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1 Einleitung 
 

1.1 Wissenschaftlicher Hintergrund 

1.1.1 Immunologischer Hintergrund einer kombinierten 
Radioimmuntherapie 

 
Trotz vielseitiger wissenschaftlicher und pharmazeutischer Bemühungen sind die 

heutigen Behandlungsmöglichkeiten für viele fortgeschrittene 

Tumorerkrankungen nur sehr eingeschränkt. Insbesondere die Wirksamkeit 

etablierter Therapiestandards, inklusive systemischer Chemotherapie und 

Strahlentherapie, bleiben trotz der teilweise hohen Nebenwirkungen solcher 

Ansätze insgesamt unbefriedigend. Fortgeschrittene Tumorerkrankungen mit 

Bildung von Fernmetastasen stellen ein besonderes Problem der heutigen 

Krebstherapie dar und sind die Hauptursache für Krebstodesfälle (Sporn 1996, 

Sporn 1997, Geiger and Peeper 2009). 

 

Im Verlauf des letzten Jahrzehnts wurden neue Therapiemöglichkeiten 

entwickelt, wie z.B. targeted therapies (u.a. EGFR-Inhibitoren, CD20-Antikörper, 

antiangiogenetische Antikörper) oder immunmodulatorische Therapien (Immun-

Checkpoint-Inhibitoren wie CTLA-4 und PD-1 Antikörper und Tumorvakzine). 

Diese neuartigen Therapieansätze konnten große Erfolge in jeweils einem 

bestimmten Patientenkollektiv erzielen, ohne dass jedoch der Großteil der 

Patienten mit fortgeschrittener Krebserkrankung davon profitieren konnte. 

Insbesondere Immun-Checkpoint-Inhibitoren konnten auch im bereits 

metastasiertem Stadium zu einer Verbesserung des Gesamtüberlebens im 

Vergleich zu etablierten Systemtherapien führen, vor allem z.B. bei Melanom-

Patienten (Hodi, O'Day et al. 2010). Der Einsatz dieser Inhibitoren führt bei 

einigen, jedoch nicht allen dieser Patienten zur Induktion oder Verstärkung einer 

tumor-spezifischen Immunantwort (Whiteside, Demaria et al. 2016).  

 

In den meisten Fällen führt dies jedoch nicht zu einer kompletten Tumorkontrolle, 

insbesondere bei Patienten mit einer hohen Tumorlast oder Patienten mit 
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weniger bzw. nicht-immunogenen Tumoren. Ein Grund hierfür stellt häufig das 

immunsuppressive Mikromilieu des Tumors dar, welches eine unzureichende 

Infiltration von immunkompetenten Zellen, wie z.B. zytotoxischen CD8+ T-Zellen 

oder dendritischen Zellen in den Tumor zur Folge hat (Gabrilovich, Chen et al. 

1996, Banchereau, Briere et al. 2000, Triozzi, Khurram et al. 2000, Vicari, Caux 

et al. 2002, Kobie, Wu et al. 2003, Wang and Wang 2007, Melief 2008, Whiteside, 

Demaria et al. 2016).  

 

Dendritische Zellen (DCs) werden von Tumoren chemotaktisch angezogen. 

Tumorinfiltrierende DCs phagozytieren und prozessieren Tumorantigene. Dies 

bewirkt zusammen mit Gefahr- und „Freß-mich“-Signalen (Yang, Chen et al. 

2007) aus dem Tumor, eine robuste DC-Reifung (Matzinger 2002) und das 

chemotaktische „Homing“ der aktivierten DCs in die ableitenden Lymphknoten, 

wo sie tumorreaktive CD4+ und CD8+ T-Zellen aktivieren können (Sanchez-

Sanchez, Riol-Blanco et al. 2006). So kann das adaptive Immunsystem eine T-

Zell-Immunität gegen Tumoren erwerben. Eine robuste Aktivität von DCs wird 

aber nur selten in den Tumoren beobachtet. 

 

Das Mikromilieu von Tumoren wirkt diesen Prozessen auf verschiedenen Ebenen 

entgegen, wobei wahrscheinlich physikalische Faktoren (Hypoxie oder der pH-

Wert) und immunsupprimierende Signalmoleküle zusammenspielen. Letztere 

werden von den Tumorzellen selbst oder von tumorassoziierten Makrophagen 

(TAM) und myeloiden Suppressorzellen (MDSC) exprimiert bzw. sezerniert 

(Melief 2008). Dabei wird sowohl die Differenzierung von DCs aus CD34+ 

Progenitorzellen durch VEGF, IL-6, Macrophage-Colony-Stimulating-Faktor (M-

CSF), die viele Tumoren bilden, (Banchereau, Briere et al. 2000) als auch die 

Reifung und Aktivierung von tumorinfiltrierenden DCs durch im Tumor gebildetes 

PGE2, IL-10, und TGF-β gehemmt, sodass der DC Phänotyp im Tumor oder in 

den tumorableitenden Lymphknoten eher demjenigen von ruhenden, nicht-

aktivierten und unreifen DCs ähnelt (Gabrilovich, Chen et al. 1996, Banchereau, 

Briere et al. 2000, Vicari, Caux et al. 2002, Kobie, Wu et al. 2003). Eine 

Tumorantigen-Präsentation durch unreife DCs induziert jedoch T-Zell-Anergy 
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oder -Deletion und regulatorische T-Zell (Treg)-Antworten anstatt einer 

Antitumor-Immunität (Melief 2008). 

 

Tumoren haben zusätzlich die Fähigkeit zirkulierende Treg-Zellen anzulocken, 

indem der Tumor die Expression von Addressinen auf der Oberfläche von 

Endothelzellen induziert und so die selektive Transmigration von Tregs aus dem 

Blut ins Gewebe stimuliert. Ferner können Tumorzellen den apoptotischen 

Zelltod der DCs induzieren (Vicari, Caux et al. 2002) und der Erkennung durch 

zytotoxische T-Zellen entkommen, indem sie die Expression von MHC-Klasse I 

Rezeptoren auf ihrer Oberfläche herunterregulieren (Demaria, Ng et al. 2004). 

Letztlich wurde beobachtet, dass Tumoren auch das Homing von aktivierten DCs 

in die ableitenden Lymphknoten hemmen können (Triozzi, Khurram et al. 2000). 

Erhöht sich aber die Zahl von tumorinfiltrierenden Treg-Zellen (Wang and Wang 

2007) und erniedrigt sich diejenige von CD4+ T-Zellen wird die DC-Aktivierung 

und Reifung im Tumor noch weiter unterdrückt. 

 

Bei der Vakzinierung gegen Tumoren können tumorassoziierte oder 

tumorspezifische Antigene verwendet werden. Angesichts der Tatsache, dass 

die meisten tumorassoziierten Antigene nicht ausschließlich auf Tumorzellen 

exprimiert werden, stellt das Überwinden der vorhandenen Toleranz gegenüber 

den Antigenen die größte Herausforderung bei diesem Ansatz dar. Nach großen 

Erfolgen mit präventiven oder therapeutischer Vakzinierung im Mausmodell 

(Mayordomo, Zorina et al. 1995) wurden in den letzten Jahren mehrere klinische 

Studien durchgeführt, in denen tatsächlich tumorspezifische CD4+ and CD8+ T-

Zell Antworten ausgelöst werden konnten (Palucka, Ueno et al. 2007, Steinman 

and Banchereau 2007).  

 

Einzelne klinische Vakzinierungsstudien zeigten teilweise spektakuläre Erfolge 

(Higano, Schellhammer et al. 2009, Kirkwood, Lee et al. 2009, Weide, Pascolo 

et al. 2009), die Mehrheit der Studien lieferten aber eher enttäuschende Resultate 

(Rosenberg, Yang et al. 2004, Melief 2008, Freedman, Neelapu et al. 2009). Die 

Wissenschaft ist sich einig bei der Interpretation der negativen Ergebnisse dieser 
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Studien und postuliert die Notwendigkeit einer Kombinationstherapie, die das 

Tumorwachstum über unterschiedliche Mechanismen inhibieren soll. Deshalb 

wird durch verschiedene Strategien (Ko-Applikation mikrobiologischer 

Gefahrensignale, Treg-Zelldepletion, kombinierte Strahlen- oder Chemotherapie) 

versucht, die Immuntoleranz gegenüber Tumoren abzuschwächen und so die 

klinische Wirksamkeit der Immuntherapie zu verbessern (Medzhitov 2007, Sharp, 

Wansley et al. 2007, Wang and Wang 2007, Chamoto, Takeshima et al. 2009, 

Petrausch, Jensen et al. 2009).  

 

Insbesondere die Kombination von Strahlentherapie und Vakzinierung scheint in 

Tiermodellen eine signifikant verbesserte lokale Tumorkontrolle und eine 

verringerte Fernmetastasierung, also das Streuen von malignen Zellen von 

einem Primärtumor zu entfernten Körperstellen, zu bewirken (Nikitina and 

Gabrilovich 2001, Kim, Kim et al. 2004, Chen, Xia et al. 2005, Tseng, Trimble et 

al. 2009).  

