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Das LIFE-Zentrum besteht seit Mai 2008 aus den drei Forschungseineinheiten
Laserforschungslabor, Labor fur Tumorimmunologie und der Urologischen For-
schung. Hervorgegangen ist die Forschungseinrichtung aus einer 1995 etablierten
Forschungseinrichtung der Urologischen Kilinik.

1. Personal

Laser-Forschungslabor (LFL)
Wissenschaftliche Mitarbeiter
Planstellen 5

Drittmittel 1 + 6x 1/2

Gesamt 6 + 6x 1/2

Nichtwissenschaftliche Mitarbeiter
Planstellen 1/2

Drittmittel 1 + 1/2

Gesamt 2 + 2x 1/2

Labor fiir Tumorimmunologie (LTI)
Wissenschaftliche Mitarbeiter
Planstellen 3

Drittmittel 2

Gesamt 5

Nichtwissenschaftliche Mitarbeiter
Planstellen 1

Drittmittel 2

Gesamt 3

Experimentelle Forschung Urologie
Wissenschaftliche Mitarbeiter
Planstellen 2 (ausschlieBlich flr Forschung)

2. Lehre

Pflichtveranstaltungen
MeCuM Modul III (Urologie: Tutorials, Seminare, Vorlesungen, Bedside-Teaching),
MeCuM Longitudinalkurs



Wahlveranstaltungen

Tumorimmunologiepraktikum flr Mediziner und Biologen; Beteiligung an Vorlesung
und Praktikum ,Grundlagen der Immunologie” des Immunologischen Instituts; LIFE-
Seminar mit eingeladenen Rednern; LIFE-Forschungsbesprechung mit Arzten der
Urologischen Klinik; 6 Medizindoktoranden in Ausbildung (LTI).

3. Forschungsschwerpunkte

Die Forschungsschwerpunkte der Forschungseinrichtung sind ausgerichtet auf die
Entwicklung und Verbesserung von Immuntherapien solider Tumoren sowie auf die
Etablierung neuer prognostischer Marker bei urologischen Tumoren, Entwicklung
und klinische Validierung innovativer optischer Verfahren zur Diagnose und Therapie
humaner Neoplasien mit einem Schwerpunkt Lasermedizin sowie die Identifikation
von neuen therapeutischen Ansatzen bei urologischen Tumoren und die Entwicklung
neuer Strategien zur therapeutischen Beeinflussung urologischer Funktionsstérun-
gen (erektile Dysfunktion, Blasenentleerungsstorungen).

3.1 Laser-Forschungslabor (LFL)
Allgemeine Einflhrung

Das LFL ist eine interdisziplinare Forschungseinrichtung mit dem Ziel, innovative
Methoden zur Detektion und Therapie humaner Neoplasien zu entwickeln, klinisch
umzusetzen und zu evaluieren. Um diesen Prozess zu optimieren, werden enge
Kontakte mit der Fachhochschule Muinchen (University of Applied Sciences) und
dem Fachbereich Physik der naturwissenschaftlichen Fakultat der LMU Mdunchen
gepflegt. Sie ermoglichen in optimaler Weise auf der Basis von Praktikanten- und
Diplomarbeiten Labormuster zu entwickeln und diese in Kooperation mit Industrie-
partnern bis hin zur klinischen Anwendung umzusetzen. Die sich anschliel3ende
Evaluierungsphase in der Klinik wird ebenso begleitet. Dies eroffnet die Moglichkeit
in enger Kooperation mit den Arzten Systemschwéchen schnell zu erkennen und an
die Industrie zur Optimierung weiterzuleiten. Bei Erfolg versprechenden Verfahren
werden Kontakte zu Partnern aus unterschiedlichen Fachbereichen des Klinikums
geknupft, um diese Methoden rasch interdisziplinar umzusetzen (siehe Grindung
von T.E.A.M). Im Laser-Forschungslabor werden drei Forschungsgebiete schwer-
punktmafig bearbeitet:

3.1.1 Optische In-vivo-Pathologie

Bei diesem Forschungsschwerpunkt, der auch unter dem Namen Optical Biopsy
bekannt ist, werden derzeit international endoskopgestutzte Methoden entwickelt, die
es erlauben, eine histopathologische Befundung ohne Gewebeprobeentnahme vor-
zunehmen. Dazu ist notwendig, pramaligne und maligne Areale mit hoher Sensitivitat
und Spezifitat vorwiegend in Hohlorganen zu lokalisieren. Als besonders geeignet
erweisen sich dabei das multilokulare Harnblasenkarzinom, Karzinome in Lunge und
Mundhohle sowie Tumoren im Gehirn. Durch spezielle Sonden, die Uber die Arbeits-
kanale der Endoskope eingebracht werden, ist es moglich, sowohl die Invasion des
Tumors (staging) als auch die zellulare Struktur der Oberflache (grading) optisch auf
einem Monitor darzustellen. Im Laser-Forschungslabor werden dazu aktuelle neue
Fluoreszenzmarker eingesetzt sowie an einer Optimierung der Mikroendoskopie
gearbeitet. Ziel ist, alle fur die in vivo Pathologie notwendigen erforderlichen Techni-



ken in ein einziges Endoskop zu integrieren. Folgende Projekte wurden in 2007/2008
in diesem Forschungsschwerpunkt bearbeitet:

Verbundprojekt , Tumorvision* (gefordert vom BMBF in Biophotonik 111)

Nach erfolgreicher Entwicklung von Technologien zur Fluoreszenzlokalisierung mit
Hilfe von 5-Aminolavulinsaure induziertem Protoporphyrin IX im LFL, die zur europai-
schen Zulassung der Verfahren in Europa beim Blasentumor (2005) und beim Gli-
oblastom (2008) flhrten, werden nun neue Fluoreszenzmarker flr maligne Tumoren
untersucht. Im Verbundprojekt ,Tumorvision® werden Fluoreszenzsonden (smart pro-
bes) zur Anfarbung zweier unterschiedlicher Enzyme entwickelt. Dies ist zum einen
Transketolase-like1 (TKTL1) als Prognosemarker und zum anderen DNaseX, das
frihe maligne Anderungen anzeigen soll. Aufgabe des LFL ist es, ein hochempfindli-
ches Spektroskopiesystem zu entwickeln, die diese schwache Markerfluoreszenz
aus nativen Gewebeproben nachweisen kann. Dies geschieht mit Hilfe der Anregung
und Detektion durch dinne Lichtleitfasern und damit Ubertragungssystemen, die
leicht in Endoskope integriert werden kénnen. Zur Quantifizierung der Fluorochrom-
konzentration in streuendem und absorbierendem Gewebe werden Raytracing-
Berechnungen und Monte-Carlo-Simulationen durchgefthrt und mit Ergebnissen aus
Messungen an Gewebephantomen verglichen. In diesem Vorhaben wurde ein Multi-
faserapplikator entwickelt, der alternierend Fluoreszenz- und Weildlichtremissions-
spektren aufzeichnet und verrechnet. Als Lichtquelle werden dazu LEDs und Laser-
dioden verwendet. Aus den korrigierten (,intrinsische“) Fluoreszenzspektren ergibt
sich eine bisher erreichte Empfindlichkeit im nmol-Bereich.

Fluoreszenznachweis von Indocyaningriin (ICG)(unterstitzt durch die Industrie)

IGG ist ein klinisch zugelassener Infrarotfarbstoff, der aufgrund seiner Lokalisierung
in Gefalken Uberwiegend zur Darstellung der GefaRe im Auge und zur Leberfunk-
tionsprufung verwendet wird. Intravends verabreicht zeigt er eine schnelle Pharma-
kokinetik und ist nicht zuletzt deswegen flr Endoskophersteller interessant, um neue
klinische Anwendungsfelder zu erschliefen. In einer Studie an bisher 25 Patienten
wurde die Durchblutung von Hautlappen nach plastisch chirurgischem Eingriff nach
Tumorresektion in der HNO untersucht. In zwei Fallen konnte eine undurchlassige
Arterie nach Anastomisierung festgestellt und korrigiert werden. Unser Ziel ist nun,
die Bilddarstellung durch Uberlagerung von Infrarotbild und nativem Weillichtbild zu
optimieren und auf einem Monitor darzustellen. In einem weiteren Schritt sollen Bild-
verarbeitungsroutinen entwickelt werden, um zusatzlich noch Perfusionsparameter
quantitativ zu ermitteln.

