungsverlauf beobachten zu 

können, muss Blut einerseits intraoperativ, andererseits aber auch ohne Operation aus 

der Schwanzvene entnommen werden. 

Prozedur

Intraoperativ:

1. Betäubung des Tieres und anschließende Eröffnung des Bauchraumes. 

2. Der Darm wird vorsichtig herausgenommen und auf eine mit physiologischer 

Kochsalzlösung (0,9% NaCl) befeuchtete Mullbinde gelegt. 

3. Die untere Hohlvene (V. cava inf.) wird aufgesucht und etwa 500 µl Blut mit der 

Spritze entnommen. 

4. Nach Entfernung der Kanüle wird das Blut in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß 

verbracht, das 10 µl 1M EDTA enthält. 

5. Bis zur Weiterverarbeitung der Probe werden diese auf Eis aufbewahrt. 

6. Der Darm wird wieder eingebracht und die eigentliche Operation fortgesetzt. 

7. Die Blutprobe wird später bei 14 000 rpm und 4°C für 3 min zentrifugiert; das Serum 

wird abpipettiert und bei –20°C gelagert. 

Aus der Schwanzvene: 

1. Die Ratte wird in die Abnahmeröhre verbracht, wobei diese leicht schräg mit der 

Öffnung nach unten gehalten wird, so dass das Tier hineinklettert. 
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2. Nach Fixierung der Ratte in der Röhre wird der Schwanz in warmes Wasser 

gehalten, um die Gefäße zu dilatieren. 

3. Nach 2 min werden mit der Spritze aus einer der lateralen Schwanzvenen etwa 500 

µl Blut entnommen. 

4. Nach Entfernung der Kanüle wird das Blut in ein 10 µl 1M EDTA enthaltendes 

Eppendorf-Reaktionsgefäß gegeben und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis 

aufbewahrt. 

5. Die Blutproben werden später 3 min bei 14 000 rpm und 4°C zentrifugiert; das 

Serum wird abpipettiert und bei –20°C aufbewahrt. 

Während der Präparation: 

1. Das Tier wird bei einem Gewicht von 250-290 g mit 2,5 ml Ketamin/Rompun-

Gemisch betäubt. 

2. Ist das Tier reflexfrei, so werden der Bauchraum eröffnet und sodann zügig das 

Diaphragma (Zwerchfell) durchtrennt und der Brustkorb eröffnet. 

3. Der rechte Vorhof wird punktiert und 1 ml Blut entnommen. 

4. Das Blut wird in ein 10 µl 1M EDTA enthaltendes Eppendorf-Reaktionsgefäß 

gegeben und auf Eis gelagert. 

5. Später werden die Blutproben 3 min bei 14 000 rpm und 4°C zentrifugiert; das 

Serum wird abgenommen und bei –20°C gelagert. 

2.10 Serumanalysen 

Die Analysen zur Feststellung der GOT- und GPT-Aktivität im Serum wurden im Institut 

für klinische Chemie des Universitätskrankenhauses Eppendorf  mit einem 

Roche/Hitachi-Modularsystem durchgeführt. Der Enzymgehalt im Serum wird in Units 

per Liter (U/l) angegeben. 

Der GOT/GPT-Quotient errechnet sich durch Teilung des Wertes für die GOT-

Aktivität durch den Wert der GPT- Aktivität.
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2.11 Immunhistologie 

Zum Nachweis verschiedener Immunzellpopulationen in Leber- und Tumorgewebe lässt 

sich die Immunhistologie verwenden, bei der spezifische Antikörper durch verschiedene 

Systeme sichtbar gemacht werden können. 

2.11.1 APAAP-Methode 

Material

 CD4 (BD Biosciences, Cat.No. 550297) 

CD8a (BD Biosciences, Cat.No. 550298)

 CD161 - NKR-P1A (Becton Dickinson, Cat.No. 550306) 

 Mischung für Primärantikörper: Der Primärantikörper (CD4, CD8a oder NKR) wird 

mit Tris-Puffer versetzt (1:50) und dies dann mit Kaninchenserum (1:20) gemischt 

 APAAP-Dualsystem (Bestandteile: ADS 1013 und ADS 101A; Dianova, Cat.No. 

ADS 101) 

 Tris-Puffer: 4,9 g Tris-Base (Sigma, Cat.No. T-1503), 1,5 g Tris-HCl (Merck, 

Cat.No.) und 8,7 g NaCl (J.T. Baker, Cat.No. 0278) ad 1 l Aqua bidest; der Puffer 

wird mit 1 N HCl auf pH 8,7 eingestellt 

 Kaninchenserum (in unserem Labor gewonnen) 

 Fast Red: Sigma Fast (Sigma, Cat.No. F-4648) 

 Meyer’s Hematoxilin Solution (Sigma, Cat.No. MHS-16) 

 Glycerol Gelantine (Sigma, Cat.No. GG-1) 

 Objektträger: HistoBond Adhäsions-Objektträger zur Anheftung von 

Gewebeschnitten (HistoBond, Cat.No. 901236) 

 Mikrotom-Kryostat Cryo-Star HM 560 M (Microm International GMBH, Walldorf, 

Deutschland)
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Prozedur

1. Die verwendeten Schnitte haben eine Dicke von 5 µm und sind methanolfixiert. 

2. Die Schnitte werden mit je 100 µl einer Mischung aus Kaninchenserum und Tris-

Puffer (1:20) überschichtet und 10 min inkubiert. 

3. Die Schnitte werden mit Tris-Puffer gewaschen (1 min). 

4. Es folgt die Inkubation mit dem jeweiligen Primärantikörpergemisch für 1 Stunde. 

5. Sämtliche Schnitte werden zweimal etwa 3 min mit Tris-Puffer gewaschen. 

6. Nun werden die Schnitte mit je 100 µl Dualsystem-Brückenantikörper (1:100 in 

Tris-Puffer) für 30 min inkubiert. 

7. Erneutes zweimaliges Waschen mit Tris-Puffer (3 min). 

8. Es folgt die Inkubation mit dem Dualsystem-APAAP-Komplex (1:100 in Tris-Puffer) 

für 30 min. 

9. Zweimaliges Waschen mit Tris-Puffer (3 min). 

10. Inkubation der Schnitte für 15 min mit Dualsystem-Brückenantikörper (1:100 in 

Tris-Puffer). 

11. Erneut folgt zweimaliges Waschen mit Tris-Puffer (3 min). 

12. Für weitere 15 min werden die Schnitte mit dem Dualsystem-APAAP-Komplex 

(1:100 in Tris-Puffer) inkubiert. 

13. Die Objektträger werden vorsichtig unter Leitungswasser gespült. 

14. Auf jeden Schnitt werden je 100 µl Fast Red-Reagenz (je 1 Tablette Tris und Fast 

Red auf 1ml Aqua bidest.) gegeben. 

15. Wenn eine deutliche Rotfärbung der Gewebe unter dem Mikroskop zu sehen ist 

(nach etwa 50 min Inkubation), werden die Schnitte erneut mit Leitungswasser 

gespült.

16. Für 2 min werden die Objektträger in Meyer’s Hematoxylin getaucht und 

anschließend sofort unter Leitungswasser gebläut. 

17. Die noch feuchten Schnitte werden mit Glycerol Gelantine eingedeckelt und 

eventuell vorhandene Luftblasen vorsichtig mit der Pinzette ausgestrichen. 
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2.11.2 Peroxidase 

Material
 CD4 (BD Biosciences, Cat.No. 550297) 

CD8a (BD Biosciences, Cat.No. 550298)

 CD161 - NKR-P1A (Becton Dickinson, Cat.No. 550306) 

 CD80 – B7-1 (Becton Dickinson, Cat.No.555012) 

 Macrophage Subset (Becton Dickinson, Cat.No.554900) 

 Mischung für Primärantikörper: Der Primärantikörper (CD4, CD8a, CD161, CD80 

und Makrophage Subset) wird mit PBS versetzt (1:50) und dies dann mit 

Kaninchenserum (1:20) gemischt. 

 Maus-PAP: Mouse PAP (Dako, Cat.No. P 0850) 

 Anti-Maus IgG-Biotin: Biotinylated Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins (Dako, 

Cat.No. E 0354) 

 ABC-Komplex: Vectastain ABC-Komplex PK-6100 (Linearis, Cat.No. PK-6100) 

 Rezept für 4% PFA: 8 g Paraformaldehyd (Sigma, Cat.No. P-6148) und 100 ml Aqua 

dest. unter dem Abzug auf 60°C erhitzen und durch Zugabe einiger Tropfen 1 N 

NaOH auflösen; ist die klare Lösung auf Raumtemperatur abgekühlt, so werden 100 

ml zweifaches PBS hinzugegeben. 

 Rezept für 1 l PB (0,1 M): 2,49 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4; Merck, 

Cat.No. 104873), 14,6 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 X 2 H2O;

Merck, Cat.No. 6580) ad 1 l Aqua dest. 

 Rezept für 5 l zehnfaches PBS: 400 g NaCl (J.T. Baker, Cat.No. 0278), 10 g  KCl 

(Merck, Cat.No.1.04936.1000), 10 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4; Merck, 

Cat.No. 104873) und 72 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 X 2 

H2O; Merck, Cat.No. 6580) ad 5 l Aqua dest. (pH 6,9); nach 1:10 Verdünnung pH 

7,4

 Rezept für 500 ml Tris (0,05 M): 3,02 g Tris-Base (Sigma, Cat.No. T-1503) und 4,5 g 

NaCl (J.T. Baker, Cat.No. 0278) ad 450 ml, dann Einstellung auf pH 7,6 mit 1 N HCl, 

dann ad 500 ml. 

 Rezept für 100 ml DAB: 2,25 g Diaminobenzidin 4 HCl (Sigma, Cat.No. D-5637) 

werden in 100 ml Tris gelöst und anschließend filtriert; das DAB wird in 1 ml Aliquots 

eingefroren und bei –20°C aufbewahrt. 
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 Entwicklungslösung für die Peroxidaseaktivitat: 45 ml PB, 1 ml DAB (22,5 mg), 18 

mg Ammoniumchlorid (Sigma, Cat.No. A-4514), 900 µl Nickelsulfat (1,3 g / 100 ml; 

Merck, Cat.No. 1.06727.0100), 900 µl 1% Glucose (Sigma, Cat.No. G-8270) und 

150 µl Glucose-Oxidase (1,2 mg / ml; Sigma, Cat.No. G-2133). 

 H2O2: Wasserstoffperoxid 30% (Merck, Cat.No. 1.08597.1000) 

 Rezept für 1 l Kernechtrot: 50 g Aluminiumsulfat (Merck, Cat.No. 1.01211.1000) und 

1 g Kernechtrot (Chroma-Gesellschaft Schmid & Co.) in 1 l Aqua dest. heiß lösen 

und nach dem Erkalten filtrieren. 

 Rothihistol (Carl Roth GmbH & Co, Cat.No. 6640.1) 

 Entellan neu (Merck, Cat.No. 1.07961.0100) 

Prozedur

1. Fixieren der Schnitte in 4% PFA in PBS für eine halbe Stunde. 

2. Blocken der endogenen Peroxidase mit 3% H2O2 in Methanol (-20°C) für 30 min. 

3. Spülen der Schnitte in Aqua dest. für 30 min. 

4. Waschen in PBS für 15 min. 

5. 30 min Inkubation mit 2% Kaninchenserum in PBS. 

6. Inkubation mit dem Primärantikörper in PBS und 2% Kaninchenserum über Nacht. 

7. Am nächsten Morgen wird dreimal für je 10 min in PBS gewaschen. 

8. Inkubation mit Anti-Maus IgG-Biotin (60 min). 

9. Zweifaches Waschen in PBS (je 10 min). 

10. 30 min Inkubation mit Maus-PAP für 30 min. 

11. Erneutes zweifaches Spülen der Schnitte in PBS (je 10 min). 

12. Es folgt die Inkubation mit dem ABC-Komplex (30 min). 

13. Einmaliges Spülen in PBS (10 min). 

14. Spülen in PB (10 min). 

15. Entwicklung der Peroxidaseaktivität in der Entwicklungslösung für 10-30 min (die 

Entwicklung wird unter dem Mikroskop beobachtet). 