 

1.1.2 Abskopale Effekte and Metastasierung 
 

Dabei kann Strahlentherapie die Immuntherapie auf verschiedenen Ebenen 

unterstützen. Durch den Strahlentod der Tumorzellen wird eine bessere 

Perfusion und somit Oxygenierung des Tumors erreicht. Außerdem kann eine 

Bestrahlung das immunsuppressive Mikromilieu von Tumorzellen positiv 

beeinflussen. Dabei werden immunsupprimierende Leukozyten des 

Tumorstromas in ihrer Funktion geschwächt (Gabrilovich, Chen et al. 1996, 

Kobie, Wu et al. 2003). Zusätzlich stellen apoptotische oder nekrotische 

Bestandteile abgestorbener Tumorzellen eine hervorragende Quelle für 

unspezifische und insbesondere auch tumor-assoziierte Antigene dar (Jonathan, 

Bernhard et al. 1999). Zum anderen bergen sie Gefahrensignale, die sowohl DCs 

anlocken als auch in DCs die effiziente Prozessierung und Präsentation von 

Tumor-Antigenen stimulieren (Apetoh, Ghiringhelli et al. 2007, Yang, Chen et al. 

2007). Ionisierende Strahlung kann die Expression, sowohl von 

tumorassoziierten Antigenen, als auch von MHC-Klasse I Rezeptoren auf den 
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Tumorzellen erhöhen (Hareyama, Imai et al. 1991, Matsumoto, Takahashi et al. 

1999, Kunala and Macklis 2001). Auch erleichtert eine Tumorbestrahlung das 

„Homing“ der aktivierten DCs zu den ableitenden Lymphknoten und erhöht somit 

die Effizienz der Antigen-Präsentation (Teitz-Tennenbaum, Li et al. 2008). Die 

Bestrahlung von Tumorzellen kann zudem die Oberflächen-Expression von FAS-

Rezeptoren auf Tumorzellen induzieren und so die Zellen anfälliger für 

zytotoxische T-Zellen machen (Chakraborty, Abrams et al. 2003). Weiterhin 

wurde gezeigt, dass eine lokale Bestrahlung das Einwandern von 

immunkompetenten Antitumor-Effektorzellen in den Tumor erleichtert (Lugade, 

Moran et al. 2005). Eine Tumorbestrahlung kann also eine Immuntherapie auf 

Ebene der DCs, sowie über davon afferente und efferente Prozesse 

unterstützen.  

 

Der Effekt einer lokalen Tumorbestrahlung kann dabei, im Sinne einer 

systemischen Anti-Tumor-Immunität, über die im Strahlenfeld gelegenen 

Tumormanifestationen (Yokouchi, Chamoto et al. 2007) hinaus reichen und sich 

auf Fernmetastasen ausweiten. Dies wird als „abskopaler Effekt“ einer 

Strahlentherapie bezeichnet. Abbildung 1 fasst das immunsuppressive 

Mikromilieu von Tumorzellen und mögliche immunstimulatorische Effekte einer 

Strahlentherapie zusammen (Basler, Kowalczyk et al. 2018). Diese 

systemischen, bzw. abskopalen Antitumor-Immunantworten scheinen besonders 

durch eine fraktionierte Bestrahlung induziert zu werden (Dewan, Galloway et al. 

2009). Strahlungsinduzierte abskopale Effekte könnten daher klinisch genutzt 

werden, um mittels Kombination von Strahlen- und Immuntherapie eine 

Metastasenbildung zu unterdrücken oder die Regression etablierter Metastasen 

zu erzielen (Frey, Rubner et al. 2012, Postow, Callahan et al. 2012). Es existieren 

einige Fallberichte, die diesen Effekt einer kombinierten Radioimmuntherapie 

bereits in der Klinik zeigen konnten (Frey, Rubner et al. 2012, Postow, Callahan 

et al. 2012, Golden, Demaria et al. 2013, Demaria, Pilones et al. 2014, Grimaldi, 

Simeone et al. 2014, Chandra, Wilhite et al. 2015, Golden, Chhabra et al. 2015, 

Reynders, Illidge et al. 2015, Siva, MacManus et al. 2015, Bhattacharyya, 

Purushothaman et al. 2016). 
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1.2 Eigene Vorarbeiten und Vorarbeiten der Klinik für Radioonkologie 
Tübingen in Zusammenarbeit mit der Firma CureVac AG 

Die Klinik für Radioonkologie des Universitätsklinikums Tübingen hat in enger 

Zusammenarbeit mit der Firma CureVac AG, zwei syngene Maus-Tumormodelle 

für die kombinierte Immun- und Strahlentherapie etabliert. Immunogene und 

therapiesensitive E.G7-OVA Thymom- und nicht-immunogene therapieresistente 

Lewis Lung Cancer-Zellen (LLC), wurden subkutan in die rechten Hinterläufe von 

syngenen C57BL/6-Mäusen transplantiert, wo sie sich zu soliden lokalen 

Tumoren entwickelten. E.G7-OVA-Zellen sind mit Ovalbumin als 

tumorassoziiertes (fremdes) Antigen stabil transfiziert, gegen das die Mäuse mit 

einer speziell formulierten Zwei-Komponenten-RNA-Vakzine (OVA-RNActive®) 

(Fotin-Mleczek, Duchardt et al.) vakziniert wurden.  

 

Bei den folgenden Abbildungen (Abb. 2 bis 7) handelt es sich um bereits 

publizierte Daten aus Fotin-Mleczek et al. (Fotin-Mleczek, Zanzinger et al. 2014) 

mit freundlicher Genehmigung des Verlages BioMed Central Ltd. (This is an 

Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons 

Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits 

Abbildung 1: Immunsuppressives Mikromilieu von Tumorzellen und 
immunstimulatorische Effekte einer Strahlentherapie.  
Tumoren können dem Immunsystem auf unterschiedliche Weise entkommen. Sie können 

eine T-Zell Antwort inhibieren, indem sie MHC-Klasse I Rezeptoren herunterregulieren. 

Sie induzieren Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs), Myeloide Suppressorzellen 

(MDSCs) und regulatorische T-Zellen (Treg), was eine verminderte angeborene und 

adaptive Immunantwort zur Folge hat. Eine Bestrahlung führt zu einer vermehrten 

Expression von MHC-Klasse I Rezeptoren und damit verbundener T-Zell Antwort, zur 

erhöhten Infiltration von immunkompetenten Zellen in den Tumor und zur Freisetzung von 

tumor-assoziierten Antigenen, was eine systemische Tumor Immunantwort zur Folge 

haben kann, sogenannte „abskopale Effekte“. Aus Basler et al., 2018, Cancer Immunol 

Immunother, verändert. 
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unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the 

original work is properly credited). 

 

Diese Immuntherapie induzierte sowohl gegen Ovalbumin gerichtete Antiköper 

als auch Ovalbumin-reaktive zytotoxische T-Zellen (Abbildung 2), verzögerte 

aber nur das Tumorwachstum um wenige Tage. Diese Wachstumsverzögerung 

war zudem umso geringer, je größer die Tumoren bei Beginn der Immuntherapie 

waren und je kürzer die Zeit war, um eine Immunantwort zu induzieren (Abbildung 

3). Erfolgte vor Beginn der Immuntherapie jedoch eine Tumorbestrahlung mit 3 

mal 2 Gy (Röntgenstrahlen), kam es zu einer signifikanten 

Wachstumsverzögerung und gesteigertem Überleben der Mäuse im Vergleich 

mit einer alleinigen Immun- bzw. Strahlentherapie (Abbildung 4). Zudem zeigten 

40% der mit der Kombinationstherapie behandelten Mäuse eine 

Komplettremission im Vergleich zu 15% in den beiden anderen Therapiearmen. 