~Femtoscope”, ein Projekt im Minchner Exzellenzcluster MAP (Munich Advanced
Photonics)

Dieses Projekt hat sich zum Ziel gesetzt, durch mikroskopische Auflosung der
Gewebeoberflache durch ein Endoskop pathologisch gesicherte Aussagen Uber den
Malignitatsgrad (grading) von humanen Neoplasien treffen zu konnen. Die Technik
basiert auf einem flexiblen Endoskop in das kurze Laserpulse in Femtosekunden-
bereich eingekoppelt werden. In Kombination mit in vivo verwendbaren Kontrastmit-
teln wird angestrebt, zellulare Strukturen aufzulésen. Derzeit werden Untersuchun-
gen zur optischen Auflosung an histologischen Schnitten durchgefuhrt. Mit Hilfe des
2-Photoneneffekts erhalten wir dabei einen konfokalen Effekt, mit dessen Hilfe wir
vergleichbar zum konfokalen 2-Photonen-Mikroskop auch hoch aufgeldste ,optische
Schnitte” durch das Gewebe durchfuhren kénnen.



~3D-Tissue Screen” (geférdert vom BMBF in Biophotonik III)

In diesem Vorhaben ist das LFL Unterauftragnehmer eines Mikroskopherstellers
sowie einer Firma, die fs-Laser in einer sehr kompakten Form produziert. Ziel ist
Strahlscanner und Detektoren auf ihre Eignung zum Bau eines fs-Endoskops mit
schneller Bildaufnahme zu untersuchen. Dazu wurden spezielle Objektive mit Gra-
duentenindexlinsen konstruiert und ihre Leistungsfahigkeit mit konventionellen
Mikroskopobjektiven verglichen. Um 2-Photonenbilder aus schwach fluoreszieren-
dem Gewebe zu bekommen, ist eine hohe Empfindlichkeit erforderlich. Dies ist nur
maoglich, wenn alle optischen Parameter, wie z.B. die lineare und nichtlineare Puls-
verzerrung auf ein Minimum reduziert werden.

Klinische Untersuchungen mit endoskopisch eingesetzter optischer Koharenz-
tomographie (OCT) (unterstitzt durch die Industrie)

Dieses Vorhaben wird in Kooperation mit dem US Unternehmen Imalux durchgefihrt.
Imalux ist derzeit der einzige Hersteller einer flexiblen vorwartsgerichteten OCT-
Sonde, die endoskopisch eingesetzt werden kann und klinisch zugelassen ist. OCT-
Bilder zeigen ahnlich wie bei Ultraschall einen Querschnitt durch das Gewebe mit
seinen geschichteten Strukturen aus Epithel, Bindegewebe und Muskel bis zu einer
Tiefe von 2 mm und einer Auflésung von ca. 10 ym. Damit ist dieses Verfahren dem
Ultraschall deutlich Uberlegen. Erste Untersuchungen im Fachbereich Urologie an
Zystektomiepraparaten hatten vor allem das Ziel, entzindetes von dysplastischem
und malignem Gewebe zu unterscheiden. Weiterhin wird die endoskopisch gestitzte
OCT in der Gynakologie bei der Cervixdysplasie und der HNO bei fruhmalignen Ver-
anderungen in der Mundhdhle und der Luftrohre eingesetzt. In allen Einsatzberei-
chen konnte bisher mit hoher Auflosung die Schichtstruktur des gesunden Gewebes
dargestellt werden. Der Ubergang von gesundem Gewebe zu pramalignen und
malignen Arealen war anhand der Verwerfung dieser Schichtungen klar erkennbar.
Ziel ist, in enger Kooperation mit der Pathologie eine Bewertung abzugeben, die Auf-
schlisse Uber maligne Einstufung des Befunds im Hinblick auf seine Invasion
(staging) erlaubt.

3.1.2 Klinische Laserbehandlungen
Allgemeine Einflhrung

Als einziges Labor fur Lasermedizin in Bayern hat sich die Arbeitsgruppe ,Laser-
medizin“ im LFL zum Ziel gesetzt, die neuesten Lasersysteme und -Verfahren
ausgehend von In-vitro-Laborversuchen bis hin zu klinischen Studien auf ihre
Effizienz hin zu untersuchen. Abhangig von den Laserparametern werden dabei
Effekte der Gewebekoagulation und Vaporisation bis hin zur Steinzertrimmerung
untersucht. Die Forschungsarbeiten wurden schwerpunktmafRig in Kooperation mit
den klinischen Fachern Urologie, HNO und Gefalichirurgie durchgefuhrt. Folgende
Projekte wurden in 2007/2008 in diesem Forschungsschwerpunkt bearbeitet:

Endoluminale Behandlung der Varikosis

Neben konventionellen Eingriffen wird die thermische Laserbehandlung der Varikosis
zunehmend als Alternative betrachtet. Das Ziel dieses minimal invasiven endolumi-
nalen Eingriffs ist die kontrollierte Schadigung der Venenwande, die zu einem irre-
versiblen Gefallverschluss fuhren sollen. Um dies mit Hilfe von Laserstrahlung zu
erreichen, werden bereits erste klinische Erfahrungen gesammelt und die Wirksam-
keit im Vergleich zur Radiofrequenzmethodeuntersucht. Nach wie vor fehlen aller-
dings systematische Daten auf experimenteller Basis, die die gesamte Bandbreite



der verfligbaren Laserleistungen und Wellenlangen sowie der unterschiedlichen
Faserapplikatoren abdecken. Um diese zu erheben, haben wir ein Modell auf der
Basis von Beinvenen frisch geschlachteter Rinder etabliert. Mit Hilfe dieses Modells
ist es moglich, Akuteffekte abhangig von den unterschiedlichen applizierten Laser-
parametern zu untersuchen. Die Gefallveranderungen wurden sowohl mikroskopisch
als auch makroskopisch untersucht und quantifiziert. Mit Hilfe der OCT konnten frihe
Veranderungen in der GefalBwand bereits unmittelbar nach Laserbehandlung regis-
triert und bewertet werden. Auf der Basis dieser experimentellen Daten wurde ein
optimiertes Bestrahlungsprotokoll fir die Laserbehandlung der Varikosis entwickelt.

Laserinduzierte Steinzertrimmerung (unterstitzt durch die Industrie)

Ziel dieses Projekts ist es, unterschiedliche Lasersysteme im Hinblick auf ihre
destruktive Wirkung auf humane Nieren- und Speichelsteine im Vergleich zu Kunst-
steinen zu untersuchen. Im Mittelpunkt stand dabei die Bestimmung der Fragmentie-
rungs- und Abtragrate. Um die Prozesse der Steinzertrummerung besser physika-
lisch verstehen zu kdnnen, wurden die StoRwellen, die die unterschiedlichen Laser-
systeme induzierten genau untersucht. Es zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen den Wellenlangen, die sowohl im IR- als auch sichtbaren Bereich lagen.
Demnach konnten alle klinischen Steinproben bei IR emittierenden Lasern fragmen-
tiert werden, wobei sichtbares Licht keine Uberzeugenden Ergebnisse lieferte.
Zusatzlich bietet der IR-Laser den Vorteil, im geringen Leistungsbereich auch
Gewebe koagulieren zu kénnen. Ein und dasselbe Lasersystem ist damit fur ver-
schiedene Krankheitsformen einsetzbar.