16. Stoppen der Peroxidaseaktivität durch Waschen in PBS (3 X 5 min). 

17. Gegenfärben mit Kernechtrot für 1 min. 

18. Spülen in PBS (3 X 5 min). 

19. Aufsteigende Alkoholreihe: 
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 70%          5 min 

 80%          5 min 

 96%          5 min 

 100%        5 min 

20. Zweimaliges Spülen in Rothihistol (einmal für 4 min, einmal für 6min). 

21. Eindeckeln mit Entellan. Anschließend werden die Schnitte zwei Tage liegend 

gelagert.

2.12 Histologie 

2.12.1 Hämatoxylin-Eosinfärbung (HE) 

Die Färbung histologischer Schnitte mit Hämatoxylin-Eosin lässt die Zellkerne blau und 

das Zytoplasma rot erscheinen, wodurch sich ein Überblick über die Zellen eines 

Gewebes gewinnen lässt. 

Material

 Meyer’s Hematoxylin Solution (Sigma, Cat.No. HHS-16) 

 Certistain Eosin G (gelblich) (Merck, Cat.No. 1.15935) 

 Rezept für 250 ml 0,1%iges Eosin: 0,25 g gelbes Eosin werden in 250 ml Aqua dest. 

gelöst.

Methode

1. Die Schnitte werden 5 min in Methanol (-20°C) fixiert. 

2. Spülen der Objektträger in Aqua dest. 

3. Färben der Schnitte in Hämatoxylin für 5 min. 

4. Bläuen unter fließendem Leitungswasser für 10 min. 

5. Gegenfärben mit Eosin (5 min). 

6. Spülen in Aqua dest. 

7. Aufsteigende Alkoholreihe: 
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 70%          5 min 

 80%          5 min 

 96%          5 min 

 100%        5 min 

8. Zweimaliges Spülen in Rothihistol (einmal für 4 min, einmal für 6 min). 

9. Eindeckeln mit Entellan. 

Die histologischen Schnitte wurden mit einem Leica DMLB-Mikroskop begutachtet und 

mit einer Leica DC100-Kamera aufgenommen. 

2.13 Liste der Antikörper 

Die Antikörper wurden unverdünnt bei 4°C aufbewahrt. 

Primärantikörper

Maus anti-Ratte CD4, monoklonal, Isotyp Maus (BALB/c) IgG2a, , Clone OX-38 (BD 

PharMingen, Cat.No. 550297) 

Der Antikörper reagiert mit dem CD4-Antigen, das sich vor allem auf einer Untergruppe 

der T-Lymphozyten (darunter die meisten T-Helferzellen), Monozyten, Macrophagen 

und einigen dendritischen Zellen findet. 

Maus anti-Ratte CD8, monoklonal, Isotyp Maus (BALB/c) IgG1, , Clone OX-8 (BD 

PharMingen, Cat.No. 550298) 

Der Antikörper reagiert mit der 32-kDa alpha-Kette des CD8-Antigens, das sich auf den 

meisten zytotoxischen T-Lymphozyten und T-Supressorzellen findet. 

Maus anti-Ratte Macrophagen Subset, monoklonal, Isotyp Maus IgG2a, , Clone 

HIS36, Immunogen: nicht genannt (BD PharMingen, Cat.No. 554900) 

Der Antikörper reagiert mit einem ED2-ähnlichen Antigen, das sich auf 

Gewebsmakrophagen, nicht aber auf Monozyten findet. 
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Maus anti-Ratte CD80, monoklonal, Isotyp Maus (BALB/c) IgG1, , Clone 3H5, 

Immunogen: HTLV-1-transformierte Ratten T-Zelllinie Lewis-S1 (BD PharMingen, 

Cat.No. 555012) 

Der 3H5-Antikörper reagiert mit CD80 (B7-1), einem Transmembranprotein der 

Immunglobulin-Superfamilie, das sich vornehmlich auf antigenpräsentierenden Zellen 

findet.

Maus anti-Ratte CD161, monoklonal, Isotyp Maus IgG1, , Clone 10/78, Immunogen: 

nicht genannt (BD PharMingen, Cat.No. 555009) 

Dieser Antikörper bindet an NKR-P1A, ein Homodimer von 60-kDa, das sich auf allen 

Natürlichen Killer- (NK)-Zellen und einigen T-Lymphozyten findet. 

Sekundärantikörper

Kaninchen anti-Maus Immunglobuline, biotinyliert, (DAKO, Cat.No. E 0354) 

Der biotinylierte Antikörper reagiert mit allen Untergruppen von Mäuse-IgG sowie mit 

Mäuse-IgM; Reaktionen mit anderen Mausimmunglobulinen über die Leichtketten ist 

wahrscheinlich. Kreuzreaktionen mit Immunglobulinen anderer Spezies sind möglich. 

Kaninchen-anti-Maus-Brückenantiköper, polyklonal, Isotyp Kaninchen IgG, Antigen 

Maus IgG (schwere und leichte Kette) (dianova, Cat.No. ADS 101-B)

Tertiärantikörper

Maus-anti-Radieschenperoxidase, monoklonal, Isotyp Maus IgG1, , (DAKO, Cat.No. P 

0850)

Es handelt sich bei Maus PAP um lösliche Komplexe aus Radieschenperoxidase und 

Maus-anti-Radieschenperoxidase-Antikörper. 

Maus-anti-Alkalische Phosphatase, monoklonal, Isotyp Maus IgG, Antigen Alkalische 

Phosphatase aus dem Kalbintestinaltrakt (dianova, Cat.No. ADS 101-A) 
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2.14 Statistik 

Die statistische Auswertung geschah durch Berechnung der Mittelwerte und 

Standardabweichungen für die Gewichtsveränderungen und Tumorvolumina unter 

Verwendung der Software MS Excel. Hierbei wurden die Standardabweichungen mit 

der Funktion STABW berechnet. Die Korrelation der GOT- und GPT-Werte mit dem 

Tumorvolumen wurde mit der Funktion KORREL berechnet. 
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3 Ergebnisse 

Um die Wirkung von IL-12, IL-2 und 4-1BBL auf das hepatozelluläre Karzinom bei 

Verwendung eines adenoviralen Vektors bei einer Viruskonzentration von 1 x 106 zu 

untersuchen, wurde eine Studie mit Buffaloratten durchgeführt. Die untersuchten 

Parameter waren neben der Immunzellinfiltration in Tumor- und Lebergewebe die 

Gewichtsentwicklung und die Werte der Serum-GOT und –GPT. 

3.1 Gewichtsentwicklung 

Das Gewicht der Ratten kann in Grenzen als Indikator für den gesundheitlichen Zustand 

der Tiere gewertet werden. Die Gewichtsentwicklung der verschiedenen 

Behandlungsgruppen ist in Abb. 5 dargestellt. 

Die Gewichtsbetrachtung beginnt in der Woche der Tumorimplantation. Bis zur dritten 

Woche, dem Zeitpunkt der Virusinokulation, sind allenfalls geringe Änderungen des 

Gewichts zu verzeichnen, doch in der dritten Woche nach der Tumorimplantation 

(Beobachtungszeitpunkt 4) kommt es zu einem klaren Gewichtsverlust in allen 

Behandlungsgruppen. In den kommenden Wochen nehmen die Tiere der 

Kontrollgruppen stetig weiter ab, was auch für die Ad-2-behandelten Tiere gilt. In 

Gegensatz dazu nimmt das Gewicht der Tiere der Ad-1- und Ad-3-Behandlungsgruppen 

zwischen der vierten und der fünften Woche nach der Tumorinokulation 

(Beobachtungszeitpunkte 5 und 6) wieder zu und liegt sechs Wochen nach der 

Tumorimplantation (Beobachtungszeitpunkt 7)  im Mittel leicht über dem Wert der 

dritten Woche (Beobachtungszeitpunkt 4). 
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Abb. 5: Mittelwerte der 
Gewichtsverläufe der 
verschiedenen Behandlungs-
gruppen über sieben Wochen. 
 Das Startgewicht der Tiere 
aller Gruppen liegt dicht bei 
einander, während die Mittel-
werte der verschiedenen 
Behandlungsgruppen  nach 
sieben Wochen deutlich 
verschieden sind. So liegt das 
Gewicht der Ad-1-Gruppe im 
Mittel nur etwa 20g, das der 
Ad-0-Gruppe hingegen rund 
70g unter dem Startgewicht. 

3.2 Tumorvolumenentwicklung 

Bei der Betrachtung der Tumorvolumina wird deutlich, dass das Startvolumen der 

verschiedenen Behandlungsgruppen bis auf die PBS-Gruppe etwa gleich ist. Die 

geringere Startgröße der Tumoren der PBS-Tiere ist auf das Fehlen des linken Tumors 

zurückzuführen. Die Tumorvolumina der PBS-, Ad-0- und Ad-2-behandelten Tiere 

nehmen im Mittel kontinuierlich zu. Bei den Ad-1- und den Ad-3-behandelten Tieren ist 

ab der dritten Woche nach Virusgabe (fünf Wochen nach Tumorimplantation) ein klarer 

Rückgang des Tumorvolumens zu verzeichnen. 
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Mittelwerte der Tumorvolumina der überlebenden Tiere
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Abb. 6: Mittelwerte der Tumorvolumina der überlebenden Tiere nach Vektortyp über einen Zeitraum von fünf 
Wochen beginnend mit dem Tag vor der Tumorbehandlung. 

Um eine mögliche Abhängigkeit der Tumorentwicklung von der Anfangstumorgröße zu 

untersuchen, wurden unter den Tieren zwei nach Starttumorvolumen geordnete 

Gruppen gebildet und dort die Veränderung der Tumoren der einzelnen Tiere 

beobachtet. 
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Entwicklung des Tumorvolumens bei einem Starttumorvolumen < 0,40 cm³
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Abb. 7: Individuelle Entwicklung des Tumorvolumens bei den einzelnen Tieren mit einem Tumorstartvolumen < 
40 cm³. 

Entwicklung der Tumorvolumina bei Tieren mit einem Starttumorvolumen von 0,45-0,75 cm³
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Abb. 8: Individuelle Entwicklung des Tumorvolumens bei den einzelnen Tieren mit einem Tumorstartvolumen 
von 0,45-0,75 cm³. 
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Bei einem Starttumorvolumen < 0,40 cm3 zeigen das Ad-0-Tier und eines der 

dargestellten PBS-Tiere einen progressiven Verlauf des Tumorwachstums; gleiches gilt 

für das abgebildete Ad-1-Tier. Das eine dargestellte PBS-Tier allerdings war drei 

Wochen nach der Tumorimplantation tumorfrei. Die Ad-2- oder Ad-3-behandelten Tiere 

mit diesem Startvolumen zeigten sämtlich nach anfänglichem Tumorwachstum eine 

Regression.

Im Gegensatz dazu ist bei Tieren mit einem Tumorstartvolumen von 0,40-0,75 cm3

festzustellen, dass die PBS-, Ad-0- und Ad-2-Tiere einen stetig progressiven Verlauf 

aufweisen, während das Ad-1-Tier ab der zweiten Woche nach Virusgabe, die Tiere der 

Ad-3-Gruppe ab der dritten bzw. vierten Woche nach der Virusgabe einen Rückgang im 

Tumorvolumen aufweisen. 

Besonders deutlich lässt sich die Entwicklung der Tumorvolumina anhand der MRT-

Bilder darstellen (Abb. 9 und 10). Die Tumoren und Metastasen stellen sich in der T1-

gewichteten Sequenz als hypodense, in der T2-gewichteten Sequenz als hyperdense 

Strukturen dar. 

Das Bild, das sich nach der Präparation bei makroskopischer Betrachtung der Tumoren 

bietet, verdeutlicht noch einmal die großen Unterschiede im Verlauf des 

Tumorwachstums, die schon in den MRT-Bildern deutlich wurden (Abb. 11). 
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Abb. 9: MRT-Bilder eines mit Ad-0 behandelten Tieres über einen Zeitraum von fünf Wochen, beginnend mit dem Tag 
vor der Virusgabe. Deutlich ist die Progredienz im Tumorwachstum zu erkennen.

Die Tumoren werden durch einen markiert.

