
  
 

LIFE 
F O R S C H U N G   
FÜR DAS LEBEN 
 
Laser- und Immunologie  
Forschungseinrichtungen an  
der Urologischen Klinik der  
Ludwig-Maximilians-
Universität 
München 
 
 

 
 

 

Forschungsbericht 
2001-2002 



Forschung für das Leben 1 

Vorwort 

Rückblickend auf die vergangenen beiden Jah-
re 2001/2002 dient der Forschungsbericht des 
LIFE-Zentrums der Demonstration der anhal-
tenden klinisch-wissenschaftlichen Leistungs-
fähigkeit dieser Einrichtung. Für alle Freunde 
und Förderer des LIFE-Zentrums sowie Koope-
rationspartner aus Universität und Industrie 
fasst er zusammen, welcher Stand der For-
schung und Entwicklung in den Bereichen La-
ser und Immunologie erreicht wurde. Der For-
schungsbericht dokumentiert neue Erkenntnisse 
in den Forschungsschwerpunkten Medizintech-
nologie, Photodynamik und Fluoreszenzdetek-
tion von Tumoren sowie der Weiterentwick-
lung immunologischer Therapieverfahren bis 
hin zur aktiven spezifischen Vakzinierung zur 
Behandlung des Nieren- und Prostatakarzi-
noms. 

Der Tradition folgend entwickelt sich der For-
schungsschwerpunkt Photodynamik zuneh-
mend erfolgreich im LFL. Hier ist der Hinweis 
erlaubt, dass vor genau 100 Jahren am 10. Sep-
tember 1903 die erst photodynamische Thera-
pie eines Hautkarzinoms in München unter An-
leitung des Direktors des pharmakologischen 
Instituts Prof. v. Tappeiner und dem Dermato-
logen Jesionek stattfand. Darüber hinaus legten 
v. Tappeiners Studenten mit ihren Arbeiten den 
Grundstein zum Verständnis der photodynami-
schen Wirkung fluoreszierender Farbstoffe. 
Hier spannt sich der Bogen zu „OPAL“, als 
Akronym für optische Pathologie. In einem in-
tegrativen Konzept aus Tumordetektion durch 
Fluoreszenz, konfokaler Mikroendoskopie und 
optischer Kohärenztomographie, sollte es in 
Zukunft möglich sein, eine pathologische Be-
gutachtung an jedem subjektiv verdächtigen 
Gewebeareal mithilfe von Endoskopen durch-
zuführen, ohne Gewebeproben zu entnehmen. 
Diese Techniken in einem „OPAL-oskop“ zu 
bündeln, sehen wir als die Herausforderung der 
Zukunft. 

Neue Wege in der Umsetzung medizintechni-
scher Entwicklungen werden seit kurzem be-
schritten mit der Einbeziehung der Initiative 
„Bayern Patent“, die in Kooperation mit dem 
Büro für Technologietransfer und der Fraunho-
fer-Patentstelle Hilfestellung bei Verhandlun-

gen mit Firmen und der Ausarbeitung von Ver-
trägen bieten sollen. Hier besteht für beide Sei-
ten Lernbedarf und die Bereitschaft gemeinsam 
an Optimierungsprozessen für die Zukunft mit-
zuwirken. 

Obwohl verschiedene immuntherapeutische 
Verfahren (Zytokintherapie zum Teil in Kom-
bination mit Chemotherapie) in den letzten Jah-
ren einen festen Platz in der Klinik gefunden 
haben, wird weltweit mit großem Einsatz an 
der Etablierung von aktiv-spezifischen Vakzi-
nierungsstrategien gegen verschiedene Tumor-
entitäten gearbeitet. Erste internationale Erfol-
ge vor allem bei Melanompatienten zeigen, 
dass diese Strategie erfolgversprechend ist. Bis 
die aktive Immunisierung bei der Behandlung 
von malignen Erkrankungen ähnlich erfolg-
reich werden kann, wie sie bei der Bekämpfung 
von Infektionskrankheiten in den letzten hun-
dert Jahren wurde, ist jedoch noch viel Arbeit 
zur Optimierung dieser Therapieform zu leis-
ten. Folgende Fragen stehen dabei im Mittel-
punkt, auf die in diesem Bericht näher einge-
gangen wird: Identifizierung von Zielantige-
nen, Weg der Antigen-Präsentation, klinisches 
Management der Therapie und die Überprü-
fung der im Patienten stattfindenden Immunre-
aktion („Immunmonitoring“). Auch hier 
scheint es sich zu bewahrheiten, dass große 
Ziele nur durch viele kleine Schritte erreicht 
werden können. 

Begleitet und immer wieder stimuliert wurden 
diese Schritte sowohl bei medizin-
technologischen Entwicklungen im LFL als 
auch in der tumorimmunologischen Forschung 
im LTI durch Prof. Dr. med. Dr. h. c. mult. 
A. Hofstetter, dem Direktor der gemeinsamen 
Einrichtung LIFE-Zentrum. Ihm widmen wir 
diesen Forschungsbericht zu seinem 65. Ge-
burtstag in Anerkennung für seine herausra-
genden Verdienste sowohl bei der Entstehung 
als auch dem wissenschaftlichen Fortgang die-
ser Einheit. Dies ist darüber hinaus verbunden 
mit dem Wunsch, dass seine Verbindung mit 
unserem LIFE-Zentrum noch lange erhalten 
bleibt. 

 

 

Dr. R. Baumgartner Prof. W. Zimmermann 
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Historie 
 

Bereits Anfang der 70er Jahre wurde in der 
damaligen GSF (Gesellschaft für Strahlen und 
Umweltforschung) intensive Lasermedizinfor-
schung in den Arbeitsgruppen Urologie (Prof. 
Hofstetter), Gastroenterologie (Prof. Kiefhaber) 
und Neurochirurgie (Prof. Leheta) unter der 
wissenschaftlichen Betreuung durch das Insti-
tut für angewandte Optik (Prof. Waidelich) be-
trieben. Nach den ersten Laseranwendungen in 
der Klinik im Jahr 1975 (Thalkirchner Straße) 
entstanden mit zunehmendem Forschungsbe-
darf neue medizinische Lasereinrichtungen in 
Berlin (Prof. Müller), Düsseldorf (Prof. Kauf-
mann), Lübeck (Prof. Hofstetter) und Ulm 
(Prof. Steiner). Mit zunehmend innovativen 
Applikationstechniken auf dem Gebiet der La-
ser-Technologie zeigte sich immer mehr das 
Defizit einer technisch-wissenschaftlich orien-
tierten Schnittstelle zwischen Industrie und 
Klinik. Die Effizienz einer derartigen Einrich-
tung wird bestimmt durch die räumliche Nähe 
der klinischen Anwender und einen in Bezug 
auf Qualität und Zeit optimierten Technologie-
transfer. Diese Argumente bildeten die Basis 
für die Errichtung eines Laser-
Forschungslabors auf dem Gelände des Klini-
kums Großhadern. Mit der offiziellen Eröff-
nung im Oktober 1995 nahm das Labor den 
Forschungsbetrieb auf. 

Struktur 
 

Trotz seiner offiziellen Zuordnung an die Uro-
logische Klinik war das Laser-Forschungslabor 
von Beginn an als fach- und standortübergrei-
fende Einrichtung gedacht, mit den Möglich-
keiten, klinische Forschung mit allen interes-
sierten medizinischen Fachdisziplinen durchzu-
führen. Intensiviert werden auch bestehende 
bzw. neue Kontakte zu externen Instituten und 
Kliniken.  

Für die Kooperation mit der Industrie bestehen 
ideale Möglichkeiten, da im Großraum Mün-
chen mehrere Firmen mit Geschäftsbereichen 
in der Medizintechnologie angesiedelt sind. Für 
diese Firmen ist es ein wesentlicher Vorteil, 
dass die Produktentwicklung in möglichst en-
ger und direkter Abstimmung mit den Anwen-
dern vollzogen werden kann. Hier bietet das 
Laser-Forschungslabor durch die direkte An-
bindung an den klinischen Betrieb ausgezeich-
nete Voraussetzungen. 

Das Laser-Forschungslabor steht in engem 
Kontakt mit dem Labor für Tumorimmunolo-
gie (LTI) der Urologischen Klinik. Beide Insti-
tutionen bilden zusammen die Laser- und Im-
munologie-Forschungseinrichtungen (LIFE) 
und sind gemeinsam in einem Pavillion in un-
mittelbarer Nähe des Klinikums untergebracht. 

 

 

 

 

 

 

Dr. R. Baumgartner 

Leiter des Laser-Forschungslabors 
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Die Photodynamische Therapie des Harnblasenkarzinoms mit  
Weißlicht 

Es wurde ein Konzept für die Lichtapplikation 
bei der photodynamischen Therapie mit 5-ALA 
zur Rezidivprophylaxe beim oberflächlichen 
Harnblasenkarzinom entwickelt, das sich durch 
Einfachheit und reduzierte Kosten auszeichnet. 
An Stelle eines Lasers wurde eine Weißlicht-
quelle auf der Grundlage einer 500W-Xe-
Lampe verwendet (s. Abb. 1). Der Licht-
transport erfolgt mit einer Glasfaser mit 1,5mm 
Durchmesser. Es gelang, eine Lichtleistung von 
5W einzukoppeln. Die Glasfaser wird über ei-
nen Bestrahlungskatheter in die Harnblase ein-
geführt (s. Abb. 2). Ein mit Streumedium do-
tierter Kunststoffzylinder vor dem Faserende 
verteilt das Licht über die Blasenwand. 

 

Abb. 1: Prototyp der Weißlichtquelle auf der Basis einer 
Xe-Kurzbogenlampe mit 500W Leistung (T-Light System, 
Karl Storz, Tuttlingen). 

 

Abb. 2: Spezialkatheter für die Lichtapplikation (OptiMed 
GmbH, Ettlingen). Über eine Glasfaser mit 1,5mm Durch-
messer und einem speziell entwickelten hitzebeständigen 
Stecker können 5W appliziert werden. Die Lichtemission 
erfolgt isotrop am distalen Ende des Katheterballons. 

Auch die Lichtdosimetrie wurde erheblich ver-
einfacht. Dazu wurde die wirksame Lichtdosis 
derart gesteigert, dass der Sensibilisator weit-
gehend ausbleicht. In diesem Fall hängt die 
therapeutische Wirkung nur noch unwesentlich 
von Variationen der Lichtdosis ab, so dass sich 

die erforderliche Präzision der Lichtdosimetrie 
erheblich verringert. Diese Steigerung beruht 
im Wesentlichen auf der Nutzung der Blau-
violett-Anteile der Lichtquelle, die deutlich 
stärker vom verwendeten Photosensibilisator 
Protoporphyrin IX (PPIX) absorbiert werden 
als die Rotanteile. Da die zu therapierenden 
Läsionen nur eine Gewebetiefe von wenigen 
100µm aufweisen, kann die im Vergleich zu 
den Rotanteilen reduzierte Eindringtiefe der 
Blau-violett-Anteile ohne weiteres in Kauf ge-
nommen werden. 

Zur Dosisfindung wurde die Ausbleichdynamik 
von PPIX in vivo gemessen. Dazu wurde un-
mittelbar vor der PDT ein kleiner Bereich der 
Blasenwand endoskopisch mit blau-violettem 
Licht bestrahlt und die zeitliche Abnahme des 
Fluoreszenzsignals gemessen (s. Abb. 3). Da-
nach wird das PPIX bei einer blau-violetten 
Lichtdosis von 30J/cm² zu über 95% ausgebli-
chen. Anhand einer Analyse des Lampenspekt-
rums und des PPIX-Absorptionsspektrums er-
wartet man für eine Weißlichtdosis von 
100J/cm², dem klinisch verwendeten Wert, die 
gleiche Wirkung. Diese Analyse deckt sich gut 
mit den Ergebnissen der qualitativen fluores-
zenzendoskopischen Untersuchungen, die bei 
Patienten jeweils vor und nach PDT durchge-
führt wurden. Sie deckt sich ferner mit der Be-
obachtung, dass die Gabe von Narkotika bereits 
nach ca. 25% der Bestrahlungszeit deutlich re-
duziert werden konnte. 

 

Abb. 3: Ausbleichen von PPIX bei breitbandiger Bestrah-
lung mit blau-violettem Licht im Bereich zwischen 400 
und 450nm. Dargestellt sind Messergebnis und exponen-
tielle Anpassung. Die klinisch applizierte Lichtdosis von 
100J/cm² Weißlicht entspricht in dieser Kurve der Stelle 
bei 30J/cm². 

W. Beyer, H. Stepp, S. Wagner, T. Pongratz, 
R. Waidelich 



 Laser- und Immunologie-Forschungseinrichtungen 

PDT mit 5-ALA am Prostata-Tumormodel in vivo 

Einführung: Radikale Prostatektomie, externe 
Strahlentherapie und Brachytherapie sind die 
Hauptbehandlungsmethoden für das lokal be-
grenzte Prostatakarzinom (PCA). Da jedoch 
sowohl Früh- als auch Spätkomplikationen wie 
Blutungen, Inkontinenz und Impotenz auftre-
ten, besteht der Bedarf an einer selektiven mi-
nimal-invasiven Methode zur Tumorzerstö-
rung. Vor der klinischen Einführung eines neu-
en Therapieverfahrens sind jedoch grundlegen-
de Untersuchungen zur Selektivität der 5-ALA-
induzierten PDT an einem Prostatakarzinom-
modell in vivo empfehlenswert. 

Material und Methode: Als Tumormodell 
diente der Dunning R3327 Tumor (MatLyLu-
Zelllinie), subkutan transplantiert in die Flanke 
männlicher Copenhagen-Ratten. Bei einem 
Tumordurchmesser von 5mm wurden nach i.v. 
Applikation von 5-ALA (150mg/kg) zunächst 
Fluoreszenzmessungen und in einem zweiten 
Ansatz die PDT durchgeführt.  

Die Fluoreszenzmessungen dienten einerseits 
der Ermittlung der zeitabhängigen PPIX-
Anreicherung im Tumorgewebe (Pharmakoki-
netik) und andererseits zur Verifizierung der 
Lokalisation der PPIX-Fluoreszenz. Die Fluo-
reszenzanregung erfolgte mittels D-Light 
(�=385-440nm, Karl STORZ GmbH, Tuttlin-
gen). Zum eindeutigen Nachweis von PPIX 
wurden Fluoreszenzspektren im Wellenlängen-
bereich zwischen 500 und 750 nm mit einem 
optischen Vielkanalanalysator aufgezeichnet. 
In Zeitintervallen von 15-30 min wurden diese 
Spektren über eine Gesamtdauer von 8h post 
injectionem aufgenommen. Die Fluoreszenzin-
tensität der PPIX-Hauptemissionsbande um 
�=635nm wurde in Abhängigkeit der Zeit auf-
getragen. Die Lokalisation der PPIX-
Fluoreszenz wurde mittels Vergleich benach-
barter Gewebe in der Fluoreszenzmikroskopie 
zur HE-Lichtmikroskopie ermittelt.  

Aufbauend auf den Ergebnissen der Fluores-
zenzuntersuchungen wurde die PDT zum Zeit-
punkt maximaler Fluoreszenzintensität durch 
großflächige homogene Beleuchtung des Tu-
morareals mit Licht der Wellenlänge �=633nm 
(100mW/cm², 100J/cm²) durchgeführt. 48h 
nach PDT wurden die Tumore explantiert und 
zur histopathologischen Beurteilung des pro-
zentualen Nekroseanteils aufbereitet.  

Ergebnisse: In den Fluoreszenzunter-
suchungen wurde PPIX anhand des spezifi-
schen Emissionsspektrums identifiziert. Die 
Kinetik ergab erhöhte PPIX Akkumulation in 
einem Zeitraum von 3-4h post 5-ALA-
Applikation. Die rote PPIX-Fluoreszenz wurde 
selektiv im Tumor nachgewiesen, während be-
nachbartes Normalgewebe lediglich grüne  
Autofluoreszenz zeigte.  

Infolge der PDT wurde das Tumorwachstum 
makroskopisch gegenüber den Kontrollgruppen 
verzögert. Histologisch konnte eine signifikan-
te Nekrose mit Nestern vitaler Tumorzellen in 
der PDT-Gruppe nachgewiesen werden (siehe 
Tabelle).  

 Tiere 

n 

Parameter 

[J/cm²]    [mg/kg K.G.] 

Nekrose 

% 

I 6 0 0 6 � 4 

II 3 0 150 8 � 3 

III 3 100 0 7 � 4 

IV 18 100 150 94 � 12 

Tab. 1. PDT-induzierte prozentuale Nekrose (Mittelwert � 
Standardabweichung) entsprechend der unterschiedlichen 
Behandlungen: Kontrollgruppen I-III, PDT-Gruppe IV 

Diskussion: Die systemische Applikation, die 
rasche Kinetik und die hohe Selektivität von 
5-ALA-induziertem PPIX machen 5-ALA zu 
einer attraktiven Substanz für die PDT. Auch 
die vorliegende Untersuchung am Prostata-
Karzinom-Modell belegt diese Qualitäten und 
das Potenzial für eine selektive und effektive 
Zerstörung des Tumorgewebes was Ziel dieser 
tierexperimentellen Studie war, um somit die 
Vorbedingungen für den klinischen Einsatz zu 
erfüllen.  

Diese Erkenntnisse sind zunächst in eine klini-
sche Studie zu übertragen, um in deren Folge 
die PDT-relevanten Parameter, Dosierung von 
5-ALA und Licht zu optimieren (siehe dazu 
nachfolgenden Bericht). 
D. Zaak, R. Sroka, S. Stocker, K. Bise, M. Höppner,  
R. Knüchel  
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Photodynamische Therapie des humanen Prostatakarzinoms mit 5-ALA- 
induziertem Protoporphyrin IX – Vorläufige Ergebnisse 

Einführung: Die radikale retropubische 
Prostatektomie (RRP), externe Bestrahlung und 
Brachytherapie stellen die zentralen Behand-
lungsformen des Prostatakarzinoms (PCA) dar. 
Aufgrund des Auftretens von Nebenwirkungen 
und Komplikationen besteht ein Bedarf an  
alternativen Behandlungsmethoden, zu denen 
die Photodynamische Therapie (PDT) zählt. 
Ziel dieser Untersuchung war es die Lokalisa-
tion von 5-ALA-induziertem PPIX im PCA zu 
ermitteln, um dann eine interstitielle PDT an 
Patienten durchführen zu können. 

Material: Zunächst wurde die Lokalisation 
von 5-ALA-induziertem PPIX im humanen 
PCA untersucht. Patienten (n=14) mit histolo-
gisch nachgewiesenem PCA erhielten eine 
RRP. Unmittelbar vor Anästhesie wurde ihnen 
eine Lösung von 5-ALA von 20mg/kg Körper-
gewicht oral zugeführt. Das ektomierte Gewe-
be wurde fluoreszenz-mikroskopisch auf die 
Präsenz von PPIX untersucht.  

Auf der Basis dieser Erfahrungen erhielten 5 
Patienten eine interstitielle PDT, drei Patienten 
mit transurethralem und zwei mit transperinea-
lem Zugang der Lichtapplikation unter Ultra-
schallkontrolle. Hierfür wurde das Licht eines 
Diodenlasers (λ=633nm) in einen Lichtwellen-
leiter mit einer 1cm langen Diffuserspitze ein-
gekoppelt und dieser in das Gewebe gestochen. 
Die Lichtdosimetrie wurde mittels Monte-
Carlo-Simulation auf der Basis der optischen 
Parameter der Prostata berechnet. Es wurde je 
Position eine Lichtenergie von 250J/cm (Be-
strahlungsstärke: 0,5W/cm, Bestrahlungsdauer: 
500s) appliziert.  

Ergebnisse: Die Fluoreszenzuntersuchungen 
belegen die selektive Akkumulation von PPIX 
in Tumorzellen, während normales epitheliales 
und stromales Gewebe nur Autofluoreszenz 
zeigte. Innerhalb von 6 Wochen nach intersti-
tieller PDT waren die PSA Werte um 20 bis 
70% reduziert. Die individuellen PSA-Werte 
sind in Tabelle 1 aufgelistet. Ein Jahr post PDT 
konnte jedoch wieder ein Anstieg des PSA-
Wertes festgestellt werden. Nebenwirkungen 
wie Inkontinenz, Dysurie, kutane Photosensibi-
lisierung sowie intolerable Veränderungen von 
Parametern des kardiovaskulären Systems 
wurden nicht beobachtet. 

Diskussion: Unter Berücksichtigung einer In-
kubationsdauer von 4-6 Stunden zur 5-ALA-
Aufnahme und -Metabolisierung zu PPIX ist 
eine selektive Akkumulation im humanem 
prostatischem Tumorgewebe festzustellen.  
Eine PDT in diesem Zeitraum bewirkt eine Re-
duktion des PSA-Wertes. Diese hielt über  
einen Beobachtungszeitraum von 6 Monaten 
an. Jedoch 1 Jahr post PDT wurden PSA-Werte 
vergleichbar den Pre-PDT-Werten gemessen. 
Eine Wiederholung der PDT bei einigen Pati-
enten zeigte die gleichen Wirkungen.  

Im Rahmen einer Einzelbehandlung wurden 
unmittelbar post PDT erste Zelldissoziati-
onsprozesse als initiale Hinweise der sich ent-
wickelnden Nekrose festgestellt. Bei Verkür-
zung der Inkubationsdauer auf 2 konnte nur  
eine geringe PPIX-Fluoreszenz nachgewiesen 
werden. Eine selektive PDT ist somit obsolet. 

Entsprechende PDT-Studien mit Photofrin® 
und Foscan® belegen ebenfalls eine Reduktion 
des PSA-Wertes nach PDT, jedoch sind die 
Nebenwirkungen und die Patientenbelastung 
durch diese Photosensibilisatoren zu berück-
sichtigen.  

Die vorliegende Studie belegt, dass die intersti-
tielle PDT mittels 5-ALA-induziertem PPIX 
eine sichere und einfache Behandlungsmethode 
des Prostatakarzinoms mit Reduktion des PSA-
Wertes darstellen kann. In weiteren Unter-
suchungen sind insbesondere die Lichtvertei-
lung und die Lichtdosimetrie zu optimieren, 
mit dem Ziel eine vollständige und kurative 
Behandlungsmethode des PCA zu entwickeln. 

 

Patient 
 

PSA 
vor PDT         nach PDT 

1 TU 8,7 2,8 
2 TU 5,7 4,9 
3 TU 7,0 3,9 
4 PE 4,9 3,9 
5 PE 10,9 7,2 

Tab. 1: Vergleich der individuellen PSA-Werte vor und 6 
Wochen nach PDT. (TU: transurethrale PDT, PE: perineale 
PDT) 

D. Zaak, R. Sroka, S. Stocker, K. Bise, M. Höppner, 
R. Knüchel  
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Fluoreszenzdetektion Rhodamin-markierter kationischer Liposomen 

Einführung: Intravenös injizierte kationische 
Liposomen (winzige Lipidmembrankügelchen) 
zeigen eine Affinität zu den Endothelien von 
Tumorkapillaren. Mit Hilfe einer Rhodamin-
markierung der Liposomen (LipoRed™, Mu-
nich Biotech AG, Neuried) kann dieses Verhal-
ten durch Fluoreszenznachweis untersucht 
werden. Ziel der hier dargestellten Arbeit war 
der Aufbau eines endoskopischen Fluoreszenz-
detektionssystems für den klinischen Einsatz 
beim Harnblasenkarzinom und die Durchfüh-
rung pharmakokinetischer Untersuchungen an 
Tumor- und Normalgewebe. 

Material und Methoden: Durch Einbau eines 
geeignet beschichteten Bandpassfilters (520 nm 
< λ < 570 nm) in ein D-Light-System (K. 
Storz, Tuttlingen) konnte über Standard-
zystoskope ausreichend Anregungslicht für den 
bildgebenden und spektralen Fluoreszenz-
nachweis zur Verfügung gestellt werden. Vor 
das Okular wurde während der Fluoreszenz-
messungen ein Langpassfilter (λ > 580 nm) 
vorgeschaltet. 

Fluoreszenzbilder wurden mit einer integrati-
onsfähigen 3-chip-Kamera (Tricam sl, K. 
Storz, Tuttlingen) auf Band gespeichert. Der 
(semi-) quantitative Fluoreszenznachweis  
erfolgte anhand von Fluoreszenzspektren, die 
fasergestützt aus dem Zentralbereich des  
Gesichtsfeldes erfasst wurden (S2000, Ocean 
Optics, Mikropack, Ostfildern). 

Vor Liposomenapplikation erfolgte die Identi-
fizierung und Markierung mehrerer Tumor- 
und Normalgewebsareale und jeweils der bild-
gebende und spektrale (Auto-) Fluoreszenz-
nachweis. Nach Beginn der intravenösen Lipo-
somenapplikation in einer Dosierung von 
2 mg/kg KG wurden diese Messungen in ca. 
10-minütigen Intervallen wiederholt. Zur Aus-
wertung wurden die bei 600 nm gemessenen 
Intensitäten (maximale Rhodaminfluoreszenz) 
auf die jeweilige Intensität bei 690 nm (mini-
male Rhodaminfluoreszenz) und auf die Auto-
fluoreszenz vor Liposomen-Applikation nor-
miert. 60 bis 90 Minuten nach Applikationsbe-
ginn erfolgte eine möglichst präzise Proben-
entnahme aus allen vermessenen Arealen. An 
Gefrierschnitten dieser Proben wurden fluores-
zenzmikroskopische Untersuchungen durch-
geführt und der histopathologische Befund er-
hoben. 

Ergebnisse: Abb. 1 zeigt Fluoreszenz-spektren 
vor und nach Applikation von LipoRed™ an 

einem Tumorareal nach Normierung auf die In-
tensität bei 690 nm. Der rhodaminbedingte 
Signalzuwachs ist deutlich zu erkennen. 

Abb. 1: Gewebefluoreszenz vor und nach Applikation 
Rhodamin-markierter Liposomen bei einem Harnblasen-
tumor (pT1G3).  

In Abb. 2 ist der relative Signalzuwachs, der in 
gutartigen und bösartigen Gewebearealen ge-
messen wurde gegenübergestellt. Der Trend ei-
ner deutlich stärkeren Rhodaminfluoreszenz 
aus Tumorarealen ist allerdings aufgrund der 
niedrigen Fallzahlen (4 Patienten, 15 Mess-
punkte) nicht statistisch signifikant. 

Abb. 2: Prozentualer, durch Rhodamin bedingter Anstieg 
der Fluoreszenzintensität bei 600 nm, 60 min nach Appli-
kationsbeginn. 

Das selektive Targeting von Tumorgefäßen 
zeigte sich auch eindrucksvoll in den fluores-
zenzmikroskopisch untersuchten Gefrier-
schnitten. 

Fazit: Die Untersuchungen sind ein erster 
Hinweis für eine tumorgefäßselektive Anrei-
cherung kationischer Liposomen. Dies könnte 
diagnostisch und therapeutisch zukünftig von 
großer klinischer Bedeutung sein. 
H. Stepp, O. Reich, R. Oberneder, R. Knüchel, B. Sauer, 
K. Bartelheim 
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Bestimmung optischer Gewebeeigenschaften in vivo: Messungen an 
Blasenwand und Gehirngewebe  

Einführung: Für die klinische Anwendung der 
Photodynamischen Diagnostik und Therapie 
(PDD, PDT) spielt die effektive Eindringtiefe 
des Lichts eine entscheidende Rolle. Diese ist 
abhängig von der Wellenlänge des verwende-
ten Lichts und begrenzt das Gewebevolumen, 
welches untersucht bzw. behandelt wird. Daher 
ist es für eine verlässliche Beurteilung der an-
gewendeten Methoden notwendig, die tatsäch-
liche Eindringtiefe des Lichts und damit auch 
die optischen Eigenschaften des Gewebes zu 
kennen. Da es sich bei Gewebe um ein streu-
endes Medium handelt, kann man dessen opti-
sche Eigenschaften in guter Näherung durch 
zwei Parameter beschreiben: den Absorptions-
koeffizienten µa und den reduzierten Streu-
koeffizienten µs’. 

Material und Methoden: Zur Bestimmung 
der beiden gewebespezifischen Parameter wur-
den zwei unabhängige Messungen durchge-
führt. Im ersten Schritt wurde die zu untersu-
chende Gewebestelle mit Weißlicht beleuchtet 
und das diffus zurückgestreute Licht spektral 
gemessen. Das so erhaltene Rückstreuvermö-
gen ergibt das Verhältnis von µa zu µs’. Im 
zweiten Schritt wurde Licht mit einer bestimm-
ter Wellenlänge (� = 420-450nm, 532nm, und 
635nm) über eine Lichtleitfaser punktuell ein-
gestrahlt mit einer CCD-Kamera die Rück-
streuung in Abhängigkeit vom seitlichen Ab-
stand zur Faser vermessen (Abbildung 1). Dies 
geschah entweder direkt bei der offenen Opera-
tion (Gehirn) oder durch den Arbeitskanal ei-
nes Endoskops (Blasenwand). Zu dem Verhält-
nis µa / µs’ wurden Monte-Carlo-Rechungen 
durchgeführt, an welche die gemessenen Rück-
streuprofile angepaßt wurden. Der Fit der Kur-
ve erfolgte über eine Anpassung der x-Achse 
(Abstand) und die y-Achse (Skalierungsfaktor) 
angepaßt. Das Ergebnis dieser Anpassung er-
gab die effektive Eindringtiefe als resultieren-
den Fitparameter, wodurch über das ermittelte 
Verhältnis µa / µs’ der Absorptionskoeffizient 
und der reduzierte Streukoeffizient abgeleitet 
werden konnten. 

Ergebnisse und Diskussion: Insgesamt wur-
den 12 Patienten in der Urologie und 11 Patien-
ten in Neurochirurgie untersucht. Als wichtiger 
Parameter wurde in Abbildung 2 die effektiven 
Eindringtiefen für die drei Farben rot, grün und 
blau dargestellt. 

 

Abb. 1: Ortaufgelöste Rückstreuung in Abhängigkeit vom 
seitlichen Abstand zur Faser. Messung für punktuelle Be-
leuchtung mit �=635nm an der Blasenwand. Das Rück-
streuvermögen betrug 65% und die resultierende effektive 
Eindringtiefe war 8,1mm. 

 
Abb. 2: Effektive Eindringtiefe von rotem, grünem und 
blauem Licht für die Blasenwand (A) und für Gehirn-
gewebe (B). 