.Betamod“ — Wundheilungsmodulation durch lokal platzierte Betastrahler (unter-
stutzt durch die Bayerische Forschungsstiftung)

Wundheilung ist ein komplexer Prozess, der auf der Proliferation von Fibroblasten
beruht. Im klinisch ungunstigsten Fall fuhrt dieser Prozess zu Strikturen und Steno-
sen. Treten sie in rohrenformigen Organen wie Harnréhre, Gallengang oder Tranen-
gang auf, ist eine klinische Intervention unabwendbar. Ziel des Betamod-Projekts ist,
radioaktive Implantate aus Betastrahlern zu entwickeln und ihre Auswirkungen auf
den Wundheilungsprozess zu untersuchen. Dazu werden in einem ersten Schritt an
Tiermodellen mit Hilfe von Laserstrahlung Strikturen kinstlich erzeugt. Die sich
anschlieliende Gewebeproliferation wird mit Hilfe der OCT-Methode kontrolliert und
aufgezeichnet und mit der Histologie verglichen. Ebenso kdnnen OCT-Bilder Aussa-
gen uUber das Inkrustierungsverhalten unterschiedlicher Katheter liefern. Mit Hilfe
marktverfigbarer Mikroendoskopiesysteme kann zusatzlich die Vernarbung der
Gewebeoberflache ohne Probenentnahme histologisch bewertet werden.

3.1.3 Photodynamische Therapie (PDT)
Allgemeine Einfuhrung
Weildlicht PDT des Harnblasenkarzinoms

Durch eine Reihe klinischer Studien, die in der Zulassung von Hexvix® (5-
Aminolavulinsaure (5-ALA)-Hexylester) muindeten, konnte gezeigt werden, dass
durch Fluoreszenzendoskopie, verglichen mit der konventionellen Weillicht-
endoskopie, signifikant mehr Tumoren entdeckt werden. Die zugrunde liegende
selektive Synthese von 5-ALA induzierten Protoporphyrin IX (PPIX) in Tumorzellen,
gemeinsam mit dem bekannten phototoxischen Potential von PPIX, legen nahe,
auch PDT in der Blase durchzufuhren. Dazu wurde ein neues Konzept zur integralen
Therapie entwickelt, das auf dem Einsatz einer leistungsstarken Weilllichtquelle



(entwickelt in Kooperation mit Karl Storz GmbH) und eines Bestrahlungskatheters
(entwickelt mit der Firma Optimed) beruht. Eine Phase-I-Studie mit Hexvix®,
gesponsert von der Firma Photocure in Norwegen, zeigte, dass die Weildlicht PDT
klinisch sicher und einfach durchzufihren ist.

Interstitielle PDT in der Neurochirurgie

In Analogie zum Blasenkarzinom konnte auch fur das Gliom eine selektive Anreiche-
rung von 5-ALA induziertem PPIX nachgewiesen werden. Aufgrund der Blut-Hirn
Schranke zeigte sie den bisher groldten nachgewiesenen Kontrast von Tumor zu
Normalgewebe von Uber 100:1. Auf der Basis dieser Daten wurde eine Phase-l/II-
Studie zur stereotaktischen PDT von inoperablen Gliomrezidiven durchgefuhrt. Zur
Bestrahlung wurden 3-6 Lichtleitfasern verwendet, in die Licht eines Diodenlasers
eingekoppelt wurde. Die Platzierung der Fasern wurde mit Hilfe eines Softwarepro-
gramms, das die optischen Gewebeparameter und deren Einfluss auf die Penetrati-
onstiefe von Licht berlcksichtigt, vorgenommen. Ebenso wurde dafur gesorgt, dass
der Faserabstand ausreichend grol3 war, um keine thermischen Schaden im gesun-
den Gewebe zu induzieren. Zukunftig wird durch eine spezielle Faseranordnung die
Dosimetrie noch mehr verfeinert werden. Die Photosensibilisatorkonzentration mit
Tumorvolumen wird dazu quantitativ bestimmt und durch Monitoring des Ausbleich-
verhaltens der Abbruch der PDT zeitlich genau festgelegt. Im Vergleich zur bisheri-
gen Vorgehensweise wird damit die Dosimetrie patientenspezifisch.

5-ALA-PDT fruhkindlicher Tumoren (unterstitzt durch die DFG)

Ziel dieses Projekts ist die Untersuchung des diagnostischen und therapeutischen
Potentials der Photodynamik bei Neuroblastomen und Hepatoblastomen des Klein-
kinds. Dazu sollen zunachst die Resektionsgrenzen nach 5-ALA-Diagnostik festge-
legt werden und anschlieend mit PDT behandelt werden. In einem ersten Schritt
werden Zellkulturen und Spharoide aus Tumorzellen und Fibroblasten benutzt, um
die Akkumulation von 5-ALA und die Pharmakokinetik zu untersuchen sowie Dosis-
findungsstudien in einem Tiermodell (Nacktratte) durchzuflhren. In beiden Modell-
systemen wurde die Tumorselektivitat als auch die therapeutische Wirksamkeit
nachgewiesen. In einem Nachfolgeprojekt sind klinische Studien geplant.

Optimierung der PDT von Akne (unterstitzt durch die Bayerische Forschungsstif-
tung)

Zur Behandlung der Akne vulgaris wird unter anderem die Bestrahlung der befalle-
nen Hautflachen mit blauem Licht durchgefuhrt. Die dabei herbeigefuhrte Zerstérung
der Akne-propionicus-Bakterien durch einen photodynamischen Effekt hat sich als
sehr effizient erwiesen. Um die Dosis von Licht dieser kurzen Wellenlange in das
Gewebe zu erhdhen, werden Substanzen eingesetzt, die das Gewebe kurzzeitig fur
Licht transparenter machen. Um diesen Effekt zu quantifizieren und damit eine
gezielte Auswahl unter den verwendeten Substanzen zu treffen, missen Methoden
eingesetzt und entwickelt werden, die es erlauben, die Anderung der optischen
Gewebeparameter mit hoher Genauigkeit zu bestimmen. Folgende Ansatze wurden
dazu in diesem Projekt ausgewanhlt

1) Messung der Reflexion und Transmission von Licht an praparierten
Gewebescheiben aus Schweinehaut,

2) Einsatz der optischen Koharenztomographie,



3) Analyse der Lichttransmission durch einen halbdurchlassigen Spiegel wahrend der
Lichteinstrahlung und

4) Analyse der Lichtverteilung im Gewebe durch diunne eingestochene Fasern.

Damit soll ermdglicht werden, die geeignetste Formulierung flr das optische tissue
clearing zu finden.

Aufbau einer Photodynamik-Allianz Bayern

Die langjahrige Forschung auf dem Gebiet der Photodynamik flhrte zu einer Exper-
tise, die das Laser-Forschungslabor als Kooperationspartner fir Institute und Firmen
in Moskau attraktiv erscheinen lieien. Um als gleichwertiger Partner auftreten zu
konnen, wird nun eine Allianz zwischen Firmen und Kliniken in Bayern gegrindet, die
auf einer strategischen Partnerschaft zwischen dem LFL und dem Forschungslabor
der Dermatologischen Klinik der Universitat Regensburg basiert. Die Durchflhrung
dieses Verfahrens wird durch das Bayerische Wissenschaftsministerium durch die
Finanzierung einer Wissenschaftlerstelle flir zwei Jahre unterstutzt.

Begleitend zur klinischen Zulassung der 5-ALA und den chemisch modifizierten
Formen (5-ALA-Ester) wurden Bestrahlungsmodalitaten fiur unterschiedliche Organe
entwickelt sowie Experimente zur Lichtdosimetrie durchgefuhrt.