Ähnliche synergistische Effekte von Vakzinierung und Strahlentherapie konnten 

im LLC Modell gezeigt werden (Abbildung 5). In diesem Modell wurde gegen 

Selbstantigene vakziniert, die von den LLC-Zellen exprimiert werden. Darüber 

hinaus wurde durch die Bestrahlung die Expression von MHC-Klasse I 

Rezeptoren an der Oberfläche vom LLC Tumorzellen deutlich erhöht, was diese 

Zellen für die Immuntherapie überhaupt zugänglich machte (Abbildung 6). Wir 

untersuchten den Einfluss einer Immun-, Strahlen-, oder Kombinationstherapie 

auf die zelluläre Zusammensetzung des Tumor-Mikromilieus und konnten eine 

stark erhöhte Infiltration der Tumoren mit Dendritischen Zellen, CD4+ T-

Helferzellen, CD8+-Zytotoxischen T-Zellen, Natürlichen Killer-Zellen, und NKT-

Zellen durch die Kombinationstherapie zeigen (Abbildung 7) (Fotin-Mleczek, 

Zanzinger et al. 2014).   
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Abbildung 2:  OVA-RNActive® Tumorvakzinierung  
Das Vakzinieren mit OVA-RNActive® induziert effektive B- und T-Zell-Antworten. 
C57BL/6 Mäuse (n = 5 pro Gruppe) wurden zweimal intradermal mit OVA-RNActive® 
oder Pufferlösung alleine geimpft (1 Vakzinierung pro Woche). 7 Tage nach der letzten 
Vakzinierung wurden Splenozyten der vakzinierten Mäuse mit einem Ovalbumin- 
(SIINFEKL) oder einem Connexin-Epitop stimuliert und auf eine IFN-γ Sekretion mittels 
ELISpot Assay untersucht: Anzahl der IFN-γ spots / 5x105 Zellen (*p = 0.0154). Aus 
(Fotin-Mleczek, Zanzinger et al. 2014) mit freundlicher Genehmigung. 
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Abbildung 3:  Wachstumsverzögerung einer alleinigen Tumorvakzinierung  
Eine RNActive®-basierte Vakzinierung hemmt das Wachstum von E.G7-OVA-Tumoren 
in C57BL/6-Mäusen in Abhängigkeit der Tumorlast zu Therapiebeginn. Den Mäusen 
wurden subkutan 0.3x106 syngene E.G7-OVA Tumorzellen am Tag 0 transplantiert. 
Gezeigt ist das mittlere Tumorvolumen ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) in 
Abhängigkeit von der Zeit. Die Vakzinierung erfolgte entweder prophylaktisch vor der 
Tumorinjektion (A) an Tag -14 und an Tag -7 (***p < 0.0001) oder im Anschluss an die 
Tumorinjektion (B) an Tag 3, 6, 10, 13 und 17 (**p = 0.0091, ***p < 0.001, ****p < 
0.0001). Die Pfeile zeigen die Tage, an denen die Vakzinierung erfolgte. Je früher eine 
Vakzinierung erfolgte, desto größer war die resultierende Wachstumsverzögerung. Aus 
(Fotin-Mleczek, Zanzinger et al. 2014) mit freundlicher Genehmigung. 
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Abbildung 4: Wachstumsverzögerung und Überleben einer Immun-, Strahlen-, 
oder Kombinationstherapie im E.G7-OVA Tumormodell 
Eine kombinierte Strahlentherapie steigert die Effizienz der Immuntherapie im E.G7-
OVA Thymom-Modell. Dargestellt ist in A das mittlere Tumorvolumen ± 
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) von E.G7-OVA -Tumoren (n = 8), die subkutan 
in den Hinterläufen von C57BL/6-Mäusen wachsen und in B das Überleben der 
Mäuse (MS: Mittleres Überleben). Die Kombinationstherapie aus Bestrahlung und 
Vakzinierung zeigt ein signifikant längeres mittleres Überleben mit 45 Tagen im 
Vergleich zu einer alleinigen Bestrahlung (17,5 Tage) bzw. Vakzinierung (11 Tage) 
und Kontrolle (9 Tage). Aus (Fotin-Mleczek, Zanzinger et al. 2014) mit freundlicher 
Genehmigung. 

A 

B 
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Abbildung 5: Wachstumsverzögerung einer Immun-, Strahlen-, oder 
Kombinationstherapie im Lewis Lung Carcinoma (LLC) Tumormodell 

Auch im Lewis-Lung-Cancer-Modell führt eine kombinierte Strahlentherapie zu 
einer gesteigerten Effizienz der Immuntherapie mit einer verlängerten 
Wachstumsverzögerung. Gezeigt ist das mediane Tumorvolumen ± Standardfehler 
des Mittelwerts (SEM) in Abhängigkeit von der Zeit für LLC-Tumoren, die subkutan 
in den Hinterläufen von C57BL/6-Mäusen wachsen (n = 5 pro Gruppe). Aus (Fotin-
Mleczek, Zanzinger et al. 2014) mit freundlicher Genehmigung. 
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Abbildung 6: Erhöhte MHC-I Expression im Anschluss an eine 
Strahlentherapie 

Eine Bestrahlung (RTX) induziert in LLC-Tumoren die Expression von MHC-I 
Molekülen signifikant, was eine Erkennung und Elimination durch zytotoxische T-
Zellen teilweise erst ermöglich. Die Analyse basiert auf Durchflußzytometrie-
Histogrammen, die anhand von bestrahlten bzw. nicht-bestrahlten Einzelzell-
Suspensionen von LLC-Tumorzellen generiert wurden. Aus (Fotin-Mleczek, 
Zanzinger et al. 2014) mit freundlicher Genehmigung. 
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Abbildung 7: Einfluss einer Immun-, Strahlen-, oder Kombinationstherapie auf 
die zelluläre Zusammensetzung des Tumor-Mikromilieus  

Dargestellt ist die zelluläre Immunzellverhältnis im Vergleich zur Anzahl der LLC-
Tumorzellen in Abhängigkeit der Therapie (n = 4 pro Gruppe). Die Kombination 
von Immuntherapie (RNA) und Strahlentherapie (RTX) führt zu einer erhöhten 
Infiltration des Tumors mit immun-kompetenten Zellen und Effektorzellen (*p < 
0.05). Aus (Fotin-Mleczek, Zanzinger et al. 2014) mit freundlicher Genehmigung. 
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1.3 Experimentelle Ziele 

1.3.1 Projektbeschreibung 
 
Die Vorarbeiten zeigen, dass eine Vakzinierung mit Ovalbumin-kodierender 

mRNA zu einer Wachstumsverzögerung und Überlebensverbesserung in vivo 

führen kann (Fotin-Mleczek, Duchardt et al. 2011, Lorenz, Fotin-Mleczek et al. 

2011). In den letzten Jahren hat sich jedoch gezeigt, dass eine alleinige 

Immuntherapie oder Vakzinierung nur begrenzt effektiv in der Therapie größerer 

etablierter Tumoren oder Metastasen ist, da diese bereits Tumor-

Immunevasionsmechanismen gebildet haben (Formenti and Demaria 2013).  

 

Es gibt bereits umfangreiche Literaturdaten, die einen möglichen positiven 

Einfluss einer Chemotherapie bzw. einer Bestrahlung auf die Wirksamkeit einer 

Immuntherapie modellhaft belegen (Ramakrishnan, Antonia et al. 2008). 

Mehrere Gruppen konnten zeigen, dass eine kombinierte Strahlentherapie diese 

Mechanismen durchbrechen und zu einer verbesserten Tumor-Immunantwort 

führen kann (Demaria, Ng et al. 2004). Die genauen immunologischen Prozesse 

und die beobachteten synergistischen Effekte von Vakzinierung und 

Strahlentherapie, die zur Tumorkontrolle führen können, sind jedoch noch nicht 

hinreichend bekannt. Insbesondere ist bisher nicht ausreichend geklärt, ob 

während einer Immuntherapie die lokale Bestrahlung auch eine Tumorkontrolle 

von Fernmetastasen außerhalb des Strahlentherapie-Zielvolumens induzieren 

kann (Yokouchi, Chamoto et al. 2007, Dewan, Galloway et al. 2009). 

 

Dieses Projekt sollte die zugrundeliegenden immunologischen Mechanismen 

einer kombinierten Radioimmuntherapie in einem syngenen Thymom 

Doppeltumor-Mausmodell charakterisieren. Als Immuntherapie diente dabei eine 

RNActive® Tumorvakzinierung der Firma CureVac (Fotin-Mleczek, Duchardt et 

al. 2011). Ferner sollten synergistische Effekte von Vakzinierungs- und 

Strahlentherapie auf Tumoren und Metastasen außerhalb des 

Bestrahlungszielvolumens, sogenannte abskopale Effekte identifiziert werden. 

Zusätzlich sollte das Tumormikromilieu des nicht-bestrahlten Sekundärtumors in 
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Abhängigkeit einer alleinigen Immuntherapie, Strahlentherapie oder 

Kombinationstherapie auf Zytokin- und Chemokin-Abundanzen untersucht 

werden, um ein Verständnis der zugrundeliegenden biologischen und 

immunologischen Mechanismen zu gewinnen.   

 

Das hier beschriebene Projekt sollte eine Rationale liefern, die die klinische 

Testung von mRNA-basierten Tumorvakzinen in Kombination mit 

Standardtherapien zur Behandlung von Krebserkrankungen im Menschen 

ermöglicht. Das Auftreten von Nebenwirkungen bei einer RNActive®-basierten 

Immuntherapie wurde sehr ausführlich im Rahmen externer toxikologischer 

Prüfungen, im Zuge der Zulassung der klinischen Prüfung am Menschen, 

untersucht. Das Ergebnis dieser Studie bestätigt ein sehr gutes Sicherheitsprofil 

der verwendeten Vakzine, deren Verabreichung mit keinerlei ernsthaften 

Nebenwirkungen verbunden war (Beurteilung NOAEL: no-observed-adverse-

effect-level). Die Nebenwirkungen der Standardtherapien sind bekannt und 

umfassend beschrieben, trotzdem kommen diese Therapien (auch in 

Kombination) bei der Behandlung von bis jetzt nicht heilbaren 

Krebserkrankungen zu breitem Einsatz. 