(MRT-Bilder in Zusammmenarbeit mit Dr. H. Ittrich, Prof. Dr. G. Krupski-Berdien, Klinik/Poliklinik für Diagnostische 
und Interventionelle Radiologie)
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Abb. 9: MRT-Bilder eines mit Ad-3 behandelten Tieres über einen Zeitraum von fünf Wochen, beginnend mit dem Tag vor 
der Virusgabe. Nachdem in den ersten drei Bildern eine  Progredienz des Tumorwachstums zu erkennen ist, nimmt das 
Tumorvolumen in den folgenden zwei Wochen deutlich ab..

Die Tumoren werden durch einen markiert.
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Abb. 9: MRT-Bilder eines mit Ad-3 behandelten Tieres über einen Zeitraum von fünf Wochen, beginnend mit dem Tag vor 
der Virusgabe. Nachdem in den ersten drei Bildern eine  Progredienz des Tumorwachstums zu erkennen ist, nimmt das 
Tumorvolumen in den folgenden zwei Wochen deutlich ab..

Die Tumoren werden durch einen markiert.

(MRT-Bilder in Zusammmenarbeit mit Dr. H. Ittrich, Prof. Dr. G. Krupski-Berdien, Klinik/Poliklinik für Diagnostische und 
Interventionelle Radiologie)
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Abb. 11 a/b: Ein PBS-behandeltes Tier mit 24,60 cm3 Tumorendvolumen, dessen multiple Lungenmetastasen 
im rechten Bild dargestellt sind

Abb. 12 a/b: Ein Ad-0-behandeltes Tier mit einem Tumorendvolumen von 18,20 cm3; rechts der Anschnitt 
des Tumors

Abb. 13 a/b: Ein so gut wie tumorfreies Ad-1-behandeltes Tier (0,03cm3 Tumorvolumen). Auf dem linken  

Bild im Vordergrund ist die Histacryl-Plombe zu sehen; rechts der Anschnitt der Leber

Die auf den Bildern sichtbare Skalierung ist in cm angegeben.

Makroskopische Bilder der Tumoren

Abb. 11 a/b: Ein PBS-behandeltes Tier mit 24,60 cm3 Tumorendvolumen, dessen multiple Lungenmetastasen 
im rechten Bild dargestellt sind

Abb. 12 a/b: Ein Ad-0-behandeltes Tier mit einem Tumorendvolumen von 18,20 cm3; rechts der Anschnitt 
des Tumors

Abb. 13 a/b: Ein so gut wie tumorfreies Ad-1-behandeltes Tier (0,03cm3 Tumorvolumen). Auf dem linken  

Bild im Vordergrund ist die Histacryl-Plombe zu sehen; rechts der Anschnitt der Leber

Die auf den Bildern sichtbare Skalierung ist in cm angegeben.

Makroskopische Bilder der Tumoren
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3.3 Serumanalysen 

Die Analysen zur Feststellung der GOT- und GPT-Aktivität im Serum wurden im Institut 

für klinische Chemie des Universitätskrankenhauses Eppendorf unter Zusammenarbeit 

mit Herrn Dr. Munif Haddad mit einem Roche/Hitachi-Modularsystem durchgeführt. 

Den behandelten Tieren wurde zweimal Blut abgenommen: einmal direkt vor der 

Virusgabe bei eröffnetem Situs aus der V. cava (große Hohlvene), das andere Mal bei 

der Präparation vor der Perfusion aus dem rechten Vorhof. Das Bundesamt für 

Veterinärwesen beschreibt für Ratten mit einem Gewicht von 200 g ein zulässiges 

Entnahmevolumen von 2 ml innerhalb zwei Wochen; bei einem Gewicht von 300 g sind 

es 3 ml (Bundesamt für Veterinärwesen, Information Tierschutz 3.02). Mit 1 ml pro 

Blutentnahme und einem Rattengewicht von im Mittel etwa 250 g lagen die 

abgenommenen Blutmengen deutlich unter diesem Wert. Das zur Gewinnung des 

Normalserums verwendete Blut wurde zwei gesunden Ratten aus der Schwanzvene 

entnommen. Da die auf diese Weise gewonnene Blutmenge relativ gering ist (das 

Bundesamt für Veterinärwesen beschreibt die Schwanzvenenpunktion als Mittel der 

Wahl für die Gewinnung von bis zu 0,15 ml Blut) und andere Entnahmemethoden wie 

die Zungenvenepunktion oder das Legen eines Jugularis- oder Femoraliskatheters, die 

sämtlich eine Allgemeinanästhesie erfordern, für die einmalige Gewinnung von 

Normalserum gesunder Tiere unverhältnismäßig ist, wurde das Blut der zwei Tiere 

vereinigt.

3.4 Auswertung der Serumanalysen 

Wie die beiden Abb. 14 und 15 deutlich zeigen, liegen die Serumaktivitäten von GOT 

und GPT zum Behandlungsbeginn bei allen tumortragenden Tieren in einem Bereich, 

der nicht wesentlich von 180-200 U/l abweicht. Das Kontrollserum liegt mit jeweils etwa 

300 U/l um einiges höher, was aufgrund der kleinen Tierzahl (zwei gesunde Tiere) und 

der Tatsache, dass es sich um vereinigtes Serum zweijähriger Tiere handelt, jedoch 

nicht notwendigerweise als signifikant anzusehen ist. Die Betrachtung der Werte vier 
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Wochen nach Virusgabe (respektive PBS) hingegen zeigt deutliche Unterschiede 

zwischen den Behandlungsgruppen: Während die Enzymaktivitäten im Serum der 

beiden Kontrollgruppen jeweils sehr hoch sind, findet sich für Ad-1 ein nur mäßiger 

Anstieg, der für GOT gar kaum über dem Wert des Normalserums liegt; anders ist dies 

bei der GPT-Aktivität, die sich nicht nur im Schnitt gegenüber dem Wert vor der 

Behandlung verdoppelt hat, sondern die auch deutlich über der des Normalserums liegt. 

Anders bei den Ad-2-behandelten Tieren: für GOT zeigt sich eine Verdreifachung der 

Serumaktivität, für GPT gar ein Anstieg um mehr als das Dreifache. Den im Mittel 

geringsten GOT- wie auch GPT-Anstieg im Serum verzeichnen die Ad-3-behandelten 

Tiere, bei denen beide Werte vier Wochen nach der Behandlung beziehungsweise 

sechs Wochen nach der Tumorimplantation niedriger liegen als im gemessenen 

Normalserum; dies reflektiert den physiologischen Schwankungsbereich. 

Mittelwerte der GOT-Serumaktivität
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Abb. 14: Mittelwerte der GOT-Serumaktivitäten der verschiedenen Behandlungsgruppen vor und vier Wochen nach 
der Virus- bzw. PBS-Inokulation. 
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Mittelwerte der GPT-Serumaktivität
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Abb. 15: Mittelwerte der GPT-Serumaktivitäten der verschiedenen Behandlungsgruppen vor und vier Wochen nach 
der Virus- bzw. PBS-Inokulation. 

Die GOT- wie auch die GPT-Aktivität bei Tieren mit einem Tumorendvolumen von unter 

1 cm3 ist niedriger als vor der Virusgabe (Abb. 16), da zu diesem Zeitpunkt die Tumoren 

bereits zwei Wochen gewachsen sind und damit im Mittel deutlich größer als 1 cm3

sind.

Tiere, die nun mit einem Tumorendvolumen von mehr als 10 cm3 eine massive 

Leberschädigung erfahren haben, weisen auch entsprechend hohe Serumaktivitäten 

von GOT und GPT auf (Abb. 17 und 18). 
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Abb. 16: Individuelle Serum-GOT-Aktivitäten einzelner Tiere mit einem Tumorendvolumen von < 1 cm3 vor und 
vier Wochen nach der Virus- bzw. PBS-Inokulation. Die GOT-Werte sinken leicht im Behandlungsverlauf. 

Abb. 17: Individuelle Serum-GOT-Aktivitäten einzelner Tiere mit einem Tumorendvolumen von > 10 cm3 vor und 
vier Wochen nach der Virus- bzw. PBS-Inokulation. Deutlich ist der Anstieg der GOT-Serumaktivität im 
Behandlungsverlauf bei den Tieren mit dem Tumorendvolumen von > 10 cm3 zu erkennen. 
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Abb. 18: Individuelle Serum-GPT-Aktivitäten einzelner Tiere mit einem Tumorendvolumen von > 10 cm3 vor und 
vier Wochen nach der Virus- bzw. PBS-Inokulation. Deutlich ist auch hier der Anstieg der GPT-Serumaktivität im 
Behandlungsverlauf bei den Tieren mit dem Tumorendvolumen von > 10 cm3, wobei das eine Ad-2-behandelte Tier 
trotz seines großen Tumors einen leichten Rückgang in der GPT-Aktivität zeigt. 

Der GOT/GPT-Quotient erlaubt eine Aussage über den Schweregrad einer Leberschädigung, 

da die GOT-Aktivität im Zytoplasma 30%, in den Mitochondrien jedoch 70% beträgt, 

während die GPT-Aktivität zu nahezu 100% im Zytoplasma zu finden ist. Hieraus ergibt 

sich, dass aufgrund eben dieser Verteilung der Quotient eine Aussage über die 

Schwere der Zellschädigung erlaubt. Beim Menschen zeigen Werte kleiner 1 einen 

leichten Leberschaden an, Werte größer 2 stehen für einen schwerwiegenden, eher 

nekrotisierenden Leberschaden. 
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 Kontrollen PBS Ad-0 Ad-1 Ad-2 Ad-3 

1,04 1,72 0,95 1,27 1,94 1,18 

2,75 0,89 1,16 0,92 0,86 0,91 

1,98 1,50 1,33 0,94 1,02 0,98 

1,13 1,16 0,89 1,77 

1,60 1,26 1,09 

GOT/GPT
Quotient
vor der 
Behandlung

1,42 1,15 1,47 

1,24 0,61 2,27 2,07 1,04 

0,6 0,72 0,93 0,95 1,04 

0,64       * 1,05 4,69 1,63 

0,68 0,75 1,09 

      * 1,54 1,23 

GOT/GPT
Quotient
vier
Wochen
nach der 
Behandlung

      * 0,72       * 

Tabelle 1: GOT/GPT-Quotient der Tiere direkt vor der Vektor- bzw. PBS-Inokulation und vier Wochen nach der 
Behandlung. Das Blut für die erste Messung wurde intraoperativ aus der großen Hohlvene (V. cava) entnommen, für 
die zweite Messung wurde das Blut während der Präparation aus dem rechten Vorhof entnommen. Die mit * 
markierten Tiere waren zum Zeitpunkt der Präparation bereits verstorben, so dass von ihnen keine Werte vorliegen.  

Die Betrachtung des GOT/GPT-Quotienten der verschiedenen Behandlungsgruppen 

ergibt, dass die Leberzellschädigung sich bei den beiden Kontrollgruppen 

abzuschwächen scheint (Rückgang von 1,3 auf 0,83 bzw. von 1,2 auf 0,67). Aufgrund 

der besonders kleinen Gruppengrößen (drei bzw. zwei Tiere) können die Werte zwar 

kaum als verlässlich gelten, scheinen aber dennoch eine Tendenz aufzuzeigen. Einen 

deutlichen Anstieg des Quotienten im Mittel verzeichnet die Ad-2-Gruppe (von 1,2 auf 

1,8). Für Ad-1 und Ad-3 bleibt der Quotient im Mittel bei 1,2. Nur bei Betrachtung der 

Mediane des GOT/GPT-Quotienten nimmt dieser bei den Ad-1- und Ad-3-behandelten 

Tieren ab (für Ad-1 von 1,21 auf 0,99, für Ad-3 von 1,13 auf 1,09). 