Beide Gewebearten zeigen eine deutlich höhere 
Eindringtiefe für rot, als für grün und blau. Im 
Vergleich der beiden Gewebetypen untereinan-
der zeigt sich, dass für alle drei Wellenlängen 
das Gehirngewebe eine um den Faktor 3 gerin-
gere Eindringtiefe aufweist als die Blasenwand. 
T. Beck, W. Beyer, S. Wagner, H. Stepp, T. Pongratz, 
W. Stummer, R. Waidelich 
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Histopathologisches Korrelat der 5-ALA-induzierten Gewebe-
fluoreszenz bei der Operation maligner Gliome 

Einführung: Das maligne Gliom ist nach wie 
vor eine der Tumorentitäten mit einer quoad vi-
tam sehr schlechten Prognose. In den vergan-
genen Jahrzehnten hat sich die Überlebenszeit 
und auch die Überlebensqualität durch die Ein-
führung der Mikrochirurgie, verbesserte Bild-
gebung, engmaschige Nachsorge, Chemothera-
pie, sowie Fortschritten in der Radiotherapie 
entscheidend verbessert. Neue adjuvante The-
rapiemethoden, wie die Radioimmuntherapie 
und gentherapeutische Ansätze werden jedoch 
auch weiterhin auf eine vorausgehende größt-
mögliche Tumorzellreduktion angewiesen sein. 

In diesem Kontext ist die von Stummer et al. 
1998 erstmals beschriebene Methode der fluo-
reszenzgestützten Resektion zu sehen. Weitere 
Untersuchungen haben gezeigt, dass sich mit 
ihrer Hilfe eine chirurgisch bestmögliche Radi-
kalität erzielen lässt, die selbst den strengen 
Kriterien der postoperativen MRT-Bildgebung 
standhält, diese möglicherweise bezüglich Sen-
sitivität sogar übertrifft. Selbst gemessen an 
dem Goldstandard bei der Bewertung onkolo-
gischer Therapien, der Überlebenszeit, zeigt 
sich ein eindeutiger Nutzen dieser Methode. 

Um die vielversprechende Methode besser zu 
definieren und ihre Chancen aber auch Grenzen 
zu erkennen, war es nötig, der PPIX-
Fluoreszenz nach systematischer Gabe von 5-
ALA mit etablierten Methoden der Neuropa-
thologie zu analysieren. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde nach der Ursache für die inhomoge-
ne Fluoreszenzanreicherung im malignen Gli-
omgewebe auf der Basis histopathologischer 
und spektrographischer Analysen gesucht. 

Material und Methoden: Im Rahmen der von 
Dezember 1995 bis Dezember 1998 in der 
Neurochirurgischen Klinik des Klinikums 
Großhadern durchgeführten Phase-I/II-Studie 
wurden bei 52 Patienten mit malignen Gliomen 
264 Biopsien aus dem Tumorandbereich ent-
nommen. Der intraoperative Fluoreszenzein-
druck wurde dokumentiert und die Biopsien 
anschließend in flüssigem Stickstoff tiefgefro-
ren und Gefrierschnitte in Serie angefertigt. 
Hierbei wurde der erste Schnitt einer Serie für 
die neuropathologische Routinediagnostik HE 
gefärbt. Die Quantifizierung der PPIX-
Fluoreszenz erfolgte mit Hilfe eines Spektro-
meters. Nach spektroskopischer Analyse wurde 
im selben Schnitt die proliferative Aktivität 
festgestellt. Dabei bedienten wir uns des mo-
noklonalen Antikörpers MIB-1, welcher selek-
tiv gegen das Ki-67 Antigen gerichtet ist. Hier-

bei handelt es sich um ein Zellkernprotein, das 
in allen aktiven Zellzyklusphasen (G1, S, G2) 
exprimiert wird. Durch Division der Anzahl al-
ler Mib-1-markierten Zellkerne durch die An-
zahl aller Zellkerne pro Flächeneinheit lässt 
sich ein Färbeindex errechnen, welcher die pro-
liferative Aktivität des Gewebes widerspiegelt.  

In einem weiteren Gefrierschnitt der Serie 
wurde die Neovaskularisation quantifiziert. 
Hierzu wurde der monoklonalen Mausantikör-
per JC/70A der Firma Dako verwendet. Ein 
spezifisches Charakteristikum dieses Antikör-
pers ist seine starke Reaktivität mit auf CD31 
von Endothelzellen in normalem Gewebe und 
gutartigen sowie bösartigen Proliferationen. Im 
Hirngewebe und auch im Gewebe maligner 
Gliome gelingt mit seiner Hilfe ein hochselek-
tiver Nachweis von Kapillaren und Kapil-
larproliferation. Die quantitative Auswertung 
der immunhistochemischen Färbungen erfolgte 
mit Hilfe eines Bildverarbeitungssystems. Da-
mit war sowohl eine exakte Unterscheidung 
zwischen markierten und unmarkierten Zell-
kernen möglich als auch eine Bestimmung der 
Tumorzelldichte im selben Schnitt. 

Ergebnisse: Primäres Ziel der Untersuchung 
war der Nachweis von Sensitivität und Spezifi-
tät von PPIX im Gehirngewebe. Die Ergebnis-
se sind in Tab. 1 gezeigt. 211 Biopsien zeigten 
eine makroskopische Fluoreszenz und ebenfalls 
eine histologische Tumormanifestation. 26 Bi-
opsien zeigten normales Hirngewebe ohne Flu-
oreszenz. Andererseits konnten in 26 nicht-
fluoreszierenden Biopsien Tumorzellen nach-
gewiesen werden. Von denn 26 Gewebeproben 
mit positivem Tumornachweis zeigten 21 
(81%) diffus infiltrierende Tumorzellen niedri-
ger Zelldichte, während 5 (9%) soliden Tumor 
zeigten. Eine Probe erwies sich als falsch posi-
tiv, aus den Daten lässt sich somit eine spezifi-
tät von 96% bei eingeschränkter Sensitivität, 
insbesondere bei infiltrierendem Tumor gerin-
ger Zelldichte errechnet. 
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 Fl. + Fl. – 

Tumor + 211/264 (79,9%) 26/264 (9,9%) 

Tumor – 1/264 (0,4%) 26/264 (9,9%) 

Tab. 1: Verteilung der Biopsien bezüglich Fluoreszenzein-
druck und histologischem Tumornachweis 

Es konnte festgestellt werden, dass sich die 
Fluoreszenzanreicherung anaplastischer Astro-
zytome nicht wesentlich von jener der Gli-
oblastome unterscheidet. Des weiteren konnte 
gezeigt werden, dass der Grad der PPIX-
Akkumulation signifikant von der Höhe der 
Zelldichte, der Höhe des MIB-1-Färbeindex 
und dem Grad der Neovaskularisation (Abb. 1) 
abhängt. 
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Abb. 1: Einfluss der Kapillardichte, dargestellt als Endo-
thelfläche in �m2 pro Gesichtsfeld auf die spektrographi-
sche Fluoreszenzanreicherung. Messwerte als MW � SEM 
angegeben („<200“: n=34, „200-1500“: n=84, „>1500“: 
n=36); Endothelflächen von 200 bzw. 1500 µm² / HPF ent-
sprechen der 25er bzw. 75er Perzentile der empirischen 
Verteilung. 

Hierbei schien die proliferative Aktivität und 
die Zelldichte des Tumorgewebes von beson-
derer Bedeutung für die Fluoreszenzanreiche-
rung zu sein (Abb. 2). 

 

Abb. 2: PPIX-Fluoreszenzanreicherung in Abhängigkeit 
von der proliferativen Aktivität und der Zelldichte. 

Durch den Nachweis einer spektrographisch 

stärkeren Fluoreszenz bei der Gabe von 20 
mg/kg KG 5-ALA statt 10 mg/kg KG konnte 
der subjektive Eindruck einer besseren Fluo-
reszenzausbeute objektiviert werden (Abb. 3). 
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Abb. 3: Spektrographische PPIX-Anreicherung in Abhän-
gigkeit von der applizierten 5-ALA-Dosis angegeben in 
mg/kg KG.  

Die Methode war hochspezifisch, was eine aus-
reichende Schonung des Normalgewebes bei 
der Resektion gewährleistete. Im Bereich infilt-
rierenden Tumorgewebes mit geringer Zell-
dichte fand die Methode ihre Grenzen. 

Schlussfolgerung: Die Detektion malignen 
Gliomgewebes durch 5-ALA-induziertes PPIX 
ist eine hochspezifische Methode, was eine 
größtmögliche Schonung gesunden Hirngewe-
bes gewährleistet. 

Die Fluoreszenzanreicherung ist in soliden 
Tumorrandbereichen besonders ausgeprägt; 
diese Areale können vom Operateur 
makroskopisch gut identifiziert und sicher ent-
fernt werden. 

Die Blut-Hirnschrankenstörung, im Bereich ex-
tensiver Neovaskularisation besonders ausge-
prägt, ist nicht allein für die Porphyrinanreiche-
rung im malignen Gliom bedeutend. 

Die spektrographischen Untersuchungen bestä-
tigten den makroskopischen Eindruck einer in-
tensiveren Fluoreszenz bei Dosissteigerung von 
10 auf 20 mg/kg KG 5-ALA. 
A. Novotny, W. Stummer, K. Bise, S. Stocker, S. Wagner
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Photodynamische Therapie experimenteller maligner Gliome mit 
5-ALA-induziertem Protoporphyrin IX 

Einführung: Unter den Tumoren des zentralen 
Nervensystems weisen die der malignen Glio-
me, eine sehr schlechte Prognose auf. Diese 
Tumoren reichern nach Gabe von 
5-Aminolävulinsäure (5 ALA) selektiv fluores-
zierendes Protoporphyrin IX (PPIX) an. Dies 
wird bereits mit gutem Erfolg und ohne we-
sentliche Nebenwirkungen zur intraoperativen 
Darstellung des Tumorrandes verwendet. Sie 
erlaubt eine fluoreszenzgestützte Resektion 
maligner Areale mit einer höheren Radikalität 
verglichen zur konventionellen Weißlichtresek-
tion. Trotzdem ist eine vollständige Tumorent-
fernung wegen der weitläufigen Infiltration des 
umliegenden Normalgewebes meist nicht ohne 
das Risiko zusätzlicher neurologischer Ausfälle 
möglich. Da PPIX auch phototoxische Eigen-
schaften besitzt, wurde der Möglichkeit nach-
gegangen, verbleibendes Tumorgewebe durch 
Bestrahlung mit Laserlicht geeigneter Wellen-
länge selektiv zu zerstören. Eine erste Ver-
suchsreihe diente dem Ausschluss einer schä-
digenden Wirkung der photodynamischen The-
rapie (PDT) mit 5-ALA auf normales und  
ödematöses Hirngewebe. Weitere Versuche 
anhand eines C6-Gliommodells in der Ratte 
sollten klären, ob sich im Tierversuch eine se-
lektive Tumorzerstörung erzielen lässt.  

Material und Methoden: Männliche Wistar-
Ratten wurden unter Isoflurannarkose kranio-
tomiert und den folgenden Gruppen zugeord-
net. 

1. Ausschließlich cortikale Laserbestrahlung 
(Arrgon-Laser-gepumpter Farbstofflaser, 
635 nm, 100 mW/cm², 200 J/cm²).  

2. Laserbestrahlung des Cortex sechs Stun-
den nach intravenöser Applikation von 5-
ALA (100 mg/kg Körpergewicht). 

3. Laserbestrahlung des Cortex sechs Stun-
den nach 5-ALA-Applikation und drei 
Stunden nach Setzen einer cortikalen Käl-
teläsion (zur Induktion eines Hirnödems) 

4. Laserbestrahlung des Cortex sechs Stun-
den nach intravenöser Gabe von Photofrin 
II (630 nm, 5 mg/kg Körpergewicht). 

Zur Tumorinduktion wurden 105 C6-
Gliomzellen stereotaktisch in die Hirne von 
Ratten inokuliert. Am neunten Tag nach Inoku-
lation wurde den Tieren nach MRT-Kontrolle 
des Tumorwachstums 5-ALA (100 mg/kg KG) 
i.v. verabreicht und die Gehirne drei bzw. sechs 
Stunden später bestrahlt (635 nm, 100 
mW/cm², 100 J/cm²). 

72 Stunden nach Laserbestrahlung wurden die 
Gehirne entnommen und histologisch unter-
sucht.  

Ergebnisse: Laserbestrahlung nach Gabe von 
5-ALA hinterließ oberflächliche Läsionen von 
weniger als 0,5 mm Tiefe, die sich nicht von 
denen durch alleinige Laserbestrahlung unter-
schieden. Demgegenüber – wie auch gegenüber 
der isolierten Kälteläsion – induzierte die  
Laserbestrahlung nach 5-ALA-Gabe auf dem 
Boden einer Kälteläsion signifikant tiefere 
Schäden (Mittelwert 0,82 mm). Die mit Ab-
stand tiefsten Läsionen von fast 2 mm Tiefe 
wurden bei Laserbestrahlung nach Gabe des 
Photosensibilisators Photofrin� beobachtet.  

 

Abb. 1: Tiefe der Läsionen (Mittelwert und Standardab-
weichung) an nicht tumortragenden Rattenhirnen 

Die jeweiligen Ausdehnungen der photodyna-
mischen Schädigung an tumortragenden Rat-
tenhirnen stimmten mit dem Areal der Kon-
trastmittelaufnahme in den vor der Behandlung 
angefertigten MRTs überein. 

0

1

2

3

4

Lä
si

on
st

ie
fe

 (m
m

)

0

1

2

3

4

MRTHistologie

6 Stunden3 Stunden

Läsionstiefe (m
m

)

Abb. 2: Mittelwert und Standardabweichung der Läsi-
onstiefen an C6-Gliomen, die 3 bzw. 6 Stunden nach 5-
ALA-Gabe mit Laserlicht bestrahlt wurden, sowie der Tie-
fe der Kontrastmittelaufnahme in den zugehörigen MRTs. 
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Abb. 3: Mittelwert und Standardabweichungen der Läsi-
onstiefen an C6-Gliomen und der Tiefe der Kontrastmit-
telaufnahme in den zugehörigen MRTs für3 bzw.6 Stunden 
nach 5-ALA-Gabe mit Laserlicht bestrahlten Gruppen zu-
sammengefasst. Dazu im Vergleich die Läsionstiefen am 
normalen Rattenhirn. 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass am 
normalen Rattenhirn durch die Photodynami-
sche Therapie mit 5-ALA-induziertem PPIX 
kein nennenswerter Schaden entsteht. Für ö-
dematöses Hirngewebe wurde eine leichte Pho-
tosensibilisierung beobachtet, die für die klini-
sche Situation kaum von Bedeutung sein dürf-
te. Für den bereits klinisch verwendeten Photo-
sensibilisator Photofrin II wurden in den vor-
liegenden Experimenten signifikant höhere 
Schäden an normalem Hirngewebe beobachtet. 
Im Hinblick auf Sicherheit gegen Schädigung 
von Normalgewebe ergibt sich also ein deutli-
cher Vorteil von 5-ALA gegenüber Photofrin 
II. Eine klinische Erprobung der PDT mit 5-
ALA-induziertem PPIX in der Therapie malig-
ner Gliome ist vertretbar.  

Im C6-Gliommodell konnte eine selektive Tu-
morzerstörung unter Schonung von Normalge-
webe erreicht werden. Wie aufgrund des Fluo-
reszenzverteilung von C6-Gliomen nach 5-
ALA-Applikation zu erwarten, war diese in 
den meisten Fällen nicht vollständig. Ver-
gleicht man jedoch die Fluoreszenzverteilung 
von C6-Gliomen und humanen Gliomen, sind 
für die klinische Anwendung bessere Resultate 
zu erwarten. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie, sowie 
der positiven klinischen Erfahrungen mit der 
fluoreszenzgesteuerten Resektion maligner 
Gliome mit 5-ALA-induziertem PPIX hinsicht-
lich Nebenwirkungen und Spezifität der Anrei-
cherung, sind nun klinische Studien wün-
schenswert. Als adjuvante Therapieform nach 
fluoreszenzgesteuerter Resektion maligner Gli-
ome, sowie in der gezielten Behandlung fluo-
reszierender Tumorreste, die der chirurgischen 
Entfernung aufgrund ihrer Lokalisation nicht 
zugänglich sind, könnte die photodynamische 
Therapie mit 5-ALA-induziertem PPIX einen 
Fortschritt für die medizinische Handhabung 
maligner Gliome bedeuten. 
B. Olzovy, K. Bise, T. Pongratz, S. Stocker, W. Stummer 
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Klinische Studien zur Behandlung des malignen Glioms mit 5-ALA 

Die fluoreszenzgeführte Resektion des malig-
nen Glioms mithilfe der Protoporphyrin-IX-
Fluoreszenz (PPIX) nach oraler Gabe von 
5-ALA hat nach erfolgreich abgeschlossenen 
experimentellen Untersuchungen Einzug in die 
Klinik gehalten. Mehrere Studien sind auf den 
Weg gebracht um eine Zulassung von 5-ALA 
in der Neurochirurgie zu erreichen. Der aktuel-
le Stand wir im Folgenden zusammengefasst. 

Klinische Phase-I-Studie 
Bei dieser an 21 Patienten durchgeführten mo-
nozentrischen Studie wurde bei Gruppen von je 
7 Patienten die 5-ALA Dosis in absteigender 
Reihe von 20 mg/kg KG zu 2 mg/kg KG und 
0,2 mg/kg KG appliziert. Der Studienplan die-
ser randomisierten doppelblinden 3-armigen 
Studie ist in der folgenden Abbildung gezeigt. 
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Klinische Phase-II-Studie 
Im Rahmen des Zulassungsverfahrens neu be-
gonnen wurde eine multizentrische, konfirma-
torische Phase-II-Studie zur fluoreszenzge-
stützten Resektion maligner Gliome, die unter 
der Leitung der Neurochirurgischen Klinik in 
enger Zusammenarbeit mit dem LFL stattfin-
det. An der Untersuchung nehmen neben dem 
Klinikum Großhadern auch die Universitätskli-
nika Essen und Regensburg teil. Bei dieser Un-
tersuchung wird besonderes Augenmerk auf 
die Spezifität der Fluoreszenz gelegt, die im 
Randbereich der Resektionshöhle maligner 
Gliome nach Gabe von 5-ALA beobachtet wird 

und für die Verbesserung der Resektion heran-
gezogen wird. Zur Bewertung wird die Fluo-
reszenzspektroskopie eingesetzt und die Daten 
mit dem makroskopischen Fluoreszenzein-
druck und der Histopathologie korreliert. Das 
zweite Augenmerk ist auf mögliche Substanz-
nebenwirkungen gerichtet. Inzwischen sind 8 
von geplanten 30 Patienten rekrutiert.  

Klinische Phase-III-Studie 
Bei dieser Studie, deren Teilnehmer in der Ab-
bildung auf der folgenden Seite aufgeführt 
sind, handelt es sich um eine zweiarmige pro-
spektiv-randomisierte Studie mit dem primären 
Ziel, den Anteil der Patienten mit ursprünglich 
malignem Gliom festzustellen, der nach fluo-
reszenzgestützter Resektion verglichen zur 
konventionellen Tumorentfernung im frühen 
postoperativen Kernspintomogramm keinen 
Resttumor mehr aufweist. 

Gegenwärtig sind 320 Patienten in die Studie 
randomisiert. Damit sind alle für eine Zwi-
schenauswertung notwendigen Patienten er-
fasst. Das Ergebnis der Zwischenauswertung 
wird nach 6 Monaten Nachbeobachtungszeit 
zur Verfügung stehen. Die Überwachung si-
cherheitsrelevanter Parameter hat bislang kein 
höheres Risiko für Patienten erkennen lassen, 
die mit der Technik der fluoreszenzgestützten 
Resektion nach Gabe von 5-ALA operiert wur-
den. 

Klinische Phase-I/II-Studie (PDT) 
Neben den Fluoreszenzeigenschaften von PPIX 
zur visuellen Unterstützung bei der Resektion 
des malignen Glioms wird zukünftig auch die 
photodynamische Wirkung im Hinblick auf ei-
ne Therapie nicht entfernbarer Tumorreste 
bzw. den diffus infiltrierenden Tumorzellen un-
tersucht. Dazu wurde eine Phase-I/II–Studie 
begonnen. Im Rahmen einer Dosiseskalation 
werden zunächst sequentiell steigende Licht-
mengen (100 - 150 - 200 J/cm2) zur Aktivie-
rung des PPIX im fluoreszierenden makrosko-
pisch erkennbaren Resttumoren eingesetzt, um 
gegebenenfalls eine effektlimitierende Licht-
menge zu ermitteln. Die Tumore werden dabei 
intraoperativ mithilfe einer fasergekoppelten 
Mikrolinse gezielt fokal bestrahlt. Biopsien 
werden vor und nach der PDT entnommen, um 
mithilfe der Elektronenmikroskopie erste Hin-
weise einer Wirksamkeit zu ermitteln. Diese 
Untersuchungen werden in Kooperation mit 
dem pathologischen Institut der Universität 
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Regensburg vorgenommen (Prof. Knüchel, Dr. 
Schröder). Zusätzlich werden Patienten engma-
schig klinisch und durch Kernspintomographie 
untersucht, um Wirkungen und v.a. Nebenwir-
kungen zu erfassen. Inzwischen wurde die erste 
Dosisstufe (100 J/cm2) mit 7 Patienten abge-
schlossen. 4 weitere Patienten wurden inner-
halb der zweiten Dosisstufe (150 J/cm2) behan-
delt. Spezifische Nebenwirkungen wurden bis-
lang nicht beobachtet. 

Aufbauend auf dieser Dosiseskalationsstudie 
werden in einem zweiten Schritt die nach Re-
sektion verbleibenden Tumorhöhlen integral 
bestrahlt. 

Die Studie wird durch die Deutsche Krebshilfe 
unterstützt (Förderkennzeichen: 70-2864-St).  

W. Stummer, T. Beck, W. Beyer, Th. Pongratz, C. Goetz, 
J. Mehrkens 
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Präklinische und klinische Evaluierung radioaktiv markierter  
Tenascin-Antikörper zur adjuvanten lokoregionalen  
Endoradiotherapie von Gliomen (Radioimmuntherapie) 

Die Prognose maligner Gliome hat sich in den 
letzten 20 Jahren trotz multipler neuer Thera-
pieansätze nicht wesentlich verbessert. Die 
derzeitige Standardtherapie besteht in Operati-
on und Bestrahlung, bei jüngeren Patienten 
auch Chemotherapie. Darunter beträgt die mitt-
lere Überlebenszeit für anaplastische Astrozy-
tome 3,1 Jahre und für Glioblastome 1,1 Jahre. 
Mehr als 80% der Tumorrezidive entstehen in 
enger Nachbarschaft zum Primärtumor. Ursa-
che hierfür sind kleinste Tumorreste, die intra-
operativ nicht zu erkennen und resistent gegen 
strahlentherapeutische Maßnahmen sind. Eine 
Therapie, die in der Lage ist, tumorizide Sub-
stanzen an den Ort der Rezidiventstehung bzw. 
des Tumorrestes zu bringen, würde einen we-
sentlichen Erfolg in der Behandlung dieser 
Tumore darstellen. Bei der Radioimmunthera-
pie (RIT) werden radioaktiv markierte mo-
noklonale Antikörper appliziert, welche gegen 
Antigene von Tumorzellen gerichtet sind. Als 
geeignetes Zielantigen stellt sich Tenascin dar, 
ein hochmolekulares, polymorphes Glykopro-
tein der extrazellulären Matrix, da es auf über 
90% aller Gliome exprimiert wird. Sowohl in 
unserer Arbeitsgruppe als auch in anderen 
Zentren konnten bisher positive Ergebnisse mit 
dieser Therapieform erzielt werden. Bei der lo-
koregionalen RIT wird nach der Operation in 
die Tumorhöhle ein Katheter mit einem subga-
lealen Reservoir implantiert. Über dieses Re-
servoir kann das Therapeutikum injiziert wer-
den, außerdem kann über das Reservoir Flüs-
sigkeit zu diagnostischen Zwecken entnommen 
werden. Dieses Verfahren wird bereits seit ei-
nigen Jahren von verschiedenen Arbeitsgrup-
pen mit spezifischen oder unspezifischen intak-
ten Antikörpern angewandt. Dabei können vor 
allem sehr hohe Dosen erzielt werden, während 
Nebenwirkungen nur sehr selten beschrieben 
sind. 

In Abb. 1 sind die Überlebenskurven zweier 
Gruppen von Patienten gezeigt, die hier im 
Klinikum seit 1999 zum einen konventionell 
und zum anderen zusätzlich mit der Radioim-
muntherapie behandelt wurden. Aus der Kurve 
wird die signifikant verbesserte Überlebenszeit 
deutlich. 
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Abb. 1: Vergleich der Überlebenskurven zweier Patienten-
kollektive, die zum einen nach der konventionellen Thera-
pie (Operation und Strahlentherapie) und zum anderen zu-
sätzlich mit einer Radioimmuntherapie (Operation, Strah-
lentherapie und Radioimmuntherapie) behandelt wurden. 
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Abb. 2: Effektive Halbwertszeiten des Radioimmunkonju-
gats in der Tumorhöhle von Patienten (links) und ein 
HPLC-Chromatogramme des Radioimmunkonjugats vor 
Applikation und 5 d nach Applikation (Liquorprobe aus der 
Resektionshöhle). 

Mit der Bestimmung der effektiven Halbwerts-
zeit in der Tumorhöhle konnte zudem ein wei-
terer prognostischer Faktor gefunden werden, 
der mit der Überlebensrate korreliert. In Abb. 2 
ist die Verweildauer der Radioaktivität in der 
Tumorhöhle aufgetragen, wobei für Werte >3,5 
d eine deutliche Verlängerung der Überlebens-
zeit abgeleitet werden konnte, während dies für 
effektive Halbwertszeiten <3,0 d nicht zutrifft. 
Die molekulare Integrität des markierten Anti-
körpers wurde durch wiederholte Entnahme 
von Liquorflüssigkeit und anschließender 
Chromatographie nachgewiesen. Die weiteren 
Untersuchungen und Kontrolle der Patienten 
wird mit der Magnetresonanztomographie 
(MRT) und der Positronenemissionsto-
mographie (PET) bezüglich des Glukose- (F-18 
FDG) und Aminosäurestoffwechsels (F-18 
FET) durchgeführt (Abb. 3). 
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Abb. 3: Beispiel eines Patienten mit Glioblastom: Tumor-
rest nach Operation und Radiatio (11/99) mit partieller 
Remission unter RIT (4 Zyklen). MRT und FDG-PET 
(Glucose-Stoffwechsel) im Verlauf. Daneben ein Patient 
mit rezidivierendem Astrocytom Grad III im fusionierten 
MRT/FET-PET (Aminosäure-Stoffwechsel). 

Neben den intakten Antikörpern (Ak) stehen in 
der Arbeitsgruppe auch Fragmente zur Verfü-
gung, die ebenfalls hinsichtlich ihrer pharma-
kokinetischen Eigenschaften untersucht wer-
den. Aus der systemischen RIT ist bekannt, 
dass durch die Verwendung von Antikörper-
Fragmenten ein höheres Tumor/Nicht-Tumor-
Verhältnis erzielt werden kann. Allerdings ist 
dabei der Uptake der Fragmente gegenüber in-
takten Antikörpern niedriger. Im Vergleich zu 
intakten Antikörpern zeigen Fragmente wie 
(F(ab')2, Fab oder single-chain Fv) allerdings 
ein schnelleres und homogeneres Anreiche-
rungsverhalten in normalem und Tumorgewe-
be. Da bei der lokoregionalen Applikation eine 
hohe Gewebsaufnahme sichergestellt ist, ge-
winnt die Frage nach der Penetrationstiefe der 
Radioimmunkonjugate eine größere Bedeu-
tung. Dies um so mehr, da ca. 95% aller Rezi-
dive in unmittelbarer Nachbarschaft zum Pri-
märtumor entstehen. Bei einer erfolgreichen 
Therapie kommt es also darauf an, einen mög-
lichst großen Bereich abzudecken. Daher wur-
de mit [I-125]Iod-markierten Ak und Fab im 
C6-Modell der Ratte die Ausbreitung nach lo-
kaler Applikation in einen intakten Tumor und 
nach Resektion in die Tumorhöhle mittels Au-
toradiographie bestimmt. Die Korrelation zur 

Morphologie wurde durch Bildfusion mit HE-
gefärbten Nachbarschniten durchgeführt (Abb. 
4). Nach Implantation (105 C6-Gliomzellen) 
und MRT-Kontrolle des Tumorwachstums in 
Wistar-Ratten wurden 9 d nach Implantation 
Iod-125-markierte Tenascin-Antikörper (TN-
Ak) und Tenascin-Fragmente (TN-Fab) appli-
ziert. Bei zwei Gruppen erfolgte stereotaktisch 
eine intratumorale Applikation, bei zwei weite-
ren eine Injektion in die Höhle des am Tag zu-
vor reserzierten Tumors. Bei intratumoraler 
Applikation stellte sich im Vergleich zwischen 
TN-Ak und TN-Fab heraus, dass zu jedem ein-
zelnen Zeitpunkt bzgl. der Strecke, Fläche und 
Durchmesser ein signifikanter Unterschied 
zwischen beiden Proteinformen besteht, der am 
deutlichsten 24 h p.i. ausfällt (p<0,001). Die 
mittlere Ausbreitungsgeschwindigkeit betrug 
beim TN-Ak 0,27�0,08 mm/h und beim TN-
Fab 0,41�0,07 mm/h. In der Varianzanalyse 
zeigt sich, dass die Zeitabhängigkeit in Bezug 
auf Strecke und Durchmesser signifikant ist 
(p<0,05), aber nicht bezüglich der Fläche 
(p=0,37). Nach Resektion des Tumors beträgt 
die Ausbreitungsstrecke in das Gewebe 24 h 
p.i. beim TN-Fab 3,38�0,14 mm und beim TN-
Ak 2,64�0,09 mm (p<0,05) (Abb. 5). Bei intra-
tumoraler Applikation breitet sich der TN-Fab 
also weiter und schneller aus als der TN-Ak. 
Dieser Effekt ist nach Resektion nicht mehr so 
deutlich. Das lässt bei vorhandenem Tumor auf 
einen verstärkten Abstrom (höherer Druck im 
Extrazellularraum) schließen, der primär die 
Ausbreitung bestimmt. Wahrscheinlich sind 
nach Resektion die Druckverhältnisse wieder 
normalisiert und jetzt könnte der mehr diffusi-
onsabhängige Anteil den Stofftransport domi-
nieren. Hierbei würde sich dann der größere 
Diffusionskoeffizient der Fab auswirken.  
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Abb. 4: Ausbreitung von [I-125]Iod-markiertem TN-Ak im 
Rattenmodell nach Applikation in den intakten Tumor. 
Bildfusion von HE-gefärbten Schnitten und der Autoradio-
graphie (links). Bestimmung von Ausbreitungsfläche und 
-strecke (rechts) 
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Abb. 5: Ausbreitung von [I-125]Iod-markiertem TN-Ak im 
Rattenmodell nach Applikation in die Resektionshöhle. 
Bildfusion von HE-gefärbten Schnitten und der Autoradio-
graphie (links). Bestimmung von Ausbreitungsfläche und -
strecke (rechts). 