 

Wir erhofften uns ein besseres Verständnis darüber, inwieweit eine 

Strahlentherapie die vakzininduzierte Immunantwort unterstützen und 

potenzieren kann, sodass eine Metastasierung des Tumors vermieden werden 

kann oder Fernmetastasen außerhalb des Bestrahlungsvolumens ebenfalls 

therapiert werden können. Die zu erwartenden Erkenntnisse über die 

zugrundeliegenden immunologischen Prozesse sollten einer besseren 

Translation dieser Kombinationstherapie in die Klinik dienen. 

 
 
Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden: 
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1.3.2 Auf welchen immunologischen Prozessen basieren die 
beobachteten synergistischen Effekte von Vakzinierung und 
Strahlentherapie? 

 
 
Dazu wurde zum einen das Zytokinprofil im Tumor und die Immunzell-Infiltration 

zwischen den vier Therapiearmen (Keine Therapie, Vakzinierung, 

Strahlentherapie und Kombinationstherapie) verglichen. Zum anderen sollte die 

Immunantwort auf die Vakzine bestimmt werden, indem im Tumor und in 

Splenozyten der Anteil der Antigen-reaktiven zytotoxischen T-Zellen in 

Abhängigkeit der vier Therapieformen quantifiziert wird. 

 

Ein besseres Verständnis, derjenigen zellulären Prozesse, durch die die 

Strahlentherapie die vakzininduzierte Immunantwort soweit stimuliert, dass die 

Immuntoleranz im Tumor durchbrochen werden kann, sind die Voraussetzung 

dafür, die kombinierte Immun- und Strahlentherapie zu optimieren. Diese Daten 

sind ferner unerlässlich, um nach Translation dieser Therapie in die Klinik, ein 

Therapieansprechen über die hier definierten immunologischen Verlaufsmarker 

frühzeitig abschätzen zu können. 
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1.3.4 Kann eine lokale Bestrahlung in Kombination mit einer 
Immuntherapie eine Tumorkontrolle außerhalb des Bestrahlungs-
Zielvolumens induzieren (abskopale Effekte)? 

 

Hierzu wurde ein syngenes E.G7-OVA Doppeltumor-Modell etabliert, bei 

welchem, im Gegensatz zu den Vorarbeiten, jeweils ein Tumor subkutan in die 

rechten Hinterläufe und zeitversetzt ein zweiter Tumor subkutan in die linke 

Flanke von C57BL/6 Mäusen transplantiert wurde. Nur der Primärtumor im 

rechten Hinterlauf wurde in den Bestrahlungsgruppen bestrahlt, während der 

Sekundärtumor in der linken Flanke durch eine zusätzliche Bleiabschirmung 

abgeschirmt wurde. Dieser Versuchsaufbau ist bestmöglich geeignet, um 

potenzielle abskopale Effekte einer Tumor-Bestrahlung auf einen zweiten, 

entfernten Tumor zu untersuchen, welcher nicht bestrahlt wird und dabei eine 

Streustrahlung durch die Bestrahlung des Primärtumors auszuschließen.  

 

Würden die synergistischen Effekte einer kombinierten Immun- und 

Strahlentherapie auch abskopale Tumorbereiche und Fernmetastasen erfassen, 

hätte dies folgende Konsequenzen für eine kombinierte Immun- und 

Strahlentherapie beim Menschen: Normalgewebsschäden könnten dadurch 

vermindert bzw. vermieden werden, indem nur Teile des Tumors im 

Strahentherapie-Zielvolumen erfasst werden. Sichtbare Metastasen und nicht 

detektierte oder sich gerade bildende Metastasen (Mikro-Metastasen) könnten 

durch eine Bestrahlung des Primärtumors bzw. einer anderen Metastase 

eradiziert werden. Ebenfalls könnten schlecht zugängliche oder bereits 

vorbestrahlte Primärtumoren durch eine Bestrahlung von Metastasen therapiert 

werden. 
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2 Material und Methoden 
 
 

Zur Testung einer mRNA-basierten Tumorvakzinierung in Kombination mit einer 

Bestrahlung wurde ein Tumormodell benötigt, das folgende Eigenschaften 

aufweist:  

• Immunkompetente Mäuse, um die komplexe klinische Situation mit 

Wechselwirkung des Tumormikromilieus mit dem Immunsystem 

bestmöglich darzustellen. 

• Bekannte tumorassoziierte Antigene bzw. tumorspezifische 

Fremdantigene mit beschriebenen Epitopen um diese mit der 

kombinierten mRNA-basierten Vakzinierung gezielt zu therapieren. 

• Geeignete und robuste Wachstumskinetik der Tumorzellen, damit 

innerhalb der Versuchsgruppen vergleichbare Volumina des bestrahlten 

Primärtumors und nicht-bestrahlten Sekundärtumors vorliegen.  

 
 

2.1 Mäuse 

Als Mausmodell haben wir uns aufgrund der Immunkompetenz für C57BL/6 

Mäuse entschieden. Diese wurden von Janvier Laboratories (Frankreich) 

erworben. Vor Beginn der Experimente erfolgte eine ein- bis zweiwöchige 

Eingewöhnungsphase in der Tierhaltung. Bei Beginn des Experiments hatten die 

Tiere damit ein mittleres Alter zwischen 7 und 9 Wochen. Alle Experimente 

erfolgten in Einhaltung von genehmigten Protokollen (R15/11) der 

Tierversuchskommission des Regierungspräsidiums Tübingen.  

 

2.2 Zelllinien 

E.G7-OVA, eine Maus T-Zell Lymphom Zelllinie mit stabiler Expression von 

Gallus gallus Ovalbumin (GgOVA), wurde von LGC Promochem GmbH 

(Deutschland) erworben. 
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2.3 CureVac RNActive® Tumorvakzine 

 
Die CureVac AG verfügt über firmeneigene patentierte Technologien zur 

Herstellung von mRNA Molekülen mit erhöhter Stabilität und Translatabilität 

(Patente: EP 1392341 und EP 1604688). Alle in dieser Studie verwendeten 

mRNA-basierten Tumor-Vakzine wurden mit dieser Technologie entwickelt. Sie 

können eine anhaltende anti-Tumor Immunität stimulieren, indem sie sowohl das 

angeborene als auch das adaptive Immunsystem aktivieren.  

 

Die Wirksamkeit dieser Vakzine wurde bereits in präklinischen Studien 

demonstriert (Fotin-Mleczek, Duchardt et al. 2011) und befindet sich aktuell in 

mehreren klinischen Studien. Es konnte gezeigt werden, dass mRNA-basierte 

Vakzine sowohl eine humorale als auch eine T-Zell vermittelte Immunität 

induzieren. Diese ausgeglichene Immunantwort basiert auf der Induktion von 

antigen-spezifischen CD4+ T-Helfer-Zellen und zytotoxischen CD8+ T-Zellen. 

Sobald diese Zellen aktiviert wurden, sezernieren sie eine Vielzahl 

unterschiedlicher Zytokine, die zu einer TH1 Antwort führen, welches einen 

erwünschten Effekt für eine effektive Anti-Tumor-Immunantwort darstellt.  

 

Eine Immunisierung mit mRNA-basierten Vakzinen induziert außerdem ein 

anhaltendes Immungedächtnis über antigen-spezifische T-Gedächtniszellen. 

Dies konnte in Form einer Re-Challenge, also erneuten Tumor-

Challenge/Injektion der überlebenden Mäuse nachgewiesen werden. Dafür 

wurden jedoch nicht erneut E.G7-OVA Zellen, sondern die OVA-negative 

parentale EL4 Thymom-Zelllinie verwendet, also nicht-immunogene Zellen, die 

kein OVA-Antigen tragen. Die Mehrheit der Mäuse mit kompletter Remission 

nach erfolgter Radioimmuntherapie (5/7 bzw. 71%) überlebten auch diese Re-

Challenge, trotz fehlendem Tumor-Antigens (Fotin-Mleczek, Zanzinger et al. 

2014). 

 

Die Anzahl antigen-spezifischer T-Zellen, welche durch mRNA-basierte Vakzine 

induziert wurden, kann durch Erhöhung der Immunisierungsfrequenz mit 
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mindestens 6 Vakzinierungen signifikant gesteigert werden. Eine erhöhte Anzahl 

an Vakzinierungen zeigt dabei kein erhöhtes Vorkommen von immun-

regulatorischen Zellen, wie z.B. regulatorischen T-Zellen (Treg) oder myeloiden 

Suppressorzellen (MDSCs). Allerdings kommt es durch RNActive Vakzine zu 

einer erhöhten Rekrutierung von aktivierten T-Zellen in das Tumorgewebe, sowie 

einer Sekretion von Chemokinen, die andere immunkompetente Zellen anlocken 

und zu einer Hochregulation einer Vielzahl von Genen führen, die für eine 

effektive Anti-Tumor-Immunantwort notwendig sind.  