Die Serumspiegel beider Enzyme und das Tumorvolumen sind – nach 

Behandlungsgruppen geordnet – in den Abb. 19 und 20 für jedes einzelne Tier 

dargestellt.
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Abb. 19: Tumorvolumina, Serum-GOT und -GPT der Tiere 1-12 zu den Zeitpunkten der Blutentnahmen.
Dargestellt sind das Tumorvolumen, die Serum-GOT und die Serum-GPT für jedes Tier der Tiere 1-12 zu den 
Zeitpunkten der beiden Blutabnahmen einen Tag vor der Virusgabe und vier Wochen danach. Unter den 
Tiernummern findet sich in Klammern die Behandlungsart des jeweiligen Tieres. (Mit * markierte Tiere sind 
im Laufe der Studie verstorben.) 
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Abb. 20 : Tumorvolumina, Serum-GOT und -GPT der Tiere 13-24 zu den Zeitpunkten der Blutentnahmen. 
Dargestellt sind die Werte für jedes der Tiere 13-24 zu den Zeitpunkten der beiden Blutabnahmen einen Tag 
vor der Virusgabe und vier Wochen danach. Mit einem * markierte Tiere sind im Laufe der Studie verstorben. 
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Wie deutlich zu sehen ist, sind die GOT- wie auch die GPT-Werte der einzelnen Tiere 

der beiden Kontrollgruppen (PBS und Ad-0) vier Wochen nach der Behandlung deutlich 

höher als zum ersten Entnahmezeitpunkt. Die einzige Ausnahme bildet das PBS-Tier, 

das bereits eine Woche nach Virusinokulation tumorfrei war. In der Ad-1-Gruppe findet 

sich ein Tier, das einen klaren Anstieg der GOT- und GPT-Werte zeigt, die anderen 

überlebenden Tiere zeigen einen Rückgang der Serumwerte. Die Werte der Ad-2-

Behandlungsgruppe stellen sich heterogen dar: während zwei der Tiere einen 

Rückgang der Serum-GOT-Aktivität und drei einen Rückgang der Serum-GPT-Aktivität 

aufweisen, ist bei den anderen Tieren ein mäßiger bzw. in einem Fall sogar ein 

massiver Anstieg der Serumenzymwerte zu verzeichnen. 

Die Abbildungen 21 und 22 veranschaulichen noch einmal die Abhängigkeit der 

Serumaktivitäten von GOT und GPT vom Gesamttumorvolumen der Tiere. Wenngleich 

die Abhängigkeit nicht vollkommen linear ist, so ist die Tendenz doch klar zu erkennen. 

Abb. 21: Die Abbildung zeigt die Korrelation von Tumorvolumen und der Serumaktivität von GOT aller Tiere zu 
verschiedenen Behandlungszeitpunkten. Eine Abhängigkeit der Serumaktivität vom Tumorvolumen ist klar zu 
erkennen. 

Korrelation von Tumorvolumen und Serumaktivität von GOT

0

500

1000

1500

2000

2500

0 5 10 15 20 25 30 35

Tumorvolumen [ml]

G
O

T
-S

er
u

m
ak

ti
vi

tä
t 

[I
.U

.]

Korrelation: 
0,92521946



62

Abb. 22: Die Abbildung zeigt die Korrelation von Tumorvolumen und der Serumaktivität von GPT aller Tiere zu 
verschiedenen Behandlungszeitpunkten. Eine Abhängigkeit der Serumaktivität vom Tumorvolumen ist klar zu 
erkennen. 

Die Korrelation der GOT-Werte mit der Tumorgröße liegt mit 0,925 nahe bei 1, was 

einer großen linearen Abhängigkeit entspricht. Für die Korrelation der GPT-Werte mit 

der Tumorgröße ergibt sich mit 0,892 ein Wert, der leicht unter dem für GOT, jedoch 

noch immer nahe 1 liegt. 

3.5 Etablierung der Lebendzellpräparation 

Die Etablierung einer Methode zur Lebendzellpräparation ist für die Beurteilung der 

Immunzellinfiltration von Leber- und Tumorgewebe von Interesse, erlaubt sie doch 

eine durchflusszytometrische Analyse der Infiltrate. Der Vorteil der 

Durchflusszytometrie gegenüber der Histologie besteht darin, das eine quantitative 

Aussage über die verschiedenen Komponenten der Immunantwort möglich ist, 

während die Histologie nur qualitative und semiquantitative Aussagen erlaubt. 
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Für die Durchflusszytometrie benötigt man Suspensionen vereinzelter lebender 

Zellen. Eine solche Suspension galt es zu gewinnen, wobei ein von Desserault et al. 

(1999) beschriebenes Protokoll als Grundlage diente. Für unsere Untersuchungen 

von vorrangigem Interesse war die Untersuchung von Lebergewebe mit den 

enthaltenen Immunzellen; des Weiteren sollte versucht werden, die Immunzellen aus 

der Milz zu isolieren. Entscheidend ist hierbei, dass es gelingt, lebende Zellen zu 

gewinnen.

Der Anteil der lebenden Zellen an der Gesamtzellzahl der Zellsuspension eines 

bestimmten Gewebes wird bestimmt, indem der Suspension der Totfarbstoff  7-AAD 

(7-Aminoactinomycin D) zugesetzt wird, der nur in tote Zellen eindringen kann und 

dort an DNA bindet. Auf diese Weise werden tote und schwer beschädigte Zellen 

markiert. Nach Anregung durch den monochromen Laser des Durchflusszytometers

wird der Farbstoff bei 647 nm detektiert und zur Gesamtzellzahl ins Verhältnis 

gesetzt. Die auf diese Weise durchgeführten Messungen ergaben sehr eindeutige 

Ergebnisse. Um nicht nur das Verhältnis der lebenden zu den toten Zellen, sondern 

auch deren absolute Zahl zu bestimmen, werden  Flow-Check-Fluorospheres und 

Flow-Check 770 Fluorospheres im Verhältnis 1:1 gemischt und mit diesen das 

Durchflusszytometer geeicht. Führt man nun die Messung mit dem Totfarbstoff 

durch, so setzt das Durchflusszytometer die gemessene Zellzahl zur Eichung ins 

Verhältnis und berechnet daraus die absolute Zellzahl. 

Im Folgenden ist als Beispiel für die durchflusszytometrischen Analysen eine 

Messung von Tumorzellen und deren Färbung mit 7-AAD dargestellt (Abb. 23 a-c).
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Abb. 23 a-c: Durchflusszytometrische Messungen. a) Einstellung des Durchflusszytometers mit Flow-Chek-Beads. 
(Die den Flow-Count-Beads entsprechenden grünen Punkte befinden sich in dem kleinen schwarzen Kästchen.) b) 
Dargestellt ist das gating, bei dem die zu untersuchenden Zellen ausgewählt werden. In diesem Fall wurden alle 
Zellen ausgewählt, wodurch 95% der Zellen im Gate sind. c) In einer Lebend-Tod-Färbung wird der Anteil der 
lebenden Zellen einer Zellsuspension ermittelt. Die farbig dargestellten Zellen auf der linken Seite (75,4%) zeigen 
keine Fluoreszenz und leben somit. Die auf der rechten Seite grau dargestellten Zellen weisen Fluoreszenz auf, da 
sie mit 7-AAD, einem die DNA färbenden Fluoreszenzfarbstoff, markiert sind. 

Nachdem das Durchflusszytometer mit den Flow-Check-Beads eingestellt ist (siehe 

Abb. 23 a: die grünen Punkte, die den Flow-Check-Beads entsprechen, befinden sich 

weitgehend in dem kleinen schwarzen Kästchen rechts im Bild), werden die zu 

untersuchenden Zellen ausgewählt (so genanntes „gating“). In diesem Fall wurden alle 

Zellen ausgewählt, weshalb sich 95,0% der Zellen im Gate befinden (die dünne 

schwarze Linie umfasst fast alle Zellen), da die Überlebenszahl der Zellen insgesamt 

und unabhängig von der Zellart bestimmt werden sollte (Abb.23 b). 

Die durchgeführte Totfärbung separiert die Zellen klar in zwei Populationen (Abb. 23 c): 

links im Bild finden sich die lebenden Zellen, die frei von Fluoreszenz sind (hier ist 

fluoreszenzfrei als Fluoreszenz < 30 definiert). Von der Population der lebenden grenzt 

sich klar erkennbar die Population der toten Zellen ab. 

c)a)

c)a)

b)

c)a)

c)a)
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Um einen ersten Eindruck von den Möglichkeiten der Gewebebearbeitung zu gewinnen, 

wurden als Vorversuche sowohl Leber- als auch Milzproben mit einem Skalpell in etwa 

1 mm große Stücke geschnitten und durch ein engmaschiges Metallsieb gedrückt. Nach 

entsprechender Weiterverarbeitung (vgl. Material und Methoden) und im Falle der 

Leber- und Tumorverarbeitung nach Enzymverdau wurden beide Gewebearten nach 

abschließender Zentrifugation durch Filteraufsätze (50 µm) gefiltert. Die auf diese 

Wiese gewonnenen Milzzellen waren zufriedenstellend homogen suspendiert, die 

Leber- und Tumorzellen hingegen waren trotz des Enzymverdaues nicht ausreichend 

vereinzelt, wodurch ein großer Teil der Zellen in den Filteraufsätzen zurückblieb; 

zusätzlich neigten diese Zellen nach dem Filtern so stark zum Verklumpen, das eine 

Analyse im Durchflusszytometer nicht möglich war. 

Durch Variation der Dauer des Enzymverdaus und Vergleich der ausschließlichen 

Zellseparation durch Passagieren durch das Sieb mit der Vereinzelung durch die 

Behandlung mit dem Enzymgemisch stellte sich heraus, dass eine kurze Behandlung 

mit den Enzymen sowohl die effektivste als auch schonendste Methode der 

Zellvereinzelung darstellt: Nicht nur, dass sich beim Filtern durch die Filteraufsätze 

kaum Rückstände fanden, die Zahl der lebenden Zellen betrug nach vier Stunden 

enzymatischer Behandlung im Lebergewebe 27,9% gegenüber nur 19,1% lebender 

Zellen nach Vereinzelung mittels des Siebes. Der Vergleich der Zahl lebender Zellen in 

der Suspension ergab 53% Überlebende nach zweistündigem Verdau gegenüber 

25,8% lebenden Zellen nach vierstündigem Verdau. Da dies eine steigende Zahl 

lebender Zellen mit sinkender Zeit der Enzymbehandlung vermuten lässt, die 

mechanische Beanspruchung der Zellen beim Pressen durch das Sieb andererseits 

aber ebenfalls problematisch ist, musste das Gewebe möglichst schonend zerkleinert 

werden, um die zur Zellvereinzelung nötige Enzymbehandlung verkürzen zu können. 

In einem nächsten Durchgang wurden die Gewebe durch eine Edelstahl-

Knoblauchpresse mit gut passendem Stempel gepresst, anstatt sie mit dem Skalpell zu 

zerkleinern und durch das Sieb zu pressen. Dann wurde nach dem zuvor 

beschriebenen Protokoll weiter gearbeitet, wobei die Inkubationszeit auf eine Stunde 

reduziert wurde und dem Filtern der Leber- und Tumorzellsuspension durch die 

Filteraufsätze nur noch eine Zentrifugation folgte. Die Präparation der Leber- und 

Tumorzellen auf diese Weise erbrachte deutlich bessere Ergebnisse als bei dem ersten 
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Versuch: die Zellen waren nach der Inkubation mit den Enzymen besser vereinzelt als 

nach der vorherigen Bearbeitung mit dem Skalpell und neigten weniger zur 

Verklumpung. Für die Bearbeitung der Milz hingegen erwies sich die Knoblauchpresse 

als wenig geeignet, da ein großer Teil des Gewebes in der Presse zurück blieb, 

weshalb die Milz im Folgenden wie schon zuvor mit dem Skalpell und dem Sieb 

zerkleinert wurde. 

Die Präparation der Tiere ergab im folgenden bis zu 90,5% lebende Zellen aus 

Tumorgewebe und bis zu 90,3% lebende Zellen aus Milzgewebe. Allerdings fiel eine 

große Schwankungsbreite der Zahl der überlebenden Zellen der verschiedenen Tiere 

auf, gab es doch auch Zellsuspensionen, die nur 41,5% lebende Zellen aus 

Tumorgewebe oder nur 19,5% lebende Zellen aus Milzgewebe enthielten. Beim 

Auftragen der Zahl der überlebenden Zellen in der Reihenfolge der Präparation der 

Tiere zeigte sich für die Milzzellen eine deutliche Abhängigkeit des Zellüberlebens von 

der Zeit, die bis zur Weiterverarbeitung verging. 