In den letzten Jahren hat die Radioimmunthe-
rapie durch den Einsatz von Iod-131-, Rheni-
um-186/188- bzw. Yttrium-90-markierter An-
tikörper als adjuvante Tumortherapie neue 
Hoffnungen geweckt. So wurden erste positive 
Ergebnisse u.a. bei der Behandlung von 
Lymphomen, bei der Rezidivbehandlung von 
malignen Gliomen und bei HNO-Tumoren er-
zielt. Die Direktmarkierung monoklonaler An-
tikörper mit [I-131]Iod und [Re-188]Rhenium 
oder über verschiedene chelatisierende Grup-
pen mit Metallen wie z.B. [Y-90]Yttrium, [Re-
186/188]Rhenium oder [Cu-64]Kupfer eröffne-
te die Möglichkeit, diese Substanzen für die 

Radioimmuntherapie einzusetzen. Ein Vorteil 
metallischer Nuklide ergibt sich u.a. aus der 
Tatsache, dass man Strahler mit einer höheren 
therapeutisch nutzbaren ß--Energie einsetzen 
kann. So könnte mit dem Isotop [Re-
188]Rhenium, dessen Halbwertszeit von 0,7 d 
im Vergleich zu [131I]Iod mit einer Halbwerts-
zeit von 8,0 d deutlich kürzer ist, das aber an-
dererseits eine höhere mittlere ß--Energie von 
0,76 MeV im Vergleich zu 0,18 MeV beim [I-
131]Iod aufweist, wesentlich höhere Dosisleis-
tungen und eine um den Faktor 3-4 größere 
mittlere Reichweite im Gewebe erzielt werden. 
Weiterhin eignet sich die begleitende �-
Emission von 155 keV zur Bildgebung für eine 
begleitende Dosimetrie, während dies bei der 
höher energetischen �-Komponente von [I-
131]Iod (364 keV) erschwert wird. Dies und 
die bessere Verfügbarkeit des [Re-
188]Rhenium als trägerfreies Generatornuklid 
könnten die therapeutischen Möglichkeiten ei-
ner Radioimmuntherapie deutlich verbessern. 
Im Tierversuch mit einem [Re-188]Rhenium-
direktmarkierten Antikörper zeigten sich nach 
systemischer Applikation keinerlei toxische Ef-
fekte und es konnten Tumor-zu-Hirngewebe-
Verhältnisse von 5,2 (2 h p.i.) bis zu 16,4 (96 h 
p.i.) ermittelt werden. Aufgrund der vorliegen-
den Daten wurde eine entsprechende klinische 
Phase-I/II-Studie bei den Aufsichtsbehörden 
(BfS, BfArM) beantragt. In Kooperation mit 
dem Arbeitskreis Prof. Klüfers (Bioanorgani-
sche und Koordinations-Chemie, Department 
Chemie der LMU) konnte ein neuer Chelat-
bildner charakterisiert werden, der es erlaubt, 
über Kohlenhydratreste im Protein das [Re-
188]Rhenium stabil zu komplexieren. Mit der 
Einführung chelatisierender Gruppen wird eine 
größere Stabilität und eine höhere Bioverfüg-
barkeit der Radioimmunkonjugate erreicht. 
F.J. Gildehaus, W. Rachinger, M. Decker, S. Stocker, C. 
Goetz, G. Pöpperl, K. Bise, K. Tatsch, H.J. Reulen, C.J. 
Tonn 
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Endolaryngeale Laserchirurgie der juvenilen Larynxpapillomatose 
mit einem neuen Lichtwellenleiter-Führungssystem 

Die rezidivierende respiratorische Papillomato-
se ist die häufigste Raumforderung des Larynx 
im Kindesalter. Da sie eine Verbreitungsten-
denz über den ganzen Respirationtrakt aufweist 
und häufig rezidiviert, liegt bei dieser Erkran-
kung eine potentielle Morbidität vor. Ein The-
rapieansatz der Papillomatose liegt in der wie-
derholten Lasertherapie. Neben der CO2-
Lasertherapie ist gerade bei Rezidiven in der 
Trachea eine unblutige und nicht ablative Be-
handlung mit dem Nd:YAG-Laser erfolgsver-
sprechend. Um diese zu verbessern, wurde ein 
neuartiges Lichtwellenleiter-Führungssystem 
mit integrierter Absaugvorrichtung entwickelt, 
das die lasergestützte Therapie im Larynxbe-
reich erleichtert.  

Die Ansprüche an das Lichtwellenleiter-
Führungssystem bestanden in einem ausrei-
chend langen Faserleitungssystem mit flexibler 
Beweglichkeit des distalen Lichtwellenleiteren-
des über einen Bereich von –5° bis 45° und der 
implementierten Absaugung von Rauch und  
Pyrolyseprodukten. Mit einem Prototypen wur-
den klinische Laserbehandlungen der Larynx- 
und Trachealpapillomatose in Intubationsnarko-
se durchgeführt. Bisher wurden 5 Patienten (Al-
ter zw. 3 und 9 J) mit einem Nd:YAG-Laser 
(�=1064nm, 10W) in Rezidivsituationen be-
handelt.  

Abb. 1: Lichtwellenleiter-Führungssystem zur Behandlung 
von distal gelegenen Bereichen des Respirationstraktes 

Aufgrund der Länge und der distalen Abwinke-
lungsmöglichkeit des Handstückes (Lichtverlust 
weniger als 10%!), konnte die Larynxpapillo-
matose problemlos mit einem Nd:YAG-Laser 
behandelt werden. Die Absaugvorrichtung sorg-
te für einen freien Blick auf das Operationsfeld 
und minimierte die Belastung von Patient und 
Arzt. Die Laserbehandlung mit dem Gerät ist 
präzise und damit wenig traumatisch. Die klini-
schen Ergebnisse nach einem Follow-up von 1 
Jahr zeigten einen Rückgang der Rezidive der 
Larynxpapillomatose. 

Zusammenfassend, wird durch das neuartige 
Lichtwellenleiter-Führungssystem eine wir-
kungsvolle und präzise operative Therapie der 
Larynxpapillomatose auch mit Laserstrahlung 
von Nd:YAG-, Dioden- und KTP-Lasern er-
möglicht.  
P. Janda, R. Sroka, G. Rasp, A. Leunig 
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In-vitro-Untersuchung von Gewebeeffekten nach Laserbestrahlung 
im Kontaktverfahren 

Im Fachbereich HNO werden unterschiedliche 
fasergeleitete Lasersysteme in der klinischen 
Routine angewendet. Um eine Aussage über 
die Gewebewechselwirkungen dieser Behand-
lungssysteme zu erhalten, wurden deren Koa-
gulations-, Ablations- und Karbonisationsei-
genschaften in der vorliegenden Studie in vitro 
vergleichend untersucht.  
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Abb. 1: Vergleich der Koagulationstiefen nach Applikation 
von verschiedenen Lasersystemen im Kontakt-Modus 

Hierfür wurden die Lichtwellenleiter der La-
sersysteme auf einen computergesteuerten 
Schrittmotor befestigt, wodurch die Laserstrah-
lung unter reproduzierbaren Bedingungen (La-
serparameter, konstante Schrittgeschwindig-
keit, gleichbleibender Winkel von 30°) im 
Kontakt-Modus auf das Gewebe (Putenmuskel) 
appliziert werden konnte. Die resultierenden 
thermischen Effekte (Koagulation, Ablation 
und Karbonisation) wurden lichtmikroskopisch 
beurteilt und ausgewertet. 
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Abb. 2: Vergleich der Ablationstiefen nach Applikation 
von verschiedenen Lasersystemen im Kontakt-Modus 

Ein qualitativer Vergleich der Ergebnisse nach 
Laserbehandlung im Kontakt-Modus zeigte die 
Ausbildung von tiefen Ablationszonen bei 
Verwendung des Ho:YAG-Lasers, während der 
Dioden- und Nd:YAG-Laser vorwiegend ober-
flächlich abladierten und zusätzlich die stärkste 
Karbonisation induzierten. Zusätzlich bewirkte 
die Ho:YAG-Laserapplikation auch die größten 
Koagulationszonen, während diese nach An-
wendung von Dioden- und Nd:YAG-Laserlicht 
im Kontakt-Modus geringeren Ausmaßes  
waren.  

Entsprechend der präsentierten Ergebnisse zei-
gen die im „Kontakt-Modus“ angewendeten 
Lasersysteme sehr unterschiedliche Gewebe-
wechselwirkungen im Vergleich zu einer 
„Non-Kontakt“-Laser-Applikation. Dies ist von 
großer Wichtigkeit und sollte vom behandeln-
den HNO-Arzt beachtet werden, um eine ge-
zielte Wirkung des Laserlichtes zu erhalten und 
auch Komplikationen zu vermeiden. 
P. Janda, B. Mundweil, R. Sroka, A. Leunig
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Fluoreszenzdiagnostik von Kopf-Halstumoren nach systemischer 
Applikation von 5-Aminolävulinsäure 

Einführung: Die Prognose von Patienten mit 
Karzinomen des oberen Aerodigestivtraktes 
(OADT) ist abhängig von frühzeitiger Dia-
gnostik sowie schnell eingeleiteter Behand-
lung. Fluoreszenzgestützte Untersuchungen 
nach topischer Applikation von 
5-Aminolävulinsäure (5-ALA) zeigen als dia-
gnostisches Hilfsmittel ein vielversprechendes 
Potenzial, um eine bessere Erkennung und Ab-
grenzung derartiger Erkrankungen zu erreichen 
(siehe Forschungsberichte 1997 und 1998). 
Hierauf aufbauend wurde die selektive Anrei-
cherung von Protoporphyrin IX (PPIX) in  
Malignomen des OADT nach systemischer 
Applikation von 5-ALA untersucht. 

Material und Methoden: 60 Patienten mit 
Verdacht auf oder histologisch gesichertem 
Karzinom im OADT erhielten über eine Ma-
gensonde wässrige 5-ALA-Lösung in Konzent-
rationen zwischen 2,5 und 25 mg/kg KG. Nach 
Inkubationszeiten von 1,5 bis 3 Stunden konnte 
mit Hilfe des D-LIGHT/AF-Systems und einer 
Farb-CCD-Kamera (Tricam PDD, Storz, Tutt-
lingen) mit vorgeschaltetem Beobachtungsfilter 
(Schott OG515) die Untersuchung vorgenom-
men werden. Durch den Operateur erfolgte eine 
Beurteilung der Qualität der Befunderkennung 
unter Weißlicht (WLU) und nach Umschalten 
auf blaues Anregungslicht für die PPIX-
Fluoreszenz (PPIX FU). Als wesentliche sub-
jektive Kriterien zur Bewertung der diagnosti-
schen Qualität galten die makroskopische Er-
kennung des Befundes sowie die Abgrenzbar-
keit gegenüber gesundem Gewebe (Tabelle 1).  

Um eine Korrelation zwischen der Ausprägung 
der makroskopischen Rotfluoreszenz und der 
zugrundeliegenden Histologie herstellen zu 
können wurden während der Fluoreszenzunter-
suchung Biopsien (n=109) aus Tumor- und 
umgebenden Normalgewebe entnommen. 

Ergebnisse: Bei zwei von 60 untersuchten Pa-
tienten bestätigte sich nach systemischer 
5-ALA-Applikation histopathologisch der un-
ter PPIX FU erhobene Verdacht auf ein Zweit-
karzinom. In drei Fällen wurde eine Verbesse-
rung der Abgrenzung des Tumors mit Hilfe der 
Fluoreszenzdiagnostik erzielt. In den Stadien 
pT1 bis pT3 waren invasiv wachsende Tumo-
ren bei 8 von 24 Patienten durch die PPIX FU 
nicht nachweisbar, während sie unter Weißlicht 
sichtbar waren (Tabelle 1). Auch im Fall zwei-
er Patienten mit Dysplasien konnten die Be-
funde nur unter Weißlicht erkannt werden, eine 
Fluoreszenz der Befunde konnte nicht nachge-
wiesen werden. 

Während unter Weißlichtbetrachtung in 98,6 % 
histologisch „positive“ Biopsien (D III, Cis, 
Karzinom) korrekterweise als makroskopisch 
auffällige Schleimhaut gewertet wurden, ergab 
sich die korrespondierende Sensitivität der 
PPIX FU nach oraler Gabe von 82,7 %. Mit 
diesem Wert liegt die PPIX FU nach systemi-
scher Applikation von 5-ALA deutlich unter 
den von unserer Gruppe überprüften Ergebnis-
sen für die 5-ALA-Mundspülung bzw. Inhala-
tion eines 5-ALA-Aerosols, deren Sensitivi-
tätswerte bei 100 % bzw. 93,6 % lagen. 

 Tabelle 1: Vergleich der diagnostischen Qualität von WLU und PPIX-FU nach systemischer 5-ALA-Applikation. 

WLU / PPIX FU nach pT – Stadium Bewertungskriterien 

D I-
III 

pTis pT1 pT2 pT3 pT4 pTx 

gute Erkennung histologisch malignen Gewebes 
klare Abgrenzung gegenüber unauffälligem Gewebe - / - - / 2 1 / 2 - / 1 2 / 1 - / - - / 1 

gute Erkennung histologisch malignen Gewebes 
keine klare Abgrenzung gegenüber unauffälligem Gewebe 1 / - 2 / - 11 / 6 7 / 4 3 / 2 1 / 1 2 / 1 

keine eindeutige Erkennung histologisch malignen 
Gewebes 
keine klare Abgrenzung gegenüber unauffälligem Gewebe 

1 / 2 - / - - / 4 - / 2 - / 2 - / - 1 / 1 

Summe der Biopsien 
4 4 12 7 5 1 3 
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Klinischer Vorteil: Bei allen untersuchten  
Patienten wurde der klinische Vorteil für den 
Patienten nach zwei Gesichtspunkten klassifi-
ziert. Erster Gesichtspunkt war die Erkennung 
eines Zusatzbefundes im Sinne eines Zweit-
tumors. Zweiter Gesichtspunkt war die verbes-
serte subjektive Abgrenzung des Tumors vom 
umliegenden Normalgewebe oder die Erken-
nung von Tumorausläufern, die in der WLU 
nicht erkennbar waren. Während durch die 
PPIX FU nach Mundspülung mit 5-ALA bzw. 
Inhalation eines 5-ALA-Aerosols ein klinischer 
Zugewinn von 14 % bzw. 26 % erzielt werden 
konnte liegt der diagnostische Vorteil der sys-
temischen Anwendung nur bei 8 %. 
 

P. Heinrich, C.S. Betz, H. Stepp, A. Leunig 
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Laser-Biomodulation zur Therapie von Tinnitus 

Einführung: Die Anwendung der Laser-
Biomodulation zur Bestrahlung des kochleo-
vestibulären Systems könnte ein neues Thera-
pieverfahren bei komplexen Innenohrerkran-
kungen darstellen. Im allgemeinen werden bei 
akutem Tinnitus und Hörsturz als Standardthe-
rapien durchblutungsfördernde (rheologische) 
Maßnahmen ergriffen. Wie aus den klinischen 
Untersuchungen an den Probanden in der klini-
schen Strahlentherapie hervorgeht, kann durch 
den Einsatz der Laser-Biomodulation ebenso 
eine Steigerung des Blutflusses in dem Zielor-
gan erreicht werden. Somit könnte neben einer 
direkten regenerativen Wirkung der Biomodu-
lation auf zellulärer Ebene, auch eine mögliche 
Durchblutungsförderung involviert sein. 

 
Abb. 1: Head-set-Applikator zur Positionierung und Fixie-
rung eines Mikrolinsenstrahlers vor dem Trommelfell. 

Material und Methoden: Nach einer abge-
schlossenen Phase-II-Studie mit einem am LFL 
entwickelten Bestrahlungsgerät mit 4 Lasern 
und mit Head-Set-Applikator (s. Abb. 1) wird 
z. Zt. eine doppelblindkontrollierte Phase-III-
Studie durchgeführt. Bislang haben 133 von 
240 Patienten mit chronischem, therapierefrak-
tären Tinnitus teilgenommen. Es wurden die 
Wellenlängen λ = 635, 690, 780 und 830 nm 
eingesetzt. Bei jeder Bestrahlung wurde eine 
bestimmte Lichtdosis zwischen 1 und 30 J/cm² 
an der zu therapierenden Stelle in der Cochlea 
entsprechend der Frequenz des Tinnitusgeräu-
sches appliziert. Die dazu erforderliche Licht-
dosis am Trommelfell wurde anhand der früher 
am LFL experimentell ermittelten Transmissi-
on von Licht durch das Promontorium zu den 
einzelnen Lokalisationen der Cochlea berech-
net. 

Für jeden Patienten wurde jeweils randomisiert 
nur eine Wellenlänge mit einer Dosierung ver-
wendet. Jeder Patient erhielt 3 Einzelbestrah-

lungen und wurde über einen Nachbeobach-
tungszeitraum von 6 Monaten mehrfach unter-
sucht. Der Therapieerfolg wurde anhand von 3 
Bewertungsparametern beurteilt, einer audio-
metrischen Tinnitusmessung in dB mit 
Schmalbandrauschen, einer visuellen Analog-
skala (VAS) zur Befindlichkeit und ein struktu-
riertes Tinnitusinterview nach Goebel/Hiller 
(GH). 

Ergebnisse: Die Laseranwendung konnte ohne 
nennenswerte Nebenwirkungen ambulant 
durchgeführt werden. Insgesamt war in dem 
vorläufigen Kollektiv keine signifikante Ände-
rung der gemessenen Hörschwellen zu beo-
bachten. Die Veränderungen der Bewertungs-
parameter direkt nach Therapie sind in Tab. 1 
dargestellt. Danach sind in dem bisher unter-
suchten Patientenkollektiv keine signifikanten 
Veränderungen festzustellen. Dennoch zeigten 
einzelne untersuchte Wellenlängen wie z.B. 
635nm und 690nm tendenziell bessere Ergeb-
nisse als die Placebogruppe. Die Tinnitus-
lautstärkemessungen fielen im Vergleich zur 
Placebogruppe auch prozentual günstiger aus. 
Eine endgültige Bewertung wird erst in einem 
größeren Patientenkollektiv bzw. nach Ab-
schluss der Doppelblindstudie möglich sein. 

λ[nm] 635 690 780 830 Placebo 

Dosis 
[J/cm²] 

1-2 
und 4 

4 20  15   
und 30 

- 

Patienten 19 27 27 10 50 

�(dB) 
�SEM 

3,7 
�6,1 

1,3 
�13,2 

3,2 
�11,2

-9,3 
�19,1 

0,4 
�10,6 

�(VAS)
�SEM 

0,3 
�1,6 

-0,2
�3,0 

0,7 
�2,7 

1,4 
�1,9 

0,1 
�2,3 

�(GH) 
�SEM 

- 1,1 
�8,2 

-1,8
�5,5 

- 0,5 
�5,9 

Pat. mit 
�(dB)>0 

78% 56% 57% 57% 51% 

Tab. 1: Veränderungen der verschiedenen Bewertungs-
parameter zur Erfolgskontrolle für die verschiedenen Pati-
entengruppen. Positive Werte entsprechen einer Verbesse-
rung. Angegeben sind Mittelwerte und ihre Fehler (SEM). 
Bei �(dB) wurden nur Fälle mit frequenzstabilem Tinnitus 
berücksichtigt. 

Ein Businessplan für die industrielle Umset-
zung wurde bereits im Jahre 2000 erstellt. Wei-
terhin wurden Einzelkomponenten des Bestrah-
lungsgerätes zum Patent angemeldet. 
S. Tauber, A. DeNigris, W. Beyer, K. Schorn



 Laser- und Immunologie-Forschungseinrichtungen 

 

Optische Kohärenztomographie am Mittelohr 

Die optische Kohärenztomographie (OCT) ist 
ein Verfahren, das die Darstellung von Gewe-
bestrukturen bis zu einer Tiefe von einigen 
Millimetern z. B. in Form von Schnittbildern 
senkrecht zur Oberfläche gestattet. Dabei wird 
Licht mit einer Kohärenzlänge von nur ca. 
20µm senkrecht zur Gewebeoberfläche einge-
strahlt und das zurückgestreute Licht mit Hilfe 
einer interferometrischen Anordnung nach Art 
eines Michelson-Interferometers analysiert. 
Nur einfach gestreutes Licht, dessen Wegstre-
cke der des Referenzarms des Interferometers 
entspricht, trägt zum Interferenzsignal bei. Die 
kontinuierliche Variation der Referenzarm-
länge in Kombination mit lateralem Vorschub 
der Optik erlaubt schließlich die Darstellung 
von Schnittbildern. Das Verfahren wird bereits 
in der Dermatologie und Ophthalmologie ein-
gesetzt. 

Nach ersten erfolgreichen Pilotexperimenten in 
Zusammenarbeit mit dem Medizinischen La-
serzentrum Lübeck zur Darstellbarkeit von 
Strukturen im Mittelohr durch das Trommelfell 
hindurch wurde eine OCT-Anlage (Firma 
4optics, Lübeck) für den klinischen Einsatz 
ausgebaut. 

 

Abb. 1: Optischer Kopf der OCT-Anlage zur Darstellung 
von Strukturen im Mittelohr durch das Trommelfell hin-
durch. 

Dazu wurde ein optischer Kopf entwickelt, der 
über eine mobile Stativsäule mit Operations-
mikroskophalter erschütterungsarm am Ohr des 
Patienten positioniert werden kann (s. Abb. 1). 
Zur Orientierung dient eine CCD-Kamera, de-
ren Strahlengang in den des OCT-Kopfes ein-
gespiegelt wird. Das Licht zur Beleuchtung 
wird über einen ringförmigen 45°-Spiegel ko-
axial eingekoppelt. Gekreutzte Polarisatoren 
unterdrücken störende Reflexe von Linsen- und 
Gewebeoberflächen. Die darstellbare Tiefe der 
Gewebestrukturen ist konstruktionsbedingt auf 
2,3mm beschränkt. Zur Darstellung größerer 

Tiefen kann der optische Kopf per Schrittmotor 
mehrfach um 2,3mm verschoben werden. Eine 
Steuerungsprogramm setzt die dabei ermittel-
ten Einzelbilder zu einem Gesamtbild zusam-
men. 

Der optische Kopf des OCT-Systems wurde an 
einen mobilen Stativarm mit Operationsmikro-
skopständer adaptiert, so dass eine Positionie-
rung an beliebiger Stelle im Raum mit beliebi-
ger Orientierung möglich ist. Damit kann der 
OCT-Kopf frei schwebend, berührungsfrei und 
erschütterungsarm in der Nähe des Untersu-
chungsobjektes (Kopf des Patienten) optimal 
positioniert werden. Zur Immobilisierung des 
Patientenkopfes wurde eine herkömmliche 
ophthalmologische Untersuchungs-Kopfstütze 
modifiziert und mit seitlichen Zusatzstützen 
versehen, die laterale Bewegungen des Patien-
tenkopfes verhindern. 

Mit dem entwickelten OCT-System wurden 
erste klinische Analysen im Sinne von Einzel-
messungen an Probanden und an anatomischen 
Mittelohrpräparaten durchgeführt. Die ersten 
akquirierten Bilder zeigten, dass die optische 
Darstellung des Mittelohrraumes zunächst auf-
grund anatomischer Gegebenheiten zwar deut-
lich begrenzt ist, aber dennoch für weitere Un-
tersuchungen interessant und vielversprechend 
erscheint. Zu den weiteren Problemen bei der 
Bildakquisition zählten kleine menschliche 
Gehörgangsdurchmesser mit unzureichender 
Beleuchtungssituation und eine Verminderung 
der Bildqualität durch minimale Restbewegun-
gen des Patientenkopfes. Diese Bewegungsar-
tefakte waren auch mit den bereits erwähnten 
Modifikationen nicht vollständig zu vermeiden. 

Potentielle Indikationen für dieses Verfahren 
wären die Diagnose von Missbildungen des 
Mittelohres bei Kindern, von Cholesteatomen, 
Gehörknöchelchenluxationen und die Untersu-
chung von Tympanoplastiken. Systematische 
Untersuchungen dazu sind in Vorbereitung. 
A. Obermeier, W. Beyer, S. Tauber 
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Pharmakokinetik und Selektivität von 5-Aminolävulinsäure aus  
5-ALA-Thermogel bei zervikaler intraepithelialer Neoplasie (CIN 1-3) 

Die Studie untersuchte die Pharmakokinetik 
und Selektivität von 5-ALA, welches für eine 
verbesserte topische Applikation in Form eines 
thermolabilen Gels Pluronic F127 vor die Cer-
vix uteri appliziert wurde. Pluronic F127 liegt 
im kalten Zustand in flüssiger Form vor, jen-
seits von 31°C geht es in einen gelartigen Zu-
stand über. Nach Kolposkopie, Zytologie und 
HPV DNA Bestimmung erfolgte die Inkubati-
on des 5-ALA-Thermogels (4%, 10%, 20%) 
mit anschließender klinisch indizierter Konisa-
tion bei 27 Patientinnen mit zervikaler intra-
epithelialer Neoplasie (CIN 1-3). An Gefrier-
schnitten wurden parallel zur histologischen 
HE-Färbung Schnitte für die semiquantitative, 
topographische Fluoreszenzmikroskopie sowie 
für die quantitative Fluoreszenzspektrometrie 
entnommen. Bei einer Applikationsdauer von 0 
bis 2 Stunden zeigte sich eine sehr geringe Flu-
oreszenz im dysplastischen Epithel. Nach 2 bis 
4 Stunden kam es zu einem fast linearen An-
stieg der Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit 
der Inkubationszeit. In dem Zeitabschnitt zwi-
schen 4 und 6 Stunden wurde das Fluores-
zenzmaximum erreicht, mit einem deutlichen 
Abfall zwischen 6 und 8 Stunden. Im Vergleich 
der Protoporphyrin IX Fluoreszenzintensitäten 
zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der 
maximalen Intensität mit 1116 + 241 wE im 
dysplastischen Epithel (CIN 1—3) im Ver-
gleich zu 704 + 166 wE beim normalen Platte-
nepithel (p<0,05). Unter Vernachlässigung der 
Inkubationszeiten ergaben sich für die ver-
schiedenen Grade der CIN keine signifikanten 
Unterschiede in der maximalen Fluoreszenz-
intensität.  

Bei der Analyse der Protoporphyrin-IX-
Fluoreszenz in Abhängigkeit von der applizier-
ten Konzentration des 5-ALA-Thermogels er-
gab sich eine maximale Fluoreszenzintensität 
bei 10%igem Gel. Allerdings fanden sich keine 
signifikanten Unterschiede bei Applikations-
zeiten jenseits von 2 Stunden.  

Die Selektivität der Protoporphyrinfluoreszenz 
gemessen anhand der Ratio zwischen 
dysplastischem und normalem Epithel ergab 
nach einer Applikationsdauer von 3 bis 4 Stun-
den für die CIN 1 eine maximale Ratio von 2,0 
und für die CIN 2 eine von 3,0. Für CIN 3 
wurde die höchste Tumorselektivität mit einer 
Ratio von 4,0 nach 3-4h erzielt. Die hierdurch 
erzielte Tumorselektivität zeigte im Vergleich 
zur ähnlich konzipierten Studie von Pahernik et 
al. (Int. J. Cancer, 1998), die eine 5-ALA-

Kieselgel-Lösung verwendeten, eine um den 
Faktor 2 verbesserte Tumorselektivität. 

In der semiquantitativen, topographischen Flu-
oreszenzmikroskopie ergaben sich höhere In-
tensitäten im Bereich der basalen Epithel-
schichten mit einer graduellen Abnahme zum 
superfiziellen Stratum. Neben einer Epithel-
zellschicht-spezifischen Pharmakokinetik re-
flektiert dies zum einen die höhere Zahl basaler 
wie parabasaler Zellen pro Fläche, wie auch die 
erhöhte Kern-Plasma-Relation der unteren im 
Vergleich zu den oberen Schichten. 

Zusammenfassend ergaben sich in dieser fluo-
reszenzmikroskopischen Untersuchung zur 
Pharmakokinetik und Selektivität von 5-ALA-
Thermogel eine maximale Fluoreszenzintensi-
täten nach einem Zeitintervall von 4 bis 6 
Stunden und eine maximale Tumorselektion 
mit einer CIN zu Normalgewebe-Ratio von 4 
nach 3 bis 4 Stunden. Im Vergleich zu einem 
historischen Kollektiv konnte durch die Ver-
wendung des thermolabilen Gels eine doppelt 
so hohe Tumorselektivität erzielt werden. Für 
die klinische Umsetzung einer photodynami-
schen Therapie der CIN unter Verwendung von 
5-ALA-Thermogel empfiehlt sich eine Kon-
zentration von 10% mit einem Zeitintervall von 
ca. 4 Stunden. 
V. Andikyan, M. Kronschnabl, M. Hillemanns, H. Stepp, 
P. Hillemanns
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Klinische Phase-I-Studie zur Pharmakokinetik von 5-Aminolivulin-
säure aus 5-ALA-Thermogel bei zervikaler intraepithelialer Neoplasie 
(CIN 1-3) mittels Video-Imaging und Spektroskopie  

Die Studie untersuchte die Pharmakokinetik 
von 5-Aminolävulinsäure, welches in Form des 
thermolabilen Gels Pluronic F 127 zur verbes-
serten topischen Applikation vor die Cervix u-
teri gebracht wurde. Pluronic F 127 liegt im 
kalten Zustand in flüssiger Form vor, jenseits 
von 31 °C geht es in einen gelartigen Zustand 
über. Nach Kolposkopie, Zytologie und HPV-
DNA-Bestimmung erfolgte die Inkubation des 
5-ALA-Thermogels (1%, 4%, 10%, 20%) mit 
anschließender Durchführung von Spektrosko-
pie und Video-Imaging vor klinisch indizierter 
Konisation bei 28 Patientinnen mit zervikaler 
intraepithelialer Neoplasie (CIN 1-3).  