 

Im EG7-OVA Maus-Tumormodell konnte gezeigt werden, dass sowohl eine 

prophylaktische Vakzinierung (vor einer Tumorinjektion) mit Ovalbumin-

kodierender mRNA, als auch eine therapeutische Vakzinierung (nach erfolgter 

Tumorinjektion) eine starke Immunantwort gegen OVA-exprimierende 

Tumorzellen induzieren kann. Dieser Effekt konnte im nicht-immunogenen Lewis 

Lung Cancer (LLC) Modell bestätigt werden.  

 

Neben diesen vielversprechenden präklinischen Daten befinden sich CureVacs 

mRNA-basierte Vakzine aktuell in mehreren klinischen Studien (CureVac-AG 

2018), diese sind Abbildung 8 dargestellt. 

 

Abbildung 8:  Aktuelle Entwicklung RNA-basierter Tumorvakzine (CureVac AG) 
Die Firma CureVac stellt unterschiedliche Tumorvakine auf mRNA-Basis her, welche 

sich aktuell in unterschiedlichen Entwicklungsphasen befinden, inklusive einiger 

klinischen Studien. Stand Januar 2019 (Quelle: https://www.curevac.com/de/forschung-

entwicklung) 
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2.4 Zellkultur 

 

2.4.1 Zellzählung und Viabilitätsmessung 
 
Die Tumorzellen mussten für die verwendeten Experimente in Kultur gehalten 

werden. Da für eine größere Anzahl an Mäusen auch eine große Menge an 

Tumorzellen zur Injektion benötigt wurden, erfolgte die Zellkultur unmittelbar vor 

der geplanten Tumor-Challenge häufig in mehreren Zellkulturflaschen. Zwischen 

den Experimenten erfolgte meistens eine Kultur mit nur einer oder zwei 

Kulturflaschen. Diese wurden regelmäßig, in der Regel zweimal in der Woche 

gesplittet, um ein überschießendes Wachstum und damit Absterben bzw. eine 

verminderte Viabilität der Tumorzellen zu vermeiden. Hierfür wurde das alte 

Zellmedium zunächst abgesaugt und die Zellen mit vorgewärmter PBS-Lösung 

(37°C) vom alten Zellmedium gereinigt. Diese PBS-Lösung wurde im Anschluss 

erneut abgesaugt und die Zellen in der Kulturflasche wurden für 2 Minuten mit 

2ml Trypsin-Lösung benetzt, um ihre Adhärenz an der Flasche aufzuheben. 

Diese Zeit sollte nicht überschritten werden, da auch dies die Zellviabilität 

verringert. Die Trypsin-Lösung wurde im Anschluss durch 8-10 ml PBS-Lösung 

neutralisiert und die Zellen in dieser Menge resuspendiert und in einen 50ml 

Falcon Tube übertragen. Falls mehrere Zellkulturflaschen vorhanden waren, 

erfolgten diese Schritte zeitgleich für mehrere Flaschen, welche dann in einem 

50ml Falcon Tube gepoolt wurden. Zum Entfernen von Mediumresten erfolgte 

eine Zentrifugation des Falcon Tubes und eine erneute Resuspendierung der 

Tumorzellen in PBS-Lösung. Im Anschluss wurden 10ml CASY-Zählröhrchen 

vorbereitet und jeweils 100 µl der Zellsuspension aus den Falcon Tubes in 10ml 

PBS-Zähllösung verdünnt (1:100). Die anschließende Messung der Zellzahl und 

der Viabilität mithilfe des CASY erfolgte jeweils doppelt, um eine Abweichung 

z.B. durch Pipettierungenauigkeit auszugleichen. Die Werte wurden im 

Anschluss gemittelt und Mithilfe der durchgeführten Verdünnung konnte die 

Zellzahl bestimmt werden. Die Zellviabilität sollte stets mehr als 85% betragen. 
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2.4.2 Zell-Splitting 
 
Pro Kulturflasche können in etwa 12 Millionen E.G7-OVA Zellen gewonnen 

werden, diese wurden beim Splitten mit einer Menge von ca. 500.000 bis 

1.000.000 Zellen pro Flasche aufgeteilt, um wieder eine ausreichende Fläche für 

die Zellteilung bereitzustellen. Nicht benötigte Zellen wurden verworfen.  

 
 

2.4.3 Zell-Selektion mit G418 
 
Bei längeren Kulturzeiträumen und dadurch größerer Anzahl an Zellteilungen, 

besteht die Möglichkeit eines Antigenverlusts der E.G7-OVA Zellen, wodurch 

diese das Antigen nicht mehr stabil exprimieren und die Experimente somit 

verfälschen würden. Um dies zu verhindern wurden die Zellen in diesem Fall 

mithilfe von G418 (Geneticin) selektioniert. G418 ist ein Aminoglykosid-

Antibiotikum mit einer ähnlichen Struktur wie Gentamicin und blockiert die 

Elongation der Translation bei der Proteinbiosynthese. 

Geneticin kann zur Selektion von stabil transfizierten Zellen genutzt werden. 

Hierfür wird ein zusätzliches Neomycin-Geneticin-Resistenzgen (NeoR) in die 

Zellen eingeschleust und an den Vektor des gewünschten Antigens gekoppelt. 

Werden die Zellen in der Kultur nun Geneticin ausgesetzt, so sterben die Zellen, 

die den Antigenvektor verloren haben und nicht mehr exprimieren. Die Zellen mit 

dem gewünschten Antigen (in unserem Fall Ovalbumin) überleben dahingehend, 

da sie weiterhin das Neomycin-Geneticin-Resistenzgen aufweisen (Lodish 

2013).  
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2.5 Sedation  

2.5.1 Ketamin / Xylazin-Injektionsnarkose 
 
Zur Tumorinjektion, Vermessung der Tumoren, sowie zur Durchführung der 

Vakzinierung erfolgte eine Injektionsnarkose bestehend aus einer 

intraperitonealen Injektion einer Mischung aus Ketamin (100 mg/kg KGW) und 

Xylazin (10 mg/kg KGW) gelöst in 100 µl einer physiologischen Kochsalzlösung. 

Diese wird mithilfe einer 1 ml Spritze mit einer Kanüle (0.45 mm 

Außendurchmesser) appliziert. Im Rahmen der Narkose wurden die Augen der 

Tiere vor Austrocknung und Infektion durch eine geeignete Augensalbe 

geschützt (z.B. durch Bepanthen Augen- und Nasensalbe). 

 

2.5.2 Isofluran-Gasnarkose 
 
Zur Durchführung der Bestrahlung erfolgte eine Inhalationsnarkose durch 

Überströmen mit einem wassergesättigtem Luft/Isofluran-Gemisch. Nach der 

Bestrahlung wurde die Zufuhr des Isoflurans direkt beendet, sodass es pro 

Bestrahlung nur zu einer kurzen Narkosezeit für eine Dauer von maximal 5 

Minuten mit anschließender Aufwachzeit von ebenfalls ca. 5 Minuten kam.  

 
 

2.6 Tumor-Challenge 

2.6.1 Zell-Vorbereitung 
 
Wie bereits unter 2.4.1 beschrieben, erfolgte die Zellkultur unmittelbar vor der 

geplanten Tumor-Challenge häufig in mehreren Zellkulturflaschen, um eine 

ausreichende Anzahl an Tumorzellen mit hoher Viabilität zu erreichen. Vor der 

Tumor-Challenge wurde das alte Zellmedium zunächst abgesaugt und die Zellen 

mit vorgewärmter PBS-Lösung (37°C) vom alten Zellmedium gereinigt. Diese 

PBS-Lösung wurde im Anschluss erneut abgesaugt und die Zellen in der 

Kulturflasche wurden für 2 Minuten mit 2ml Trypsin-Lösung benetzt, um ihre 

Adhärenz an der Flasche aufzuheben. Diese Zeit sollte nicht überschritten 
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werden, da auch dies die Zellviabilität verringert. Die Trypsin-Lösung wurde im 

Anschluss durch 8-10 ml PBS-Lösung neutralisiert und die Zellen in dieser 

Menge resuspendiert und in einen 50ml Falcon Tube übertragen. Zum Entfernen 

von Mediumresten erfolgte eine Zentrifugation des Falcon Tubes und eine 

erneute Resuspendierung der Tumorzellen in PBS-Lösung. Im Anschluss 

wurden 10ml CASY-Zählröhrchen vorbereitet und jeweils 100 µl der 

Zellsuspension aus den Falcon Tubes in 10ml PBS-Zähllösung verdünnt (1:100). 

Die anschließende Messung der Zellzahl und der Viabilität mithilfe des CASY 

erfolgte jeweils doppelt, um eine Abweichung z.B. durch Pipettierungenauigkeit 

auszugleichen. Die Werte wurden im Anschluss gemittelt und Mithilfe der 

durchgeführten Verdünnung konnte die Zellzahl bestimmt werden. Die 

Zellviabilität vor der Tumorzellinjektion sollte dabei stets mehr als 85% betragen. 