Tag 1: Überleben der Milzzellen
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Abb. 24: Überlebende Milzzellen in % nach der Zellseparation in der zeitlichen Reihenfolge der Präparationen (Am 
ersten Tag wurden sechs Tiere präpariert). 
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Tag 2: Überleben der Milzzellen
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Abb. 25: Überlebende Milzzellen in % nach der Zellseparation in der zeitlichen Reihenfolge der Präparationen am 
zweiten Tag. Wie schon an den Werten der am ersten Tag präparierten Tiere zu sehen ist, steigt die Überlebensrate 
der Zellen, je näher der Zeitpunkt der Präparation an dem der Weiterverarbeitung liegt. (Am zweiten Tag wurden 
vierzehn Tiere präpariert.) 

Da die Milzzellen entweder bis zur Weiterverarbeitung auf Eis aufbewahrt wurden oder 

aber direkt mit ACK-Puffer die Erythrozyten lysiert wurden und zwischen diesen beiden 

Behandlungsweisen keine Unterschiede erkennbar waren, liegt die Vermutung nahe, 

dass das Überleben der Zellen von der Gesamtdauer von der Präparation bis zur  

durchflusszytometrischen Analyse für das Überleben der Zellen entscheidend ist. 

Für die Tumorzellen sieht dies ganz anders aus: Es findet sich auch hier eine Differenz 

in der Zahl der überlebenden Zellen, die allerdings deutlich kleiner ist als die der 

Milzzellen und die nicht vom Zeitpunkt der Weiterverarbeitung abzuhängen scheint. 
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Tag 1: Überlebende Tumorzellen 
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Abb. 26: Überlebende Tumorzellen in % nach der Zellseparation in der zeitlichen Reihenfolge der Präparationen 
(Am ersten Tag der Präparationen wurden die Tumoren von vier Tieren weiterverarbeitet). 

Tag 2: Überlebende Tumorzellen
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Abb. 27: Überlebende Tumorzellen in % nach der Zellseparation in der zeitlichen Reihenfolge der Präparationen. Es 
ist kein Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt der Präparation und dem der Weiterverarbeitung in Bezug auf das 
Überleben der Zellen zu erkennen. (Am zweiten Tag der Präparationen wurden die Tumoren von zehn Tieren 
weiterverarbeitet.) 
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In den aufgeführten Graphiken sind die Tiere in der Reihenfolge der Präparation 

dargestellt. Man kann davon ausgehen, dass für je zwei Tiere etwa eine Stunde 

Präparationszeit benötigt wurde. Die Tumorzellen wurden nun teils sofort mit den 

Enzymen verdaut, teils vor dem Verdau eine Stunde auf Eis gelagert. Nach der 

Enzymbehandlung folgten die Zentrifugation und die Aufnahme in Medium A. Die Zellen 

wurden nun alle auf Eis gelagert, bis alle Gewebe für die durchflusszytometrische 

Analyse bereit waren. Weder der Zeitpunkt des Enzymverdaus, noch die Dauer der 

anschließenden Lagerung auf Eis haben hierbei einen entscheidenden Einfluss auf das 

Überleben der Zellen. 

Die weitere Untersuchung der Zellsuspensionen auf das Vorhandensein verschiedener 

Immunzellen sowie deren Differenzierung führten im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit 

nicht zu verwertbaren Ergebnissen. 

3.6 Histologische Analyse der Immunzellinfiltrate in den Tumoren und 

dem Lebergewebe 

3.6.1 Etablierung von Histologieprotokollen  

Als Vorversuch wurden Schnitte in zwei Dicken (5 µm und 10 µm) angefertigt und diese 

dann entweder in 100% Methanol (-20°C), in 30% Aceton / 70% Methanol (-20°C) oder 

in 4% Paraformaldehyd (PFA) für 30 min fixiert. Die nun zur Begutachtung der 

Morphologie durchgeführte Färbung mit Hämatoxylin ließ deutlich erkennen, dass 

Paraformaldehyd das morphologisch beste Ergebnis brachte. Da es sich bei dem 

geschnittenen Gewebe hauptsächlich um teils nekrotischen Tumor handelte, sahen die 

Schnitte bei 10 µm deutlich besser aus als die 5 µm dicken. Reines Lebergewebe 

hingegen lässt sich gut bei 5 µm schneiden, der Vergleichbarkeit halber wurde bei den 

vorliegenden Schnitten jedoch auch hier die Dicke von 10 µm gewählt. 
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Die teils relativ stark aufgeweiteten Sinusoide der Leberschnitte sind möglicherweise 

auf das verhältnismäßig große Perfusionsvolumen zurückzuführen, durch das 

andererseits aber die Erythrozyten nahezu restlos entfernt werden konnten. 

Für immunhistologische Färbungen sollte in unserem Labor ein Färbeprotokoll unter 

Verwendung von Fast Red etabliert werden, bei dem mit Hämatoxylin gegengefärbt 

wird.

Fast Red ist das Substrat der Wahl für Antikörper, die an alkalische Phosphatase 

gebunden sind, und ergibt eine intensive Rotfärbung der spezifisch angefärbten 

Bereiche. Hämatoxylin färbt das Chromatin der Zellkerne und einige Bestandteile des 

Zytoplasmas blau an. 

Zur Färbung wurden die bei –20°C gelagerten Schnitte 30 min in 100% Methanol (-

20°C) fixiert und anschließend in PBS (4°C) gewaschen. Nun wurden die Schnitte 

gemäß der Arbeitsanleitung des APAAP-Systems mit Kaninchenserum in Tris-Puffer 

(1:20) 10 min lang inkubiert, einmal in Tris-Puffer gespült (1 min) und sodann 60 min mit 

dem primären Antikörper (1:50 in der 1:20-Mischung aus Serum und Tris-Puffer) bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in Tris folgten zwei je 

sechzigminütige Inkubationen: die erste mit dem Dualsystem-Brückenantikörper (1:100 

in Tris), die zweite mit dem Dualsystem-APAAP-Komplex (1:100 in Tris), zwischen 

denen zweimal mit Tris gewaschen wurde. Es folgt eine erneute Inkubation mit dem 

Dualsystem-Brückenantikörper (1:100 in Tris) - diesmal für 15 min – und nach erneutem 

zweimaligem Spülen in Tris eine weitere fünfzehnminütige Inkubation mit dem 

Dualsystem-APAAP-Komplex (1:100 in Tris). Anschließend wurden die Schnitte unter 

Leitungswasser gespült und im Anschluß bei Raumtemperatur mit Fast Red-Reagenz 

überschichtet. Die unter dem Mikroskop verfolgte Entwicklung wurde nach 40 min durch 

Spülen in Leitungswasser beendet und eine Gegenfärbung mit Hämatoxylin 

durchgeführt. Nach 6 min in der Färbelösung wurden die Schnitte 10 min lang unter 

fließendem Leitungswasser gebläut und die Schnitte im Folgenden mit 

Glycerolgelantine eingedeckelt. 

Da das Färbeergebnis nicht zufrieden stellend war, wurden nun nach und nach 

Veränderungen im Protokoll vorgenommen, um eine deutliche spezifische Anfärbung  

zu erzielen. Hierzu wurden im ersten Schritt die Inkubationszeiten für die jeweils zweite 

Inkubation der Dualsystem-Antikörper von 15 min auf 25 min erhöht. Auch die Fast 
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Red-Entwicklungszeit wurde variiert. Da dies alles keine Veränderung brachte, wurden 

die Schnitte nun über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper inkubiert, wobei das 

Protokoll sonst wie zuvor durchgeführt wurde (1. Inkubation mit Dualsystem-Antikörpern 

je 30 min, 2. je 15 min). Eine spezifische Anfärbung ließ sich nun zwar erkennen, doch 

überzeugte das sich ergebende Bild nicht durch seinen Gesamteindruck, erschien doch 

die spezifische Anfärbung noch immer etwas undeutlich vor einem nur mäßig zu 

erkennenden Gewebshintergrund. Aus diesem Grund galt es, ein anderes Protokoll zu 

finden, das zu einer klareren Abhebung der spezifischen Anfärbung vom 

Gewebshintergrund führt. 

Bei dem als Ersatz gewählten Protokoll handelt es sich um ein Peroxidase-

Antiperoxidase-Protokoll in Kombination mit einem Avidin-Biotin-Komplex (ABC). Die 

Gegenfärbung erfolgt mit Kernechtrot. 

Durch die Entwicklung der Peroxidaseaktivität stellen sich die spezifisch angefärbten 

Stellen dunkelbraun bis tief violett dar, während Kernechtrot die Kerne rot und das 

Zytoplasma leicht rosa anfärbt. 

Die für dieses Färbeprotokoll durchgeführten Vorversuche hatten zwei Probleme zum 

Thema: Die verwendete Antikörperkonzentration sollte überprüft werden und 

Hintergrundphänomene, die bei der Verwendung eines ähnlichen Protokolls aufgetreten 

waren, sollten beseitigt werden. Hierzu wurden in 4% PFA fixierte Schnitte teils direkt, 

teils nach Blocken der endogenen Peroxidase mit 3% H2O2 in Methanol (-20°C) sowohl 

mit als auch ohne Mausserum mit verschiedenen Konzentrationen primärer Antikörper 

inkubiert. Als Antikörperverdünnungen wurden 1:50, 1:100 und 1:200 gewählt. Die 

anschließende Begutachtung ergab, dass die mit H2O2 geblockten Schnitte nicht 

notwendigerweise weniger Hintergrund aufwiesen als die nicht geblockten. Der Zusatz 

von Mausserum scheint ebenfalls kaum Einfluss auf die Bildqualität zu haben. 

Die optimierten Histologieprotokolle finden sich im entsprechenden Abschnitt des 

Kapitels Material und Methoden. 
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3.6.2 Auswertung der Histologien 

Die Färbung histologischer Schnitte mit spezifischen Antikörpern wurde durchgeführt, 

um einen Eindruck vom Vorkommen und der Verteilung verschiedener Immunzellen zu 

erhalten und zu überprüfen, ob der Tumor B7-1-positiv ist und sich gleichzeitig einen 

Überblick über die Präsenz aktivierter B-Zellen und Monozyten zu verschaffen. 

PBS-Gruppe 

Die Tiere der PBS-Gruppe zeigten im behandelten Tumor vereinzelte Makrophagen und 

in der Leber einige wenige CD4+-Zellen, Makrophagen und NK-Zellen. 

Ad-0-Gruppe 

In der zweiten – mit Ad-0 behandelten – Kontrollgruppe fand sich in der Leber erneut 

eine Infiltration mit NK-Zellen, diesmal zusammen mit einigen Makrophagen. Der 

behandelte Tumor wies einige CD8+- und vereinzelte CD4+-Zellen auf; NK-Zellen 

fanden sich kaum. Im unbehandelten Tumor war eine leichte Infiltration mit CD8+-Zellen 

und eine mäßige mit NK-Zellen zu erkennen; Makrophagen fanden sich nur vereinzelt. 

Ad-1-Gruppe 

Ad-1, der nur für IL-12 kodierende Vektor, sorgte im behandelten Tumor für eine 

Infiltration mit einigen CD4+-, CD8+- und NK-Zellen. In der direkten Umgebung von 

Gefäßen und vereinzelt sogar im Gewebe befanden sich Makrophagen. Der 

unbehandelte Tumor wies im Gefäßbereich einige NK-Zellen und Makrophagen auf. Die 

Leber zeigte eine massive Infiltration mit Makrophagen, die die Bereiche um die 

Zentralvene aussparte. Des Weiteren war sie deutlich von NK-Zellen infiltriert und auch 

CD4+- sowie CD8+-Zellen kamen vor. 