Nach Auftragen von 1% 5-ALA-Thermogel 
zeigte sich in der semiquantitativen Videobild-
analyse eine gute Selektivität (Tumor-
Normalgewebsratio: 3,5) für dysplastisch ver-
änderte Areale mit einer relativ niedrigen abso-
luten Fluoreszenzintensität (68 w. E.) in der 
Spektroskopie. Nach Applikation von 4% 5-
ALA-Thermogel blieb die Tumorselektivität 
weiterhin konstant bei 3,0 mit einem leichten 
Anstieg der absoluten Fluoreszenzintensität 
(162 w. E.). Auch mit 10% 5-ALA-Thermogel 
konnte eine gute Tumorselektivität von 2,5 er-
zielt werden, die spektroskopisch gemessene 
Fluoreszenzintensität war bei dieser Konzentra-
tion sogar am höchsten mit 244 w. E.. Eine ki-
netische Messung bei derselben Konzentration 
zeigt eine Zunahme der Fluoreszenzintensität 
mit Dauer der Expositionszeit (206 w. E. nach 
2,5 h; 371 w. E. nach 10 h), jedoch auf Kosten 
einer Abnahme der Tumorselektivität. Auch 
mit 20% 5-ALA-Thermogel konnte eine aus-
reichende Tumorselektivität von 2,0 erzielt 
werden ohne aber eine weitere Steigerung der 
absoluten Fluoreszenzintensität (181 w. E.). 

Neben Konzentration und Expositionsdauer 
scheinen auch andere Faktoren einen Einfluß 
auf die Fluoreszenzintensität zu haben, so ist 
die Verwendung einer Portiokappe sinnvoll. 
Die quantitative Fluoreszenzintensität nach 
zweistündiger Exposition von 10% 5-ALA-
Thermogel beträgt im CIN-Areal 75 w. E. mit 
Verwendung eines Tupfers und 325 w. E. mit 
Verwendung einer Portiokappe. Auch vom 
Schweregrad der CIN ist die Fluoreszenzinten-
sität abhängig. Je ausgeprägter die CIN umso 
intensiver ist die Fluoreszenz. 

Zusammenfassend konnte die maximale Fluo-
reszenzintensität bei einer guten Tumorselekti-
vität bei einer Konzentration von 10% erzielt 
werden, so dass auch ein entsprechend effizien-
ter photodynamischer Effekt bei dieser Kon-
zentration zu erwarten ist. Nach diesen Ergeb-
nissen sowie der fluoreszenzmikroskopischen 
Untersuchungen ist eine Expositionsdauer von 
4 bis 6 Stunden für die PDT der CIN mit 5-
ALA-Thermogel zu empfehlen. 
M. Kronschnabl, V. Andikyan, H. Stepp, P. Hillemanns. 
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Fluoreszenzdiagnostik des Ovarialkarzinoms – Erste Ergebnisse 
einer Pilotstudie 

Fragestellung: Die maximale, zytoreduktive 
Chirurgie des Ovarialkarzinoms mit Resektion 
auf R0 gilt als die Voraussetzung für eine 
bestmögliche Wirkung in Kombination mit der 
Chemotherapie. Die vollständige Entfernung 
makroskopisch erkennbarer Tumorreste ist so-
wohl für die Primär-, die Interventions- als 
auch für die Rezidivoperation der entscheiden-
de Faktor. 

Methodik: Im Rahmen einer Pilotstudie wur-
den 24 Patientinnen mit Ovarialkarzinom ein-
geschlossen. Ziel dieses Forschungsvorhabens 
war die Evaluierung der Parameter 5-ALA-
Konzentration und Applikationsintervall für ei-
ne optimale Protoporphyrin-Fluoreszenz-
diagnostik. Patientinnen mit einem Ovarialkar-
zinom erhielten eine orale Gabe von 5-ALA in 
den Konzentrationen 1mg/kg KG und 10mg/kg 
KG jeweils 4h, 6h, und 12h vor der Fluores-
zenzdiagnostik, die bildgebend und spektro-
skopisch durchgeführt wurde. Ergänzt wurden 
die Erkenntnisse durch die 
Fluoreszenzmikroskopie an Gewebeschnitten 
(Abb. 1 oben). Ergebnisse: Die orale Applikation von 1mg/kg 
KG 5-ALA 4-12h vor der Fluoreszenzdetektion 
erzielte keine klinisch zufriedenstellenden Er-
gebnisse. Die sowohl fluoreszenzspektrosko-
pisch wie auch -mikroskopisch gemessenen In-
tensitäten von Protoporphyrin IX waren extrem 
niedrig. Die orale Applikation von 10mg/kg 
KG führte zu einer deutlich erkennbaren Fluo-
reszenz auch kleiner Peritonealkarzinoseherde 
mit einem hohen Tumor/Normalgewebe-Ratio. 
Es konnten keine relevanten Nebenwirkungen 
verzeichnet werden. Unter Vermeidung inten-
siver Lichtexposition trat in unserem Kollektiv 
keine kutane Photosensibilisierung auf. 

Schlussfolgerung: Eine hohe und vor allem 
sehr selektive Fluoreszenz des Tumorgewebes 
zeigte sich nach oraler Applikation von 
10mg/kg KG 5-ALA. Aufgrund dieser Ergeb-
nisse empfiehlt sich die Fluoreszenzdiagnostik 
zur Detektion kleiner Tumorherde bei der Se-
cond-look-Diagnostik, Z.n. neoadjuvanter The-
rapie, suspekten Ovarialtumoren in der Lapa-
roskopie oder Borderline-Tumoren. 

 

 

 

Abb. 1: Oben: rote PPIX-Fluoreszenz demarkiert Tumor 
von Normalgewebe. Mitte und unten: Fluoreszenzdiagnos-
tik  am Ovarialtumoren in der Laparoskopie. 

P. Hillemanns, J. Reiff, P. Wimberger, R. Kimmig, 
M. Kronschnabl, H. Stepp 
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Interstitielle Laserthermotherapie unter MRT-Monitoring am Beispiel 
von Hirntumoren 

Einleitung: Die Kombination von Thermothe-
rapien, wie der interstitiellen Laserthermothe-
rapie (LITT), und der Magnetresonanztomo-
graphie (MRT) greifen den Trend nach mini-
mal-invasiven Behandlungs- und Untersu-
chungsmethoden auf. Durch die kernspinto-
mographische Überwachung der jeweiligen 
Therapie (z.B. LITT) wird eine Verbesserung 
des Therapieerfolges erwartet. Mit Hilfe einer 
nicht-invasiven Darstellung können tempera-
turinduzierte Gewebe- und Temperaturände-
rungen erfasst werden. Hierfür bietet sich die 
Verwendung der temperaturempfindlichen Pro-
tonenresonanzfrequenz an. 

Methodik: Es wurde eine Laserquelle mit ei-
ner Wellenlänge von 830 nm verwendet. Neu 
ist besonders die Temperatursteuerung des La-
servorgangs durch die Vorgabe der Zeit (10 
min), der maximalen Leistung (< 10W) und der 
maximalen Temperatur (90°C). An einem 
Großtiermodell (18 Versuche) wurden die Ef-
fekte der LITT über einen Zeitraum von drei 
Monaten systematisch untersucht. Hierbei 
wurden erstmals die biologischen Grundlagen 
(Ausmaß der Bluthirnschrankenstörung) mit 
Hilfe der quantitativen Autoradiographie und 
einer histologischen Analyse charakterisiert. 
Die LITT wurde mit temperatursensitiven MR-
Methoden überwacht. Für die MR-
Thermometrie kam die chemische Verschie-
bung der Protonenresonanzfrequenz zur An-
wendung. Alle MR-Untersuchungen wurden 
bei 1,5 Tesla (Siemens Magnetom Vision) 
durchgeführt. Die entwickelte Methode wurde 
bei zwei Patienten hirneignen malignen Tumo-
ren angewandt. 

Ergebnisse: Im Langzeitverhalten von bis zu 3 
Monaten zeigte sich ein Maximum in der Läsi-
onsausdehnung bereits nach 24 h. Die Blut-
Hirnschrankenstörung war transient mit einem 
Maximum 14 Tage nach LITT. Bei der An-
wendung der chemischen Verschiebung für die 
Thermometrie ergaben sich neue Effekte, die 
für eine Thermometrie berücksichtigt werden 
müssen,. Diese Effekte basieren scheinbar auf 
temperaturabhängigen Suszeptibilitätseffekten, 
die die MR-Thermometrie beeinflussen können 
und damit in Zukunft besonders berücksichtigt 
werden müssen. 

Der wesentlicher Fortschritt im Vergleich zum 
Bericht aus dem Vorjahr sind die ersten klini-
schen Anwendungen bei zwei Patienten mit 
Hirntumor. Hierbei wurden 2 Patienten mit ma-
lignen hirneigenen Rezidivtumoren interstitiell 

unter MRT-Monitoring behandelt. Der präope-
rative kontrastmittelaufnehmende Tumoranteil 
war nach der Behandlung nicht mehr nach-
weisbar. Die Behandlungen konnten komplika-
tionslos durchgeführt werden. 

 

Abb. 1: Patientin mit Rezidiv eines Glioblastom während 
der LITT-Behandlung.  

Höhenlinien mit gleicher Chemischer Ver-
schiebung sind dem korrespondierenden Be-
tragsbild überlagert. Ebenfalls zu erkennen sind 
Signalauslöschungen (dunkle Linien) durch die 
simultane Akquisition orthogonaler Schichten. 

Ausblick: Die Voruntersuchungen und die ers-
te klinische Anwendung der MR-gestützten 
LITT zeigen das große Potenzial der MRT für 
die Optimierung minimal-invasiver Therapie-
ansätze von Tumoren. Weitere Untersuchungen 
von Phänomen, die die MR-Thermometrie be-
einträchtigen können, müssen durchgeführt 
werden. Die Weiterentwicklung der MR-
Thermometrie sollte eine Verkürzung der Ak-
quisitionszeiten beinhalten und so eine höhere 
zeitliche oder räumliche Auflösung erlauben. 
Die Patientenstudien müssen im Rahmen einer 
klinischen Studie (Phase I/II) fortgeführt wer-
den, um die experimentell gewonnen 
Erkenntnisse klinisch zu validieren. 
M. Peller, H. Reinl, A. Muacevic, R. Sroka 
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Simulator für die minimal invasive Chirurgie: Der Urotrainer 

Im Rahmen des EU-Forschungsprogramms 
„Esprit“ wurde das Projekt MISSIMU geför-
dert mit der Aufgabe, einen kostengünstigen 
Operationssimulator mit Steuerung durch einen 
Standard-PC zu entwickeln. Ziel war, Operati-
onsabläufe realitätsnah und in Echtzeit zu si-
mulieren. Neben der Cholezystektomie wurde 
die Zystoskopie als Simulationsinhalt gewählt, 
und während des Projektverlaufs als erstes rea-
lisiert. 

Der Zystoskopiesimulator (Urotrainer) besteht 
aus einer optischen Simulationseinheit und der 
Mechatronik (siehe Abb. 1). Die Mechatroni-
keinheit, die Hardware des Simulators wurde 
von der Firma Karl Storz entwickelt. Sein 
Herzstück ist ein ATM (Active Trocar Modul), 
in das ein modifiziertes reales Zystoskop ein-
geschoben werden kann. Im ATM sind Moto-
ren und Sensoren enthalten. Letztere haben die 
Aufgabe die Position des Instruments im ATM 
zu erfassen und an die Simulationseinheit im 
Computer weiterzugeben, die wiederum den 
entsprechenden Operationshintergrund gene-
riert und auf einem Monitor darstellt. Stößt das 
Trainingszystoskop an die virtuelle Harnbla-
senwand, gibt der Computer ein Signal an die 
Ansteuerungseinheit des ATMs und seine Mo-
toren werden aktiviert. Der Trainierende spürt 
infolgedessen einen realen Widerstand am In-
strument (Force feedback). Die gesamte Opera-
tion läuft virtuell ab. 

 

Abb. 1: Laboraufbau des Urotrainers mit Bilddarstellung 
und ATM 

Aufgabe des LFL als Projektpartner war, in en-
ger Zusammenarbeit mit der Urologischen Kli-
nik die Datenbasis zu erstellen.  

Dazu wurden drei Schwerpunkte bearbeitet: 

1. Festlegung der Trainingsinhalte für den 
zukünftigen Urotrainer 

2. Bereitstellung repräsentativer hoch-
wertiger Bilddaten für die Simu-
lationsexperten (Firma Thales, Paris) und 
Angabe geometrischer und physikalischer 
Größen für die Spezifikation des virtuel-
len Operationshintergrunds und des 
ATMs 

3. Evaluation des Urotrainers durch klinisch 
tätige Ärzte und wissenschaftliches Per-
sonal. 

Zur Erstellung des Simulationshindergrunds 
wurden digitale Videoaufnahmen von ca. 350 
Zystoskopien und begleitenden therapeutischen 
Interventionen im Operationssaal aufgenom-
men. 

Aus der Analyse dieser videodokumentierten 
Zystoskopien, dem Operationsablauf sowie aus 
den Gesprächen mit den Operateuren kristalli-
sierten sich zwei Trainingsschwerpunkte her-
aus. Dazu gehörte die endoskopische Inspekti-
on der gesamten Oberfläche der Harnblase, 
wobei sichergestellt werden sollte, dass die 
Harnblase vollständig eingesehen wurde. Das 
bedeutet für die Simulation zum einen die 
Auswahl von Optiken mit unterschiedlichen 
Seitblickwinkeln, zum anderen ein Trainings-
feedback. Wird demnach ein Areal der Harn-
blasenwand mindestens eine halbe Sekunde in 
einem Abstand von höchstens 20 mm unter-
sucht, gilt diese Blasenoberfläche als inspiziert 
und wird als solches abgespeichert. Am Ende 
jeder Trainingseinheit wird angezeigt, welcher 
Anteil der gesamten Harnblasenoberfläche 
eingesehen wurde. Der Anwender bekommt 
somit einen Leistungsnachweis und kann durch 
Wiederholungen seine visuelle und manuelle 
Vorgehensweise optimieren. 

Ein weiterer Trainingsschwerpunkt liegt in der 
Elektroresektion als der klinisch am häufigsten 
verwendeten therapeutischen Intervention. Für 
eine Resektion sind räumliche Orientierung 
und die Kombination von visuellem Eindruck 
und Bewegungskoordination notwendige Vor-
aussetzung. Nur dadurch wird ein „richtiges 
Einstellen des Tumors“ und die nachfolgende 
Resektion durchführbar. Für die Simulation 
bedeutet dies, dass der Trainierende neben vi-
suellen auch taktile Informationen erhalten 
muss. Visuell geschieht dies durch die Rege-
lung des Lichteinfalls und der perspektivischen 
Verzerrung und taktil durch das Elastizitäts-
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verhalten der Harnblase bei Wandkontakt. Die 
während des Eingriffs verursachte Resektions-
tiefe wird gleichzeitig durch einen optischen 
Farbbalken auf dem Monitor dargestellt. 

Für die Bilddatenbank wurden aus geeigneten 
Videosequenzen Einzelbilder extrahiert und in 
dieser abgelegt. Unterteilt wurde die Bildda-
tenbank in den Operationshintergrund, in pa-
thologische Veränderungen des Gewebes und 
in zystoskopische Eingriffe. Für den Operati-
onshintergrund wurden durch lückenlose Anei-
nanderreihung vieler Einzelbilder sogenannte 
Panoramabilder erzeugt. Elektronisch gefaltet 
bildeten sie die Blasenwandoberfläche. Eine 
weitere Datenbank umfasste verschiedene pa-
thologische Veränderungen. Diese Kategorie 
umfasste Tumore, Dysplasien, entzündliche 
Veränderungen und Narbengewebe. Sie sind in 
der Bilddatenbank sowohl als Weißlicht- als 
auch als Fluoreszenzbilder verfügbar. Je nach 
Bedarf können diese Bilder in die virtuelle 
Harnblasenwand eingebunden werden. Der 
dritte Teil der Bilddatenbank beinhaltet die 
zystoskopischen Eingriffe. Eine Serie von Ein-
zelbildern beschreibt in Einzelschritten den ge-
samten Ablauf der Intervention und bildet die 
Basis für ein Drehbuch, das die Interaktion von 
Instrument und Blasenwand im Detail simu-
liert. Diese Bilddatenbank zusammen mit geo-
metrischen und physikalischen Größen sorgte 
für eine weitere Spezifikation der Hard- bzw 
Software. Die Simulation wurde eine realitäts-
nahe Harnblasengeometrie, die die Urethra, die 
Ureterenleiste sowie die Ostien und die Urete-
ren enthielt, optisch verfeinert. 

Jede Trainingseinheit kreiert einen neuen virtu-
ellen Patienten mit unterschiedlicher Lokalisie-
rung der Tumorareale und simuliert so das 
multifokale Wachstum von Blasenkarzinomen. 
Die virtuelle Zystoskopie kann sowohl unter 
Weißlicht als auch unter Fluoreszenzanre-
gungslicht durchgeführt werden, wobei Opti-
ken mit entsprechenden Seitblickwinkeln zur 
Anwendung kommen. Für die therapeutische 
Intervention stehen unterschiedlich ausgeführte 
Resektionsschlingen je nach Tumorlokalisie-
rung (Abb. 2) sowie eine Laserfaser zur Laser-
koagulation zur Verfügung. Nach jeder Trai-
ningseinheit wird dem Anwender angezeigt, in 
welchem Umfang er die Harnblase eingesehen 
hat, wie vollständig er Tumore reseziert und 
wie viel Zeit er dazu benötigt hat. 

 
Abb. 2: Virtuelle Blasenwand mit papillärem Tumor und 
Resektionsschlinge 

 
Abb. 3: Simulation einer Blutung nach Elektroresektion 

Die Evaluation des im Rahmen des Esprit Pro-
jekts entwickelten Urotrainers wurde anhand 
eines Fragenkataloges im Anschluss an Trai-
ningseinheiten durchgeführt. Das Ergebnis die-
ser Evaluation führte dazu, dass die Realitäts-
nähe der endoskopischen Abläufe kontinuier-
lich optimiert wurde, wie z. B. durch die Simu-
lation einer Blutung aus dem Resektionsbett 
nach Elektroresektion (Abb. 3). 

Insgesamt zeigte die vorläufige Evaluierung 
des Urotrainers eine steile Lernkurve bei Erst-
anwendern. Kliniker mit Zystoskopie-
Erfahrung konnten mit der virtuellen 
Zystoskopie und der virtuellen Resektion auf 
Anhieb souverän umgehen. 

Weitere Optimierungsmaßnahmen sowie die 
Einbindung zusätzlicher zystoskopischer Ein-
griffe, wie z. B. die Prostataresektion sind zu-
künftig vorgesehen und sollen letztendlich zur 
Entwicklung eines marktfähigen Medizinpro-
duktes führen. Mit dem Urotrainer könnte da-
mit das Ausbildungsprogramm für angehende 
Urologen durch eine Übungseinheit zwischen 
Lehrbuch und Patient abgerundet werden. 
M. Noll, O. Reich, R. Baumgartner 
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Konfokale Mikroendoskopie  

Einführung: Die konfokale Mikroskopie un-
terscheidet sich von der Standardmikroskopie 
dadurch, dass durch die Verwendung einer sehr 
kleinen Blende die Tiefenschärfe der optischen 
Abbildung so stark reduziert wird, dass die 
schichtweise Aufnahme von dreidimensionalen 
Objekten möglich ist. 

Für die Tumordiagnostik könnte speziell dieses 
mikroskopische Verfahren aufgrund des hohen 
lateralen als auch axialen Auflösungsvermö-
gens geeignet sein, die Bestimmung des Gra-
ding von oberflächlichen Tumorarealen zu ver-
einfachen. In Zukunft könnte gar die Entnahme 
von Biopsien und deren extrakorporale histolo-
gische Befundung ganz vermieden werden. 

Die Entwicklung eines solchen, intraoperativ 
einsetzbaren, konfokalen Mikroendoskops ist 
Ziel eines zuhehörigen Verbundprojekts na-
mens Komed (Projektträger VDI). 

Material und Methoden: Der Aufbau und der 
Strahlengang des geplanten Mikroendoskops 
sind in Abbildung 1 skizziert. 

 

Abb. 1: Entwurfsskizze für den geplanten Aufbau eines 
konfokalen Mikroendoskops 

Eine mit verstellbaren Mikrospiegeln besetzte 
Halbleiter-Matrix wird von einer Lichtquelle 
beleuchtet. Das so nahezu beliebig segmentier-
bare Strahlprofil wird in ein Faserbündel ein-

gekoppelt und beleuchtet die verstellbare Mik-
rooptik am proximalen Faserausgang. 

Diese projiziert dann die Einzelbilder aus un-
terschiedlichen Objekttiefen über dasselbe Fa-
serbündel und den Strahlteiler auf den Detek-
tor. Die Einzelfasern stellen dabei gleichzeitig 
die Blendenöffnung für das jeweilig beleuchte-
te Segment dar. 

Die für eine In-vivo-Anwendung notwendige 
Geschwindigkeit bei der Bilderfassung wird 
bei diesem neuartigen Ansatz durch die Kom-
bination aus extrem schnell schaltender Mikro-
spiegel-Matrix und ortsauflösenden Detektor 
erreicht. 

Das in den laufenden Experimenten verwende-
te Setup besteht aus einem kommerziellen Lei-
ca DMIRB System, das als kombinierte lineare 
Scan- und Detektor-Einheit dient. Ebenso bil-
det noch Standardobjektivtechnik den Platzhal-
ter für die später zu verwendende Mikrooptik. 
Das eingesetzte 0,75mm dicke Faserbündel be-
sitzt ca. 30.000 Einzelfasern mit einem Einzel-
faserdurchmesser von ca. 4µm. Das Faserbün-
del mit Mikrooptik soll später im Arbeitskanal 
eines Standardendoskops Platz finden. 

Ergebnisse und Diskussion: Um das Prinzip 
der schichtweisen mikroskopischen Aufnahme 
zu verdeutlichen ist in Abbildung 2 links ein 
aus Einzelbildern rekonstruiertes Probekügel-
chen mit 15µm Durchmesser gezeigt, das di-
rekt mit dem konfokalen Leica-System aufge-
nommen wurde. 

 

Abb. 2: Rekonstruierte 3D-Aufnahme eines Stapels von 
Einzelbildern eines 15µm Probekörpers (links), daneben 
ein Ausschnitt einer Aufnahme eines Einzelbildes von drei 
solchen Probekörpern durch das Faserbündel (rechts). 

Die erreichbare Auflösung des Mikroendo-
skops hängt vom verwendeten Faserbündel und 
der Mikrooptik ab. Zusammen mit dem für eine 
histologische Beurteilung notwendigen mini-
malen Bildausschnitt kann dennoch eine Auf-
lösung erreicht werden, die einzelne Zellen und 
sogar sub-zelluläre Strukturen erkennbar wer-
den lassen. 
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Abb. 3: Aufnahme eines H&E gefärbten Gewebeschnittes 
aus dem Colon mit einem Standardmikroskop (oben) und 
im Vergleich ein konfokaler optischer Schnitt durch das 
Faserbündel betrachtet (unten). 

In Abbildung 2 rechts ist dies an denselben 
Probekügelchen demonstriert, wobei man die 
Segmentierung in die Einzelfasern erkennen 
kann. 

Um die vorgestellten Ergebnisse mit Probekü-
gelchen auf reales Gewebe zu übertragen wur-
de in einem ersten Schritt H&E-gefärbte Ge-
webeschnitte verwendet. 

In Abbildung 3 oben ist eine Aufnahme mit ei-
nem Standardmikroskop einer solchen Probe 
aus dem Colon dargestellt. Im Bildausschnitt 
ist die obere Gewebeschicht mit zwei Darmzot-
ten erkennbar. 

Der markierte Bereich deutet das Bildfeld 
durch das Faserbündel an. Der Bildausschnitt 
beträgt in dieser Konfiguration einer Ausdeh-
nung von ca. 450µm. In der konfokalen Auf-
nahme durch das Faserbündel (Abbildung 3 un-
ten) sind die Schichtung, aber auch histologi-
sche Details noch deutlich erkennbar. Um den 
Einfluss von Störlicht zu minimieren handelt es 
sich um hierbei um eine Fluoreszenz-
Aufnahme. 

Für eine In-vivo-Anwendung ist der Kontrast 
in unbehandeltem Gewebe aufgrund der gerin-
gen Brechungsindexunterschiede leider sehr 
gering. Die in den Experimenten verwendete 
H&E-Färbung kann jedoch nicht in vivo einge-
setzt werden. Daher wird parallel zur techni-
schen Entwicklung die Tauglichkeit von weni-
ger toxischen Substanzen untersucht. Vielver-
sprechende Kandidaten dafür kommen etwa 
aus der Chromoendoskopie. 
R. Meier, H. Stepp 
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Ausbildung und Lehre (LFL) 

LFL-Doktoranden-Seminar 
In diesem Seminar sind die klinischen und wis-
senschaftlichen Doktoranden aufgefordert, in 
Form von Kurzvorträgen den aktuellen Status 
ihrer wissenschaftlichen Tätigkeit zu präsentie-
ren und zu diskutieren. Das Seminar bildet ein 
Forum, um übergeordnete Fragestellungen zu 
erörtern und in den Forschungsrahmen des LFL 
einzupassen, sowie den Stellenwert der eigenen 
wissenschaftlichen Aktivitäten einzuordnen. 

 

LFL-Journal-Club 
Im Journal-Club werden aktuelle Publikationen 
zu ausgewählten Themen zusammenfassend 
dargestellt und diskutiert. Ziel ist es eigene 
wissenschaftliche Aktivitäten zu bewerten und 
Anregungen für angrenzende und zukünftige 
Forschungsgebiete im Grundlagenbereich und 
der Medizintechnologie zu erhalten. 

 

LFL-Öffentlichkeitsarbeit 
Es werden Vorträge und Führungen angeboten, 
bei denen einem interessierten Publikum die 
Struktur, das Aufgabengebiet und das Tätig-
keitsfeld des LFL vermittelt werden. Bei aus-
gewählten Experimenten können darüber hin-
aus Interessierte persönliche Erfahrungen mit 
den Geräten machen. 

Anwendungen physikalischer 
Methoden in der Medizin 
Unter diesem Thema veranstaltet die Sektion 
Physik der LMU München in den Winterse-
mestern ein Hauptseminar (Prof. Assmann, 
Prof. Dünnweber) zusammen mit Medizinphy-
sikern der Uni-Kliniken. In einer Mischung aus 
Vorlesung und Seminarvorträgen werden die 
Grundlagen der wichtigsten physikalischen 
Methoden in der Medizin behandelt und an-
hand von praktischen Anwendungsbeispielen 
vorgestellt. Je nach Interesse werden auch Ex-
kursionen in die unterschiedlichen Kliniken 
durchgeführt. 

Themengebiete sind: 

Wechselwirkung von Strahlung mit Materie 
Röntgen- und Synchrotonstrahlung 
Tumortherapie mit ionisierender Strahlung 
Bildgebung mit PET und NMR 
Diagnostik und Therapie mit Lasern 
Ultraschall in der Medizin 

Das LFL betreut Themen wie: 

Laser in der Medizin 
Low-Level-Lasertherapie 
Organspezifische Konzepte zur PDT 
Fluoreszenzdiagnostik in der Medizin 
Diagnostik mit 2-Photonen-Mikroskopie 
Bildgebende Kurzzeitspektroskopie 
Lichtabschwächung im Gewebe 
Konfokale Mikroendoskopie 
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Fachhochschule München –  
Munich University of Applied 
Science 
Im Rahmen der engen Kooperation mit dem 
Fachbereich 06 Feinwerk- und Mikrotechnik, 
Physikalische Technik übernehmen Wissen-
schaftler des LFL Lehr- und Betreuungsaufga-
ben in folgenden Lehrveranstaltungen: 

 

Laserenstechnik Prof. Reuter 

Technische Optik  Prof. Reuter 

Medizinische Optik Prof. Wondrazek 

Physik-Vorlesung Dr. Sroka 

 

Zusätzlich werden pro Jahr 2-4 FH-
Diplomarbeiten betreut, die im LFL durchge-
führt werden. 

Fortbildung Lasersicherheit für 
Ärzte und OP-Personal 
In regelmäßigen Abständen werden die Ärzte 
und das OP-Personal der unterschiedlichen 
medizinischen Fachbereiche des Klinikum 
Großhadern in der Lasersicherheit unterwiesen. 
Ausgehend von den Grundlagen der physikali-
schen Mechanismen, die für den Laserprozess 
wichtig sind, wird die Palette der Wechselwir-
kungen zwischen (Laser-) Licht und bio-
logischem Gewebe erörtert. Diese theoreti-
schen Betrachtungen werden an Beispielen aus 
den verschiedenen Fachbereichen verdeutlicht.  

 

Beratung 
Die Wissenschaftler des Laser- Forschungsla-
bors (LFL) beantworteten jährlich zahlreiche 
schriftliche Anfragen und eine Vielzahl von te-
lefonischen Anfragen von Patienten, deren An-
gehörigen sowie Kranken- und Ersatzkassen. 

Aufgrund von Beiträgen in Fach- und Publi-
kumszeitschriften oder durch Sendungen der 
elektronischen Medien wird das LFL als 
kompetente Forschungseinrichtung um Rat 
gefragt, welche (Laser-) Behandlungsmethoden 
oder welche Kliniken für bestimmte 
Erkrankungen empfohlen werden können. 
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Einleitung 

Krebs ist nach Erkrankungen des Herzkreis-
laufsystems die zweithäufigste Todesursache in 
den westlichen Industrienationen. Die Gefähr-
lichkeit der Krebserkrankung ist bedingt durch 
das unkontrollierte, invasive Wachstum der 
Tumorzellen, insbesondere aber durch die Fä-
higkeit zur Metastasenbildung in Kombination 
mit einer fehlenden oder unzureichenden Reak-
tion der körpereigenen Abwehr. In den vergan-
genen zwei Jahrzehnten akkumulierte eine ü-
berwältigende Zahl von experimentellen und 
klinischen Befunden, die belegen, dass das 
Immunsystem grundsätzlich in der Lage ist, die 
Entstehung von Tumoren zu kontrollieren. 
Trotz geringer Immunogenität von Tumoren 
(es ist schwer für das Immunsystem, die gerin-
gen Unterschiede zwischen gesundem Gewebe 
und Tumorgewebe zu erkennen) gelingt es in 
Tier und Mensch mit Hilfe von Immunthera-
pien, das Wachstum der Tumoren zu vermin-
dern oder sie sogar vollständig zu eliminieren. 
Als besonders immunogen haben sich im Men-
schen Melanome und Nierentumore erwiesen. 
Allerdings gelingt es den Metastasen häufig, 
durch Tarnung oder durch Manipulation des 
Immunsystems, der Immunabwehr zu ent-
kommen und Tumoren zu bilden. Auch beo-
bachtet man oft eine Schwächung des Immun-
systems der Patienten durch die fortgeschritte-
ne Tumorerkrankung. 