Interdisziplindre Aktivitaten

Im November 2008 wurde T.E.AM (Akronym fur Transluminale endoskopische
Arbeitsgemeinschaft Minchen) gegrindet, um als interdisziplinare Arbeitsgemein-
schaft der LMU neue und innovative endoskopische Technologien und Methoden zu
entwickeln und klinisch zu evaluieren. Bisher haben sich in T.E.A.M. 12 Kliniken und
Abteilungen als Mitglieder formiert. (Sprecher: Prof. Schirra (Med. II), Dr. Huttl (Chi-
rurgie), Dr. Baumgartner (LFL)). Um die Effizienz der Arbeitsgemeinschaft zu erho-
hen, wurden drei interdisziplinare Arbeitsgruppen eingerichtet (Kontakt: Dr. Baum-
gartner, LFL)

° NOTES (Natural Orifice Transluminal Endoscopic Surgery) NOS (Natural
Orifice Surgery)

Ziel: Endoskopisches Operieren als Weiterentwicklung der Laparoskopie. Der
Eingriff wird durch Magen, Vagina,Blase oder Darm durchgeflihrt und hinter-
lasst keine Narben (Sprecher: Dr. Dian, Gynakologie)

° Optisch-Endoskopische Diagnostik

Ziel: Minimal invasive Gewebediagnostik in Echtzeit und hoher Empfindlich-
keit. Neben der Fluoreszenzendoskopie werden Methoden wie OCT und
Mikroendoskopie eingesetzt (Sprecher: Dr. Betz, HNO)

° Funktionelle Implantate

Ziel: Entwicklung von Implantaten mit kontrollierter Abgabe von Medikamenten
oder Betastrahlung (Sprecher: Dr. Assmann, Beschleunigerlabor, Garching,
Dr. Schafer, Prof. Schirra, Med. II)

Website: http://www.klinikum.uni-muenchen.de/Kompetenznetzwerk-Endoskopie/



http://www.klinikum.uni-muenchen.de/Kompetenznetzwerk-Endoskopie/

3.2 Labor fur Tumorimmunologie
Allgemeine Einfuhrung

In der Tumorimmunologie wird versucht, die korpereigenen Abwehrmechanismen
gegen Tumoren zu erforschen und neue Wege zu finden, die Zellen des Immunsys-
tems oder Tumorzellen gezielt therapeutisch zu beeinflussen, um Krebserkrankun-
gen zu bekampfen. In den letzten Jahren wurde eine Reihe von neuen Immunthera-
pien erarbeitet und in der Klinik getestet. Hierzu gehoren Therapien mit Peptid-,
dendritische Zell- und Tumorzellvakzinen, adoptive Zelltherapien, sowie Antikorper-
therapien. Einen neuen Aspekt der Tumorimmunologie stellt die immuntherapeuti-
sche Wirkung von photodynamischer Therapie (PDT) dar. Sie erlaubt die Tétung von
Tumorzellen mit Hilfe von Photosensibilisatoren nach Lichtbestrahlung bei gleichzei-
tiger Stimulation einer Tumorimmunantwort. In den letzten Jahren wurden so
genannte Tumor-initiiertende Zellen oder Tumorstammzellen, urspringlich in Leuka-
mien entdeckt, auch fur eine Reihe von soliden Tumoren nachgewiesen. Sie machen
nur einen sehr geringen Bruchteil der Tumormasse aus und zeigen in vielen Fallen
eine ausgepragte Unempfindlichkeit gegenuber Chemo- und Strahlentherapie. Sie
werden daher flir das Wiederauftreten des Tumors nach zunachst erfolgreich
erscheinender Therapie verantwortlich gemacht und stellen aus diesem Grund
interessante Zielzellen fur immunlogische und andere Therapien dar. Allerdings ist
gegenwartig noch véllig offen, ob sich, wegen ihrer groRen Ahnlichkeit zu normalen
Gewebestammzellen, antigene Unterschiede finden lassen, die einen selektiven
immuntherapeutischen Angriff erlauben.

Die Erfahrungen mit auftretenden Resistenzen bei neuen Wirkstoffen (niedermole-
kulare Kinaseinhibitoren, sog. small molecule drugs), die gezielt aufgrund der Kennt-
nis molekularer Vorgange bei der Krebsentstehung entwickelt wurden, zeigen, dass
Krebs wahrscheinlich nur erfolgreich mit Kombinationstherapien bekampft werden
kann. Daher wird auch der Immuntherapie ein wichtiger Stellenwert zukommen, da
die Resistenzmechanismen fur immuntherapeutische und Small-molecule-drug-The-
rapieansatze sehr verschieden sein durften und so eine Kreuzresistenz von Tumoren
vermieden werden kann.

Die Forschungsaktivitaten im Labor fir Tumorimmunologie betreffen hauptsachlich
urologische Tumoren, insbesondere Nieren- und Prostatatumoren, aber seit kurzem
auch Magenkarzinome. Fur die Entwicklung und Verbesserung der Immuntherapie
solider Tumoren forschen wir mit Schwerpunkt auf folgenden Gebieten mit einzeln
aufgefuhrten Projekten:

3.2.1 Identifizierung und Validierung von antigenen Zielstrukturen und Progno-
semarkern

Nachweis und Immunphéanotypisierung von Immun- und Chemotherapie-resisten-
ten Tumor(stamm)zellen im Magenkarzinom (Leiterin: Dr. Mariana Télge; Mitar-
beiter: Elena Vetter).

In diesem Projekt moéchten wir Zielstrukturen auf selektionierten Tumorzellen mit
Stammzelleigenschaften identifizieren, die idealerweise nicht in normalen Stammzellen
exprimiert werden und sich zur Entwicklung einer Immuntherapie eignen. Zur Isolierung
solcher Zellen verfolgen wir zwei Strategien: (1) Einmal wollen wir bekannte Tumor-
stammzellmarker zur Anreicherung von potentiellen Stammzellen des Magenkarzinoms
verwenden und diese Zellen funktionell verifizieren. (2) Unser zweiter Ansatz zeichnet
sich dadurch aus, dass nicht einzelne Oberflachenmarker, sondern vielmehr Chemo-



bzw. Immuntherapien in vitro und in einem von uns etablierten autochthonen murinen
Magenkarzinommodell zur Selektion der Zellen eingesetzt werden. Somit werden wir
unvoreingenommen diejenigen Zellen untersuchen konnen, die einer konventionellen
Therapie nicht zuganglich sind. Bisher konnten wir auf humanen und von unserem
transgenen Magentumormodell abgeleiteten Magenkarzinomzellen eine Reihe von
potentiellen Tumorstammzellmarker nachweisen (CD133, ABCG2, Hoechstfarbstoff
ausschleusende side populations) und erste vergleichende Expressionsprofile der ange-
reicherten potentiellen Stammzellen erstellen. Gegenwartig erfolgt die funktionelle Uber-
prifung der Marker-positiven Zellen durch Kultivierung unter sog. Stammzellbedingun-
gen und der Mauszellen durch Transplantation in syngene Mause.

Identifizierung von Zielantigenen und Prognosemarker im klarzelligen
Nierenzellkarzinom durch genomweite Expressionsanalysen (Leiter: Dr. med. Ale-
xander Buchner; Mitarbeiter: Dr. rer. nat. Rainer Riesenberg; Oliver Spring; Martin
Eder)

Ziel dieses Projekts ist es, mogliche Targets flr Antikorper- und Zell-vermittelte
Tumorimmuntherapie aber auch andere Therapieansatze (z.B. small molecule drugs)
sowie Prognosefaktoren zur Abschatzung des therapiewichtigen Rezidivrisikos von
Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinom (RCC) zu finden. Dazu wurden Tumor-
areale aus mehr als 50 kryopraservierten RCC-Primartumor- und Metastasengewe-
ben mittels laser capture microdissection isoliert und ihre genomweiten Expressi-
onsprofile erstellt. Derzeit werden Analysen der Expressionsdaten durchgefihrt, die
gemeinsame Veranderungen in Signaltransduktions- und Stoffwechselwegen der
Tumorzellen in Metastasen aufzeigen. Mit Hilfe der Follow-up-Daten von 28 Patien-
ten mit RCC-Metastasen konnte eine 3-Gensignatur identifiziert werden, die eine von
bekannten Parametern unabhangige prognostische Stratifizierung erlaubt.
HNF1-B/TCF2, eines dieser Gene, ist in Primartumoren und Metastasen herunter-
reguliert. Seine funktionelle Bedeutung fur das Nierenzellkarzinom wird durch Aus-
schaltung und konditionale Uberexpression gegenwartig in Nierenzellen untersucht.
Analysen zur prognostischen Bedeutung und dem mdglichen Wirkmechanismus von
Indolamin-3,2-Dioxygenase in Tumorendothelzellen des RCC konnten durch Publi-
kation in der Fachzeitschrift Clinical Cancer Research abgeschlossen werden (Rie-
senberg et al., 2007).