Ad-2-Gruppe 

Der an den Schnitten der Ad-2-behandelten Tiere gewonnene allgemeine Eindruck 

deckte sich mit den anhand der Tumormassen gemachten Beobachtungen: bei den 

Ad2-behandelten Tieren, deren Tumorvolumina über den gesamten 
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Beobachtungszeitraum im Mittel progressiv waren, fand sich im behandelten Tumor 

keine nennenswerte Infiltration mit Makrophagen, CD4+ oder CD8+ T-Lymphozyten; 

NK-Zellen fanden sich nur vereinzelt. Im unbehandelten Tumor dieser Tiere war eine 

stellenweise Infiltration durch CD4+-Zellen festzustellen, und es gab vereinzelt 

Makrophagen. Die Leber dieser Tiere zeigte eine deutliche Anzahl von NK-Zellen sowie 

eine erneut die Zentralvene aussparende massive Infiltration mit Makrophagen. CD4+- 

und CD8+-Signale fanden sich nur vereinzelt. 

Ad-3-Gruppe 

Ad-3 nun schließlich sorgte für eine Infiltration des unbehandelten Tumors mit CD4+- 

CD8+- und NK-Zellen, der behandelte Tumor war frei von Immunzellen. In der Leber 

dieser Tiere fanden sich nur einige wenige CD4+- und CD8+-Zellen, jedoch wie schon 

bei den Ad-1- und Ad-2-Tieren eine deutliche Infiltration mit NK-Zellen und 

Makrophagen.

Aufgrund der Art der Anfärbung wurde deutlich, dass der Tumor nicht B7-1-positiv ist. 

Es fanden sich jedoch bei allen Tieren Anfärbungen (häufig den Bereich der 

Zentralvene aussparend), die auf aktivierte Immunzellen (aktivierte B-Zellen, 

Monozyten) zurückzuführen sind. Diese waren in den Lebern der behandelten Tiere 

(Ad-1, Ad-2, Ad-3) deutlich häufiger als in denen der Kontrolltiere (PBS, Ad-0). Im 

behandelten Tumor zeigte sich eine verstärkte Anfärbung bei Ad-1-behandelten 

Tieren, die anderen Tiere wiesen eine etwa gleichstarke Infiltration mit aktivierten 

Immunzellen auf. 
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Abb. 28: Dargestellt sind in der oberen Reihe Schnitte der Leber eines Ad-1-behandelten Tieres 

ohne primären Antikörper, in der Zeile darunter das gleiche Gewebe mit Makrophagenantikörper 

als primärem Antikörper. Darunter ist in gleicher Weise Tumorgewebe desselben Tieres zu sehen. 

In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergrößerung, auf der rechten in 400facher 

Vergrößerung. 
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Abb. 29: CD4+ Leber. Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit CD4+-Zellen bei den 

unterschiedlichen Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher 

Vergrößerung, auf der rechten in 400facher Vergrößerung 
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Abb. 30: CD4+ Tumor. Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit CD4+ Zellen bei den unterschiedlichen 

Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergrößerung, auf der rechten in 

400facher Vergrößerung.
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Abb. 31: Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit CD8+-Zellen bei den unterschiedlichen 

Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergrößerung, auf der rechten in 

400facher Vergrößerung.  
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Abb. 32: Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit CD8+-Zellen bei den unterschiedlichen 

Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergrößerung, auf der rechten 

in 400facher Vergrößerung. 
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CD161+ Leber
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Abb. 33: Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit CD161-positiven Zellen bei den 

unterschiedlichen Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher 

Vergrößerung, auf der rechten in 400facher Vergrößerung. 
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CD161+ Tumor

Ad-3

Ad-2

Ad-1

Ad-0

PBS

Abb. 34: Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit CD161-positiven Zellen bei den 

unterschiedlichen Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher 

Vergrößerung, auf der rechten in 400facher Vergrößerung. 

X 100 X 400 
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Makrophagen Leber

PBS

Ad-0

Ad-1

Ad-2

Ad-3

Abb. 35: Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit Makrophagen bei den unterschiedlichen 

Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergrößerung, auf der 

rechten in 400facher Vergrößerung. 

X 100 X 400 
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Makrophagen Tumor 

PBS

Ad-0

Ad-1

Ad-2

Ad-3

Abb. 36: Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit Makrophagen bei den unterschiedlichen 

Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergrößerung, auf der 

rechten in 400facher Vergrößerung. 

X 100 X 400 
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CD80+ Leber

PBS

Ad-0

Ad-1

Ad-2

Ad-3

Abb. 37: Dargestellt ist die Infiltration der Leber mit CD80+-Zellen bei den unterschiedlichen 

Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergrößerung, auf der 

rechten in 400facher Vergrößerung. 

X 100 X 400 
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CD80+ Tumor

Ad-3

Ad-2

Ad-1

Ad-0

PBS

Abb. 38: Dargestellt ist die Infiltration des Tumors mit CD80+-Zellen bei den unterschiedlichen 

Behandlungsarten. In der linken Spalte sieht man Schnitte in 100facher Vergrößerung, auf der 

rechten in 400facher Vergrößerung. 

X 100 X 400 
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4 Diskussion 

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden Daten über die Entwicklung des 

Tumorvolumens, der Leberenzyme GOT und GPT sowie über den Gewichtsverlauf der 

behandelten Tiere erhoben. Des Weiteren wurden immunhistochemische Färbungen 

von Leber- und Tumorgewebe angefertigt, um einen Überblick über die Infiltration mit 

Immunzellen zu gewinnen und ein Protokoll zur Lebendzellpräparation etabliert. 

4.1 Gewichtsverläufe 

Veränderungen des Körpergewichtes können als Indikator für den Allgemeinzustand 

der Ratten gewertet werden. Die Ergebnisse der Gewichtsbetrachtung zeichnen die 

anhand der Entwicklung der Tumorvolumina gemachten Beobachtungen nach: Die 

Tiere der PBS-, Ad-0- und Ad-2-behandelten Gruppen, die ein im Mittel verhältnismäßig 

großes Tumorvolumen hatten, zeigen eine stetige Gewichtsabnahme. Im Gegensatz 

dazu ist in den Ad-1- und Ad-3-Behandlungsgruppen ab der fünften Woche nach der 

Tumorimplantation (drei Wochen nach der Vektorgabe) eine Gewichtszunahme 

festzustellen, die auf eine Verbesserung des Allgemeinzustandes der Tiere schließen 

lässt und mit einer Abnahme des Tumorvolumens einhergeht. 

4.2 Behandlungsverlauf anhand der Tumorvolumina 

Bis auf die PBS-Gruppe ist das Startvolumen der Tumoren in den verschiedenen 

Behandlungsgruppen etwa gleich. Die geringere Startgröße der Tumoren der PBS-Tiere 

ist auf das Fehlen des linken Tumors zurückzuführen. Diese Tiere wurden als PBS-

Gruppe gewählt, um sicherzustellen, dass keine der Behandlungsgruppen einen Vorteil 

gegenüber der anderen hat. Ein Vorteil einer Kontrollgruppe gegenüber den 

Behandlungsgruppen ist hingegen durchaus zu akzeptieren. Die Tumorvolumina der 

PBS-, Ad-0- und Ad-2-behandelten Tiere nehmen im Mittel kontinuierlich zu, wobei sich 

die Ad-2-Gruppe nicht wesentlich von den Kontrolltieren unterscheidet. Bei den Ad-1- 
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und den Ad-3-behandelten Tieren ist ab der dritten Woche nach Virusgabe (fünf 

Wochen nach Tumorimplantation) ein klarer Rückgang des Tumorvolumens zu 

verzeichnen.

Da die Entwicklung der Tumoren bei den Ad-2-behandelten Tieren anders verlief als in 

den beiden Studien bei höherer Dosis – ein Verlauf ähnlich dem der Ad-1 oder Ad-3-

Gruppe schien danach wahrscheinlicher als der gefundene Verlauf, der eine große 

Ähnlichkeit mit den Kontrollgruppen aufweist–, wurde der Verlauf mit den 

Starttumorvolumina korreliert. Es war keine direkte Abhängigkeit des 

Krankheitsverlaufes von der Starttumorgröße festzustellen, wobei die Verläufe der Tiere 

mit einem Starttumorvolumen von 0,40-0,75 cm3 genau den im Mittel gemachten 

Beobachtungen entsprachen. Bei den Startvolumina <0,40 cm3 bestätigt sich diese 

Tendenz mit der Ausnahme eines Ad-2-behandelten Tieres, das eine vollständige 

Tumorregression aufweist und eines Tieres, das eine Woche nach PBS-Gabe tumorfrei 

war. Zu bemerken ist hierbei, dass das geheilte Ad-2-Tier mit einem Tumorstartvolumen 

von 0,14 cm3 deutlich unter 0,40 cm3 lag. Viel erstaunlicher jedoch erscheint die 

Heilung des Tieres nach PBS-Gabe, die sicher durch das extrem kleine 

Tumorstartvolumen von nur 0,06 cm3 begünstigt wurde und möglicherweise durch eine 

allgemeine Stimulierung des Immunsystems durch die Operationen zur Tumor- und 

Virusinokulation oder aber durch eine vorbestehende Fähigkeit dieses Tieres, eine 

Immunantwort gegen diese Tumorzelllinie auszubilden, schließlich zur Heilung führte. 

Auch wurde in mehreren Studien eine nicht tumorspezifische Immunstimulation - zum 

Beispiel durch bakterielle Infektionen oder Komponenten von Bakterienzellmembranen - 

beobachtet (Thatcher et al. 1979), die zum Teil eine vollständige Tumorregression 

hervorrufen konnte (Nagorsen et al. 2002, Ehrenfeld et al. 1994). 

Weshalb der Ad-2-Vektor so schlecht im Verhältnis zu Ad-1 und Ad-3 abschneidet, lässt 

sich nicht einwandfrei klären. Da bei höheren Dosen gerade für Ad-2 und Ad-3 ähnliche 

Wirksamkeiten gefunden wurden (Wähler 2003), wäre es möglich, dass Ad-2 bei einer 

Dosis von 1 x 106 für die Induktion einer Antitumorantwort nicht ausreicht, wenn nicht 

der Tumor besonders klein ist. Aufgrund der kleinen Gruppen von nur je sechs Tieren 

wurde allerdings nur eine Ad-2-Charge verwendet, so dass auch die Möglichkeit 

besteht, dass die verwendeten Vektoren ihre Aktivität verloren haben. 
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Bei einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe mit 2,3 X 107 i. u. fand sich bei einer 

Gruppengröße von zehn Tieren eine Überlebensrate von 90%, die überlebenden Tiere 

waren nach sieben Wochen tumorfrei (Waehler et al. 2005). Im Vergleich dazu erzielten 

Barajas et al. (2001) z.B. mit einer Dosis von 5 X 109 pfu eines adenoviralen Vektors, 

der für IL-12 (AdCMVIL-12) kodierte, eine totale Tumorregression in nur 50% der 

behandelten Tiere mit einer Langzeitüberlebensrate von 60%. In der vorliegenden 

Studie wurde nun mit einer Virusdosis von 1 X 106 teils eine nahezu vollständige 

Tumorreduktion mit dem für single-chain IL-12 kodierenden Ad-1 erzielt. Im Einzelnen 

fand sich eine fast vollständige Tumorreduktion bei 50% der Tiere bei einer 

Überlebensrate von 67%. Ein Tier zeigte ein deutlich progressives Tumorwachstum. 

Einer der Hauptgründe für die guten Erfolge mit den verwendeten Vektoren mag in der 

Verwendung von single-chain IL-12 (scIL-12) liegen. Der Vorteil hierbei könnte u. a. 

sein, das beim scIL-12 die Bildungsrate bei nahe 100% liegen dürfte, was sich bei 

nativem IL-12 durchaus anders darstellt, muss dieses sich doch erst aus den beiden 

Untereinheiten (p40 und p35) bilden (vgl. Wolf et al. 1991), woraus eine niedrigere 

Bildungsrate resultieren mag. Auch eine höhere Rezeptoraffinität für single-chain IL-12 

als für natives IL-12 ist denkbar, jedoch noch nicht ausreichend untersucht; gleiches gilt 

für die in vivo Halbwertszeit von scIL-12. 

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen lässt sich in 

dieser Studie nicht nachweisen, was aufgrund der geringen Gruppenstärken allerdings 

nicht erlaubt, auf ein Fehlen eines solchen Unterschiedes zu schließen. 