Die Tumorimmunologie hat sich zur Aufgabe 
gemacht, nach den immunologischen Ursachen 
von Krebserkrankungen zu suchen, die körper-
eigenen Abwehrmechanismen zu erforschen 
und neue Wege zu finden, die Zellen des Im-
munsystems oder Tumorzellen gezielt thera-
peutisch zu beeinflussen. Aufgrund der immer 
besseren technischen Möglichkeiten und dem 
damit verbundenen enormen Wissenszuwachs 
wurde in den letzten Jahren eine Reihe von 
neuen Immuntherapien erarbeitet und in der 
Klinik getestet. Hierzu gehören Therapien mit 
Zytokinen (körpereigene Botenstoffe zur ge-
zielten Beeinflussung von Immunzellen oder 
Tumorzellen), Tumorvakzinen (Impfstoffe zur 
spezifischen Stimulation der Immunabwehr), 
adoptive Zelltherapien (Immunzellen des Pati-
enten werden außerhalb des Körpers stimuliert, 
vermehrt und reinfundiert), sowie Antikörper-
therapien (Hemmung oder Zerstörung von Tu-
morzellen durch selektive Bindung von Anti-
körpern). Von den Fortschritten der tumorim-
munologischen Forschung ermutigt, glaubt 
man, dass in nächster Zukunft durch Immun-
therapie ein Durchbruch in der klassischen on-
kologischen Therapie (Tumorchirurgie, Strah-

lentherapie, Chemotherapie und Hormonthera-
pie) erzielt werden wird.  

Die Forschungsaktivitäten im Labor für Tu-
morimmunologie (LTI) betreffen hauptsächlich 
urologische Tumoren, insbesondere Nieren- 
und Prostatatumoren. Für eine erfolgreiche 
Immuntherapie urologischer Tumoren sehen 
wir Forschung- und Entwicklungsbedarf auf 
folgenden Gebieten: 

Prognostische Bedeutung disseminierter Tu-
morzellen im Knochenmark 

Ziel: Identifizierung von Risikopatienten; Indi-
kation von adjuvanter Therapie 

Optimierung von Tumorvakzinen (Beladung 
von dendritische Zellen mit Tumorantigenen; 
Erhöhung der Immunogenität von Tumoranti-
genen) 

Ziel: Therapieoptimierung 

Identifizierung von immune escape-Strategien 
in Tumoren 

Ziel: Verständnis der Tumortoleranz des Im-
munsystems; neue therapeutische Ansätze 

In vitro-Untersuchung der Wirkmechanismen 
von therapeutisch wirksamen bispezifischen 
Antikörpern 

Ziel: Einsatz der Antikörper in der Tumorthe-
rapie 

Evaluation von neuen Immuntherapien im 
Tiermodell 

Ziel: Grundlage für klinische Versuche 

Weiterentwicklung von standardisierten Me-
thoden zum immune monitoring 

Ziel: Überprüfung der Wirksamkeit und Ver-
gleich von Immuntherapien 

Im Rahmen der DFG geförderten, klinischen 
Forschergruppe „Genetisch modifizierte Tu-
morzellvakzine zur Immuntherapie des Nieren-
zell- und Prostatakarzinoms“ wurde im Be-
richtszeitraum in Kooperation mit der Urologi-
schen Klinik der TU München (Prof. Rudolf 
Hartung) und dem Institut für Experimentelle 
Onkologie und Therapieforschung (Prof. Bernd 
Gänsbacher, Dr. Thomas Brill) eine klinische 
Phase I/II Studie zur Erprobung einer genmodi-
fizierten Tumorzellvakzine bei Patienten mit 
hormonrefraktärem Prostatakarzinom (CaP) 
begonnen. Erste Analysen der Studie zeigten 
die Verträglichkeit der Vakzine und gaben Hin-
weise auf eine Verlangsamung der Tumorpro-
gression bei einzelnen Patienten. Zur Behand-
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lung von Patienten mit fortgeschrittenem Nie-
renzellkarzinom (RCC) wurden in Kooperation 
mit dem Max-Delbrück-Centrum für Molekula-
re Medizin und der Robert-Rössle-Klinik in 
Berlin (Prof. Thomas Blankenstein, Prof. An-
tonio Pezzutto, Dr. Joachim Kopp) zwei gen-
modifizierte Tumorzellvakzine produziert und 
die Zulassung für die Erprobung im Patienten 
erwirkt. Eine klinische Phase I Studie wird jetzt 
parallel in München und Berlin beginnen. 
Durch die gewonnene Erfahrung mit dem im-
mune monitoring der CaP-Studie und dem Zu-
lassungsprocedere für beide Studien wurden 
wichtige Grundlagen für nachfolgende Studien 
geschaffen. 

Die bisherige erfolgreiche Zusammenarbeit 
zwischen dem LTI und dem Institut für Mole-
kulare Immunologie (IMI) der GSF (Prof. Do-
lores Schendel) wird auch zukünftig durch die 
Einrichtung der neuen Klinischen Kooperati-
onsgruppe (KKG) „Immuntherapien bei Urolo-
gischen Tumoren“ fortgesetzt. Im Mittelpunkt 
der gemeinsamen Forschungsarbeiten stehen 
dendritische Zellen, eine Immunzellpopulation, 
die wichtig für die optimale Stimulierung des 
körpereigenen Abwehrsystems für den Kampf 
gegen Tumorzellen ist.  

In weiteren Kooperationen mit der Abteilung 
für Klinische Pharmakologie und Immunthera-
pie, Medizinische Klinik Innenstadt (Prof. Ste-
fan Endres; PD Dr. Gunther Hartmann), dem 
Institut für Chirurgische Forschung (Prof. Ge-
org Enders) und der Chirurgische Klinik (Dr. 
Hauke Winter, Dr. Natasja van den Engeln), 
beide im Klinikum Großhadern, werden neue 
gen- und immuntherapeutische Ansätze mit 
CpG-Oligonukleotidadjuvantien, Tumorzell-
vakzinen und neuartigen Gentransportern an 
einem von uns entwickelten Spontantumormo-
dell erprobt. 
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Disseminierte Tumorzellen im Knochenmark von Patienten mit  
urologischen Tumoren 

Disseminierte Tumorzellen sind seit vielen Jah-
ren Gegenstand der Forschung im LTI. Insge-
samt wurden zur Untersuchung verschiedener 
Fragestellungen 2183 Knochenmarkaspiratio-
nen bei Patienten der Urologischen Klinik 
durchgeführt, v. a. bei Nierenzell-, Prostata- 
und Urothelkarzinom; ein Teil der Patienten 
wurde im Zeitverlauf mehrfach punktiert. Nach 
Isolierung der mononukleären Zellen mittels 
Dichtegradienten-Zentrifugation wurden Zy-
tospin-Präparate hergestellt und mit monoklo-
nalen Antikörpern gegen Zytokeratin (CK2 und 
A45-B/B3) inkubiert. Epitheliale Zellen sind 
durch ihre Zytokeratin-Expression nachweisbar 
und stellen sich bei Färbung mit der APAAP-
Methode (Alkalische Phosphastase anti-
alkalische Phosphatase) und Neufuchsin als 
Chromogen rot dar. Die normalen Knochen-
markzellen bleiben ungefärbt  

 

Abb 1: Immunzytochemischer Nachweis von Zytokeratin-
positiven Zellen (CK+) im Knochenmark mit der APAAP-
Methode. Die normalen Zellen des Knochenmarks bleiben 
ungefärbt. 

Abb. 2: Verteilung der Anzahl Zytokeratin-positiver (CK+) 
Zellen im Knochenmark bei einer Studie an 256 Patienten 
mit Nierenzellkarzinom. Bei zwei Dritteln der 63 CK+ Pa-
tienten waren nur eine oder zwei CK+-Zellen unter 2 x 106 
untersuchten Zellen aus der Knochenmarkaspiration nach-
weisbar.  

Die Häufigkeit zytokeratinhaltiger Zellen im 
Knochenmark bei verschiedenen Tumoren ist 
in Tabelle kmp-1 dargestellt. Bei positiven Be-
funden finden sich in der Regel nur wenige epi-
theliale Zellen (bei etwa zwei Dritteln der Pati-
enten nur eine oder zwei zytokeratinhaltige 
Zellen unter 2 x 106 untersuchten Zellen, Abb. 
2), was deren weitere Charakterisierung, bei-
spielsweise mittels immunzytochemischer 
Doppelmarkierung, methodisch erheblich er-
schwert. 

In einer Studie an 128 konsekutiven Patienten 
mit Urothelkarzinom der Harnblase (Hofmann 
et al., in press) konnte eine signifikante Asso-
ziation zwischen dem Nachweis zytokeratinpo-
sitiver Zellen im Knochenmark und invasivem 
Wachstum (p<0,01), Metastasierung (p<0,01) 
sowie geringem Differenzierungsgrad (p<0,01) 
gezeigt werden (Tabelle kmp-2). Dies kann als 
Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen 
dem Auftreten disseminierter Tumorzellen und 
der Tumorbiologie des Urothelkarzinoms ge-
wertet werden. Von 66 Patienten mit mehrfa-
chem Tumornachweis im Zeitverlauf hatten 
diejenigen, deren Tumorrezidiv ein höheres 
Stadium (TNMG-Klassifikation) aufwies als 
der Tumor bei Erstdiagnose, signifikant häufi-
ger einen positiven Knochenmarkbefund als 
die Patienten ohne TNMG-Progression (50% 
gegenüber 19%, p<0,05). In einer Kontroll-
gruppe von 27 Individuen ohne Nachweis einer 
malignen Erkrankung wurden in keinem Fall 
zytokeratinpositive Zellen im Knochenmark 
gefunden, was für die Spezifität dieser Metho-
de spricht.  

Für Patienten, bei denen ein Nierenzellkarzi-
nom operativ entfernt wurde, gibt es neben der 
TNMG-Klassifikation keine etablierten Prog-
noseparameter. Diese sind dringend nötig, um 
etwa Hochrisikopatienten gezielt einer 
adjuvanten Therapie mit Zytokinen zuführen 
zu können. Disseminierte Tumorzellen erwie-
sen sich in verschiedenen Studien an anderen 
Tumorarten als ein prognostischer Parameter 
und stellen zugleich ein Ziel für 
immunologische Therapieformen dar. 

Um die prognostische Relevanz solcher einzel-
ner Tumorzellen beim Nierenzellkarzinom zu 
überprüfen, wurde bei 256 Patienten, die zum 
Diagnosezeitpunkt keine nachweisbaren 
Metastasen aufwiesen, nach der chirurgischen 
Tumorentfernung (meist radikale Tumorneph-
rektomie; daneben auch organerhaltende Ope-
rationstechniken) der klinische Verlauf doku-
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mentiert (mediane Follow-up-Dauer 40 Mona-
te, Maximum 114 Monate). Hauptziel der Stu-
die war die Suche nach Zusammenhängen zwi-
schen der Detektion zytokeratinpositiver (CK+) 
Zellen im Knochenmark und dem Auftreten ei-
ner Tumorprogression (Lokalrezidiv, Metasta-
sen, tumorbedingter Tod). In der CK+-Gruppe 
kam es bei 14% (9/63) zur Tumorprogression, 
in der CK--Gruppe bei 11% (22/193). Nach 
fünf Jahren waren 83% der CK+-Patienten und 
86% der CK--Patienten progressionsfrei. Im 
Logrank-Test zeigte sich kein Unterschied zwi-
schen beiden Gruppen (p=0,76; Abb. 3), in der 
multivariaten Analyse war der Knochenmark-
status kein unabhängiger prognostischer Para-
meter neben der TNMG-Klassifikation (Ha-
zard-Ratio 1,0, siehe Tabelle kmp-3). Aus die-
sen Daten läßt sich folgern, daß beim Nieren-
zellkarzinom der immunzytochemische Nach-
weis zytokeratinpositiver Zellen per se gegen-
über dem TNMG-Stadium keine zusätzliche 
prognostische Aussage liefert. Ein Ansatzpunkt 
zur Identifizierung der Subpopulation von dis-
seminierten Tumorzellen, die zur Initiierung 
einer Tumorprogression in der Lage sind, stellt 
die phäno- und genotypische Charakterisierung 
der detektierten Zellen mit aktuellen moleku-
larbiologischen Methoden (Einzelzell-PCR, 
Multicolor-FISH u. a.) dar. 

 

Abb. 3: Kaplan-Meier-Plot für Nierenzellkarzinom-
Patienten (M0; n=256) mit (CK+) und ohne (CK-) Nach-
weis Zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark 
(Logrank-Test: p=0,76). 

 

 

Diagnose KMP
(n) 

auswertbare 
Erst-KMP (n) 

CK+ 
(n) 

CK+ 
(%) 

Nieren-
zellkarzi-
nom 

814 592 142 24 

Prostata-
karzinom 728 548 158 29 

Urothel-
karzinom 510 312 86 28 

Hoden-
tumor 40 35 6 17 

Tabelle kmp-1: Im Labor für Tumorimmunologie analy-
sierte Knochenmarkpunktionen (KMP) mit Angabe der Zy-
tokeratin-positiven (CK+) Resultate. Zusammen mit 91 
KMPs bei unterschiedlichen Diagnosen wurden 2183 Fälle 
bearbeitet. 

 CK+ (n) / 
gesamt (n) 

CK+ 
(%) 

p-Wert 
(χ²-Test) 

pTa/pT1 
M0 
pT2-4 M0 

12 / 79 
23 / 41 

15 
56 

p<0,01 

N0 M0 
N1-3 
u./o.M1 

26 / 103 
11 / 19 

25 
58 

p<0,01 

N0 M0 G1 
N0 M0  
G2-3 

4 / 39 
22 / 64 

10 
34 

p<0,01 

Tabelle kmp-2: Zusammenhang zwischen dem Nachweis 
zytokeratinpositiver (CK+) Zellen im Knochenmark von 
Patienten mit Urothelkarzinom der Harnblase und etablier-
ten Prognosefaktoren (TNMG-Klassifikation). 

Faktor 
Ha-

zard-
Ratio 

95%-
Konfiden-
zintervall 

p-Wert 

T<T3b vs. 
T≥T3b 5.0 2.5 – 10.1 

p< 
0.0001 

N0 vs. N+ 18.9 7.3 – 49.0 
p< 

0.0001 
G<G2-3 vs. 
G≥G2-3 2.8 1.3 – 5.9 p<0.01 

CK- vs. CK+ 1.0 0.5 – 2.3 p=0.96 

Tabelle kmp-3: Multivarianzanalyse (Cox-
Regressionsmodell) über den Einfluß des Knochenmarksta-
tus (zytikeratinnegativ (CK-) oder -positiv (CK+)) und der 
TNMG-Stadien auf die Prognose von Patienten mit Nie-
renzellkarzinom. 
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Strategien zur Optimierung von DC-basierten Tumorzellvakzinen 

Beladung von dendritischen Zellen 
(DC) mit Tumorantigen-cRNA 
Dendritische Zellen (DC) gehören zu den effi-
zientesten Antigen-präsentierenden Zellen im 
Immunsystem und nehmen daher eine Schlüs-
selrolle bei der Aktivierung spezifischer Im-
munantworten ein. Hieraus leitet sich auch das 
große Interesse ab, dendritische Zellen für die 
Immuntherapie bei Krebspatienten zu nutzen. 
DC sind gewebeständig über den ganzen Kör-
per verteilt, können aber sowohl aus pluripo-
tenten Stammzellen als auch aus Monozyten 
unter definierten Zellkulturbedingungen gene-
riert werden (Abb. 1A, 1B).  

 

 
Abb. 1A, -B: Dendritische Zellen nach Kultivierung mit 
GM-CSF und IL-4. DC können innerhalb weniger Minuten 
von ihrer nicht-adhärenten in ihre adhärente Form überge-
hen. Gezeigt sind (A) die lichtmikroskopische und (B) die 
rasterelektronenmikroskopische Darstellung. Letztere wur-
de uns freundlicherweise von der GBF, Braunschweig, zur 
Verfügung gestellt. 

So lassen sich beispielsweise mittels GM-CSF 
(granulocyte macrophage colony stimulating 
factor) und Interleukin-4 (IL-4) aus Blutmono-
zyten unreife DC erzeugen, die besonders gut 
Antigen aufnehmen können. Während eines 
weiteren Reifungsprozesses wird das Antigen 
intrazellulär prozessiert, d. h. komplexe Protei-
ne in antigene Peptide (Epitope) zerlegt, die 
dann über MHC-Moleküle auf der Zelloberflä-
che anderen Zellen des Immunsystems, insbe-
sondere z. B. den T-Lymphozyten präsentiert 
werden. Dendritische Zellen besitzen auch aus-

reichend akzessorische Moleküle (zur Adhäsi-
on und Co-Stimulation) auf der Zelloberfläche, 
wodurch eine überaus effiziente Aktivierung 
der T-Zellen gewährleistet wird. 

T-Zell-
vermittelte
Lyse

GM-CSF IL-4
unreife DC

Monozyten

Tumorzellen

Tumorzell-Lysat
Proteine, Peptide,
DNA, cRNA
Hitzeschock/Peptid
-Komplexe

reife DC
TNF� u.a.
Zytokine

MHC II

T-Helfer-Zelle

CD4+

MHC I CD8+

Zytotoxische T-Zelle

 
Abb. 2: Dendritische Zellen in der Tumortherapie: Gene-
rierung aus Monozyten, Beladung mit Tumorantigen und 
Darstellung der Immunfunktion. 

Ziel einer DC-vermittelten Vakzinierung ist es, 
den T-Zellen der Patienten effizienter als es 
über die Tumorzellen selbst möglich ist, Tu-
mor-assoziierte Antigene zu präsentieren. In-
tensiv wird derzeit daher die optimale ex vivo-
Beladung von DC mit Tumorantigenen unter-
sucht. Dabei scheint sich die Beladung in Form 
von Tumor- oder Tumorantigen-RNA durchzu-
setzen. Die Vorteile liegen auf der Hand: Selbst 
kleinste Tumormengen erlauben die Isolierung 
und Amplifizierung von RNA, die dann für 
zahlreiche Immunisierungen ausreicht. Außer-
dem können einzelne oder Sätze von bekannten 
oder noch zu identifizierenden Tumorantigenen 
in Form ihrer RNA leicht hergestellt werden. 
Unklar ist allerdings noch der optimale  Weg 
der Einschleusung der Tumorantigen-RNA in 
die DC.  

Mit Hilfe von GFP (green fluorescent protein) 
und eines sehr gut charakterisierten Melanom-
Modellsystems werden derzeit unterschiedliche 
Beladungsstrategien mit verschiedenen Anti-
genformen (Peptide, einzelne Tumorantigen-
RNA, Tumorgesamt-RNA) quantitativ vergli-
chen und für die klinische Anwendung stan-
dardisiert. Dabei wird eine definierte Tumoran-
tigen-cRNA mit Hilfe von kationischen Lipi-
den oder Elektroporation in DC eingebracht 
und die intrazelluläre Tumorantigen-cRNA 
durch real time Reverse Transkriptase (RT)-
PCR quantifiziert. Abbildung 3 zeigt die Ab-
nahme der GFP-spezifischen cRNA zu ver-
schiedenen Zeitpunkten nach Transfektion und 
die Zunahme der Fluoreszenzintensität des ge-
bildeten GFP Proteins. Bisherige Ergebnisse 
legen nahe, dass die RNA-Moleküle durch ka-
tionische Lipide geschützt werden und lange 
genug in den DC stabil bleiben, so dass genü-
gend Peptide für die Beladung von MHCI- und 



 Laser- und Immunologie-Forschungseinrichtungen 

MHCII-Molekülen generiert werden können. 
Die Elektroporation scheint jedoch die effizien-
tere Methode zu sein, da nahezu 90 % der DC 
transfiziert werden können (Abb. 4). Die Cha-
rakterisierung des Prozessierungsweges der 
Tumorantigene in den DC und die Induktion 
und Charakterisierung der dadurch erzeugten 
Tumor-spezifischen T-Zell-antworten sind wei-
tere Arbeitsschwerpunkte. So lässt sich bei-
spielsweise mit Hilfe spezifischer T-Zellklone 
überprüfen, ob die DC nach Transfektion mit 
einer spezifischen cRNA oder kompletter Tu-
morzell-cRNA in der Lage sind, entsprechend 
prozessierte Peptide des neu gebildeten Prote-
ins den T-Zellen zu präsentieren (Abb. 5). Die 
Untersuchungen dienen letztendlich der Ent-
wicklung neuer DC-Therapien, die gezielt spe-
zifische T-Helferzellpopulationen und zytoto-
xische T-Zellen im Patienten ansprechen sol-
len. 
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Abb. 4: Vergleich Elektroporation vs. Lipofektion reifer 
DC. Quantifizierung fluoreszierender GFP-positiver DC zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion der cRNA. 

Die Identifizierung antigener Ziel-
strukturen für die DC-basierte The-
rapie des Nierenzellkarzinoms 
(RCC) 
Weltweit konnten über die Methode der Ex-
pressionsklonierung bisher nur wenige RCC-
assoziierte Antigene identifiziert werden, deren 
therapeutische Relevanz eher gering einzustu-
fen ist, da es sich in der Mehrzahl um Mutatio-
nen – also patientenspezifische Epitope handelt 
– bzw. die Antigene nur bei wenigen RCC 
exprimiert werden. 
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Abb. 5: IFN�-ELISA (enzyme linked immunosorbent as-
say) als funktioneller Assay zur Quantifizierung spezifi-
scher T-Zellantworten. Dendritische Zellen, generiert aus 
dem Blut eines HLA-A*0201 positiven Spenders wurden 
mit Tyrosinase-spezifischer cRNA transfiziert bzw. zur 
Kontrolle mit dem Tyr-Peptid YMNGTMSQV oder In-
fluenza(Flu)-Peptid GILGFVFTL beladen. Beide Peptide 
weisen ein HLA-A*0201 Bindungsmotiv auf und können 
von entsprechenden T-Zellen HLA-A2-restringiert erkannt 
werden. Jeweils 20.000 Zellen eines Tyrosinase-
spezifischen CTL-Klones wurden mit 80.000 DC für 24 
Std. inkubiert und anschließend im Kulturüberstand IFN� 
bestimmt. Der CTL-Klon erkennt nur DC, die zuvor ent-
weder mit dem Tyr-Peptid beladen oder mit der Tyr-cRNA 
transfiziert worden waren. Weder die DC alleine noch die 
Flu-Peptid-beladenen DC werden erkannt. 

In den letzten Jahren wurden jedoch mehrere 
neue Technologien wie subtraktive Hybridisie-
rung, Mikroarray-Analysen, Screening von 
Genbanken mit Antikörpern, vergleichende 
Proteomanalysen usw. beschrieben, die einen 
Vergleich des Expressionsprofils zwischen 
Tumorgewebe und Normalgewebe erlauben. 
Mit diesen neuen Technologien können um-
fangreiche Datensätze gewonnen werden, und 
es sind zahlreiche Gene beschrieben worden, 
die ein unterschiedliches Expressionsprofil im 
Tumorgewebe gegenüber Normalgewebe auf-
weisen. Mit Hilfe von Computer-Algorithmen 
können für diese differentiell exprimierten Ge-
ne auch Epitope vorhergesagt werden, die an 
MHC-Moleküle binden können. Mühsam wird 
es dann, mit Hilfe geeigneter funktioneller 
Nachweissysteme die biologische und klinische 
Relevanz dieser Epitope abzuklären. Dennoch 
wurden mit diesen neuen Verfahren einige sehr 
interessante Kandidaten für das Nierenzellkar-
zinom gefunden. Antigene mit potentieller Re-
levanz sind das Her2/neu-Antigen, das Wilms' 
Tumor Suppressor-Antigen WT1 and G250, 
die jeweils antigene Epitope enthalten, die über 
HLA-A2 präsentiert und von T-Zellen erkannt 
werden können. In einem biochemischen An-
satz über reverse phase HPLC-Analyse von 
MHC-eluierten Peptiden aus der RCC-Linie 
RCC-26 konnten ebenfalls Peptide identifiziert 
werden, die z. T. von den autologen Tumor-
infiltrierenden T-Zellen (TIL-26) erkannt wur-
den (Kooperation Dr. Elfriede Nössner, GSF; 
Dr. Stefan Stevanovic, Tübingen). Diese und 
weitere Peptidkandidaten werden gegenwärtig 
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Expressionsanalysen unterzogen (Kooperation 
Dr. Bernhard Frankenberger, GSF). 

Abbildung 6 zeigt schematisch die Strategie 
zur Selektion möglicher RCC-spezifischer An-
tigenkandidaten und ihre Anwendung als Sur-
rogatmarker für das immune monitoring und 
für DC-basierte Therapien. 

Frisches Tumorgewebe

Zelllinien: RCC-26, RCC-53

RCC mRNA cDNA
Transfektion

in vitro
Transkription

cRNA DC

Definierte molekulare
Kandidaten (z.B. G250, WT-1,…)

HPLC-eluierte Kandidaten
(z.B. Vimentin, ELAC-2,…)

Immuntherapie
Immunmonitoring

Peptide als Surrogatmarker
(ELISPOT, Tetramere)

DC direkt als Vakzine oder zur
Generierung Epitop-spezifischer
T-Zellen (adoptiver Transfer)

 

Abb. 6: Selektion von RCC-spezifischen Antigenkandida-
ten und ihre Anwendung als Surrogatmarker und für DC-
basierte Therapien. 

In einer grundlegenden Arbeit in den USA 
(Childs and Barrett, 2002) konnte gezeigt wer-
den, dass durch allogene Knochenmarktrans-
plantation prinzipiell auch große Massen soli-
der Tumoren effektiv beseitigt werden können. 
Derzeit nicht akzeptabel ist jedoch die mit die-
ser Behandlung verbundene hohe Morbidität 
und Mortalität der Patienten. Die Verwendung 
von DC, die definierte molekulare Zielstruktu-
ren exprimieren, bietet die Möglichkeit in vitro 
Tumor-spezifische T-Zellen zu induzieren und 
zu expandieren, die dann im adoptiven Trans-
fer eingesetzt werden können. Dies könnte ein 
akzeptabler therapeutischer Ansatz für trans-
plantierte Patienten nach Toleranzinduktion 
sein, und er wird in Zukunft in Zusammenar-
beit mit Prof. H. J. Kolb, Medizinische Klinik 
III der LMU München, verfolgt. 
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Abb. 3: Vergleich Elektroporation vs. Lipofektion reifer DC. Quantifizierung der GFP(green fluorescence protein)-
spezifischen cRNA mittels real time PCR und des gebildeten Proteins durch Bestimmung der Fluoreszenzintensität am 
Durchflusszytometer zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion der DC. Die Elektroporation wurde mit dem Gene 
Pulser Xcell (Fa. Bio-Rad) durchgeführt, zur Lipofektion wurde TransFast (Fa. Promega) verwendet. Die RNA-
Quantifizierung wurde mittels des LightCyclers® der Fa. Roche Molecular Diagnostics durchgeführt. 
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Entwicklung von DC-stimulierenden 
Tumorvakzinen 
Dendritische Zellen (DC) befinden sich in ei-
nem unreifen Zustand als „Wächter“ gegen ei-
ne Invasion von Pathogenen (wie Viren, Bakte-
rien und Pilze) in den unterschiedlichsten Ge-
weben. In diesem Zustand haben die DC eine 
enorme Kapazität, fremdes, eine Abwehrreak-
tion des Immunsystem auslösendes Material 
(Antigene) aufzunehmen und so zu prozessie-
ren, dass es von MHC-Molekülen spezialisier-
ter killer-Zellen (T-Zellen) in Lymphgeweben 
präsentiert werden kann. Durch Kontakt mit 
bestimmten Pathogenmolekülen kommt es zu 
einer Aktivierung der DC, die daraufhin ausrei-
fen und zu äußerst effektiven Stimulatoren ei-
ner spezifischen Abwehr durch das Immunsys-
tems werden. Fehlen diese aktivierenden 
Signale,  wie dies bei der Aufnahme von 
Tumorzellen in der Regel der Fall ist, ist die 
Immunantwort ineffektiv oder es kann sogar 
Toleranz gegen die Tumorzellantigene indu-
ziert werden. Deshalb ist es für die 
unterschiedlichsten Tumorimmuntherapien 
notwendig, die Tumorantigenaufnahme durch 
DC mit zeitlich und räumlich koordinierten DC 
aktivierenden Signalen zu verbinden. Zwei 
verschiedene Strategien, die durchaus 
miteinander verbunden werden können, werden 
von uns verfolgt, um dies zu erreichen.  