Funktionelle Charakterisierung von CEACAMZ20, ein potentielles Zielantigen fur
das Magen- und Prostatakarzinom (Leiter: Prof. Dr. rer. nat. Wolfgang Zimmer-
mann; Mitarbeiter: Carina Hoffmann; Michaela Paptistella; Andreas Eisenried)

CEACAMZ20, ein Mitglied der karzinoembryonalen Antigenfamilie (CEA), wird in
Prostatakarzinomen und in gastrointestinalen Tumoren des Menschen exprimiert.
CEACAM20 tragt ein so genanntes immunoreceptor tyrosine-based activation motif
(ITAM). Uberexpression von Proteinen mit ITAM-Motiven fiihrt in Epithelzellen zu
Transformation. Daher konnte CEACAMZ20 an der Tumorprogression in Tumoren
epithelialen Ursprungs beteiligt sein. Um dies zu Uberprifen, haben wir stabile indu-
zierbare Transfektanten (tet-on-System) hergestellt, an denen wir gegenwartig die
Bedeutung von CEACAMZ20 fur Zellproliferation, Zellbeweglichkeit sowie Apopto-
seempfindlichkeit Uberprufen. Falls sich zeigt, dass CEACAM20 den transformierten
Phanotyp fordert, wollen wir ein Panel von in Zusammenarbeit mit GENOVAC
erstellten monoklonalen Antikdrpern testen, ob die Funktion von CEACAM20 thera-
peutisch gunstig beeinflusst werden kann.
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3.2.2 Neue immunologische Ansatze fiir die Tumortherapie

Identifizierung, rekombinante Herstellung und Expression von Tumor-erkennenden
Rezeptoren zytotoxischer T-Zellen (,Designer-T-Zellen*) (Leiterin: Dr. rer. nat.
Heike Pohla; Mitarbeiter: Heidi Herbig; Birgit Stadlbauer)

Eines der groRten Hemmnisse flr eine erfolgreiche Tumorimmuntherapie ist die
Toleranz gegenuber Selbstantigenen, zu denen auch die meisten in Tumoren vor-
handenen, nicht individualspezifischen Antigene zahlen. Ein neuer Weg, dieses
Problem zu umgehen, stellt die Klonierung von T-Zellrezeptoren (TCR) aus seltenen
Tumorantigen-spezifischen zytotoxischen T-Zellen und ihre funktionelle Expression
mittels retroviralem TCR-Gentransfer in einer Vielzahl von T-Zellen von Tumorpati-
enten dar. Im Rahmen des Z1-Projekts des SFB-Transregio 36/1 (Leitung W. Uckert,
Berlin; Zusammenarbeit mit B. Gansbacher, TU Munchen) werden TCR-a- und -
Ketten von Tumor-erkennenden zytotoxischen T-Zellen kloniert, rekombinant expri-
miert und funktionell getestet. Bisher wurden in Kooperation TCR-Analysen von 20 T-
Zellklonen durch PCR klassifiziert und sequenziert. In einem Teil der Falle wurden
die dazugehorigen T-Zellrezeptor-cDNAs fur die a- und B-Ketten kloniert und fur die
retrovirale Expression an die Gruppe Uckert weitergegeben.

Antitumorimmunpotential von photodynamischer Therapie beim Prostatakarzinom
und Glioblastom (Leiter: PD Dr. med. vet. Robert Kammerer; Mitarbeiter: Patrick
Palluch; Konstantin Oboukhovskij, Dipl. Ing. Thomas Pongratz)

Die photodynamische Therapie (PDT) ist eine neuartige Modalitat zur Behandlung
von Krebs. Dabei werden Photosensibilisatoren oder metabolische Vorstufen, wie 5-
ALA, verabreicht, die bevorzugt in Tumorzellen akkumulieren oder metabolisiert wer-
den. Bestrahlung des Tumors mit Licht zerstért den Tumor hauptsachlich durch die
Photosensibilisator-vermittelte Bildung von hochreaktivem Singulett-Sauerstoff. Es
konnte gezeigt werden, dass PDT in Mausen systemische Immunreaktionen auslo-
sen kann, die vermutlich fir das vollstandige Verschwinden von Tumoren verant-
wortlich sind. Gelegentlich bei Gliompatienten nach PDT beobachtete vollstandige
Tumorregressionen legen nahe, dass auch beim Menschen durch PDT systemische
Anti-Tumorimmunreaktionen ausgeldst werden. Wir haben uns zum Ziel gesetzt, die
5-ALA-basierte PDT im Sinne einer maximal wirksamen Anti-Tumorimmunantwort zu
optimieren. Als Modell verwenden wir humane und murine Prostatakarzinom- sowie
humane Glioblastomzelllinien. Genomweite Transkriptionsanalysen zeigten, dass
Tumorzellen nach sublethaler PDT, wie erwartet, sehr effizient so genannte Early-
response-Transkriptionsfaktor- (c-fos, Jun), Hitzeschockprotein- (u.a. HSP70) und
andere Stressgene aber auch Zytokin- und Chemokingene hochregulierten. Letztere
Gene zahlen sogar zu den am starksten in subkutan wachsenden Mausprostata-
tumoren nach PDT induzierten Genen. Gegenwartig versuchen wir die nach
sublethaler PDT angelockten Leukozytenpopulationen in Tumoren immunhistolo-
gisch zu charakterisieren und die nach PDT in vitro freigesetzten Chemokine in Gra-
nulozytenmigrationsassays zu testen.

Entwicklung einer Bordetella-pertussis-Adenylatzyklase (CyaA) basierten Sub-
fragmentvakzine zur Behandlung von CEA-exprimierenden Karzinomen (Leiter:
PD Dr. med. vet. Robert Kammerer; Mitarbeiter: Laura Szymanski)

Das karzinoembryonale Antigen (CEA) ist aufgrund seiner konstanten Expression in
verschiedenen Adenokarzinomen ein sehr attraktives Zielantigen flUr Immunthera-
pien. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass durch eine aktive Immunisie-
rung CEA-spezifische zytotoxische T-Zellen (CTL) induziert werden kénnen, aller-
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dings nur mit limitiertem klinischem Erfolg. Das Ziel dieses Projekts besteht darin, die
Wirksamkeit einer neuen, auf der Verwendung eines modifizierten Adenylat-Zyklase-
Toxins von Bordetella pertussis (CyaA) als Vehikel fir CEA-Peptidfragmente als
Immunogen (in Zusammenarbeit mit BT Pharma, Frankreich) zu untersuchen. Modi-
fiziertes CyaA hat seine Toxizitat, nicht jedoch seine Fahigkeit, exogene Epitope
selektiv in Antigen prasentierende Zellen zu transferieren, verloren. Neben der quan-
titativen Bestimmung der durch die Vakzine induzierten CEA-spezifischen CTL soll
auch die Fahigkeit dieser CTL, CEA-exprimierende Tumoren im Tiermodell abzu-
stolRen, untersucht werden. Da es sich beim CEA um ein tumorassoziiertes Antigen
handelt, gegen das eine gewisse Toleranz besteht, muss jede effektive Vakzine in
der Lage sein, diese Toleranz zu durchbrechen. Dies soll in einem CEA-transgenen
Mausmodell untersucht werden. Bisher konnte gezeigt werden, dass die CyaA-CEA-
Vakzine alleine eine relativ geringe gegen CEA-gerichtete zellulare Immunantwort
auslost, die durch verschiedene Boostschemata (z.B. durch Kombination mit geneti-
scher Immunisierung mit CEA-Expressionsvektoren) gesteigert werden soll.