Sowohl für die Primärtumoren als auch für die Sekundärtumoren erfolgte die 

Injektion mit einer Menge von 3x105 Zellen verdünnt in 50 µl PBS-Lösung und 

somit einer Zellkonzentration von 6x106/ml.  Für die insgesamt benötigte Menge 

an Zellen erfolgte eine Berechnung anhand der folgenden Formel: 

 

3 x 105/Maus (in 50 µl PBS) x Anzahl der Mäuse + 10% Überschuss 

 

Anhand der berechneten Zellzahl wurde die benötigte Verdünnung in PBS-

Lösung berechnet, um auf die gewünschte Zellkonzentration von 6x106/ml zu 

gelangen. Nach der Verdünnung erfolgte eine erneute Zellzählung mithilfe des 

CASY, um zu kontrollieren, dass die Zellkonzentration tatsächlich erreicht wurde. 

Falls dies nicht der Fall gewesen ist, wurden die Zellen entweder bis zur 

gewünschten Konzentration weiter verdünnt (bei zu hoher Konzentration) oder 

noch einmal abzentrifugiert (bei zu niedriger Konzentration).  

 

Die Zellvorbereitung erfolgte dabei nach folgendem Protokoll: 

 

1.1. PBS vorwärmen auf 37°C 

 

1.2. Berechnen, wie viele Zellen gebraucht werden, z.B.:  
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• bei therapeutischem Experiment: 

3x105/Maus (in 100 µl PBS) x Anzahl der Mäuse + Überschuss 

® Zellkonzentration 3x106/ml 

 

1.3. Pro Flasche erntet man ca. 12-14 Mio. E.G7-OVA Zellen ® die Anzahl 

der zu poolenden Flaschen entsprechend der unter Punkt 1.2 

berechneten Zellzahl vorbereiten. 

 

1.4. Den Inhalt jeder Flasche (50 ml) in einem 50 ml Falcon 

abzentrifugieren, Uhrzeit notieren! 

 

1.5. Alle Zellen in einem 50 ml Falcon poolen in 50 ml PBS und nochmals 

abzentrifugieren (= Waschschritt, um Mediumreste zu entfernen) 

 

1.6. Zellen in PBS resuspendieren. Das PBS-Volumen richtet sich nach der 

berechneten Zellkonzentration (Punkt 1.2), wobei 2-4 ml weniger als 

der berechnete Wert eingesetzt werden sollten. 

 

1.7. Bei einer gewünschten Zellkonzentration von 10x106/ml eine 1:20 

Vorverdünnung machen (950 µl PBS + 50 µl Zellen), bei einer 

gewünschten Zellkonzentration von 3x106/ml eine 1:10 Vorverdünnung 

machen (450 µl PBS + 50 µl Zellen). 

 

1.8. Jeweils 2x100 µl der Vorverdünnungen im CASY zählen, evtl. auch 

noch andere Verdünnungen machen und einen Mittelwert bilden. 

Verdünnungsfaktor mit einberechnen! Die Vitalität sollte mindestens bei 

85% liegen! 

 

1.9. Zellen auf die gewünschte Zellkonzentration verdünnen, Zellzahl im 

CASY kontrollieren (Verdünnungen wie bei 1.7). Falls Zellzahl nicht 

stimmt, noch mal abzentrifugieren und neu einstellen 
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1.10. Zellen auf Eppendorf Tubes verteilen, diese sofort in den Heizblock 

stellen bei 37°C, Uhrzeit notieren! Vom ersten Zentrifugationsschritt 

(1.4) bis zum Aliquotieren der Zellen (1.10) sollten maximal 45 Minuten 

vergangen sein! 

 

1.11. Zellen dann zügig injizieren 

	
	

2.6.2 Zell-Injektion 
 
An Tag -13 wurden murine, Ovalbumin-exprimierende Thymom-Zellen (E.G7-

OVA) unter der in 2.5.1 beschriebenen Ketamin/Xylazin-Injektionsnarkose 

subkutan in den rechten Hinterlauf von 7-9 Wochen alten C57BL/6-Mäuse als 

Zellsuspension transplantiert (3x105 Zellen). Vier Tage später, an Tag -9, wurde 

die subkutane Injektion im Bereich der linken Flanke erneut durchgeführt 

(ebenfalls mit 3x105 Zellen). Nach dem Anwachsen der Zellen zu soliden 

Tumoren, erreichten die Tumoren zum Tag 0 in etwa einer Größe von 100 mm3 

(Primärtumor im Bereich der rechten Hinterläufe) bzw. 10 mm3 (Sekundärtumor 

im Bereich der linken Flanke).  

 

Die Zellinjektion erfolgte dabei nach folgendem Protokoll: 

 
2.1. Geeignete Insulin-Spritzen aussuchen ® die Öffnung der Spritzenspitze 

sollte im Bezug zur Maus nach außen zur Haut zeigen und die Skala 

muss dabei von oben ablesbar sein.  

 

2.2. Alle Mäuse betäuben (bei mehr als 40 Mäusen am besten mit zwei 

Personen). Mäuse rasieren und markieren und immer gruppenweise auf 

einen kleinen Stapel Papier legen. Falls möglich, können die Mäuse auch 

schon vorher (optimaler Weise am Vortag) rasiert und markiert werden ® 

Beim Rasieren darauf achten, möglichst die Mitte der Flanke zu treffen, 

weil man später beim Spritzen automatisch auf die Mitte der rasierten 
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Stelle zielt, so dass bei „falsch“ rasierten Mäusen der Tumor dann zu hoch 

oder zu niedrig sitzt. 

 

2.3. Immer die 1er Mäuse der Reihe nach wegnehmen und 

nebeneinanderlegen (Gruppenreihenfolge beachten!) 

 

2.4. Zellen vortexen, Spritze luftblasenfrei aufziehen (die letzte Maus 

bekommt sonst zu wenig!) 

 

2.5. Zellen subkutan injizieren. Dazu die Haut an der rasierten Stelle 

hochziehen und in den sich bildenden Spalt zwischen Haut und Maus 

einstechen (Öffnung der Spritze zeigt nach außen!). Haut loslassen, mit 

der Spritze etwas nach außen ziehen und vorsichtig mit wenig Druck 

injizieren, so dass die Zellsuspension an der gewünschten Stelle verbleibt 

und nicht „verläuft“. Außerdem auf Hautfalten achten, die ebenfalls eine 

Ursache für das „Verlaufen“ sein können. Nacheinander alle 1er Mäuse 

auf diese Art injizieren. 

 

2.6. Uhrzeit der ersten Injektion notieren! 

 

2.7. 1er Mäuse wieder in der richtigen Reihenfolge zu ihren Gruppen 

zurücklegen und mit den 2er Mäusen etc. genauso verfahren. 

 

2.8. Uhrzeit der letzten Injektion notieren! 

 

2.9. Restliche Zellen wieder mit nach oben nehmen und noch einmal am 

CASY die Vitalität überprüfen. 
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2.7 Tumormessung 

Die Tumoren wurden zweimal pro Woche mit einer Schublehre vermessen. Dafür 

wurde jeweils die Länge und Breite bestimmt und das Tumorvolumen mit 

folgender Formel berechnet:  

 

Tumorvolumen = (Länge × π × Breite2) / 6 

 
 

2.8 Abbruchkriterien und Tötung der Tiere 

Bei Erreichen der Primärtumoren am rechten Hinterbein von 2000 mm3 Volumen 

bzw. spätestens 14 Tage nach Gruppenzuordnung und Behandlungsbeginn 

wurden die Tiere durch zervikale Dislokation in Betäubung (durch 

Ketamin/Xylazin) getötet, um das Leiden der Tiere, nach den Kriterien des 

Tierschutzes möglichst gering zu halten.  

  

 

2.9 Markierung und Nummerierung der Mäuse 

Zum Nachverfolgen des Tumorwachstums jeder einzelnen Maus erfolgte vor 

Gruppenzuordnung eine Markierung und Nummerierung der Tiere zu Beginn des 

Experiments. Hierfür existieren unterschiedliche Systeme, häufig über 

Ohrlochmarkierungen des linken und/oder rechten Ohrs in Betäubung (Ayadi, 

Ferrand et al. 2011). Die Methodik zur Nummerierung ist in Abbildung 9 

dargestellt. 
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2.10 Gruppenzuordnung 

Da die Effektivität einer Immuntherapie mit der Größe des initialen 

Tumorvolumens abnimmt (Whitney, Levy et al. 1974, Ghiringhelli, Larmonier et 

al. 2004, Gulley, Madan et al. 2011, Richard Wayne Joseph 2014), wurden nur 

Mäuse mit einem Primärtumorvolumen bis zu 350 mm3 und einem 

Sekundärtumorvolumen bis 35 mm3 in das Experiment eingeschlossen. Das 

mittlere Tumorvolumen der Primärtumoren lag hierbei bei 98.5 ± 10 mm3, 

während das mittlere Tumorvolumen der Sekundärtumoren bei 11.5 ± 1 mm3 lag. 