Chimäre DC-stimulierende Tumorantigene 

Die erste Strategie beruht darauf, dass auch be-
stimmte körpereigene Moleküle in der Lage 
sind, DC zu aktivieren. Dazu gehören die so-
genannten Hitzeschockproteine (Hsp), die von 
Zellen unter Stresssituationen vermehrt gebil-
det werden. Gelingt es nun, ein Tumorantigen 
stabil mit Hitzeschockproteinen zu verbinden, 
so sollte die Aufnahme des Antigens durch die 
DC mit einem aktivierenden Signal verbunden 
sein. Ein System, das von der Arbeitsgruppe 
von Jörg Reimann (Universität Ulm) entwi-
ckelt wurde, macht sich die Bindungsfähigkeit 
eines viralen Proteins (SV40-T-Antigens) an 
ein Hitzeschockprotein (Hsp73) zunutze. Es 
genügt die Hsp-Bindungsdomäne des T-
Antigens mit einem beliebigen Antigen zu fu-
sionieren, um das resultierende chimäre Protein 
stabil mit dem Hsp73 zu assoziieren. Zur Im-
munisierung eignen sich sowohl Tumorzellen, 
in die die genetische Information für das chi-
märe Protein mit Hilfe eines Expressionsvek-
tors eingeschleust wurde, als auch eine direkte 
in vivo-Applikation des Expressionsvektors 
(DNA-Vakzine), da in beiden Fällen das Fusi-
onsprotein die Möglichkeit hat, mit dem zy-
toplasmatisch vorkommenden Hsp73 zu assozi-

ieren. Um ein Modellantigen zu generieren, 
musste noch ein Bereich des T-Antigens ent-
fernt werden, der das Protein normalerweise in 
den Kern dirigiert, wo keine Assoziation mit 
dem Hsp73 stattfinden kann. Die Immunogeni-
tät dieses modifizierten T-Antigens wurde mit 
der des kompletten, nicht Hsp assoziierten T-
Antigens verglichen. Wir konnten zeigen, dass 
durch die Assoziation des Hsp73 mit dem T-
Antigen  dessen Immunogenität sowohl in vitro 
als auch in vivo entscheidend erhöht werden 
kann. Interessanterweise beruht dies auf einer 
verbesserten, nicht klassischen Präsentation  
des Antigens (Kreuzpräsentation) durch DC. 
Diese Strategie soll im Weiteren dazu benutzt 
werden, die Immunität von relevanten Tumor-
antigenen wie z.B. des karzinoembryonalen 
Antigens (CEA) zu verbessern. 

 

Abb. 7: Strategie zur Kopplung von T-Zellepitop-
tragenden Tumorantigenfragmenten mit Stressproteinen 
(Hsp73). Es soll ein Fusionsprotein hergestellt werden, das 
aus einem T-Zellepitop-tragenden Tumorantigenfragment 
z.B. des CEA und der Hsp-Bindungsdomäne des T-
Antigens besteht. Die Hsp-Bindungsdomäne des T-
Antigens assoziiert mit der ADP-Domäne des Hsp73 und 
bringt dadurch das Tumorantigenfragment in Kontakt mit 
der Peptid-Bindungsdomäne des Hsp73. Durch das Vor-
handensein von zwei Interaktionsstellen kommt es in der 
Realität zu der Bildung von Komplexen, die die Stabilität 
des Fusionsproteins in der Zelle erhöhen und die Kreuzprä-
sentation der Tumorantigene verbessern. 
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CEACAM1 als Kostimulator einer Immun-
antwort 

In der zweiten Strategie wird versucht, die an 
sich schwache körpereigene Immunabwehr 
durch Aktivierung von auf der Oberfläche von 
Immunzellen vorhandenen sog. kostimulieren-
de Proteine zu verstärken. Sie eignet sich für 
Vakzinetherapieansätze, in denen abgetötete 
Tumorzellen als Immunogen verwendet wer-
den. Diese werden insbesondere verwendet, 
wenn bei einem Tumor keine definierten Tu-
morantigene bekannt sind, was bei den meisten 
Tumorentitäten heute noch der Fall ist. Als 
kostimulatorische Moleküle, die auf der Ober-
fläche von DC exprimiert werden, kommen das 
CD40 oder CEACAM1 in Frage. 

Das CEACAM1 ist ein Glykoprotein, das zur 
Immunglobulinsuperfamilie gezählt wird. Es 
wurden verschiedene Spleißvarianten des 
CEACAM1 beschrieben, die eine trans-
membrane Region und einen intrazellulären 
Abschnitt von unterschiedlicher Länge besit-
zen. Der lange zytoplasmatische Bereich des 
CEACAM1 enthält zwei ITIM-Motive (immu-
ne receptor tyrosine-based inhibition motif), 
die im kurzen zytoplasmatischen Anteil fehl-
ten. In verschiedenen Zellsystemen konnte ge-
zeigt werden, dass CEACAM1 eine wichtige 
regulatorische Funktion bei der Zellaktivierung 
spielt. Ob CEACAM1 von DC exprimiert wird, 
war bisher nicht bekannt. Kürzlich konnten wir 
zeigen, dass aus Knochenmarkzellen herge-
stellte, murine DC unabhängig von ihrem Rei-
fungszustand CEACAM1 auf ihrer Oberfläche 
exprimierten. CEACAM1-mRNA-Expressions-
analysen ergaben, dass beide zytoplasmati-
schen Varianten exprimiert werden (Abb. 8). 
Durch die Analyse von frisch aus der Milz 
bzw. Lymphknoten von C57BL/6- und 
BALB/c-Mäusen isolierten DC konnten wir 
zeigen, dass auch in vivo DC CEACAM1 
exprimieren.  

Die Expression von CEACAM1 auf unreifen 
DC ließ vermuten, dass CEACAM1 entweder 
bei der Antigenaufnahme oder bei der Reifung 
der DC eine Rolle spielt. Mit dem gut charakte-
risierten CEACAM1-spezifischen monoklona-
len Antikörper AgB10 wurden Signale indu-
ziert und die Reaktion der DC analysiert. Die 
erste Reaktion von unreifen DC auf Kontakt 
mit Pathogenen ist die Freisetzung von Che-
mokinen - Botenstoffe, die weitere Immunzel-
len an den Ort der Pathogeninvasion locken. 
Eine Untersuchung der Überstände von über 
CEACAM1 stimulierten DC ergab, dass durch 
die CEACAM1-vermittelten Signale verschie-
dene Chemokine zum Teil in erheblicher Men-

ge freigesetzt wurden. Hervorstechend war die 
enorme Sezernierung von MIP-1�. Wie zu er-
warten, konnten wir mit Hilfe von sog. Migra-
tionsassays zeigen, dass die Chemokinfreiset-
zung funktionell zur Chemoattraktion einer 
Reihe von immunkompetenten Zellen, wie 
Granulozyten, Monozyten, T-Zellen und unrei-
fen DC führte. Nach einer Stimulation über 
CEACAM1 zeigten die DC eine deutliche Rei-
fung, was sich in der erhöhten Expression von 
MHC-Molekülen (wichtig für die Präsentation 
von Antigenen) und kostimulatorischen Mole-
külen, wie CD80 und CD86, manifestierte. 
Reife DC haben die Fähigkeit durch die Pro-
duktion von Zytokinen die T-Zellantwort zu 
modifizieren. So induziert der Botenstoff IL-12 
eine für die Tötung von Tumorzellen wichtige 
Art von Immunreaktion (Th-1-Immunantwort). 
Untersucht man die Überstände von über 
CEACAM1 stimulierte DC, so findet man ei-
nen relativ hohen Gehalt an IL-12. Zusätzlich 
wird die Produktion von IL-6 stimuliert. Das 
durch CEACAM1 stimulierte Zytokinmilieu 
impliziert, dass durch eine CEACAM1-
Stimulation auf DC eine TH1-Antwort geför-
dert wird. Um dies zu untersuchen haben wir 
CD4+-T-Zellen (Vermittler einer TH1-Antwort) 
von DO11-Mäusen (Ovalbuminpeptid-
spezifische T-Zellrezeptor-transgene Mäuse) 
isoliert und sie mit Ovalbumin-beladenen DC 
stimuliert. Regt man diese DC über 
CEACAM1 an, so findet man eine Erhöhung 
der IFN�- und eine Reduzierung der IL-4-
Freisetzung durch Ovalbuminpeptid-
spezifische CD4+-T-Zellen, was gleichbedeu-
tend mit einer TH1-Antwort ist (Abb. 9). 
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Abb. 8: Expression von CEACAM1 auf  murinen DC. (A) 
Die Histogramme zeigen die relative Fluoreszenzintensität 
von DC, die mit dem Fluorochrom-konjugierten monoklo-
nalen anti-CEACAM1-Antikörper (mAk) AgB10 (fett ge-
druckte Kurven), oder einem irrelevanten mAk (graue 
Kurven) markiert wurden. (B) Nachweis der CEACAM1-
spezifischen mRNA in DC, mittels der RT-PCR. Die B-
Zellline L10 wurde als Positivkontrolle und NIH 3T3-
Zellen als Negativkontrolle verwendet. Durch die Verwen-

dung geeigneter primer konnten zwei Produkte amplifiziert 
werden: das 321 bp große Produkt ist charakteristisch für 
die lange zytoplasmatische Spleißvariante, das 268 bp gro-
ße Produkt ist charakteristisch für die kurze zytoplasmati-
sche Spleißvariante von CEACAM1. (C) CEACAM1-
Expression von CD11c+-DC, die von Lymphknoten bzw. 
der Milz von C57BL/6J-Mäusen isoliert wurden. Sowohl 
CD8�+ als auch CD8�- DC exprimieren CEACAM1 (fett 
gedruckte Kurven). 

 

 

Abb. 9: Grafische Zusammenfassung der Funktion von 
CEACAM1 auf murinen DC. Werden CEACAM1-
spezifische Signale in unreifen DC induziert kommt es zu 
einer raschen Freisetzung von Chemokinen, die unter-
schiedliche Immunzellen rekrutieren können. Gleichzeitig 
beginnen die DC zu reifen, was zu einer Hochregulation 
von kostimulatorischen Molekülen führt. Die Hochregula-

tion dieser Moleküle ist für die Stimulation der T-Zellen 
durch die DC notwendig. Die Fähigkeit der reifen DC T-
Zellen zu stimulieren wird durch die Freisetzung von Zyto-
kinen, wie IL-12 und IL-6, noch zusätzlich verstärkt, wor-
auf die T-Zellen mit einer stark erhöhten IFN�-Sekretion 
reagieren. 
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Untersuchung von Tumor-immune-escape-Mechanismen 

Mechanismen der funktionellen In-
aktivierung Tumor-infiltrierender 
Lymphozyten (TIL) und DC am Bei-
spiel des Nierenzellkarzinoms 
Ziel eines weiteren Forschungsvorhabens ist 
die Analyse der Interaktion Tumor – DC – TIL 
beim Nierenzellkarzinom, um die Dysregulati-
on der T-Zell-Effektorfunktion in situ im Tu-
mor aufklären zu können. Ein besseres Ver-
ständnis der Mechanismen, die zur T-Zell-
Anergie im Tumormilieu führen, soll letztend-
lich der Verbesserung immuntherapeutischer 
Behandlungskonzepte dienen und den Patien-
ten zu einer effektiveren Abwehr ihres autolo-
gen Tumors verhelfen. 

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass solide Tumo-
ren nicht nur von CD3+ und CD3- Lymphozy-
ten sondern auch von dendritischen Zellen in-
filtriert sind. Das in vivo die Immunabwehr 
trotzdem gestört ist und die T-Zellen scheinbar 
in einem Zustand der Anergie verharren, kann 
unterschiedliche Ursachen haben und alle Zel-
len in diesem Mikromilieu betreffen. Die Inak-
tivierung der TIL in situ könnte also nicht nur 
durch die Interaktion mit den Tumorzellen 
sondern auch durch die Interaktion mit Stroma-
zellen oder intratumoralen DC induziert wer-
den. So werden beispielsweise Faktoren wie 
VEGF, TGF� oder IL-10 sezerniert, die zu ei-
ner Unterdrückung der Immunantwort ansons-
ten immunkompetenter Zellen führen. Apopto-
seresistenz bei den Tumorzellen ist ebenso be-
schrieben worden wie auch Defekte in der 
Signaltransduktionskaskade bei den Lympho-
zyten. Jedoch können auch inhibitorische Re-
zeptoren auf den Lymphozyten oder der Reife-
zustand der DC eine Bedeutung für die gestörte 
Funktion der Lymphozyten in der Tumorab-
wehr haben. Insbesondere das Chemo-
kin/Zytokin-Milieu und die Expression der ent-
sprechenden Rezeptoren auf den Lymphozyten 
und DC im Tumorgewebe könnten dabei eine 
wesentliche Rolle spielen.  

Um die komplexen zellulären Interaktionen 
aufklären zu können und die Faktoren zu 
bestimmen, die zur Inaktivierung der TIL füh-
ren, konzentrierten wir uns zunächst auf die In-
teraktion zwischen TIL und Tumorzellen ohne 
Berücksichtigung der DC und Stromazellen. 
Wir haben anhand von TIL aus primärem 
RCC-Gewebe die zellulären und molekularen 
Grundlagen der Immunantworten gegenüber 
RCC untersucht. Tumor-infiltrierende Lym-
phozyten wurden dazu auf verschiedene Weise 
gewonnen. Zum einen wurden TIL durch 

„Auswandern“ aus post-operativ erhaltenem 
Tumorgewebe in Anwesenheit niedriger Kon-
zentration von IL-2 gewonnen. Im Regelfall 
wurden dabei die nach ca. 14 Tagen aus dem 
Tumorgewebe ausgewanderten Lymphozyten 
geerntet und kryokonserviert. In einigen Fällen 
wurden die unstimulierten In-vitro-TIL vor der 
weiteren Untersuchung expandiert, entweder 
durch Kultur mit immobilisiertem anti-CD3-
Antikörper oder durch Kokultur mit autologen 
Tumorzellen, sofern diese vorhanden waren. 
TIL wurden auch aus Tumorgewebe direkt iso-
liert, indem das Gewebe entweder enzymatisch 
verdaut oder mechanisch zerkleinert wurde. 
Diese „Ex vivo-TIL“ dürften die Lymphozyten-
zusammensetzung am Ort des Tumors „in situ“ 
am besten wiedergeben. Um die Zusammenset-
zung der Lymphozytenpopulation in situ zu un-
tersuchen, wurden immunhistologische Fär-
bungen an kryokonserviertem Tumorgewebe 
durchgeführt.  

Die Analysen zeigten, dass CD3+CD8+ TIL 
zahlenmäßig über CD3+CD4+ T-Zellen domi-
nieren. Wenn die T-Zellen aus dem Tumormi-
lieu entfernt werden, sind sie in vitro expan-
dierbar und funktionell aktiv, auch was ihre 
Anti-Tumor-Reaktivität betrifft. Auch TGF�- 
und VEGF-produzierende RCC sind in der La-
ge, autologe Tumorantigen-spezifische CTL 
sowie allogene CTL zu stimulieren. RCC, die 
nach gentechnischer Modifikation, IFN� expri-
mieren können, sind ebenfalls in der Lage 
CD4+ T-Zellen zu aktivieren und wurden ver-
stärkt von MHC-restringierten zytotoxischen 
T-Lymphozyten (CTL) erkannt. Allerdings 
wurden diese Tumorzelllinien gegenüber nicht-
MHC-restringierten CTL resistent. Letzteres 
deutet darauf hin, dass der Funktionsverlust 
zumindest einiger T-Zellen einer negativen 
Regulation unterliegt, die über MHC-Moleküle 
vermittelt wird. Während die CD3+ CTL eine 
Perforindefizienz aufwiesen, konnte eine stark 
Perforin-positive Population infiltrierender Zel-
len in situ identifiziert werden. Diese Zellen 
sind natürliche Killerzellen (NK-Zellen), die 
direkt nach ihrer Isolierung aus dem Tumorge-
webe keine oder nur schwache zytotoxische 
Aktivität besitzen. Nach 24-std. Kultur in IL-2-
haltigem Medium sind sie jedoch in vitro in der 
Lage, Tumorzellen zu lysieren (Abb. 1). Mit 
einem neuen monoklonalen Antikörper konnte 
gezeigt werden, dass fast alle dieser CD3-

CD56+ TIL den NK-spezifischen Rezeptor 
NKp46 exprimieren (Abb. 2), was den Nutzen 
IL-2-basierter Immuntherapien beim RCC un-
terstreicht. Ferner scheinen diese NK-Zellen 
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ein Repertoire an aktivierenden und inhibitori-
schen Rezeptoren zu tragen, das sich von dem 
auf NK-Zellen aus dem peripheren Blut der Pa-
tienten unterscheidet. Dies spricht dafür, dass 
diese NK-Zellen selektiv ins Tumorgewebe 
rekrutiert werden. Der verantwortliche Mecha-
nismus ist derzeit völlig unklar.  

Die Inhibition von NK-Zellen durch Interakti-
onen ihrer inhibitorischen Rezeptoren (IR) und 
den MHC-Liganden z. B. auf den Tumoren 
stellt einen wichtigen negativen Rückkopp-
lungsmechanismus in der Kontrolle zellulärer 
Zytotoxizität dar. Es konnte gezeigt werden, 
dass dieses Prinzip der negativen Regulation 
durch MHC auch für die zytotoxische Aktivität 
nicht-MHC-restringierter T-Zellen gültig ist. 
Behandlung von RCC-Zellen mit IFN-� (ge-
steigerte MHC-Expression) führte zu nahezu 
kompletter Resistenz gegen die Lyse durch 
NK-Zellen und nicht-MHC-restringierte T-
Zellen, während IFN-� nur schwache Resistenz 
induzieren konnte. Diese Beobachtung gewinnt 
an Bedeutung, wenn man die unterschiedlichen 
klinischen Effekte dieser beiden Interferone bei 
RCC-Patienten betrachtet. Die Kapazität von 
NK-Zellen und nicht-MHC-restringierten T-
Zellen, MHC-defiziente Zellen zu lysieren, er-
öffnet die Möglichkeit, solche nicht-MHC-
restringierten Zellen für einen Gegenschlag ge-
gen MHC-Verlustvarianten einzusetzen, die 
sich in Anwesenheit einer starken MHC-
restringierten CTL-Antwort entwickeln kön-
nen. 
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Abb. 1: Zytotoxische Aktivität isolierter TIL ex vivo.Die 
zytotoxische Aktivität der TIL eines RCC-Patienten 
(#2926) wurde nach 24-std. Kultivierung ohne (A) und mit 
(B) 20 U/ml IL-2 mittels eines radioaktiven Chromfreiset-
zungsassay bestimmt. Gezeigt wird die spezifische Lyse (in 
%) 53Cr-markierter K562 (HLA-defizient) und RCC-26 
Zelllinien in Abhängigkeit unterschiedlicher Effektor : 
Target-Verhältnisse. 

 

Abb. 2: Phänotypische Analyse frisch isolierter TIL 
.Simultane Mehrfarben-Immunfluoreszenz zeigt, dass na-
hezu alle CD3-CD56+ TIL auch NKp46 exprimieren. (Der 
PE-konjugierte NKp46 Antikörper wurde uns freundli-
cherweise von Prof. M. Colonna, Washington University, 
St. Louis, USA zur Verfügung gestellt). 
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Bedeutung von CEACAM1 (CEA-
verwandtes Zelladhäsionsmolekül 
1) beim Nierenzellkarzinom 
Verschiedene Untersuchungen, die in den letz-
ten Jahren veröffentlicht wurden, weisen darauf 
hin, dass CEACAM1, ein Zell-
Zelladhäsionsmolekül der Immunglobulinsu-
perfamilie, eine wichtige Rolle bei der Tumor-
progression unterschiedlicher Tumorentitäten 
spielt. Es wurde berichtet, dass CEACAM1 
sowohl beim Prostatakarzinom als auch beim 
Kolonkarzinom eine Tumorsuppressorfunktion 
ausüben kann. Dies bedeutet, dass Tumoren die 
kein oder wenig CEACAM1 exprimieren ein 
schnelleres Wachstum zeigen als Tumoren mit 
hoher CEACAM1-Expression. Dementspre-
chend findet man in diesen Tumoren eine ge-
ringere CEACAM1-Expression als im entspre-
chenden Normalgewebe, von dem der Tumor 
abstammt. Auf der anderen Seite erschienen im 
letzten Jahr mehrere Publikationen, die bei an-
deren Tumorentitäten, wie dem Lungenkarzi-
nom und dem malignen Melanom, eine Ex-
pression von CEACAM1 eindeutig mit einer 
verschlechterten Prognose für den Patienten 
korrelierten. Beim malignen Melanom wurde 
dies auf eine geringere Angreifbarkeit 
CEACAM1-exprimierender Tumorzellen durch 
Killerzellen des Immunsystems zurückgeführt. 
CEACAM1 wird in den letztgenannten Tumor-
entitäten vom entsprechenden Normalgewebe 
nicht synthetisiert. 

Die Möglichkeit der prognostischen Relevanz 
von CEACAM1 bei bestimmten Tumoren als 
auch die scheinbaren Widersprüche der bisher 
erhobenen Daten über die Funktion von 
CEACAM1 bei der Tumorentwicklung haben 
uns veranlasst, die Expression von CEACAM1 
beim Nierenzellkarzinom (renal cell carcino-
ma, RCC) zu untersuchen. Es ist neben dem 
malignen Melanom der immunogenste mensch-
liche Tumor. Deshalb wären sowohl neue prog-
nostische Marker als auch die Aufklärung 
möglicher immune escape-Mechanismen von 
großer klinischer Bedeutung. Für die Untersu-
chung der Expression von CEACAM1 beim 
Nierenzellkarzinom konnte auf die seit 13 Jah-
ren bestehende, gut dokumentierte Tumorbank 
zurückgegriffen werden. 

Gefrierschnitte von Primärtumor- und Metasta-
sengewebe sowie Normalgewebe der tumortra-
genden Niere von 36 Nierenzellkarzinompati-
enten wurden immunhistochemisch mit anti-
CEACAM1-Antikörpern markiert und mit der 
Peroxidasemethode durch Aminoethylcarbazol 
gefärbt. Im „normalen“ Nierengewebe waren in 
allen 36 Fällen Kapillarendothelien sowie Gra-

nulozyten in den Glomeruli CEACAM1-
positiv. 50% der Tubuliquerschnitte -  mit ho-
her Wahrscheinlichkeit handelt es sich um pro-
ximale Tubuli, von denen vor allem das klar-
zellige Nierenzellkarzinom abstammt - zeigten 
eine etwas schwächere, aber spezifische Fär-
bung. Die Gefäßwände von Arteriolen und Ve-
nolen waren ebenso CEACAM1-negativ wie 
Epithelzellen. Vor allem im niederdifferenzier-
ten Tumorgewebe fanden sich großflächige 
Nekroseareale mit intensiver unspezifischer 
Markierung von Zelldebris. Das umgebende vi-
tale Tumorgewebe war in allen Fällen negativ. 
Eine ähnliche Färbung konnte bei Metastasen- 
und Cavazapfengewebe (kontinuierlich in die 
benachbarte Vena cava einwachsender Nieren-
tumor) beobachtet werden. Auch hier konnten 
keine positiven Tumorzellen nachgewiesen 
werden.  

Da die meisten Nierenzellkarzinome, nament-
lich das klarzellige Nierenzellkarzinom, von 
den Zellen der CEACAM1-positiven proxima-
len Tubuli abstammen, deuten unsere oben be-
schriebenen Ergebnisse daraufhin, dass die 
Nierenzellkarzinomzellen im Zuge ihrer malig-
nen Entartung die CEACAM1-Expression voll-
ständig einstellen. Dieser Befund konnte zu-
sätzlich mit den sehr sensitiven Methoden der 
Durchflußzytometrie und RT-PCR bei ver-
schiedenen Nierenzellkarzinomlinien erhärtet 
werden, die kein oder nur marginal CEACAM1 
exprimieren (Abb.3). Es drängte sich daher die 
Frage auf, ob es sich um einen reversiblen Pro-
zess handelt oder ob die Einstellung der 
CEACAM1-Expression durch Mutationen im 
CEACAM1-Gen verursacht wird. Der Promo-
tor des CEACAM1-Gens besitzt, wie schon 
seit längerem bekannt, ein Interferon (IFN)-
responsives Steuerelement. Die Expression von 
CEACAM1 kann deshalb in verschiedenen 
Zelltypen durch IFN� induziert oder verstärkt 
werden. Handelt es sich um eine reversible He-
runterregulation von CEACAM1 in Nieren-
zellkarzinomzellen, so sollte die Expression 
durch Stimulation der Zelllinien mit IFN� wie-
der induziert werden können. In der Tat zeigten 
beide stimulierten Zelllinien eine deutliche 
CEACAM1-Expression sowohl auf RNA- als 
auch auf Proteinebene (Abb. 3). 
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Abb. 3:. Induktion der CEACAM1-Expression in RCC-
Zellen und PBL (periphere Blut-Lymphozyten) während 
deren Kokultur. RCC-Zellen wurden mit der doppelten 
Anzahl allogener PBL für 11 Tage kokultiviert und deren 
CEACAM1-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten mit-
tels Durchflußzytometrie analysiert.  

IFN� ist ein Zytokin, das in der frühen Phase 
einer Aktivierung von T-Zellen und NK-Zellen 
(Killerzellen) freigesetzt wird. Wir vermuten 
deshalb, dass CEACAM1 immer dann von 
Nierenkarzinomzellen exprimiert wird, wenn 
sie einem Angriff durch diese Killerzellen aus-
gesetzt sind. In vitro lässt sich dies durch eine 
Kokultur von Nierenzellkarzinomzellen mit al-
logenen Killerzellen, d.h. Tumorzellen und Kil-
lerzellen stammen von unterschiedlichen Spen-
dern, überprüfen. In diesem Fall erkennen die 
Killerzellen unabhängig von einem spezifi-
schen Tumorantigen die Tumorzellen als 
„fremd“ und werden dadurch aktiviert. Wie in 
Abb. 4 gezeigt, beginnen die Nierenzellkarzi-
nomzellen in der Tat CEACAM1 in Folge die-
ses Angriffes zu exprimieren. Gleichzeitig be-
ginnen auch die aktivierten Killerzellen mit der 
Expression von CEACAM1. CEACAM1 be-
sitzt homophile Adhäsionseigenschaften und es 
konnte gezeigt werden, dass CEACAM1 auf-
grund dieser Interaktion inhibitorische Signale 
in Killerzellen senden kann.  Es ist deshalb zu 
vermuten, dass die Neoexpression von 
CEACAM1 durch die Nierenzellkarzinomzel-
len von diesen als immune escape-
Mechanismus verwendet werden kann. Die Ar-
beitshypothese, die wir aus den bisherigen Da-
ten entwickelt haben und die es nun durch wei-
tere Experimente zu verifizieren gilt, ist in 
Abb. 5 dargestellt und detailliert beschrieben.  

 

Abb. 4: Induktion der CEACAM1-Expression in RCC-
Zellen (A498, RCC26) durch IFN� (500U/ml; 48h). Mittels 
RT-PCR wurde die spezifische mRNA der vier Spleißvari-
anten von CEACAM1 in den RCC-Zelllinien untersucht. 
Der Nachweis der GAPDH-mRNA zeigt, dass in jeder 
Probe eine vergleichbare Menge an mRNA untersucht 
wurde. 

 
Abb. 5: Schematische Darstellung einer möglichen vorü-
bergehenden Nutzung des Tumorsuppressors (CEACAM1) 
zur Umgehung der Immunüberwachung. Im normalen Nie-
rengewebe exprimieren die Zellen der proximalen Tubuli, 
aus denen die meisten RCC hervorgehen, CEACAM1. 
Während der malignen Entartung stellen diese Zellen die 
Expression von CEACAM1 ein, was darauf hindeutet, dass 
CEACAM1 im RCC, wie bei anderen Tumorentitäten, als 
Tumorsuppressor wirkt. Erkennt eine T-Zelle nun ein spe-
zifisches Antigen auf der Tumorzelle so wird die T-Zelle 
aktiviert und sezerniert INF�. Das freigesetzte INF� indu-
ziert die CEACAM1-Expression in der Tumorzelle. Das 
CEACAM1 auf der RCC-Zelle kann durch homophile In-
teraktion mit CEACAM1 auf der aktivierten T-Zelle kom-
munizieren. Es wurde gezeigt, dass Signale, die durch 
CEACAM1 in T-Zellen gegeben werden, die Aktivierung 
von T-Zellen inhibieren kann. Wird die T-Zelle deaktiviert, 
stellt sie ihre INF� Sekretion ein. Der Stimulus für die 
CEACAM1-Expression in RCC-Zellen fällt weg und die 
Tumorzellen verlieren CEACAM1 wieder von ihrer Ober-
fläche. 
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Manipulieren Tumorzellen die Infilt-
ration von Lymphozyten in solide 
Tumoren? 
Grundvoraussetzung jeder Immuntherapie ist 
die gezielte Anreicherung der induzierten im-
munkompetenten Zellen am Ort der Infektion 
oder der malignen Erkrankung. In der Regel 
stellt dies bei den meisten Infektionskrankhei-
ten kein Problem dar. Zellen des natürlichen 
Immunsystems besitzen eine Vielzahl von Re-
zeptoren, mit deren Hilfe sie Bestandteile von 
Pathogenen äußerst effektiv erkennen können. 
Signale dieser Rezeptoren führen dann zu einer 
explosionsartigen Freisetzung von zellulären 
Botenstoffen (Chemokinen), die sehr effektiv 
verschiedene Zellen des Immunsystems an den 
Ort der Infektion locken können. Dieser wirk-
same Mechanismus kann dann versagen, wenn 
nicht Fremdorganismen sondern entartete Zel-
len des eigenen Organismus bekämpft werden 
sollen. Ein interessantes Phänomen ist z.B., 
dass in soliden Tumoren häufig eine Lympho-
zytenanreicherung im Bindegewebsanteil des 
Tumors (Stroma) aber kaum in den Tumorzell-
nestern beobachtet wird. Bisher konnte nicht 
befriedigend geklärt werden, welche Mecha-
nismen zu einer Anreicherung von Lymphozy-
ten im Tumorgebiet führen. Man geht davon 
aus, dass es sich um eine spezifische Immunre-
aktion gegen die entarteten Zellen handelt, in 
deren Verlauf die reaktiven Lymphozyten 
Chemokine sezernieren und so weitere Lym-
phozyten rekrutieren. Es gibt jedoch weitere 
Erklärungsmöglichkeiten: sowohl eine Arretie-
rung normalerweise im Gewebe patrouillieren-
der Immunzellen als auch die Expression von 
Chemokinen durch die Tumorzellen selbst 
könnte zur Anreicherung von Lymphozyten 
führen. Die Kenntnis dieser Mechanismen ist 
eine wichtige Voraussetzung für die Entwick-
lung neuer Immuntherapien, da nur eine aus-
reichende Infiltration der “richtigen” immun-
kompetenten Zellen zu einer immunologischen 
Kontrolle der Tumorprogression führen kann. 

Um die Rolle der Tumorzellen bei der lympho-
zytären Tumorinfiltration zu untersuchen haben 
wir Primärkulturen von kolorektalen Tumoren 
angelegt und daraus klonale und polyklonale 
Tumorzelllinien (n=27) etabliert und ausführ-
lich charakterisiert, um diese als Produzenten 
der die Lymphozyteneinwanderung beeinflus-
senden Faktoren zu nutzten. 