3.2.3 Charakterisierung von Mausmodellen fiir die Evaluierung von neuen
Immuntherapien

Immuntherapie des Magenkarzinoms durch adoptiven Lymphozytentransfer in
einem transgenen autochthonen Mausmodel (Leiter: PD Dr. med. vet. Robert
Kammerer)

Auf der Basis eines transgenen Mausmodells haben wir in den letzten Jahren ein In-
vivo-Tumormodell aufgebaut, das fiir die Uberpriifung und Optimierung von Tumor-
immuntherapien hervorragend geeignet ist. Das T-Antigen-Transgen, ein Onkogen
des SV40-Virus, wird unter der Kontrolle des CEA-Promotors exprimiert (CEA424-
Tag-tg-Mause) und fuhrt in 100% der Tiere zu einer spontanen Tumorentwicklung im
Pylorusbereich des Magens, die in einem Alter von 90-110 Tagen zum Tode fuhrt.
Neuere Untersuchungen in Zusammenarbeit mit der TUM zeigten, dass es sich bei
den Tumoren um Magenkarzinome mit einer ausgepragten neuroendokrinen Kom-
ponente handelt. Um grundsatzlich die Frage zu beantworten, ob die Progression
des spontan entstehenden Magentumors in den transgenen Mausen durch eine
Tumorimmuntherapie beeinflusst werden kann, haben wir einen adoptiven Transfer
von Milzzellen aus nicht immunisierten und gegen SV40-T-Ag-immunisierten
C57BL/6-Mausen auf CEA424-Tag-tg-Mause durchgefuhrt. Bei diesem Vorgehen
wird die zentrale Toleranz gegenuber dem T-Antigen, die in den transgenen Mausen
besteht, umgangen. CEA424-Tag-tg-Mause zeigten nach Transfer von Milzzellen
immunisierter C57BL/6-Mause eine signifikant 1angere Uberlebenszeit im Vergleich
zu Mausen, die Milzzellen von nicht immunisierten Mausen erhielten. Bei den langer
uberlebenden therapierten Mausen konnten wir eine massive Lymphozyteninfiltration
in den submukosalen Raum, in den der Tumor einwachst, beobachten. In Zusam-
menarbeit mit der Nuklearmedizinischen Klinik (Prof. Dr. med. Peter Bartenstein, Dr.
Mona Mustafa) konnte als nichtinvasive quantitative Therapiekontrolle im Magentu-
mormodell die '®F-Desoxyglukose-Positronemissiontomographie (FDG-PET) etabliert
werden.

3.2.4 Entwicklung, Optimierung und klinische Testung von Tumorvakzinen

Allogene genetisch modifizierte Tumorzellvakzinen zur Therapie von Patienten mit
metastasiertem Nierenzellkarzinom (Klinische Phase-I-Studie) bzw. mit hormon-
refraktaren Prostatakarzinom (Klinische Phase-I/lI-Studie) (Leiter: Dr. rer. nat.
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Heike Pohla und Dr. med. Alexander Buchner; Mitarbeiter: Heidi Herbig; Birgit
Stadlbauer)

Beide Studien wurden erfolgreich abgeschlossen. Die Ergebnisse der Studien, die
eine hohe Vertraglichkeit und zum Teil eine klinische Wirksamkeit nahe legen, wur-
den zusammen mit den Kooperationspartnern zur Publikation eingereicht. Weiterfiih-
rende umfangreiche Immunmonitoring-Analysen sind fast abgeschlossen; ihre Publi-
kation wird vorbereitet.

Einsatz einer Multipeptidvakzine zur Behandlung des metastasierten
Nierenzellkarzinoms (Klinische Phase-I-Studie) (Leiterin: Dr. rer. nat. Heike Pohla;
Mitarbeiter: Heidi Herbig; Birgit Stadlbauer)

IMA901 ist eine auf mehreren Tumor-assoziierten Peptiden basierende
therapeutische Tumorvakzine. Die Peptide wurden aufgrund ihrer Uberexpression in
primarem RCC-Gewebe ausgewahlt. Sie besteht aus neun HLA-Klasse-I-bindenden
Peptiden und einem HLA-Klasse-lI-bindenden Peptid und ist in der Lage, CD8" CTL
und CD4" Th-Zellen zu aktivieren. Entwickelt wurde diese Vakzine von der Firma
Immatics Biotechnologies GmbH. Es handelt sich um eine multizentrische klinische
Phase-I-Studie zur Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenem RCC. Hauptziel
dieser offenen, nicht-kontrollierten, einarmigen Studie war die Untersuchung der
Vertraglichkeit und Sicherheit dieser Vakzine zusammen mit intradermal injiziertem
rekombinanten humanen GM-CSF als Adjuvanz. Wir haben fur diese Studie 76
Patienten HLA-typisiert und 15 Patienten konnten alleine in Minchen eingeschlossen
werden. Dementsprechend wurden in unserer Arbeitsgruppe auch die meisten
erfolgreichen PBMC-Aufarbeitungen (n = 111) durchgeflhrt.

Immunmonitoring zur Pilotstudie: Therapie von Patienten mit nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom (Leiterin: Dr. rer. nat. Heike Pohla; Mitarbeiter: Birgit Stadlbauer)

Unter Leitung der Chirurgischen Klinik (Klinikum der Universitat Minchen) wurde
eine klinische Pilot-Phase-I-Studie begonnen, in der Patienten mit nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom (NSCLC) nach chirurgischer Resektion mit bestrahlten, autologen
Tumorzellen vakziniert werden. Am Ort der Vakzinierung wird Uber eine Minipumpe
kontinuierliche GM-CSF appliziert. Zusatzlich erhalten die Patienten vor Vakzinierung
und nach Lymphopenieinduktion durch Gabe von Cyclophosphamid/Fludarabine eine
Reinfusion autologer Leukozyten (Leukaphereseprodukt). Praklinische und klinische
Studien belegen, dass durch Erzeugung von Lymphopenie die Frequenz zirkulieren-
der Tumor-spezifischer T-Lymphozyten deutlich gesteigert werden kann. ELISPOT-
Analysen zum Immunmonitoring befinden sich derzeit in der Auswertung.

3.2.5 Weiterentwicklung von standardisierten Methoden zum immune
monitoring

(Leiterin: Dr. rer. nat. Heike Pohla; Mitarbeiter: Birgit Stadlbauer)

Um die vielschichtigen Folgen verschiedenster therapeutischer Malnahmen auf das
Immunsystem zu erfassen, wird eine Reihe von diagnostischen Tests bendtigt. Fol-
gende Technologien wurden fur das Immunmonitoring am LTI etabliert: ELISPOT zur
Quantifizierung Antigen-spezifischer T-Zell-Antworten anhand von Zytokin- bzw.
Granzym- oder Perforinproduktion, Cytometric bead array fur die gleichzeitige Quan-
tifizierung von uber 20 verschiedenen Zytokinen und Chemokinen aus Serum, Zyto-
kin-Sekretions-Assay bzw. Zytokin-capture-Assay, der eine Anreicherung z. B. CD4"
und CD8" Tumor-spezifischer T-Zellen auch ohne Kenntnis des Antigens erlaubt,
Multiparameter-Immunfluoreszenz am LSRII-FACS-Gerat, fur eine kombinierte pha-
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notypische und funktionelle Analyse verschiedener T-Zell-Subpopulationen,
MHC/Peptid-Tetramer- bzw. Multimer-Bindungsanalysen sowie die quantitative T-
Zell-Rezeptor (TCR)-Analyse mittels Real-time-RT-PCR. Aulierdem haben wir an
mehreren Ringversuchen des Cancer Vaccine Consortiums zur Standardisierung von
ELISPOT-Tests fur das Immunmonitoring erfolgreich teilgenommen.