Abbildung 9:  Ohrlochmarkierung zur Nummerierung der Mäuse 
Verwendete Ohrlochmarkierung zur Nummerierung der Mäuse. Linksseitig für Zehner-

Zahlen, rechtsseitig für einzelne Nummern. Mehrfachmarkierung pro Seite zur 

Darstellung von weiteren Nummern (Ayadi, Ferrand et al. 2011).   
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Vor Beginn des Experiments wurden die Mäuse in die folgenden 

Versuchsgruppen aufgeteilt:  

 

1. Kontrolle 

2. Vakzinierung allein 

3. Bestrahlung allein  

4. kombinierte Bestrahlung und Vakzinierung (Radioimmuntherapie) 

 
 

2.11 Radiotherapie 

2.11.1 Vorbereitung und Sedation 
 
Die Sedation der Tiere während der Bestrahlung erfolgte mithilfe der unter 2.5.2 

beschriebenen Isofluran-Inhalationsnarkose.  

 

2.11.2 Bestrahlung, Abschirmung und Dosimetrie 
 
An Tag 0, 1 und 2 wurden die Mäuse in den Bestrahlungs-Armen (Bestrahlung 

allein oder Radioimmuntherapie) im Bereich der Primärtumoren mit jeweils 2 Gy 

bis zu einer Gesamtdosis von 6 Gy bestrahlt. Die Bestrahlung erfolgte mit 6MV-

Photonen (LINAC SL25, Philips) mit einer Dosisrate von 4 Gy/Minute. Die 

anderen Therapiegruppen (Vakzinierung allein und Kontrolle) wurden nicht 

bestrahlt. Dabei wurde das Bestrahlungsfeld durch einen großen Bleiblock (ca. 

10 cm Schichtdicke) mit eingelassenen Blenden am Satellitenträger  des 

Linearbeschleunigers und eine zusätzliche „on-body“ Bleiabschirmung (ebenfalls 

ca. 10 cm Schichtdicke) direkt am Tierkörper inkl. Abschirmung der linken Flanke 

(Sekundärtumor) auf die tumortragende 2 cm2 große Fläche am rechten 

Hinterbein (Primärtumor) eingegrenzt. Es erfolgte ebenfalls eine dosimetrische 

Bestimmung der Bestrahlungsdosis des Primär- sowie Sekundärtumors mittels 

Filmdosimetrie. Abbildung 22 zeigt den detaillierten Aufbau mit Angaben zur 

dosimetrischen Untersuchung des Primär- und Sekundärtumors.  
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2.12 mRNA-basierte Vakzinierung 

Beginnend an Tag 0, erhielten die Mäuse der Vakzinierungsgruppe, sowie der 

kombinierten Radioimmuntherapie unter Betäubung eine intradermale Injektion 

mit 32 µg RNActive® Vakzin, welche für Ovalbumin codierte. Die Injektion wurde 

dabei zweimal wöchentlich zeitgleich mit dem Vermessen der Tumoren 

durchgeführt. Die Injektion erfolgte dabei an vier unterschiedlichen Körperstellen 

(im Schulterbereich und im unteren Rumpfbereich, je auf der linken und der 

rechten Seite) mit jeweils 8 µg. Aufgrund der intradermalen Injektion und aus 

hygienischen Gründen wurden die Injektionsstellen vor der Injektion im Bereich 

von vier ca. 1 cm2 großen Flächen rasiert. Auf eine Mock-Vakzinierung der 

Kontrollgruppe und der alleinigen Radiotherapie mit nicht-codierender RNA 

wurde verzichtet, da eine vorangegangene Studie keinen signifikanten 

Unterschied zwischen keiner Vakzinierung und einer Mock-Vakzinierung mit 

nicht-codierender RNA bzw. Pufferlösung zeigen konnte (Fotin-Mleczek, 

Duchardt et al. 2011).  

 
 

2.13 Tumor-Extraktion 

An Tag 12, ca. zwei Wochen nach Therapiebeginn wurden die Mäuse in 

Betäubung durch zervikale Dislokation getötet und die Tumoren für die Zytokin-

Analyse mittels Mouse Cytokine Antibody Array exzidiert.  

 
 

2.14 Zytokin-Analyse mittels Mouse Cytokine Antibody Array 

Im Anschluss an die Tumor-Extraktion wurde bei vier Mäusen pro Therapiearm 

das Tumorgewebe der nicht-bestrahlten Sekundärtumoren analysiert. Die 

Analyse erfolgte dabei mittels Mouse Cytokine Antibody Array 1.0 

(Affymetrix/Panomics, Santa Clara / USA). Das extrahierte Tumorgewebe wurde 

gemäß den Angaben des Versuchsprotokoll des Herstellers lysiert. Die 

Proteinmenge der Zytokine und Chemokine wurde via Chemolumineszenz 

dargestellt (ECL Western blotting analysis system, GE Healthcare/Amersham-

Biosciences, Little Chalfont / UK). Die semi-quantitative Auswertung der 
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Proteinmenge erfolgte mittels Densitometrie mithilfe der Software ImageJ 

(ImageJ 1.49, NIH, Bethesda, MD). 

 

2.15  Statistische Analyse 

Die statistische Analyse wurde mit der Software GraphPad Prism Version 6.0d 

durchgeführt. Die Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen wurden mittels t-

Test mit oder ohne Welch-Korrektur analysiert, in Abhängigkeit davon, ob eine 

Normalverteilung vorlag oder nicht. Vergleiche von mehreren Gruppen erfolgten 

mit zwei-faktorieller ANOVA (Analysis of variance) Analyse oder Kruskal-Wallis-

Test, ebenfalls in Abhängigkeit einer Normalverteilung. Die Steigung der 

Wachstumskurve wurde berechnet, indem zunächst der natürliche Logarithmus 

des x-fachen Tumorvolumens (im Vergleich zum Versuchsstart an Tag 0) 

bestimmt wurde. Mit diesem wurde in einem zweiten Schritt die Steigung der 

Wachstumskurve berechnet. Das Tumorwachstum in den Abbildungen wird 

gezeigt als Mittelwert ± SEM (Standard error of the mean).  
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4 Tage später

Erste Tumorinjektion
(rechtes Hinterbein)

Zweite Tumorinjektion
(linke Flanke)

Abbildung 10:  Versuchsprotokoll und zeitlicher Ablauf  
Versuchsprotokoll und zeitlicher Ablauf für das E.G7-OVA Doppeltumor-Modell. 

Subkutane Tumorinjektion von syngenen, ovalbumin-exprimierenden Maus Thymom-

Zellen (3x105 E.G7-OVA Zellen in 50 µl PBS) in das rechte Hinterbein und in die linke 

Flanke von C57BL/6 Mäusen, fraktionierte Bestrahlung (3x2Gy) des Primärtumors, 

intradermale Vakzinierung mit 32µg mRNA-basierter RNActive® Vakzine, codierend für 

Ovalbumin, sowie Tumorextraktion für die Zytokinanalyse. 

 
 



  Ergebnisse 
 

 35 

3 Ergebnisse 
 
 
Die folgenden Ergebnisse wurden 2018 in Cancer Immunol Immunother 

veröffentlicht und sind teilweise leicht verändert dargestellt (Basler, Kowalczyk et 

al. 2018). 

 

3.1 Wachstumsverzögerung des Primärtumors 

Das Verhältnis des Tumorvolumens zwischen Primär- und Sekundärtumor wurde 

so gewählt, dass es die klinische Situation eines oftmals größeren Primarius und 

kleinerer Metastasen bestmöglich wiederspiegelt.  

 

Mäuse mit kleineren Primärtumoren zum Behandlungsbeginn (Tag 0) wurden 

bevorzugt dem Kontrollarm und dem Therapiearm mit alleiniger 

Tumorvakzinierung zugeteilt, um den Zeitpunkt zu verzögern, an dem die Tiere 

aufgrund des Abbruchkriteriums eines Primärtumorvolumens von 2000 mm3 

nach den Anforderungen des Tierschutzes aus dem Versuch genommen werden 

müssen.  

 

Durch diese Gruppeneinteilung kam es zu geringen Größenunterschieden des 

Primärtumors mit insgesamt kleineren Tumoren in der Kontroll- und 

Vakzinierungsgruppe im Vergleich zur Versuchsgruppe mit der kombinierten 

Radioimmuntherapie und der alleinigen Bestrahlungsgruppe (Abbildung 11). 