Für die Mobilität von Lymphozyten ist ihr Ak-
tivierungszustand von entscheidender Bedeu-
tung, da die Expression von Chemokinrezepto-
ren aktivierungsabhängig ist. Der Aktivie-
rungszustand von TIL wird durch die Erken-

nung spezifischer Antigene und durch das vor-
handene Zytokinmilieu im Tumorgebiet be-
stimmt. Dieses Zytokinmilieu wird wesentlich 
durch die Ausscheidung immunmodulierender 
Substanzen durch die Tumorzellen bestimmt. 
Wir fanden, dass die frisch etablierten Tumor-
zelllinien Faktoren sezernierten die sowohl die 
zytotoxische Aktivität als auch die Proliferati-
onsfähigkeit von TIL inhibierten und zumin-
dest einen der gut charakterisierten, immun-
suppressiven Substanzen wie PGE2, TGF� und 
IL-10 in relevanten Mengen produzierten. Die-
se Resultate implizieren, dass Tumorzellen die 
Reaktionsfähigkeit der TIL auf im Tumorareal 
vorhandene Chemoattraktoren modifizieren 
können.  

Chemotaxisexperimente, bei denen die Wir-
kung von Tumorzell- und Stromazell-
überständen auf die Migration von Blutlym-
phozyten untersucht wurden, zeigten dass die 
Überstände potente Chemoattraktoren enthiel-
ten. Eine hemmende Wirkung der Überstände 
auf die Migration von Blutlymphozyten, wie 
von einigen Autoren berichtet, konnten nicht 
nachgewiesen werden. 

Um die chemotaktischen Faktoren zu identifi-
zieren haben wir die Chemokinexpression der 
Tumorzelllinien bestimmt. Als screening-
Methode wurde die RT-PCR gewählt, mit der 
man mRNA semiquantitativ bestimmen kann. 
Wir konnten zeigen, dass eine kontinuierliche 
Chemokinexpression in allen Zelllinien statt-
findet. Von den etwa 40 bekannten Chemoki-
nen wurden 10 untersucht und GRO� und IL-8 
am häufigsten nachgewiesen. Diese Chemoki-
ne gehören zu einer Chemokingruppe, die ne-
ben einer chemotaktischen Wirkung auf Im-
munzellen auch eine Angiogenese-fördernde 
Wirkung entfalten. Aber auch T-Zell-
aktivierende Chemokine wie RANTES und IP-
10 konnten nachgewiesen werden. Interessan-
terweise konnte die Chemokinexpression der 
Tumorzellen durch Zugabe von IFN� noch er-
höht werden. Eine Stimulation mit IFN� simu-
liert eine spezifische Erkennung der Tumorzel-
len durch T- oder NK-Zellen in vivo, die bei 
diesem Vorgang IFN� ausschütten.  
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Die Expression von chemotaktischen Faktoren 
wirft die Frage nach dem Sinn dieser Expressi-
on, sozusagen aus Sicht des Tumors, auf. Um 
der Antwort auf diese Frage näher zu kommen, 
haben wir ein System etabliert, das es uns er-
laubt, mit Hilfe von Zeitraffer-
Videomikroskopie kontinuierliche on-line-
Mobilitäts- und Zytotoxizitätsanalysen 
menschlicher Lymphozyten über einen Zeit-
raum von mehreren Tagen durchzuführen. Eine 
Stärke dieser Methode besteht darin, dass nicht 
nur das Verhalten der Lymphozyten, sondern 
auch die Reaktion der Tumorzellen bzw. Stro-
mazellen (in entsprechenden Kokulturen) auf 
einen Lymphozytenkontakt beurteilt werden 
kann. Die gleichzeitige Interaktion der Lym-
phozyten mit unterschiedlichen Zelltypen (Tu-
morzelle und Stromazelle) führt zu einer Über-
lagerung der zwei Regulatoren der Zellbewe-
gung (Chemotaxis und Haptotaxis), wobei die 
Haptotaxis durch die Expression von Zell-Zell-
Adhäsionsmolekülen bestimmt wird. Wurden 
bei solchen Analysen Kokulturen von Kolon-
karzinomzellen und Fibroblasten verwendet, 
traten die Lymphozyten bevorzugt mit den 
Fibroblasten in Kontakt. Dies führte nach we-
nigen Stunden zu einer Akkumulation der 
Lymphozyten in den Fibroblastenarealen. Nach 
12 Stunden waren >90% der Lymphozyten in 
diesen Arealen zu finden. Dies deutet auf eine 
mangelnde Expression von Adhäsionsmolekü-
len der Tumorzellen hin. Eine Vergleichbarkeit 
mit der in vivo gefundenen bevorzugten Loka-
lisation der Lymphozyten im Tumorstroma ist 
unübersehbar. Ein höchst interessanter Befund 
war, dass Fibroblasten mit einer erhöhten Mo-
bilität auf den Kontakt mit Lymphozyten rea-
gierten (Abb. 6).  

 

Abb. 6: Interaktion eines Lymphozyten (L-weiß umrandet) 
mit einer Zielzelle (T-schwarz umrandet) über einen Zeit-
raum von 35 min. Deutlich zu erkennen ist die Bewegung 
der Zielzelle nach erfolgtem Kontakt mit dem Lymphozy-
ten. 

Dabei wird die Bewegung der Fibroblasten 
durch den direkten Kontakt mit den Lympho-
zyten ausgelöst. Fänden ähnliche Reaktionen 
der Stromazellen auch in dreidimensionalen 
Geweben statt, könnte das bedeuten, dass die 
lymphozytäre Infiltration des Tumors zu einer 

Auflockerung des Tumorgewebes führen und 
dadurch die Invasion der Tumorzellen in be-
nachbartes Gewebe und die Metastasierung er-
leichtert würde. Offensichtlich verlangt dieser 
theoretische Übertragungsversuch auf die in vi-
vo-Situation eine Überprüfung in relevanten 
dreidimensionalen Modellen. 

Die zu diesem Zweck von uns entwickelten 
neuartigen, komplexen, dreidimensionalen in 
vitro-Modelle, die wir “artificial tumor“ (ArT) 
bzw. „colon reproduction“ (CoRe) nannten, 
enthalten alle wesentlichen Bestandteile eines 
Tumors, wie extrazelluläre Matrix (EZM), 
Tumorzellen und Stromazellen, die für die In-
filtration von Lymphozyten eine Rolle spielen. 
Mit Hilfe dieser Modelle kann die Bedeutung 
der einzelnen Tumorbestandteile für die Lym-
phozyteninfiltration untersucht werden, da die 
einzelnen Tumorkomponenten erst separiert 
und später wieder einzeln zusammengefügt 
werden können. In Abb 7 ist das methodische 
Vorgehen der Rekonstruktion dieser Gewebe-
modelle am Beispiel des CoRe schematisch 
dargestellt. Die Infiltration dieser Modellgewe-
be erfordert von den Lymphozyten alle Fähig-
keiten, die sie auch in vivo zur Infiltration soli-
der Gewebe benötigen, wie z.B. die Degradati-
onsfähigkeit der EZM und die Erkennung che-
motaktischer Gradienten. 

Versuche mit IL-2-stimulierten Lymphozyten 
zeigten, dass diese sehr effektiv die Modellge-
webe infiltrieren können (Abb. 8). Das völlig 
Neuartige an diesen Modellen ist, dass die in-
filtrierenden Lymphozyten nicht, wie im oft 
verwendeten Sphäroidmodell, ausschließlich 
mit Tumorzellaggregaten interagieren sondern 
wie in vivo mit Stromazellen und EZM inter-
agieren, was der Situation in einem Primärtu-
mor in vivo exakt entspricht. Durch die Infiltra-
tion der Lymphozyten kommt es zu interessan-
ten Veränderungen der ArTs. Abhängig von 
der Zahl der infiltrierenden Lymphozyten 
kommt es zu einer Auflockerung des Gewebe-
verbandes, offensichtlich sind die Lymphozy-
ten in der Lage die Faserverbindungen aufzu-
heben. Es ist leicht vorstellbar, dass diese Auf-
lockerung des Stromas zu einer verstärkten 
Tumorzellinvasion führt.  
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Herstellung von 
komplexen in vitro-Modellen am Beispiel eines CoRe. 
Durch die Separierung der Einzelkomponenten (EZM, Epi-
thelzellen, Fibroblasten, TIL) ist jede beliebige Kombinati-
on dieser Elemente möglich. Zuerst wird die aus Kolonge-
webe isolierte EZM über das zentrale Loch im Drahttisch 
gespannt und mit dem Glaszylinder fixiert, wodurch ein 
Zwei-Kammer-Kultursystem entsteht, in dem die EZM als 
zellundurchlässige Trennschicht fungiert. Durch Zugabe 
der Epithelzellen in die obere Kammer können diese auf 
der luminalen Seite der EZM kultiviert werden. Nach dem 
Anwachsen der Epithelzellen kann die EZM umgedreht 
werden, so dass die Stromazellen und die sich im Stroma 
befindenden Zellen (Fibroblasten und Lymphozyten) auf 
die Serosaseite der EZM gegeben werden können. 

 

Abb. 8: Histologie eines ArTs. Hervorgehoben sind die 
einzelnen Bestandteile, die hier zusammengefügt wurden 
(Epithelzellen, E; Fibroblasten, F; extrazelluläre Matrix, 
ECM; Lymphozyten, L). Situation 24 h nach Zugabe der 
vorstimulierten Lymphozyten. 

 



 Laser- und Immunologie-Forschungseinrichtungen 

Entwicklung eines computergesteuerten Langzeit-Video-Inkubations-
systems für Zellkulturexperimente 

Experimente mit Zellkulturen sind ein unver-
zichtbarer Bestandteil der biomedizinischen 
Forschung. In der Tumorimmunologie werden 
beispielsweise Immunzellen auf unterschiedli-
che Weise stimuliert (durch Zytokine, Antikör-
per, antigenpräsentierende Zellen, Tumorzellen 
u. a.) und ihre Reaktion sowie ggf. die der 
Zielzellen mit verschiedenen Methoden (Zyto-
toxizitätsassays, ELISA, Durchflußzytometrie, 
ELISPOT etc.) gemessen. Alle Parameterbe-
stimmungen, auch die mikroskopisch-visuelle 
Kontrolle der Zellen, finden nur punktuell zu 
definierten Zeitpunkten statt, über die morpho-
logisch-funktionellen Abläufe während der In-
kubation fehlt die Information. 

Um eine permanente visuelle Kontrolle von 
Zellkulturexperimenten und somit Kenntnis 
über den dynamischen Aspekt von Zell-Zell-
Interaktionen, Phagozytose, Migration, Apop-
tose und weiteren Abläufen während dieser 
Experimente zu bekommen, wurde im LTI ein 
Langzeit-Video-Inkubationssystem auf der Ba-
sis eines inversen Mikroskops (Zeiss Axiovert 
35) entwickelt (Abb. 1, 2). Das Kernstück des 
Systems bildet ein verschachteltes System von 
Kammern, um letztlich ideale Zellkultur-
Bedingungen (37°C, 5% CO2, 100% 
Luftfeuchtigkeit) herzustellen. Die äußere 
Kammer aus Plexiglas wird sowohl vom 
Mikroskoptisch her als auch durch eine 
Umluftheizung geregelt temperiert (Abb. 3). 
Die innere feuchte Kammer besteht aus einem 
umlaufenden Wasserbad mit Glasabdeckung 
und wird permanent mit 5% CO2-Atmosphäre 
aus dem Brutschrank versorgt. Innerhalb dieser 
in x- und y-Richtung von außen bewegbaren 
Kammer befindet sich ein gekammerter 
Spezial-Objektträger, in dessen Kammern die 
Zellkultur-Experimente angesetzt werden. Der 
zu beobachtende Ansatz wird im Strahlengang 
des Mikroskops positioniert, wobei sowohl 
Durchlicht als auch Fluoreszenzbeleuchtung 
über eine Quecksilberdampflampe 
(Zuschaltung über computergesteuerten 
Shutter) möglich sind. Die Bilderfassung 
erfolgt derzeit mit einer hochauflösenden 
Digitalkamera (Zeiss AxioCam, 3900 x 3090 
Pixel), deren Software Bilderserien in praktisch 
beliebiger Länge mit frei wählbarem Zeitab-
stand der Einzelbilder ermöglicht, außerdem 
Einblendung von Zeit, Maßstab, Markierungen 
und Text. Die Einzelbilder können mit 
geeigneter Software (z. B. Ulead Media Studio 
Pro) zu Zeitrafferfilmen beliebiger 
Geschwindigkeit zusammengefaßt werden. 

 

Abb. 1: Im inversen Mikroskop eingebaute Inkubationsbox 
mit Plexiglasgehäuse (P), feuchter Innenkammer (F), ge-
kammertem Objektträger (O), Umluftheizung (U) und Zu-
leitung für die CO2-Versorgung (C). Von oben ragt der 
Kondensor des Mikroskops in die Box. 

Das neu entwickelte Inkubationssystem erlaubt 
die permanente visuelle Kontrolle von oft lang-
sam verlaufenden morphologisch-zellbio-
logischen Vorgängen, die in Form von Zeitraf-
ferfilmen erfaßbar werden. Diese zusätzliche 
Information ist der Ausgangspunkt für neue 
Erkenntnisse und weitere Experimente. Die 
Zellen können über mehrere Tage hinweg im 
System in Kultur gehalten werden, und der 
Spezial-Objektträger erlaubt nach Entfernung 
der Kammerwände die Anwendung weiterer 
Methoden auf die Zellen, wie etwa immunzy-
tochemische Markierungen. Erste Versuche mit 
fluoreszierenden Nanokristallen (Qdot™ 605, 
Quantum Dot Corporation, USA) zielen auf ei-
ne Erweiterung der experimentellen Möglich-
keiten durch Langzeit-Fluoreszenz-markierung 
der Zellen im System. Im LTI wird das Inkuba-
tionssystem v. a. zur Beobachtung der Interak-
tion zwischen Tumorzellen und Effektorzellen 
des Immunsystems eingesetzt, beispielsweise 
bei Experimenten mit bispezifischen Antikör-
pern (s. u.). Inzwischen wird das Inkubations-
system bereits von einigen anderen Arbeits-
gruppen in Kooperation mit dem LTI für ganz 
unterschiedliche Fragestellungen verwendet: 
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�� Interaktion von Lymphozyten und 
Plattenepithelkarzinom im Sphäroid-
modell 

(PD Dr. B. Wollenberg, Klinik für 
Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten 
der LMU) 

�� Migrationsverhalten von Gliomzellen 

(PD Dr. R. Goldbrunner, Dr. T. De-
muth, Neurochirurgische Klinik der 
LMU) 

�� In vitro-Experimente zur epithelialen 
Wundheilung 

(Dr. N. Cordes, Institut für Radiobio-
logie, Sanitätsakademie der Bundes-
wehr) 

�� Einfluß von TPA auf die Differenzie-
rung myeloider Zellen  

(Dr. G. Meinhardt, Dr. F. Dayyani, J. 
Winterhoff, AG Molekulare Onkolo-
gie,  Abteilung Hämato-
Onkologie, Med. Klinik  Innenstadt, 
LMU) 

Die Experimente im LTI zu bispezifischen An-
tikörpern sowie die der Arbeitsgruppe Moleku-
lare Onkologie zur Differenzierung myeloider 
Zellen sollen im folgenden kurz vorgestellt 
werden. 

Spezifische Lyse von Prostatakarzinomzel-
len durch bispezifische Antikörper 

(Labor für Tumorimmunologie, Urologische 
Klinik der LMU) 

Der Einsatz von Antikörpern ist neben Zytoki-
nen und Vakzinestrategien eine weitere Option 
für die immunologische Therapie von Tumo-
ren. Bispezifische Antikörper sind artifizielle 
Moleküle mit der Besonderheit, zwei (theore-
tisch beliebig wählbare) Zielstrukturen zu er-
kennen. Im LTI wurden mit dem Langzeit-
Video-Inkubationssystem bispezifische Anti-
körper getestet, die zum einen das auf Lym-
phozyten exprimierte CD3 erkennen, zum an-
deren EpCAM (epithelial cell adhesion mole-
cule; auf epithelialen Zellen und Karzinomzel-
len exprimiert) oder p185, das Genprodukt des 
Protoonkogens c-neu, das auf der Oberfläche 
vieler Tumoren (über)exprimiert wird. Die Ko-
Inkubation von Tumorzellen (u. a. die Prosta-
takarzinomzelllinie PC3), Immunzellen aus 
dem peripheren Blut und bispezifischen Anti-
körpern führte zu spezifischer Lyse in einem 
definierten Zeitrahmen, ohne Antikörper er-
folgte keine Reaktion. Die morphologische 
Analyse der Zeitrafferaufnahmen und nachfol-

gende Experimente zeigten, daß die Tumorzel-
len hierbei durch osmotische Lyse und nicht 
durch Apoptose-Induktion zerstört werden. 
Solche in vitro-Experimente bilden die Grund-
lage für einen späteren therapeutischen Anti-
körpereinsatz. 

Einfluß von TPA auf die Differenzierung 
myeloider Zellen 

(AG Molekulare Onkologie, Abteilung Häma-
to-Onkologie, Med. Klinik  Innenstadt, LMU) 

Die Proteinkinase C (PKC) in humanen mye-
loiden U937-Zellen kann durch den Phorbo-
lester 12-0-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat 
(TPA) aktiviert werden. Dieser Prozeß ist bei 
einem Großteil der Zellen verbunden mit der 
Induktion von Adhärenz, gefolgt von der Diffe-
renzierung zu Monozyten. Ein signifikanter 
Anteil der Zellen macht jedoch keine für die 
Differenzierung notwendige Adhärenz durch, 
trotz der Stimulation mit TPA, sondern ver-
bleibt als einzelständige Zellen in Suspension. 
Viele dieser U937-Zellen befinden sich dabei 
deutlich häufiger im G0/G1-Zellzyklusstop als 
die ebenfalls inkubierten adhärenten Zellen. 
Markierungen mit Annexin V zeigen, daß es 
sich bei den Suspensionszellen um apoptoti-
sche Zellen handelt. 

Bei dem aktuell im LTI stattfindenden Projekt 
soll mit dem Langzeit-Video-Inkubations-
system die Frage geklärt werden, ob die in 
Suspension befindlichen U937-Zellen nach 
Zugabe von TPA in die Apoptose gehen, ohne 
vorher zu differenzieren. Dabei werden U937-
Zellen mit 5 nM TPA über einen Zeitraum von 
24 bis 48 Stunden inkubiert und in kurzen Ab-
ständen vom System fotografiert. Die typischen 
morphologischen Veränderungen im Rahmen 
des Apoptoseablaufs (Abb. 4) und einer even-
tuell erfolgenden Zelldifferenzierung werden 
im Zeitrafferfilm sichtbar und können systema-
tisch ausgewertet werden. 
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Abb. 2: Konstruktion des Video-Inkubationssystems, ba-
sierend auf einem inversen Mikroskop (Zeiss Axiovert 35). 

a) Übersicht: 1= Okular, 2= Kamera, 3= Durchlicht-Quelle, 
4= Umluftheizung, 5= Fluoreszenzlicht-Quelle, 6= Plexi-
glas-Box 

b) Plexiglas-Box: 7= beheizbarer Mikroskoptisch, 8= um-
laufendes Wasserreservoir, 9= Temperatursensor, 10= 
Mikroskopkondensor, 11= CO2-Zufuhr, 12= Arbeitsklappe 

c) feuchte Kammer: 13= Verbindungsschlauch für CO2-
Zufuhr, 14= Glasplatte, 15= CO2-Auslaß, 16= Befestigung 
für Mikroskoptisch, 17= Kammer-Objektträger, 18= Arre-
tierung für Glasplatte 

d) Querschnitt durch Kammer-Objektträger: 19= Deckel, 
20= Zellkultur-Kammer, 21= Bodenplatte, 22= großes 
Deckglas zur Gas-Abdichtung des Lichtweges  

 

 

Abb. 3: Umluftheizung des Inkubationssystems. a) Block-
schema, S= Schnittebene; b) Querschnitt in der Ebene S 
(vgl. 3a); c) Temperaturverteilung in den Zellkulturmedien 
der acht Kammerpaare (vgl. 3b) bei jeweils zehn Messun-
gen. 
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Abb. 4: TPA-induzierte Veränderungen von myeloiden 
Zellen (U937) in der Zellkultur. Etwa drei Stunden nach 
Zugabe von TPA (a) sind erste Aggregationen der norma-
lerweise in Suspension wachsenden Zellen zu erkennen. In 
den folgenden Stunden (b, c; Zeitangabe seit TPA-Zugabe 
links unten im Bild) bildet die Subpopulation der Zellen, 
die Differenzierung zeigt, große Aggregate. Die übrigen 
Zellen gehen in Apoptose, eine zunehmende Zahl von sog. 
apoptotic bodies ist erkennbar. 
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Evaluation von neuen immuntherapeutischen Ansätzen im  
Tiermodell 

Immunologische Reaktionen sind äußerst kom-
plex und können bis heute nur unvollständig in 
vitro simuliert werden. Es ist daher unumgäng-
lich, neue Immuntherapiestrategien auch in vi-
vo zu überprüfen. Dies führt aber nur dann zu 
einem verlässlichen Erkenntnisgewinn, wenn 
das verwendete Modell so nahe wie möglich 
der klinischen Situation entspricht. 

Auf der Basis zweier transgener Mausmodelle 
haben wir ein System aufgebaut, das oben ge-
nannten Kriterien sehr nahe kommt. Im ersten 
transgenen Mausmodell wird ein humanes Tu-
morantigen (CEA) in einem C57BL6-
Stammhintergrund exprimiert. Expressionsana-
lysen zeigten, dass in diesen Mäusen das CEA 
in vergleichbarer Weise wie im Menschen 
exprimiert wird. Des Weiteren wird das CEA 
in diesen Mäusen als Selbstantigen akzeptiert, 
so dass, wie im Menschen, keine immunologi-
sche Reaktion gegen dieses Antigen induziert 
wird. Im zweiten transgenen Modell wird das 
T-Antigen, ein Onkogen des SV40-Virus, unter 
der Kontrolle des CEA-Promotors exprimiert. 
Dies führt in 100% der Tiere in einem Alter 
von 90-110 Tagen zu einer spontanen Tumor-
entwicklung im Pylorusbereich des Magens. 
Auch in diesen Mäusen wird das Transgen als 
Selbstantigen toleriert. Kreuzt man diese bei-
den transgenen Tierstämme, so erhält man Tie-
re, die wie oben beschrieben Magenkarzinome 
entwickeln und nun auch das humane Tumor-
antigen sowohl im Tumor als auch im Normal-
gewebe exprimieren. Zusätzlich konnten wir 
aus spontan entstandenen Tumoren beider 
transgener Mausstämme Tumorzelllinien etab-
lieren (424GC, 424GC/CEA). Die Zelllinie der 
T-Antigen-transgenen Tiere wurde inzwischen 
ausführlich charakterisiert. Die Charakterisie-

rung der Tumorzelllinie, die aus einer T-
Antigen- und CEA-doppelttransgenen Maus e-
tabliert wurde, wird momentan durchgeführt. 
Die T-Antigen-positive Zelllinie 424GC 
wächst interessanterweise nach subkutaner 
Transplantation sowohl in C57BL/6, als auch 
in T-Antigen-transgenen Mäusen (Abb. 1). Da 
wir auch die Generierung von T-Antigen-
spezifischen zytotoxischen T-Zellen in 
C57BL/6-Mäusen ausgiebig untersucht und 
charakterisiert haben, ergeben sich nun vielfäl-
tige Möglichkeiten die Wirksamkeit von unter-
schiedlichen Immuntherapiestrategien zu über-
prüfen. In Tabelle 1 sind die unterschiedlichen 
Modelle nach aufsteigender Stringenz ihrer 
immunologischen Charakteristika aufgeführt.  

 

Abb. 1: In-vivo-Wachstum von subkutan transplantierten 
424GC-Tumorzellen. 106 Zellen der von einem spontan 
entstandenen Magentumor etablierten Zelllinie 424GC 
wurden subkutan in C57BL/6 bzw. T-Antigen-transgene 
C57BL/6-Mäuse transplantiert und ihr Wachstum be-
stimmt. In beiden Mausstämmen zeigen die Tumorzellen 
ein exponentielles Wachstum. 
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Tumor Empfängermäuse Tumorantigen Immunogenität 

transplantierte 
424GC-Tumorzellen C57BL/6-Mäuse 

SV40T-Antigen 

(Fremdantigen) 
sehr groß 

transplantierte 
424GC/CEA-Zellen 

T-Antigen-transgene 
C57BL/6-Mäuse 

CEA 

(Fremdantigen) 
groß 

transplantierte 
424GC-Tumorzellen 

T-Antigen-transgene 
C57BL/6-Mäuse 

SV40T-Antigen 

(Selbstantigen) 
mittel 

transplantierte 
424GC/CEA-Zellen 

T-Antigen/CEA-
doppelttransgene 
C57BL/6-Mäuse 

CEA 

(Selbstantigen) 
sehr gering 

spontaner Magentu-
mor 

entstanden in T-
Antigen-transgenen 
C57BL/6-Mäusen 

SV40T-Antigen 

(Selbstantigen) 
gering 

spontaner Magentu-
mor 

entstanden in T-
Antigen-transgenen 
C57BL/6-Mäusen 

CEA 

(Selbstantigen) 
sehr gering 

Tabelle 1: Tumormodelle mit unterschiedlichen Anforderungen an die Erkennungsfähigkeit durch das Immunsystem.
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Weiterentwicklung standardisierter, hoch sensitiver Methoden zum 
immune monitoring

Für eine erfolgreiche Umsetzung klinischer 
Studienprotokolle müssen nicht nur Laborein-
richtungen verfügbar sein, um entsprechendes 
Zellmaterial der Patienten unter Bedingungen 
vorzubereiten, die einen Transfer zurück in die 
Patienten gestatten (sog. GMP „good manufac-
turing practice“-Einrichtungen). Es müssen 
auch Strategien zur Überprüfung des Immun-
status der behandelten Patienten entwickelt, 
standardisiert und validiert werden. Von be-
sonderer Bedeutung ist dieses immmune moni-
toring immer dann, wenn Patienten mit fortge-
schrittener Erkrankung in klinische Phase I/II-
Studien aufgenommen werden. Bei diesen Pa-
tienten wird ein klinisches Ansprechen auf die 
jeweilige Therapie nur selten erwartet und so-
mit sind immune monitoring-Verfahren von 
entscheidender Bedeutung für die Evaluierung 
der therapeutischen Effekte auf das Immunsys-
tem. Um die Behandlungsstrategie herauszu-
finden, die am erfolgversprechendsten ist, soll-
ten daher standardisierte und sehr sensitive Me-
thoden zur Überprüfung der Immunantwort in 
den Patienten bereitstehen. 

Die klassischen serologischen Analysen für ein 
immune monitoring (z. B. die Bestimmung zir-
kulierender Antikörper, freier Antigenkomple-
xe oder Zytokine), Zytokin-ELISAs, die Mes-
sung einer DTH („delayed type of hypersensiti-
vity“)-Antwort im Bereich der Injektionen oder 
Zytotoxizitätstests (z. B. über Chromfreiset-
zung) können mittlerweile durch neue sensiti-
vere, besser quantifizierbare Methoden ergänzt 
bzw. ersetzt werden. Die Bestimmung dissemi-
nierter Tumorzellen im Knochenmark und pe-
ripherem Blut oder die immunhistologischen 
Untersuchungen der Tumoren und Hautbiop-
sien werden von den jeweiligen Studien abhän-
gen. 

�� Für unsere Studien sind mehrere Mo-
nitoringverfahren etabliert worden, die 
entweder einzeln oder in Kombination 
Antigen-spezifische T-Zellen bis zu 
einer Sensitivität von 1 Zelle in 
500.000 PBMC detektieren können 
(siehe Forschungsbericht 2000): 

�� Quantitative T-Zell-Rezeptor (TCR)-
Analysen mittels real time RT-PCR 

�� ELISPOT (enzyme linked immunosor-
bent spot)-Assay 

�� CBA-Analysen (cytometric bead ar-
ray, BD Biosciences) oder Bio-Plex 
Assay (Bio-Rad) für die gleichzeitige 

Quantifizierung verschiedener Zyto-
kine/Chemokine 

�� Zytokin-Sekretions- bzw. „capture”-
Assay (MACS® Miltenyi Technolo-
gie) 

�� MHC/Peptid-Tetramer-
Bindungsanalysen 

Die zwei letztgenannten Methoden werden da-
bei in Kombination mit der Durchflußzyto-
metrie zur Anreicherung spezifischer Tumor-
reaktiver T-Zell-Populationen eingesetzt.  
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Abb. Monitor-1: Quantifizierung Tumor-spezifischer 
V�20+J�22+ TCR-Transkripte in einer autologen gemisch-
ten Lymphozyten-Tumorzell-Kultur (MLTC). Periphere 
mononukleäre Blutzellen des Patienten 26 wurden mit un-
modifizierten Tumorzellen (RCC-26), B7.1-modifizierten 
Tumorzellen (RCC-26/B7.1) und IL-2/B7.1-
cotransfizierten Tumorzellen (RCC-26/IL-2/B7.1) stimu-
liert. Nach jeder Stimulationsrunde wurde das Auftreten 
von V�20J�22-Marker-TCR-Transkripten quantitativ mit 
Hilfe der real time RT-PCR bestimmt. Dabei zeigte sich 
vor allem in den späteren Stimulationsrunden, dass gen-
technisch-modifizierte Tumorzellen in der Induktion von 
Tumor-assoziierten T-Zellen den unmodifizierten Tumor-
zellen überlegen sind (256-facher Anstieg an spezifischem 
Transkript für "RCC-26/B7.1" bzw. 274-facher Anstieg für 
"RCC-26/IL-2/B7.1" nach sechs Restimulationen).  