3.3 Urologische Forschung

3.3.1 Verteilung und funktionelle Relevanz der Proteinkinase A (PKA) und
Proteinkinase G (PKG) im unteren Harntrakt des Menschen

(Leiter: Dr. med. Christian Gratzke)

Die benigne Prostatahyperplasie (BPH) ist die haufigste Ursache von Miktionssto-
rungen des alternden Mannes. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, neue medikamen-
tése Therapieoptionen bei der Behandlung von Symptomen des unteren Harntraktes
zu erschlieRen. Die Aktivierung der NO/cGMP-Kaskade bewirkt einen Anstieg der
intrazellularen cGMP- bzw. cAMP-Konzentration; dies fuhrt Uber Proteinkinase A
(PKA)- bzw. Proteinkinase G (PKG)-vermittelte Mechanismen zu einer Verringerung
der verfiigbaren Ca?*-Konzentration mit der Folge einer Relaxation glatter Muskula-
tur. Phosphodiesterasen (PDEs) kontrollieren die intrazellularen cAMP und cGMP-
Spiegel. Die Verteilung und Funktion der PKA, PKG und PDE-Isoformen von Urethra,
Detrusor vesicae sowie Prostata des Menschen sind weitgehend unbekannt. Tierex-
perimentelle Untersuchungen lassen auf einen Einfluss von zyklischen Nukleotid
(cNMP)-bedingten Alterationen von Urethra, Detrusor und Prostata im Alter, bei
erhohtem infravesikalem Widerstand, Ischamie sowie Diabetes mellitus schlielen.
Phase |- und Il- Studien geben Hinweise auf die Wirksamkeit von PDE1 und PDE5-
Inhibitoren in der Verbesserung subjektiver Symptome. Unter Nutzung von moleku-
larbiologischen sowie funktionellen Techniken sollen cNMP-, PKA-, PKG- und PDE-
vermittelte Ubertragungsmechanismen in Urethra, Detrusor und Prostata des Men-
schen untersucht werden. Dadurch soll das Verstandnis der physiologischen Regu-
lationsmechanismen des unteren Harntraktes sowie der Entstehung und Behandlung
von BPH-bedingten Symptomen erhoht werden.

3.3.2 Urodynamische Effekte einer selektiven CB2-Rezeptor-Stimulation auf die
normale Blasenfunktion und Detrusoruiberaktivitat bei wachen Ratten

(Leiter: Dr. med. Christian Gratzke)

Die Einnahme von Cannabisextrakten bessert Symptome der Dranginkontinenz bei
Patienten mit multipler Sklerose. Der Mechanismus dafir ist unbekannt. Die Arbeits-
gruppe zeigte kurzlich die Expression von CB1- und CB2-Rezeptoren in der Blase
(Urothel und Detrusor) bei Affe und Mensch mittels Western Blots und Immunfluores-
zenz. Doppelfarbungen zeigten die Kolokalisation von CB2-Rezeptoren mit sensiblen
Nervenendigungen im Urothel und Suburothel. Die Expression von CB2-Rezeptoren
war im Urothel signifikant hoher als im Detrusor. Weder Anandamid, ein CB1/CB2
und TRPV1-Agonist, noch CP 55,940, ein hochpotenter CB1/CB2-Agonist, zeigten
signifikante Effekte auf pharmakologisch oder elektrisch hervorgerufene Muskelkon-
traktionen der Blase in vitro. Wahrend CP 55,940 in vivo das Miktionsintervall verlan-
gerte sowie den Blasenbasisdruck und Schwellendruck erhdhte, zeigte Anandamid
eine Erniedrigung der gleichen Parameter nach Lockerung der Urothelbarriere durch
Vorbehandlung mit Protaminsulfat in vivo. Die beim Menschen beobachtete Sym-
ptombesserung der Dranginkontinenz durch Cannabisextrakte kdnnte daher auf eine
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Stimulation von CB2-Rezeptoren an sensiblen Nervenendigungen im Urothel und
Suburothel zurickzufuhren sein. Das Ziel des Projekts ist es, die Effekte eines selek-
tiven CB2-Rezeptor-Agonisten (JWH-133) auf die normale Blasenfunktion in wachen
Ratten und auf Ratten mit Detrusoruberaktivitat, hervorgerufen durch infravesikaler
Obstruktion, zu analysieren. Die Effekte von JWH-133 auf isoliertes Blasengewebe
werden in vitro mit der Organbadtechnik getestet. Die Expression von CB1- und CB2
Rezeptoren sollen vor und nach taglicher Behandlung von JWH-133 auf die Blase
der Ratten untersucht werden. Die bei Affe und Mensch gefundene Kolokalisation
von CB2-Rezeptorn und sensiblen Nervenendigungen werden mit immunhistochemi-
schen Farbungen verifiziert.

3.3.3 Untersuchung der Wirkung von Pharmakotherapie und In-vivo-
Gentherapie zur selektiven Beeinflussung von Rho-Kinase auf die erektile
Funktion in einem Cavernosusnerv-Schadigungsmodell der Ratte

(Leiter: Dr. med. Christian Gratzke)

Erektile Dysfunktion (ED) ist eine Komplikation nach radikaler Prostatektomie bei
Prostatakarzinom. Auch bei nervschonender OP-Technik fuhrt die Schadigung der
caverndsen Nerven mit ihren parasympathischen Fasern zu temporarer oder perma-
nenter ED bei 26-100% der Patienten. Reduzierte Erektionsepisoden fuhren zu redu-
zierter Oxygenierung und cavernodser Fibrose. Verschiedene Therapien wurden im
Tierversuch und bei Patienten getestet, unter anderem tagliche Anwendung von
Phosphodiesterase-5-Inhibitoren. Es besteht jedoch Bedarf an weiteren Therapie-
Strategien, um erektile Funktion und damit die Lebensqualitdt zu verbessern. Die
erektile Funktion wird durch Relaxation und Kontraktion der glatten Muskelfasern im
Corpus cavernosum kontrolliert. Transmitter wie Noradrenalin, Endothelin-1 und
Angiotensin interagieren mit G-protein coupled receptors (GPCR), um Kontraktionen
des erektilen Gewebes zu bewirken. GPCRs aktivieren RhoA/Rho-Kinase (ROCK)-
Signale zur Calcium-unabhangigen Regulation der Kontraktion glatter Muskelzellen.
Es gibt zunehmend Hinweise auf die Beteiligung von ROCKs in der Pathogenese
von ED und kardiovaskularen Erkrankungen. Eine verbesserte erektile Funktion
durch ROCK-Inhibition bei ED verschiedener Genese konnte bereits demonstriert
werden. Derzeit verfigbare ROCK-Inhibitoren unterscheiden jedoch nicht zwischen
ROCK1- und ROCK2-Isoformen und inhibieren Proteinkinase A und C. Erste Daten
aus einem Tiermodell (post-Prostatektomie bei der Ratte) zeigen eine erhodhte
ROCK2-Expression. Das aktuelle Projekt untersucht die langfristigen Auswirkungen
eines neuen selektiven ROCK2-Inhibitors, H1152, in Vergleich zu Gentransfer-Tech-
niken, auf die Erektion in einem Rattenmodell. Dabei werden sowohl funktionelle
Tests als auch die molekularbiologische Charakterisierung von RhoA/ROCK und
NO/cGMP-Aktivitat im erektilen Gewebe durchgefuhrt.