4.3 Serumanalysen 

Den Erwartungen entsprechend sinkt die Serumaktivität von GOT und GPT bei Tieren 

mit einem Tumorendvolumen < 1 cm3 unter die Werte derselben Tiere zwei Wochen 

nach Tumorinokulation, da die Tumoren zu diesem Zeitpunkt größer waren als vier 

Wochen nach der Behandlung. Ebenso den Erwartungen entsprechend waren die 

Ergebnisse der Tiere mit einem Tumorendvolumen > 1 cm3, weil bei diesen Tieren die 

Tumoren vier Wochen nach der Behandlung in den meisten Fällen um ein Vielfaches 
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größer sind als direkt vor der Behandlung. Dies zeigt deutlich die Abhängigkeit der 

Serumenzymaktivität von der Größe der Tumoren und der damit verbundenen 

Leberschädigung. Laut dem Ergebnis des GOT/GPT-Quotienten, der eine Aussage 

über die Schwere einer Leberzellschädigung erlaubt, ergibt sich für die Ad-2-Gruppe 

eine schwerer werdende Leberschädigung. Für die Ad-1- und Ad-3-Tiere bleibt die 

Schädigung im Mittel gleich, wohingegen die Schwere der Zellschädigung bei den 

Kontrolltieren trotz stetig steigender Serum-GOT- und GPT-Aktivität nach dem 

GOT/GPT-Quotienten abnähme. Hier stellt sich die Frage, wie aussagekräftig der 

GOT/GPT-Quotient bei Ratten ist bzw., ob sich die Verteilung der Enzyme auf die 

Zellkompartimente nicht deutlich von der des Menschen unterscheidet, so dass 

jedenfalls eine Aussage gemäß der Regel „Werte größer 1 entsprechen einer 

schweren, Werte kleiner 1 einer leichten Leberzellschädigung“ nicht notwendigerweise 

möglich ist. 

Die Untersuchung der Serum-GOT- und GPT-Werte ist besonders deshalb von 

Bedeutung, weil sich bei einigen Tieren eine teils massive Infiltration der Leber und der 

Tumoren mit Immunzellen findet, die zu starken Leberschädigungen führen könnte. Da 

nun aber die Serumwerte der Tiere mit einem Tumorendvolumen < 1 cm3 eine sehr 

niedrige GOT- und GPT-Aktivität aufweisen, scheint dies bei den Tieren, die erfolgreich 

behandelt wurden, nicht der Fall zu sein. Die Immunzellinfiltration scheint auch nicht für 

die bei Tieren mit einem Tumorendvolumen > 1 cm3 teils sehr hohen GOT- und GPT-

Werte verantwortlich zu sein, finden sich diese doch genauso bei Kontrolltieren, deren 

Leber und Tumoren kaum eine Infiltration mit Immunzellen aufweisen. Hier ist die 

Schädigung der Leberzellen wohl eher auf das destruktive Tumorwachstum 

zurückzuführen.
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4.4 Methodenvalidierung der Zellpräparation und Lebend-Tod-

Färbung

Die Gewinnung und Vereinzelung lebender Zellen aus Milz, Leber und Tumor erbrachte 

die gewünschten Ergebnisse, lag das Überleben der Tumorzellen doch bei bis zu 

90,5%. Bis auf die Zellen eines Tieres (41,5% lebende Zellen) fanden sich für alle 

anderen Tumoren Überlebensraten von über 50%. Dies sind Ergebnisse, die es 

wahrscheinlich erscheinen lassen, dass man diese Zellen erneut in Kultur nehmen 

könnte, um erneut Untersuchungen an ihnen durchführen zu können (verändertes 

Protokoll nach Dessureault et al. 1999). 

Die langfristig angestrebte Untersuchung dieser Zellen auf bestimmte 

Oberflächenmoleküle mit spezifischen Antikörpern mittels Durchflusszytometrie führte 

im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht zu Ergebnissen. 

4.5 Histologische Untersuchungen zur Infiltration des Tumor- und 

Lebergewebes mit Immunzellen 

In den histologischen Schnitten lässt sich teilweise eine deutliche Infiltration mit 

Immunzellen nachweisen.  

Wie erwartet zeigen die Kontrolltiere (PBS- und Ad-0-Gruppe), die ein stetiges 

Tumorwachstum aufwiesen, kaum infiltrierende Immunzellen in der Leber oder dem 

Tumor. Der Ad-2-Vektor zeigt eine ähnlich geringe Wirksamkeit wie der Ad-0-Vektor 

und PBS. Da Ad-1 im Gegensatz dazu eine deutliche Infiltration hervorruft, wird 

deutlich, dass durch das vektorkodierte IL-12 allein eine effektive 

Antitumorimmunantwort induziert werden kann. Die Kombination aus IL-12, 4-1BBL und 

IL-2, für die Ad-3 kodiert, bewirkt ebenfalls eine klare Tumorregression, was die 

Möglichkeit, IL-12 und 4-1BBL könnten in diesem Fall antagonistisch wirken, sehr 

unwahrscheinlich erscheinen lässt, zumal Mogi et al (2000) für 4-1BBL eine größere 
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Effektivität für die direkte Antigenpräsentation durch Tumorzellen in der primären 

Antitumorantwort als durch CD80 für möglich halten. 

Die Fähigkeit des IL-12, die Proliferation von NK-Zellen zu induzieren (Prussia et al. 

1992) und deren Reaktion mit dem Gefäßendothel zu fördern (Allavena et al. 1994), 

zeigt sich in den Gewebeschnitten der Ad-1-Gruppe, die sämtlich NK-Zellen aufwiesen. 

Ähnlich war dies bei Ad-3-behandelten Tieren, wobei sich im behandelten Tumor selbst 

allerdings keine NK-Zellen fanden. Im Gegensatz dazu fanden sich bei den PBS-Tieren 

im Tumor keine, in der Leber nur vereinzelte NK-Zellen, und auch die Ad-0-Tiere 

wiesen eine geringere NK-Zell-Infiltration der Leber und des Tumors auf als Ad-1- oder 

Ad-3-behandelte Tiere. 

Ebenso verhält es sich mit den CD4+- und den CD8+-Zellen: sie scheinen im Rahmen 

einer leichten Entzündungsreaktion durch die Inokulation des Vektors vereinzelt 

einzuwandern (Ad-0-Gruppe), finden sich bei behandelten Tieren (Ad-1 und Ad-3) 

jedoch in größerer Zahl. Da beide Zellarten durch IL-12 angeregt werden können, IFN

zu produzieren (Manetti et al. 1994), das seinerseits sowohl auf Tumorzellen (Gee et al. 

1999) als auch die Angiogenese wirkt (Voest et al. 2003), erscheint eine wesentliche 

Bedeutung für die Tumorregression wahrscheinlich. Die möglichen Gründe für die bei 

der Ad-2-Gruppe nur äußerst geringe Infiltration mit Immunzellen (vergleichbar der 

Reaktion der Ad-0-Gruppe) wurde oben bereits ausführlich erläutert, wobei zu 

bemerken ist, dass die Infiltration mit NK-Zellen kaum schwächer ausfällt als die der Ad-

1- und Ad-3-Tiere. Die im Verhältnis zur PBS-Gruppe leicht stärkere Immunreaktion der 

Ad-0- und der Ad-2-Gruppe kann auf eine Immunreaktion gegen die adenovirale 

Vektorenhülle zurückzuführen sein (Jooss et al. 2003); ob auch die NK-Zell-Antwort der 

Ad-2-Tiere darauf zurückzuführen ist, ist hingegen unklar. 

Die Anfärbung der Makrophagen wie auch die Färbung auf aktivierte CD4+-, CD8+-, 

NK- und B-Zellen sowie Monozyten (CD80+) erbrachte bei den Ad1-, Ad-2- und Ad-3-

Tieren regelmäßig das Bild den Bereich der Zentralvene aussparender Zellen; beide 

Kontrollgruppen wiesen eine bedeutend geringere Zahl dieser Zellen auf. 

Möglicherweise deutet das bei den behandelten Tieren insgesamt eher spärliche 

Vorkommen von CD4+-, CD8+- und NK-Zellen einerseits und die große Zahl von 

Makrophagen andererseits für eine im Wesentlichen bereits abgelaufene 

Immunantwort, nach der nun Zelltrümmer in großen Mengen durch die Makrophagen 
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beseitigt werden. Gestützt wird diese Vermutung von der Beobachtung, dass das 

Tumorgewebe dieser Tiere zum größten Teil nekrotisch ist, was auch von Cordier et al. 

(1995) bei Behandlung mit IL-2 beobachtet wurde. Die von Mazzolini et al. (1999) 

gemachten Beobachtungen  lassen darauf schließen, dass der Hauptteil der Antitumor-

Immunantwort innerhalb der ersten zwei bis drei Wochen nach Behandlung abläuft, 

waren doch zu diesem Zeitpunkt die meisten Tiere bereits tumorfrei. Dies deckt sich 

auch mit der von unserer Arbeitsgruppe gemachten Beobachtung einer massiven NK-

Zellinfiltration nach zwei Wochen bei mit 2,3 X 107 i. u. Ad.scIL-12 behandelten Tieren 

(Waehler et al. 2005). 

Eine Potenzierung der Fähigkeit des Vektors zur Induktion einer Antitumorantwort von 

dem für IL-12 kodierenden Ad-1 zu dem für IL-12, 4-1 BBL und IL-2 kodierenden Ad-3 

lässt sich in dieser Studie nicht nachweisen. Eine solche Verstärkung des Effektes 

erscheint plausibel, sind doch IL-12 (Hirschowitz et al. 1999, Mazzolini et al. 1999) wie 

auch IL-2 (Hirschowitz et al. 1999, Seidel et al. 1998) allein bekannt dafür, eine 

Tumorregression induzieren zu können. Darüber hinaus wird die Kombination von IL-12 

und IL-2 vielfach als Erfolg versprechend angesehen (Hirschowitz et al. 1999, Caruso et 

al. 1996) und sogar in einigen Fällen beschrieben (Addison et al. 1998, Soiffer et al. 

1993, Rossi et al. 1994, Lode et al. 1999). Wenn Hill et al. (2002) von einer 

verminderten Antitumorwirkung von IL-12 mit IL-2 zusammen berichten, so mag dies 

eher auf eine zeitlich verschiedene Gabe der beiden Interleukine zurückzuführen sein 

als auf ein generelles Problem bei der Kombination der Interleukine. 

Zu bemerken ist bei dieser Auswertung, dass die Untersuchung der Infiltration des 

Tumorgewebes in den drei Behandlungsgruppen (Ad-1, Ad-2, Ad-3) an Tieren 

durchgeführt wurde, die keine übermäßig gute Antitumorreaktion zeigten, da nur bei 

diesen Tieren noch genug Tumormasse für die Histologie vorhanden war. (Zum 

Zeitpunkt der Präparation waren bereits zwei der drei Ad-1-Tiere nahezu tumorfrei, zwei 

weitere waren verstorben. In der Ad-2-Gruppe war die Situation für die 

Präparatgewinnung deutlich besser: nur ein Tier war tumorfrei, so das hier die 

Betrachtung wohl auf jeden Fall als repräsentativ zu gelten hat. Ad-3 wiederum sorgte 

bei drei Tieren für einen fast vollständigen Rückgang des Tumors; ein Tier kam nicht-

tumorbedingt um.) 
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Ausblick

Um eine klare Unterscheidung in der Wirksamkeit der drei Vektoren (Ad-1, Ad-2 und 

Ad-3) zu ermöglichen, gilt es, in einem nächsten Schritt die Homogenität in Bezug auf 

die Starttumorgrößen zu erhöhen. Dazu können Untersuchungen dienen, die an 

solitären transplantierten Tumoren im gleichen HCC-Modell in der Ratte durchgeführt 

werden.

Schließlich bleibt die Möglichkeit, die Virusmenge auf 1 X 105 i. u. zu reduzieren, um auf 

diese Weise eventuell eine klarere Diskriminierung zu erreichen, in der ggf. curative 

Effekte durch IL-12-Expression alleine nicht mehr erreicht werden. 

Aktuelle klinische Ergebnisse genetischer Immuntherapie mit 
Zytokinen

Seit der Fertigstellung der experimentellen Arbeit im Jahre 2003 wurden verschiedene 

klinische Studien zur Tumorgentherapie veröffentlicht, deren Ergebnisse im Folgenden 

kurz umrissen werden sollen. 