Speziell für unsere RCC-26 Vakzinestudie hat 
die quantitative Analyse des TCR über real 
time Reverse Transkriptase (RT)-PCR mittels 
LightCycler� große Bedeutung. Mit der Be-
stimmung der TCR-Sequenz eines autologen 
RCC-reaktiven T-Zell-Klones erhielten wir für 
unser Modellsystem RCC-26 einen außeror-
dentlich nützlichen Surrogatmarker, um die 
Entwicklung von Tumor-assoziierten Immun-
antworten in autologen und allogenen Kulturen 
zu verfolgen. Über die Quantifizierung z. B. 
dieser TCR V�20+ T-Zellen konnten so die Ef-
fekte von unterschiedlich genmodifizierten 
RCC-26-Zellen auf die Expansion von Ge-
dächtnis-CTL genau evaluiert werden (Abb. 1). 
Die Beobachtung, dass sich T-Zellen mit sol-
chen charakteristischen TCR aus einem naiven 
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T-Zell-Repertoire stimulieren lassen, erlaubte 
eine quantitative kinetische Bestimmung der 
Induktion und Expansion dieser definierten 
Population Tumor-assoziierter CTL auch im 
Rahmen allogener Stimulationen. Artefakte, 
die oft bei funktionellen Untersuchungen von 
limitierenden Verdünnungskulturen auftreten, 
können auf diese Weise vermieden werden. 
Durch den Nachweis der Tumor-assoziierten-
TCR-Sequenzen sowohl bei HLA-A2-positiven 
RCC-Patienten als auch bei A2-positiven ge-
sunden Kontrollspendern wurde gezeigt, dass 
diese relativ einfache molekularbiologische 
Methode auch im klinischen Vakzinierungsan-
satz mit RCC26 als zellulärer Vakzine verwen-
det werden kann, um die sich entwickelnden 
Immunantworten im Patienten zu verfolgen. 

Der ELISPOT-Assay bietet die Möglichkeit, 
hochsensitiv auf Einzelzellebene nach einer 
Stimulation die Immunantwort spezifischer T-
Lymphozyten im Sinne beispielsweise einer 
Zytokinproduktion zu quantifizieren. Bei hö-
herfrequenten Antigen-spezifischen T-Zellen 
erlaubt sie eine direkte Ex-vivo-Analyse ohne 
vorherige In-vitro-Stimulation (IVS). Als Sti-
mulatorzellen im ELISPOT werden eingesetzt: 
RCC-26, als Kontrollzelllinien NKC-26, LCL-
26 und K562 und evtl. weitere RCC-Zelllinien 
(siehe Forschungsbericht 2000). 

Alternativ, falls sich aus den Expressionsanaly-
sen der HPLC-eluierten Peptide RCC-
spezifische Antigene identifizieren lassen, 
können auch entsprechende Peptide mit HLA-
A2 Bindungsmotiv eingesetzt werden, wobei 
dann T2-Zellen, K562-A2-Zellen  
oder eine neue A2-positive „DC-like“ Zelllinie 
(Mutz-3) als APC verwendet werden  
oder die PBMC direkt mit den Peptiden auf der 
ELISPOT-Platte stimuliert werden. 

ELISPOT-Assays wurden für verschiedene Zy-
tokine etabliert (IFN�, TNF�, IL4, und IL-10), 
um ggf. nach Anreicherung der CD8+- bzw. der 
CD4+-T-Zellen, die beteiligten Subpopulatio-
nen analysieren zu können. Insbesondere aus 
Mausmodellen ist bekannt, dass die über ihr 
Zytokinsekretionsprofil definierten Subpopula-
tionen von sowohl CTL als auch T-
Helferzellen in unterschiedlicher Weise und 
Zeitfolge an einer Anti-Tumorreaktivität betei-
ligt sind. Die Unterschiede umfassen nicht nur 
die „Killing“-Mechanismen, (Perfo-
rin/Granzym- oder Fas-vermittelt) sondern 
auch die Rekrutierung von T-Zellen, aktivier-
ten Makrophagen, Eosinophilen, die Sekretion 
von Entzündungsmediatoren, die Beeinflus-
sung der Tumor-angiogenese und die Entste-
hung von Gedächtniszellen. 

Um zusätzlich auch das zytotoxische Potential 
der Zellen analysieren zu können, wurde eben-
falls ein ELISPOT-Assay für Granzym B etab-
liert. Nachteilig ist, dass mit der Analyse der 
Granzym B-Sekretion nur ein Mechanismus 
der Zell-vermittelten Lyse erfasst wird. Da der 
ELISPOT jedoch um den Faktor 20-100x 
sensitiver ist als die Chromfreisetzung und 
somit eine direkte Ex-vivo-Analyse erlaubt, 
lohnt es sich Antikörper im ELISPOT zu 
verwenden, die spezifisch sind für andere 
Moleküle, die ebenfalls eine Rolle bei der Zell-
vermittelten Lyse spielen. 

Um unter Therapie beispielsweise das Zyto-
kinprofil der Zellen aus Biopsiematerial zu 
analysieren, kommt ergänzend auch der cyto-
metric bead array (CBA) oder der Bio-Plex in 
Betracht, multiplexe Bead Assays mit denen 
man fluorometrisch aus einer 50 �l Probe meh-
rere Zytokine oder Chemokine gleichzeitig de-
tektieren und quantifizieren kann (Abb. 2). In-
wieweit Zytokinprofilanalysen eine Bedeutung 
als Surrogatmarker haben, werden erst die Stu-
dien zeigen, wobei besonders der Vergleich 
zwischen den beiden RCC-26 Vakzinezellen 
interessant sein wird. 
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Abb. 2: Zytokinprofil von T-Zellen aus der Hautbiopsie 
eines Prostatakarzinom-Patienten nach der 9. Vakzinierung 
mit der LNCaP IL-2/IFN�-Vakzine. Die Biopsienahme er-
folgte 48 h nach intradermaler Vakzinegabe. Anschließend 
wurden die ausgewanderten T-Zellen in vitro erneut für 24 
bzw. 48 h mit der Vakzine stimuliert und die Zytokine mit-
tels des CBA (cytometric bead array) aus dem Kulturüber-
stand am Durchflusszytometer (FACSCalibur) quantifiziert 
(in pg/ml). 



 Laser- und Immunologie-Forschungseinrichtungen 

Anreicherung Tumor-spezifischer T-Lymphozyten mit Hilfe des  
Zytokin-capture-assays für die adoptive Tumortherapie 

Aufgrund der wichtigen Rolle von IFN� als 
Surrogatmarker für aktivierte T-Zellen wurde 
zusammen mit Dr. Christian Becker aus der 
Arbeitsgruppe von Prof. Blankenstein eine Me-
thode etabliert, um murine und humane Tumor-
spezifische T-Zellen, basierend auf ihrer IFN�-
Produktion, zu detektieren und anzureichern. In 
einem Vorversuch wurden zunächst TIL aus 
frisch resezierten RCC-Geweben isoliert und 
nach einer Kurzzeitstimulation mit Phorbo-
lester/Ionomycin mittels des Zytokin-
„capture“-Assays (MACS� Miltenyi) analy-
siert. Ohne Stimulation konnten nahezu keine, 
nach 4-std. Stimulation zwischen 4.5% bis 27% 
IFN�+CD8+ T-Zellen (bei 5/5 Patienten) nach-
gewiesen werden, was auf eine Anreicherung 
von „memory“-Effektor-T-Zellen im Tumor-
gewebe hindeutet. In den PBMC der Patienten 
konnten vergleichsweise auch nach Stimulation 
nur wenige dieser Zellen gefunden werden.  

In einem weiteren Experiment wurden aus dem 
Gewebe ausgewanderte TIL-26 Zellen verwen-
det, die nach einem Stimulations-zyklus mit 
der RCC-26 IL2-Transduktante eingefroren 
worden waren. Diese heterogene Zellpopulati-
on (5% CD3+CD4+, 64% CD3+CD8+) wurde 
aufgetaut, für 4 Std. mit OKT3 stimuliert und 
mit Hilfe des Assays angereichert. Abbildung 1  
zeigt die Analyse der jeweils angereicherten 
und nicht-angereicherten Zellfraktion. 

Die TCR-Quantifizierung zeigt eine 55-fache 
Anreicherung des spezifischen V�20/J�22 
Templates und die ELISPOT-Analyse beweist, 
dass sich der größte Prozentsatz Tumor-
spezifischer T-Zellen in der angereicherten 
Fraktion befindet. Ein kleiner Anteil an Zellen 
reagiert auch mit den LCL-26 Zellen, mögli-
cherweise aufgrund gemeinsamer Epitope zwi-
schen RCC und den LCL. 
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Abb. 1: Detektion und Anreicherung Tumor-spezifischer T-Zellen mit Hilfe des IFN�-„capture“-Assays. Eine heterogene 
Population von TIL-26 Zellen wurde für 4 h mit OKT3 stimuliert und die IFN�-produzierenden Zellen mit Hilfe des „cap-
ture“-Assays angereichert. Die Tumor-spezifische Immunantwort beider Zellfraktionen wurde im ELISPOT quantifiziert 
(400 TIL-26 Zellen/well + 5000 Stimulatorzellen/well) und der V�20/J�22 TCR über „real time“-PCR mittels LightCyc-
ler� quantifiziert. 

 

Ob mit Hilfe eines derartigen Assays angerei-
cherte IFN�-produzierende T-Zellen nach z. B. 
2-wöchiger In-vitro-Expansion ihre spezifische 
zytotoxische Aktivität noch behalten und nach 
adoptivem Transfer sogar zur Tumorabstoßung 
führen, konnte mit dem CT26 Kolonkarzinom-

Tumormodell in Balb/c Mäusen nachgewiesen 
werden. In 3 von 5 Mäusen kam es nach Trans-
fer dieser Zellen unter zusätzlicher Gabe von 
20.000 U rIL-2 i.p. zur Tumorabstoßung. Ohne 
IL-2 Gabe wurden die Tumoren nur partiell 
abgestoßen (Abb. 2). 
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Der Vorteil dieser Strategie ist, dass sowohl 
CD4+ als auch CD8+ polyklonale Tumor-
reaktive T-Zell-Populationen ohne Kenntnis 
des Tumorantigens angereichert und ohne zu 

klonieren expandiert werden können, was von 
eminenter Bedeutung für die adoptive T-Zell-
Therapie von Tumorpatienten ist. 
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Abb. 2: Adoptiver Transfer nach Expansion in vitro: IFN�
+ T-Zellen sind in vivo zytotoxisch. 



 Laser- und Immunologie-Forschungseinrichtungen 

Allogene, genetisch modifizierte Tumorzellvakzine für das  
Nierenzellkarzinom 

Analyse der Immunogenität des 
RCC 
Die Entscheidung, eine allogene Vakzine zu 
generieren, entwickelte sich aus unseren Unter-
suchungen zur Erkennung von RCC durch zy-
totoxische Effektorzellen. Diese Studien zeig-
ten, dass die RCC-26-Zelllinie ideale Eigen-
schaften für eine allogene Vakzine besitzt. 
RCC-26 besitzt einen oder mehrere tumorasso-
ziierte Liganden, die von dem in der Bevölke-
rung häufigen Allelprodukt HLA-A*0201 prä-
sentiert werden. Diese(r) Ligand(en) werden in 
vielen Nierenzellkarzinomen exprimiert, so 
dass sie als gemeinsame (shared antigens) de-
finiert werden können. Weiterhin wurden TIL, 
die RCC-26 erkennen, in mehreren Patienten 
gefunden. Dies zeigt, dass das Immunsystem 
gegen die vom RCC-26 exprimierten Epitope 
nicht tolerant ist und dass viele Patienten be-
reits eine T-Zell-Antwort gegen die von RCC-
26 exprimierten antigenen Determinanten ent-
wickelt haben. Sowohl die gegen diese(n) Li-
ganden gerichteten Gedächtniszellen als auch 
die durch Stimulation neu induzierten T-Zellen 
exprimieren charakteristische TCR, die als mo-
lekulare Marker zum Nachweis dieser Tumor-
spezifischen T-Zellen verwendet werden kön-
nen. 

Genmodifikation von RCC-26 zur 
Verbesserung der natürlichen Im-
munogenität 
Unter dem Gesichtspunkt, dass RCC-26 als 
Vakzine nicht nur Antigen exprimieren muss, 
sondern auch zusätzliche T-Zell-
Aktivierungssignale vermitteln soll, wurden 
Genmodifikationen zur Verbesserung der Anti-
genpräsentation und T-Zellaktivierung in Be-
tracht gezogen. Da RCC-26 keine Kostimulati-
onsmoleküle exprimierte, wurde RCC-26 mit 
dem Gen für B7.1 transduziert. Zusätzlich 
wurden noch Einfachtransduktanten mit den 
Genen für IL-2, IL-7 und Interferon-� herge-
stellt, sowie Doppeltransduktanten, RCC-
26.IL-2/B7.1 und RCC-26.IL-7/B7.1. Die ver-
schiedenen RCC-26-Transduktanten wurden in 
In-vitro-Testsystemen überprüft, ob die jewei-
lige Genmodifikation quantitativ und qualitativ 
Einfluss auf die Reaktivität sowohl der MHC-
restringierten Effektorzellen als auch der nicht-
MHC-restringierten Lymphokin-aktivierten 
Killer(LAK)-Zellen nimmt (Abb. 1). Die 
Transduktion mit dem Gen für IFN-� führte zu 

einer deutlichen Steigerung der zytotoxischen 
Aktivität der TIL-26 und unterdrückte die Ak-
tivität der LAK-26 vollständig. Die Transduk-
tion mit dem Gen für B7.1 beeinflusste weder 
die Aktivität von TIL-26 noch LAK-26. Die 
Genmodifikation mit IL-2 steigerte beide Akti-
vitäten. Die Koexpression von B7.1 verstärkte 
den positiven Effekt von IL-2. Ein vergleichbar 
starker positiver Effekt auf beide Effektorakti-
vitäten wurde für die Doppeltransduktanten 
RCC-26.IL-2/B7.1 und RCC-26.IL-7/B7.1 be-
obachtet. 

0 20 40 60 80 100 1200 50 100 150
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Abb. 1: Genmodifikationen von RCC-26 mit Genen für 
Zytokine und B7.1 beeinflussen die Effektorfunktion von 
MHC-restringierten (TIL-26) und nicht-MHC-
restringierten (LAK-26) Lymphozyten. Die Erkennung der 
angegebenen Zelllinien ist dargestellt als % relative Zyto-
toxizität. Das Effektor-T-Zell-/Tumortarget-Verhältnis war 
2:1 für TIL-26 und 20:1 für LAK-26. (RCC-26pLXSN ist 
Vektorkontrolle; NT not tested). 

Das Konzept, allogene Tumorzellen als Vakzi-
ne zu verwenden, wurde anfänglich kritisiert, 
weil man dachte, dass dominante Alloantwor-
ten die Entwicklung Tumor-assoziierter T-
Zellen unterdrücken könnten. Mit Hilfe von 
Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass sich 
andauernde allogene Antworten nicht nachtei-
lig auswirken, sondern die Induktion einer Tu-
morimmunität sogar fördern können.  

International wurde bisher nur eine klinische 
Studie mit IL-2-modifizierten RCC-Zellen für 
10 Patienten abgeschlossen 
(www.wiley.co.uk/wileychi/genmed/clinical). 
Dass bei dieser Studie keine Anzeichen einer 
klinischen Besserung zu sehen waren, darf 
nicht zu der allgemeinen Ablehnung des allo-
genen Konzeptes verleiten. Denn es war weder 
die Immunogenität der Vakzine untersucht 
worden, noch das HLA-A2 auf molekularer 
Basis typisiert worden, was für eine sinnvolle 
Patientenselektion nötig ist. Auch waren keine 
immune monitoring-Analysen durchgeführt 
worden. In unserer klinischen Studie wird für 
die Behandlung des RCC zum ersten Mal das 
B7.1 kostimulatorische Moleküle in Kombina-
tion mit Zytokinen eingesetzt. Die In-vitro-
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Analysen hatten gezeigt, dass IL-2 und IL-7 für 
unterschiedliche Antworten verantwortlich sein 
können. Ob sich dieser Befund auch in vivo 
zeigen wird, bleibt abzuwarten. Der Einsatz i-
dentischer immune monitoring-Strategien bei 
beiden Patientengruppen wird einen direkten 
Vergleich beider Vakzinezellen erlauben.  

Etablierung einer funktionellen 
Qualitätskontrolle unter GMP-
Bedingungen 
Für eine funktionelle Qualitätsprüfung der gen-
technisch-modifizierten Zelllinien (RCC-26 IL-
2/B7.1, RCC-26 IL-7/B7.1) wurde in enger Zu-
sammenarbeit mit dem Zellkulturlabor für Kli-
nische Prüfung (ZKP) in Berlin (Dr. J. Kopp, 
Herstellungsleiter und E. Wehnes, Leiter der 
Klinischen Prüfung) im LTI ein externes Quali-
tätsprüflabor entsprechend den europäischen 
Richtlinien für GMP („good manufacturing 
practice“) eingerichtet und von der Regierung 
von Oberbayern genehmigt. Zur funktionellen 
Evaluierung der Vakzinen, die später einmal 
als Arzneimittel zugelassen werden sollen, 
wurde ein Testsystem mit den erforderlichen 
SOPs („standard operating procedures“) ent-
wickelt, das ebenfalls von der Behörde mit dem 
Titel „Spezifische Lymphozytenstimulierung“ 
genehmigt wurde. 

Die Sekretion der Zytokine IL-2 und IL-7, die 
Oberflächenexpression des B7.1 Moleküls auf 
den zu prüfenden Vakzine-Zelllinien sowie alle 
anderen Qualitätsuntersuchungen hinsichtlich 

Identität, Stabilität, Sterilität, Endotoxingehalt 
und Virenkontamination wurden intern und ex-
tern im Auftrag des ZKP von anderer Seite 
(Firma BioReliance) durchgeführt. Als Mess-
parameter für die funktionelle Qualitätsprüfung 
im Sinne einer MHC-restringierten Erkennung 
des Tumorantigens wurde die spezifische 
IFN�-Produktion des autologen V�20 TCR-
positiven TIL-26 T-Zellklones nach Stimulie-
rung durch die zu prüfenden Zelllinien ver-
wendet und als Messmethode wurde der 
ELISPOT eingesetzt. 

Verschiedene Präparate aus den einzelnen Pro-
duktionschargen der RCC-26 IL-2/B7.1 bzw. 
RCC-26 IL-7/B7.1 Vakzine-Herstellung wur-
den für diesen Prüftest verwendet: PSB (prima-
ry seed bank), WCB (working cell bank) und 
unbestrahltes klinisches Lot. Als Kontrollzell-
linien wurden eingesetzt: die parentale RCC-26 
Zelllinie, die autologe primäre Normalnieren-
zelllinie (NKC-26) und die autologe B-LCL-
26. 

Zusätzlich wurden im Auftrag des Leiters der 
klinischen Prüfung die bestrahlten Präparate 
der klinischen Lots getestet (Abb. 2). Der Prüf-
test bewies nicht nur die gleichmäßige HLA-
restringierte Erkennung aller Präparate aus den 
einzelnen Produktionschargen sondern auch 
den günstigen Effekt der nachträglichen Be-
strahlung der fertig produzierten Vakzine auf 
die Aktivierung der T-Zellen, die dadurch be-
gründet ist, das die bestrahlten Zellen mehr IL-
2 bzw. IL-7 sezernieren als die unbestrahlten 
Vakzinezellen.
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Abb. RCC-2: Prüftest „Spezifische Lymphozytenstimulie-
rung“: TIL-26 ELISPOT. Gezeigt ist die Reaktivität des 
Klones TIL-26-2 #47 (1000 Zellen/well) nach Stimulation 
mit den entsprechenden Prüfpräparaten bzw. Kontrollzell-
linien (5000 Zellen/well) als Anzahl IFN�-produzierender 
TIL-26 Zellen. Zur Blockierung der Reaktion wurden der 

HLA-Klasse-I-reaktive monoklonale Antikörper W6/32 
(Fa. DAKO) und für RCC-26 bzw. die bestrahlten klini-
schen Lots zusätzlich der HLA-A2-reaktive monoklonale 
Antikörper HB 54 eingesetzt. Dargestellt sind die Mittel-
werte aus Triplikaten. 
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Klinische Studie (Phase I) zur Evaluation einer allogenen, gen-
technisch modifizierten Tumorzellvakzine für das Prostatakarzinom 

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Klini-
kum der TU München (FE-Vertrag DLR 01 
GE 9625/4 mit Prof. B. Gänsbacher, Institut für 
Experimentelle Onkologie und Therapiefor-
schung; Prof. R. Hartung, Urologische Klinik) 
werden im Labor für Tumorimmunologie auch 
die HLA-Typisierung und das immune monito-
ring für die klinische Phase I/II Studie zur Be-
handlung von Patienten mit hormonrefraktärem 
Prostatakarzinom durchgeführt. Für diese Stu-
die wurde die allogene HLA-A*0201 positive 
Prostatakarzinomzelllinie LNCaP durch retro-
viralen Gentransfer mit den Genen für die Zy-
tokine Interleukin-2 und Interferon-� transfi-
ziert. IL-2 fördert die Aktivierung und Prolife-
ration von T-Lymphozyten und NK-Zellen, 
IFN� führt u. a. zu einer gesteigerten Expressi-
on von MHC-Molekülen auf der Zelloberfläche 
der Tumorzellen und damit auch zu einer ge-
steigerten Präsentation Tumor-assoziierter Pep-
tidfragmente. Die Zellen werden vor Injektion 
mit 150 Gy bestrahlt, um ein Tumorwachstum 
im menschlichen Körper zu verhindern. An-
schließend werden die Zellen dann in einem 
Dosis-Eskalationsversuch den Patienten intra-
dermal injiziert. Insgesamt werden innerhalb 
von drei Monaten mindestens vier Vakzinie-
rungen durchgeführt. Phase I der klinischen 
Studie mit sechs Patienten und einem Follow-
up von mindestens sechs Monaten bei vier 
Vakzinierungen ist gegenwärtig beendet und 
befindet sich in der Auswertung. Als klinischer 
Parameter für das Ansprechen von Prostatakar-
zinompatienten auf eine Therapie dient u. a. 
der PSA-Wert im Serum, der bei allen Patien-
ten, die in die Studie aufgenommen werden, im 
Ansteigen ist. Bei zwei Patienten zeigte sich 
ein Absinken bzw. eine Stabilisierung des 
PSA-Wertes für länger als ein Jahr. Zwei Pati-
enten blieben in Progress und sind nach vier 
Vakzinierungen aus der Studie ausgeschieden. 
In der Phase II werden derzeit 12 weitere Pati-
enten von insgesamt 30 geplanten Patienten 
behandelt. 

Das Procedere für das Monitoring ist prinzi-
piell das gleiche wie für die Nierenzellkarzi-
nomstudie. Von Vorteil ist jedoch, dass es be-
reits definierte Prostata-spezifische Antigene 
mit bekannten HLA-A2-restringierten T-Zell-
Epitopen gibt, beispielsweise für das Prostata-
spezifische Antigen (PSA), das Prostata-
spezifische Membranantigen (PSMA) und PAP 
(prostatic acid phosphatase). Weitere Peptide 
werden gegenwärtig getestet: z. B. für PSCA 
(prostate stem cell antigen), STEAP (six-

transmembrane epithelial antigen of the 
prostate), PSGR (prostate-specific G protein-
coupled receptor). 

Abbildung 1 zeigt eine erste Analyse von zwei 
Patienten nach viermaliger Vakzinierung (s.c.) 
mit jeweils 7.5 Mio. LNCaP IL2/IFN�-Zellen. 
Zu verschiedenen Zeiten vor und nach den ein-
zelnen Vakzinierungen wurden den Patienten 
Blutproben entnommen und die PBMC isoliert 
und eingefroren. Später wurden die Zellen auf-
getaut und im ELISPOT analysiert. 

Beide Patienten reagierten im klinischen Moni-
toring bezüglich ihres PSA-Wertes 
unterschiedlich. Zunächst kam es bei beiden 
Patienten zu einem, allerdings nur zeitlich 
begrenzten, Abfall des Wertes. Der PSA-Wert 
von Patient A stieg dann wieder an, 
wohingegen der PSA von Patient B nach 
geringem Anstieg ein Plateau erreichte und für 
längere Zeit konstant blieb.  

Patient B zeigte im ELISPOT auch an Tag 183 
und Tag 274 noch eine höhere Reaktivität ge-
genüber PSMA-P2. Ob diese Reaktivität je-
doch relevant ist, kann noch nicht beurteilt 
werden, da erst die Analyse weiterer Patienten 
abgewartet werden muss. Zumindest wies die-
ser Patient auch in den Hautbiopsien eine stär-
kere Infiltration von T-Zellen, Makrophagen 
und Eosinophilen auf. Weitere ELISPOT-
Analysen mit anderen Peptiden, die HLA-
A2/Peptid-Tetramer-Bindungs-assays sowie 
die Charakterisierung der mittels Durchflußzy-
tometrie angereicherten T-Zellen werden ge-
genwärtig durchgeführt.  
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Abb. 1: IFN�-ELISPOT zur Analyse der Immunantworten 
von CaP-Patienten während der Therapie. Den Patienten 
wurden vor und jeweils acht Tage nach den einzelnen Vak-
zinierungen Blutproben entnommen, die PBMC isoliert 
und eingefroren. Zusätzliche Blutproben wurden an den 
Tagen 57, 183 und 274 entnommen. Am Tag der 
ELISPOT-Analyse wurden die Zellen aufgetaut und je-

weils 100.000 Zellen pro well direkt mit 2 �g/ml Peptid für 
24 h inkubiert. Als Peptide wurden eingesetzt: PSA123 
(FLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQV), PSMA-P1 
(LLHETDSAV), PSMA-P2 (ALFDIESKV) und als Kon-
trollpeptid Melan-A (ELAGIGILTV). Die Hintergrundre-
aktivität der PBMC ohne Peptid ist abgezogen. 
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Ausblick 

Nach der ersten Euphorie über die neuen Mög-
lichkeiten der Tumorimmunologie, die haupt-
sächlich durch die erfolgreiche Heilung von 
Tieren mit experimentell erzeugten Tumoren 
ausgelöst wurde, ist klar geworden, dass Hei-
lungschancen im Menschen nur bestehen, wenn 
eine möglichst geringe Tumorlast vorhanden 
ist (minimal residual disease). Neue Immun-
therapien werden meist Patienten mit weit fort-
geschrittener Tumorerkrankung angeboten; ei-
ne Heilung ist daher wenig wahrscheinlich. In 
solchen Patientenstudien sollen, neben der Do-
sisfindung, mögliche Nebenwirkungen identifi-
ziert werden. Um trotzdem Aussagen zu der 
Wirksamkeit einer Immuntherapie machen zu 
können, ist ein empfindlicher Nachweis einer 
spezifischen Immunreaktion gegen den Tumor 
von Nöten (immune monitoring). Einer unserer 
Forschungsschwerpunkte wird daher auch in 
Zukunft in der  Weiterentwicklung von immune 
monitoring-Methoden liegen. Für eine standar-
disierte Bewertung der Immunantwort und ei-
nen direkteren Vergleich der Wirksamkeit un-

terschiedlicher Immuntherapieansätze wäre ei-
ne zentrale monitoring-Einrichtung wün-
schenswert. 

Klinische und molekularbiologische Analysen 
von Tumoren haben klar gezeigt, dass Tumor-
erkrankungen hochkomplex und heterogen 
sind, so dass vermutlich Immuntherapien indi-
viduell angepasst werden müssen. Dazu wer-
den praktikable, kostengünstige Analyseverfah-
ren zur Bestimmung des patienteneigenen Tu-
morantigenmusters z.B. mit Hilfe von Antikör-
per-Mikroarrays benötigt. Das langfristige Ziel 
unserer Forschungsaktivitäten ist daher die Be-
reitstellung von off shelf-Therapeutika, wie An-
tikörper, Peptide oder Tumorantigen-
cDNAs/RNAs, für eine optimierte, individuali-
sierte zelluläre und humorale Tumorimmunthe-
rapie von urologischen und anderen Tumoren. 
Hierzu ist eine enge Zusammenarbeit von Kli-
niken und assoziierten Laboratorien und Insti-
tuten, wie sie im LTI bereits besteht, eine wich-
tige Voraussetzung. 
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 Laser- und Immunologie-Forschungseinrichtungen 

Veranstaltungen 

Seminarreihe des Labors für Tumorimmu-
nologie und der KKG „Immuntherapie uro-
logischer Tumore“ (GSF-LMU) in der Bib-
liothek des LIFE-Zentrums: 

 

3.6.2002 

In vivo-Funktionsstudien an Antigen-
präsentierenden Zellen 

Prof. Dr. Thomas Brocker 
Institut für Immunologie  
Ludwig-Maximilians-Universität München 
 

17.6.2002 

T-Zell-vermittelte Tumorregression: Untersu-
chungen zu möglichen Wirkmechanismen 

Dr. Hauke Winter 
Chirurgische Klinik und Poliklinik,  
Klinikum Großhadern 
Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

8.7.2002 

Rolle der Cyclooxygenase 2 (COX2) bei der 
Tumorentstehung 

Prof. Dr. Georg Enders 
Institut für Chirurgische Forschung,  
Klinikum Großhadern 
Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

4.11.2002 

Immuntherapie des multiplen Myeloms 

Dr. Volker Reichardt 
Medizinische Klinik II 
Abteilung für Hämatologie, Onkologie, Immu-
nologie und Rheumatologie 
Universität Tübingen 

 

15.11.2002 

Characterization of molecules involved in the 
progression of human melanoma 

Prof. Dr. Judy Johnson 
Institut für Immunologie 
Ludwig-Maximilians-Universität München 

2.12.2002 

Dendritic cell-based immunization against re-
nal cell carcinoma: a role for oncofetal anti-
gens? 

Prof. Dr. Martin Thurnher 
Urologische Klinik 
Universität Innsbruck 

 

 

 

Abschluss-Symposium der Klinischen For-
schergruppe (DFG) 

„Zellbasierte Vakzinen für die Immunthe-
rapie urologischer Tumoren“ 

 

Wildbad Kreuth, 30.9.-2.10.2002 

 

 

 

Tutorials im Rahmen des Kurses Infekti-
onskrankheiten und Immunologie (IKI) der 
München-Harvard-Allianz 

 

Prof. Wolfgang Zimmermann 
12.11. - 4.12.2001 
13.5. - 7.6.2002 
11.11. - 3.12.2002 
 

Dr. Alexander Buchner 
11.11. - 3.12.2002 
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Praktikum FACS-Analyse im Rahmen des 
Kurses Infektionskrankheiten und Immuno-
logie (IKI) der München-Harvard-Allianz 

 
Dr. Alexander Buchner 
 
Sommersemester 2001 - vier Kurse 
Wintersemester 2001/2002 - vier Kurse 
Sommersemester 2002 - vier Kurse 
Wintersemester 2002/2003 - vier Kurse 
 

 

Praktikum der Immunologie für Biologie-
Studenten 
 
Dr. Heike Pohla 
 
Sommersemester 2001 
Wintersemester 2001/2002 
Sommersemester 2002 
Wintersemester 2002/2003 
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