3.3.4 Angiogenese in urologischen Tumoren

Nachweis and Quantifizierung von potentiellen Blasentumormarkern im Urin
(Leiterin: Dr. med. Derya Tilki)

Molekulare Bildgebung zur Darstellung von Tumorblutgefal3en im Prostatakarzinom
(Leiterin: Dr. med. Derya Tilki)

Die Rolle endothelialer und hematopoietischer Vorlauferzellen bei der Vaskularisie-
rung urologischer Tumoren

(Leiterin: Dr. med. Derya Tilki)
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Diese Forschungsprojekte dienen u.a. der Identifikation neuer Urinmarker beim
Urothelkarzinom, was einen deutlichen Benefit fur die Patienten hinsichtlich der
Anpassung der Tumornachsorge bedeutet, denn bisher sind invasive Nachsorge-
methoden wie Zystoskopie und Spulzytologie die Standardverfahren. Auch zur Prog-
nosebeurteilung konnen neue Marker einen wertvollen Beitrag leisten. Ein viel ver-
sprechender Marker konnte bereits mittels ELISA und Western Blot im Urin von Pati-
enten mit Harnblasenkarzinom identifiziert werden, die Publikation hierzu ist einge-
reicht. Weiterer Inhalt der Projekte ist die Identifizierung der detaillierten Ablaufe bei
der Tumorneoangiogenese bei urologischen Tumoren incl. praziser Visualisierung
der Tumorgefalde. Diese Daten bilden die Grundlage zur Entwicklung neuer Thera-
pieansatze bei urologischen Tumoren.

3.3.5 Optische Koharenztomographie (OCT) - ein minimal invasives Verfahren
in der Diagnose von Harnblasenkarzinomen

(Leiter: Dr. med. Alexander Karl, Dr. rer. hum. biol. Herbert Stepp)

Die optische Koharenztomographie (OCT) als minimal invasives Verfahren findet in
verschiedenen medizinischen Bereichen Anwendung. Wir prasentieren die ersten
Erfahrungen und Ergebnisse einer monozentrischen Studie im Bereich der Harn-
blase. Bei 52 Patienten wurden 166 Lasionen mittels OCT beurteilt und histologisch
korreliert (TUR-B/Biopsie). 32 Patienten wiesen ein TCC in der Vorgeschichte auf
(Nachsorge), bei weiteren 20 Patienten wurde der V.a. eine Neoplasie geaulert.
Zum Einsatz kam ein OCT-System (Niris®, Imalux®, Cleveland), welches Licht nahe
dem Infrarotbereich verwendet. Die verwendete OCT Sonde hat einen Aussen-
durchmesser von 2,7 mm, welche mit Hilfe eines regularen Zystoskopschaftes in der
Blase positioniert wurde. Die OCT wurde zur Beurteilung von Lasionen, welche in der
Weisslichtendoskopie als suspekt eingestuft wurden, eingesetzt. Diese Lasionen
wurden mit der OCT gescannt und dann biopsiert. Von insgesamt 166 OCT Scans
konnten 102 (61%) im Rahmen der Videoanalyse mit der Lokalisation der Biopsie
korreliert werden. Nur Lasionen, welche sicher zuzuordnen waren, wurden in die
spatere Analyse eingeschlossen. 88 Lasionen waren benigne. Alle malignen Lasio-
nen konnten mit diesem Verfahren als solche erkannt werden. Die OCT zeigt in die-
ser Analyse eine Sensitivitdat von 100% bei einer Spezifitdt von 65% fur maligne
Lasionen. Die OCT als ein minimal invasives Verfahren wies eine hohe Sensitivitat in
der Detektion maligner Lasionen auf. Mangels Markierungsmethoden bei der OCT
konnten lediglich 61% der gescannten Lasionen der Biopsiestelle sicher zugeordnet
werden. Fur die Zukunft ist ein Verfahren zur Markierung bzw. die Entwicklung eines
Schaftes zum schnellen Wechsel zwischen OCT und Biopsie wunschenswert.

3.3.6 Pradiktion von Lymphknotenmetastasen anhand von Genexpressions-
analysen von Prostatastanzbiopsien bei Prostatakarzinom

(Kooperation Dr. med. Alexander Karl und Prof. Waldman (UCSF))

Das Ziel dieses Projekts ist die Detektion eines Genexpressionsmusters zur prathe-
rapeutischen Detektion von pelvinen Lymphknotenmetastasen. Der Bedarf an neuen
Markern ergibt sich aus der relativ geringen Sensitivitat und Spezifitat der radiologi-
schen Diagnoseverfahren und der nicht ausreichenden Pradiktionssicherheit von kli-
nischen Nomogrammen. Maogliche Anwendungsgebiete sind die Anpassung oder
Extension der Lymphadenektomie, die Anpassung und ggf. VergroRerung des
Strahlenfeldes bei Radiotherapie sowie ggf. die Indikationsstellung zu neoadjuvanter
oder primarer hormonablativer Therapie. Flur die Studie wurden zunachst 38 High-
risk-Patienten mit radikaler Prostatovesikulektomie und Lymphadenektomie ausge-
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wahlt, jeweils 19 davon mit bzw. ohne Lymphknotenbefall. Die Follow-up-Zeit war
mindestens zwei Jahre. Aus dem formalinfixiertem OP-Praparat wurde Tumorge-
webe mittels manueller Mikrodissektion isoliert und die Expression von 48 Genen
(ermittelt in vorangegangenen Studien der UCSF) mittels quantitativer RT-PCR
gemessen. Acht dieser 48 Gene zeigten eine signifikante Korrelation mit dem Vorlie-
gen von Lymphknoten-Metastasen. Drei dieser acht Gene (ANGPT2, EVI1, ZNF217)
waren signifikante und unabhangige Pradiktoren fir das Vorhandensein von Lymph-
knotenmetastasen beim Prostatakarzinom (likelihood ratio test: p = 0.0001, 0.089,
0.046). Die Uberprifung dieser Ergebnisse an einer groReren Serie von Gewebepro-
ben ist in Vorbereitung.

3.3.7 Rolle der TRPA1- und TRPV1-lonenkanile im Urogenitaltrakt
Morphologie und Funktion von TRPA1- und TRPV1-lonenkanalen im humanen Ure-
ter

Physiologischer Mechanismus der durch TRPA1- und TRPV1-lonenkanéle induzier-
ten Relaxation der humanen Urethra und deren mdgliche funktionelle Abhangigkeit
von Canabinoid-Rezeptoren

Physiologischer Mechanismus der durch TRPA1-und TRPV1-lonenkanale induzier-
ten Relaxation der humanen Prostata und deren mdgliche Abhéangigkeit von Canabi-
noid-Rezeptoren

(Leiter: Philipp Weinhold / Dr. med. Christian Gratzke)

Das Ziel der Forschungsprojekte zu den TRPA1 und TRPV1-lonenkanalen war
nachzuweisen, ob TRPA1- und TRPV1-lonen Kanale im Urogenitaltrakt existieren,
was fur eine Funktion diese haben, wie deren genaue physiologische Mechanismen
ablaufen und in welchem moglichen Zusammenhang sie mit anderen Rezeptortypen
stehen. Fur den Nachweis und die genaue Verteilung der TRP-lonenkanale wurden
Western Blots sowie immunohistochemische Verfahren durchgefuhrt. Um die genaue
Funktion und deren physiologische Mechanismen bestimmen zu kénnen, wurden
Daten aus Experimenten mit einem Organbad erhoben. Dies erlaubte, die Wirkung
der TRP-Agonisten direkt an der postsynaptischen Membran des verwendeten
Gewebes zu testen, zum anderen konnte mittels Elektro-Feld-Stimulation (EFS), also
neuronaler Stimulation, der Effekt der TRP-Agonisten prasynaptisch abgeklart wer-
den.
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