So berichten Sangro et al. (2004) über eine Untersuchung an Patienten mit 

fortgeschrittenen Tumoren des Magen-Darm-Traktes, die mit einem IL-12 

exprimierenden Adenovirus behandelt wurden. Der Behandlungserfolg reichte bei den 

untersuchten 21 Patienten von einem Stillstand der Erkrankung (48%) bis zu einer 

Teilremission; in 38% der Fälle schritt die Erkrankung weiter fort. 

In einer weiteren Studie behandelten Heinzerling et al. (2005) neun Melanompatienten 

mit Plasmiden, die für IL-12 kodierten. Hier zeigten fünf Patienten ein deutliches 

Ansprechen des Tumors, das bei zwei Patienten zu einer Totalremission, bei zweien zu 

einer Teilremission und bei einem zu einem gestoppten Tumorwachstum führte. 

In einer zweiten Studie mit Melanompatienten verwendeten Triozzi et al. (2005a) ein für 

IL-12 kodierendes Kanarien-Pocken-Virus zur Behandlung. Die an den neun Patienten 

beobachteten Ergebnisse ohne deutlichen Therapieerfolg (sieben Patienten mit 

fortschreitender Erkrankung, nur ein Patient ohne fortschreitende Krankheit sowie einer 
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mit Tumorregression) führen die Autoren auf eine zu geringe IL-12-Expression als 

wahrscheinlichste Ursache zurück. 

Allen oben genannten Studien ist gemein, dass keine dosislimitierende Toxizität für die 

Behandlung beobachtet wurde, unabhängig davon, ob mit viralen Vektoren oder 

Plasmiden gearbeitet wurde und ob diese für IL-12 oder IL-2 kodierten. Gleiches gilt 

auch für den Kostimulator B7.1 (Triozzi et al. 2005b). Vielmehr fanden sich in den 

meisten Fällen nur leichtere Nebenwirkungen wie Fieber, Schwitzen (Sangro et al. 

2004), Myalgien und Schüttelfrost (Triozzi et al. 2005). Gelegentlich fand sich unter der 

Behandlung auch eine Lymphopenie (Sangro et al. 2004), wie auch schon Trudel sie in 

einem Fall bei der Behandlung des Prostatakarzinoms mit adenoviral exprimiertem IL-2 

beschrieben hatte (Trudel et al. 2003). 

Weiter gestützt werden diese Beobachtungen durch Studien von Pantuck et al. (2004), 

Colombo et al. (2005) und O’Malley et al. (2005), die ebenfalls übereinstimmend über 

keine dosislimitierende Toxizität berichten, sondern nur die im Verhältnis zur 

systemischen Zytokingabe (Lenzi et al. 2002, Leonard et al. 1997) vergleichsweise 

milden Nebenwirkungen beschreiben. 

Zusammenfassend sprechen diese Daten dafür, dass mit der geringen Toxizität der 

beschriebenen Behandlungsformen eine wichtige Voraussetzung für die breitere 

klinische Erprobung genetischer Zytokintherapiekonzepte gegeben ist, die Wirksamkeit 

der verwendeten Vektoren jedoch ausführlich in klinischen Studien an  Patienten 

evaluiert werden muß, arbeiten doch die meisten Tiermodelle – einschließlich dem in 

der vorliegenden Arbeit verwendeten – mit monoklonalen transplantierten Tumoren, 

während man es der Klinik mit polyklonalen Tumoren zu tun hat. Deren Behandlung 

stellt sich als deutlich komplexer dar als die monoklonaler Tumoren, jedoch zeigten die 

oben angeführten Studien durchaus schon vielversprechende Resultate. 

Neben der erzielten Sicherheit der genetischen Zytokinexpression wurden auch 

Hinweise auf eine Wirksamkeit der Zytokine erhalten, die jedoch in den genannten 

Studien noch nicht zu den erwünschten durchschlagenden Ergebnissen geführt hat. Die 

Optimierung der Vektoren und die Optimierung der Applikation stehen hier im 
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Mittelpunkt des Interesses. Die in diesem Projekt gewählte Kombination synergistisch 

wirksamer Immunstimulatoren kann ein wesentlicher Schritt auf dem Weg zu diesem 

Ziel sein, wie die hier durchgeführten Studien am Tiermodell suggerieren. Eine Reihe 

von Fragen bleiben auch auf der immunologischen Seite innerhalb der klinischen 

Studien zu klären. In klinischen Studien müssen neue Endpunkte definiert werden, die 

diese Fragen beantworten können. Einerseits bleibt abzuwarten, welche Ergebnisse 

weiterführende Studienphasen der zitierten Studien ergeben. Andererseits soll auf 

diesem Hintergrund auch für die adenovirale Zytokintherapie dieses Projektes eine 

klinische Erprobung vorbereitet werden. 

5 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung immunstimulatorischer Gentherapie auf 

das hepatozelluläre Karzinom (HCC) am Rattenmodell untersucht. Hierzu wurden den 

Ratten mittels Inokulation von MH-7777A-Zellen je zwei Tumoren in die Leber 

implantiert. Direkt in die Tumoren wurden zwei Wochen später die Therapeutika (Ad-1, 

Ad-2 oder Ad-3) bzw. die Kontrollen (Ad-0 oder PBS) appliziert. Die Tumorgröße aller 

Tiere wurde während des Beobachtungszeitraumes von sechs Wochen im MRT 

verfolgt. Um den Einfluss der Behandlung auf die Leber abschätzen zu können, wurden 

Veränderung der Serumaktivität von GOT und GPT anhand von Blutproben ermittelt, 

die direkt vor und vier Wochen nach Virusapplikation gewonnen wurden. Nach Ablauf 

des Behandlungszeitpunktes wurden Leber- und Tumorproben für die histologischen 

Untersuchungen entnommen. 

In der Untersuchung wurde deutlich, dass die eingesetzten Vektoren – insbesondere 

Ad1 (IL-12 exprimierend) und Ad3 (IL-12, IL-2 und 4-1BBL exprimierend) – eine 

deutliche Reduktion des Tumorvolumens bis hin zu einer vollständigen Remission 

bewirken können. Die Veränderung des Tumorvolumens korreliert weitestgehend mit 

der Höhe der Serumaktivitäten der Leberenzyme GOT und GPT, die zunächst mit 

steigender Tumorgröße deutlich ansteigen, bei einsetzendem Behandlungserfolg 

jedoch wieder sinken. Das Gewicht im Gegensatz dazu sinkt zunächst mit steigendem 

Tumorvolumen, nimmt aber bei Tieren mit sinkender Tumorlast schließlich wieder zu. 
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Histologisch findet sich vier Wochen nach der Behandlung bei den Tieren der beiden 

Kontrollgruppen (PBS und Ad0) wie auch bei den mit Ad2 behandelten Tieren kaum 

eine Infiltration mit Immunzellen. Im Gegensatz dazu weisen die Ad1- und die Ad3-

behandelten Tiere eine Infiltration mit CD4+-, CD8+- und NK-Zellen auf. Die Anfärbung 

auf Makrophagen wie auch auf aktivierte CD4+-, CD8+-, NK- und B-Zellen sowie 

Monozyten (CD80+) zeigte bei den Ad1-, Ad-2- und Ad-3-Tieren regelmäßig eine 

Aussparung der Gewebsinfiltration der Zentralvene mit diesen Zellen; beide 

Kontrollgruppen wiesen eine bedeutend geringere Zahl dieser Zellen auf. 

Eine klare Unterscheidung der Wirksamkeit der drei Vektoren Ad1, Ad2 und Ad3 ist in 

dieser Studie nicht möglich, wenngleich es in diesem Fall scheint, als sei Ad2 deutlich 

weniger wirksam als Ad3 aber auch als Ad1. Dies unterscheidet sich von in einer 

vorherigen Studie gemachten Beobachtungen (Waehler 2003), die bei einer geringeren 

Wirksamkeit von Ad1 eine ähnliche Wirksamkeit von Ad2 und Ad3 nahe legten. Ob eine 

Unterscheidung bezüglich der Wirksamkeit möglich ist, werden zukünftige 

Untersuchungen zeigen müssen. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

7-AAD: 7-Aminoactinomycin D 

Abb.: Abbildung 

ABC: Avidin-Biotin-Komplex 

Ad: Adenovirus 

Ag: Antigen 

AIDS: Aquiered Immuno Deficiency Syndrome 

APAAP: Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase 

CAR: Coxsackie and Adenovirus Receptor 

CD: Cluster of Differentiation 

CMV: Cytomegalivirus 

d: Tag 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO: Dimethyl Sulfoxide 

DNA: Desoxyribonukleinsäure 

EBV: Eppstein Barr Virus 

EDTA: Ethylendiamin-Tetraessigsäure 

EMCV: Encephalomyocarditis Virus 

FCS: Fetal Calf Serum 

GOT: Glutamat-Oxalazetat-Transaminase (Syn.: ASAT) 

GPT: Glutamat-Pyruvat-Transaminase (Syn.: ALAT) 

HCC: Hepatozelluläres Karzinom 

HEPES: N-2-Hydroxy-Ethylpiperazin-N-2-Ethan-Sulfonsäure 

HSV-tk: Herpes Simplex Virus-Thymidinkinase 

IFN : Interferon 

Ig: Immunglobulin 

IL: Interleukin 

IRES: Interne ribosomale Eintrittsstelle 

ITR: Inverted Terminal Repeat 

i. u.: infectious units 



97

i. v. Intravenös 

kD: kilo-Dalton 

MHC: Major histocompatibility complex 

MRT: Magnetresonanztomographie 

NK: Natural killer cells 

PBS : Phosphatgepufferte Salzlösung 

pfu: Plaque forming units 

pH : Negativer dekadischer Logarithmus der H3O
+-

Ionenkonzentration 

PV: Poliovirus 

rpm: rounds per minute 

scIL-12: single chain IL-12 

TCR: T-Zellrezeptor 

Th: T-Helfer (Zelle) 

TNF: Tumor Necrosis Factor 

TRIS: Tris[Hydroxymethyl]aminomethan 

Wo: Woche 
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Abb. 3:     Die adenoviralen Vektoren Ad-1, Ad-2 und Ad-3 in schematischer 

Darstellung 

Abb. 4:     Darstellung des Spulenaufbaus für die MRT-Untersuchungen 

Abb. 5:     Mittelwerte der Gewichtsverläufe der verschiedenen Behandlungsgruppen 

über sieben Wochen 

Abb. 6:     Mittelwerte der Tumorvolumina der überlebenden Tiere 

Abb. 7:     Entwicklung des Tumorvolumens bei einem Starttumorvolumen von < 0,40 

cm³

Abb. 8:     Entwicklung der Tumorvolumina bei Tieren mit einem Starttumorvolumen 

von 0,40-0,75 cm³ 

Abb. 9:     MRT-Bilder eines mit Ad-0 behandelten Tieres (Kontrolltier) 

Abb. 10:   MRT-Bilder eines mit Ad-3 behandelten Tieres 

Abb. 11:   Makroskopische Bilder der Tumoren 

Abb. 12:   Makroskopische Bilder der Tumoren

Abb. 13:   Makroskopische Bilder der Tumoren 

Abb. 14:   Mittelwerte der GOT-Serumaktivität 

Abb. 15:   Mittelwerte der GPT-Serumaktivität 

Abb. 16:   Serum-GOT einzelner Tiere mit einem Endtumorvolumen < 1 cm³ 

Abb. 17:   Serum-GOT einzelner Tiere mit einem Endtumorvolumen > 10 cm³ 

Abb. 18:   Serum-GPT einzelner Tiere mit einem Endtumorvolumen > 10 cm³ 

Abb. 19:   Tumorvolumina, Serum-GOT und GPT der Tiere 1-12 zu den Zeitpunkten 

der Blutentnahmen 

Abb. 20:   Tumorvolumina, Serum-GOT und GPT der Tiere 13-24 zu den Zeitpunkten 

der Blutentnahmen 

Abb. 21:   Korrelation von Tumorvolumen und Serumaktivität von GOT 

Abb. 22:   Korrelation von Tumorvolumen und Serumaktivität von GPT 

Abb. 23:   Durchflusszytometrische Messungen 

Abb. 24:   Überleben der Milzzellen 



99
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