 

Wir konnten zeigen, dass sich die Wachstumskinetik des Primärtumors nicht 

signifikant von der Wachstumskinetik des Sekundärtumors unterscheidet 

(Abbildung 12). Da es sich um ein immunogenes Tumormodell handelt, könnte 

die verzögerte zweite Tumorinjektion mit dem gleichen Tumorantigen 

(Ovalbumin) bereits einen Einfluss auf das Tumorwachstum beider Tumoren 

haben. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch, dass eine erneute Tumor-Challenge 

nicht zu einer Wachstumsverzögerung führt.  
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Abbildung 11:  Tumorvolumina der Primärtumoren bei Behandlungsbeginn 
Tumorvolumina in mm3 der Primärtumoren aufgeteilt in die Behandlungsgruppen und 

Kontrollgruppe an Tag 0 (Behandlungsbeginn). Die minimale Anzahl an Mäusen pro 

Gruppe betrug n = 9 für die alleinige Vakzinierung. Kleinere Primärtumoren wurden 

bevorzugt dem Kontrollarm und dem Therapiearm mit alleiniger Tumorvakzinierung 

zugeteilt, um den Zeitpunkt zu verzögern, an dem die Tiere aufgrund des 

Abbruchkriteriums eines Primärtumorvolumens von 2000 mm3 aus dem Versuch 

genommen werden müssen. Dies führte zu insgesamt kleineren Tumoren in der Kontroll- 

(Control) und Vakzinierungsgruppe (RNA) im Vergleich zur Versuchsgruppe mit der 

kombinierten Radioimmuntherapie (RTX+RNA) und der alleinigen Bestrahlungsgruppe 

(RTX). Aus Basler et al., 2018, Cancer Immunol Immunother, verändert. 
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Abbildung 12:  Tumorwachstum des Sekundärtumors in Abhängigkeit des 
Primärtumors 
Steigung der Wachstumskurve der Sekundärtumoren in Abhängigkeit, ob gleichzeitig ein 

Primärtumor vorhanden ist (n = 7) oder nicht (n = 11). Es zeigt sich kein signifikanter 

Unterschied in der Wachstumskinetik des Sekundärtumors, obwohl es sich um 

immunogenes Tumormodell handelt. Eine zweite Tumorinjektion mit dem gleichen 

Tumorantigen (Ovalbumin) führt also nicht zu einer zusätzlichen Wachstumsverzögerung. 

Steigung der Wachstumskurve des 
Sekundärtumors (linke Flanke) mit und 
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Bezüglich des Primärtumorwachstums konnten wir zeigen, dass eine alleinige 

Tumorvakzinierung keinen signifikanten Effekt auf das Tumorwachstum im 

Vergleich zur Kontrollgruppe hat. Dies ist im Einklang mit unseren vorherigen 

Experimenten und bestätigt, dass eine alleinige Vakzinierung keinen Effekt auf 

die lokale Kontrolle größerer Tumoren hat (Fotin-Mleczek, Zanzinger et al. 2014). 

 

Eine Bestrahlung allein hingegen, führte zu einer signifikanten 

Wachstumsverzögerung des Primärtumors im Vergleich zur Vakzinierungs- (p = 

0.028, Abbildung 15) und Kontrollgruppe (p = 0.0005, Abbildung 15). Die 

einzelnen Ergebnisse und Berechnungsschritte sind in den Abbildungen 13-15 

dargestellt. 

 

Die kombinierte Radioimmuntherapie zeigte eine noch ausgeprägtere 

Wachstumsverzögerung des Primarius im Vergleich zur Vakzinierungs- und 

Kontrollgruppe (jeweils p < 0.0001), ebenfalls im Einklang mit unseren 

Vorexperimenten. Wir konnten jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen 

der Bestrahlungsgruppe und der kombinierten Radioimmuntherapie in Bezug auf 

die Wachstumsverzögerung des Primärtumors finden.  

 

Dafür zeigte sich eine insgesamt höhere Rate an Komplettremissionen des 

Primarius durch die Kombinationstherapie mit einer kompletten Remission bei 

ca. 53% der Mäuse (9/17) im Vergleich zu 15% (2/13) bei der alleinigen 

Bestrahlung. Dies weist auf einen (super-)additiven Effekt einer kombinierten 

Radioimmuntherapie auch in großen Primärtumoren hin (Abbildung 15). 
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Abbildung 13:  Mittleres Tumorvolumen der bestrahlten Primärtumoren 
Mittleres Tumorvolumen in mm3 ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) der bestrahlten 

Primärtumoren über den Behandlungszeitraum von 14 Tagen nach Versuchsgruppen 

aufgeteilt. Die Bestrahlung erfolgte an den Tagen 1, 2 und 3 mit jeweils 2 Gy Einzeldosis. 

Es zeigt sich eine deutliche Wachstumsverzögerung für die beiden Bestrahlungsgruppen 

(RTX, RTX+RNA), wobei der Effekt bei der kombinierten Radioimmuntherapie noch 

ausgeprägter ist. Zwischen der Kontrollgruppe (Control) und alleinigen Vakzinierung 

(RNA) gab es keine signifikanten Unterschiede (minimales n = 9). Aus Basler et al., 2018, 

Cancer Immunol Immunother, verändert. 
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Abbildung 14:  Natürlicher Logarithmus des x-fachen Tumorvolumens 
(Primärtumor) 
Um die Steigung der Wachstumskurve der Primärtumoren zu berechnen, erfolgte 

zunächst die Berechnung des natürlichen Logarithmus des x-fachen Tumorvolumens im 

Vergleich zum Behandlungsbeginn (Tag 0, minimales n = 9). Zu erkennen ist eine positive 

Wachstumskurve für die Kontrollgruppe (schwarz) und alleinige Vakzinierung (violett), 

eine sehr flache Wachstumskurve für die alleinige Bestrahlung (blau) und ein negatives 

Wachstum für die kombinierte Radioimmuntherapie (rot). Aus Basler et al., 2018, Cancer 

Immunol Immunother, verändert. 
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Abbildung 15:  Steigung der Wachstumskurve der bestrahlten Primärtumoren 
Steigung der Wachstumskurve der bestrahlten Primärtumoren aufgeteilt nach den 

Versuchsgruppen. Die Steigung der Kontrollgruppe und der alleinigen Tumorvakzinierung 

liegt deutlich im positiven Bereich, ein signifikanter Unterschied zwischen diesen zwei 

Versuchsgruppen lässt sich jedoch nicht ausmachen. Die alleinige Bestrahlung führt zu 

einem Wachstumsstillstand im Vergleich zum Versuchsstart (Tag 0) und somit zu einer 

Steigung im Bereich des Nullpunkts. Die alleinige Bestrahlung führt damit zu einer 

signifikant besseren Wachstumsverzögerung im Vergleich zur Vakzinierungs- (p = 0.028, 

ANOVA) und Kontrollgruppe (p = 0.0005, ANOVA). Die kombinierte Radioimmuntherapie 

zeigte eine noch ausgeprägtere Wachstumsverzögerung im Vergleich zur Vakzinierungs- 

und Kontrollgruppe (jeweils p < 0.0001, ANOVA). Wir konnten jedoch keinen signifikanten 

Unterschied zwischen der Bestrahlungsgruppe und der kombinierten 

Radioimmuntherapie finden. Es zeigte sich jedoch eine höhere Rate an 

Komplettremissionen des Primarius durch die Kombinationstherapie mit einer kompletten 

Remission bei ca. 53% der Mäuse (9/17) im Vergleich zu 15% (2/13) bei der alleinigen 

Bestrahlung. Minimales n = 9. Aus Basler et al., 2018, Cancer Immunol Immunother, 

verändert. 

 

St
ei

gu
ng

 d
er

 W
ac

hs
tu

m
sk

ur
ve

 



   Ergebnisse 
 

 42 

 

3.2 Wachstumsverzögerung des nicht-bestrahlten Sekundärtumors 

Im Gegensatz zu den Primärtumoren, zeigte sich bei der Tumorgröße der 

Sekundärtumoren kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen 

Versuchsgruppen vor Therapiebeginn (Tag 0, Abbildung 16).  

 

Die kombinierte Radioimmuntherapie war nicht nur effektiv in der Behandlung der 

Primärtumoren, sondern führte auch bei den Sekundärtumoren zu einer 

signifikanten Wachstumsverzögerung im Vergleich zur Vakzinierungsgruppe (p 

= 0.002, Abbildung 19) und der nicht-behandelten Kontrollgruppe (p = 0.01, 

Abbildung 19). Die einzelnen Ergebnisse und Berechnungsschritte sind in den 

Abbildungen 17-19 dargestellt. 

 

Interessanterweise zeigte auch eine alleinige Bestrahlung einen Trend zu einer 

verlangsamten Wachstumskinetik der Sekundärtumore im Vergleich zur 

Vakzinierungs- und Kontrollgruppe. Dies könnte für einen gering ausgeprägten 

abskopalen Effekt durch eine alleinige Bestrahlung ohne kombinierte 

Immuntherapie sprechen, insgesamt war dieser jedoch nicht statistisch 

signifikant.  

 

Obwohl die kombinierte Radioimmuntherapie im Gegensatz zur alleinigen 

Bestrahlung einen signifikanten Unterschied zur Vakzinierungs- und 

Kontrollgruppe zeigen konnte, bestand kein signifikanter Unterschied zwischen 

der kombinierten Radioimmuntherapie und der Bestrahlung allein (p = 0.22). 
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Abbildung 16:  Tumorvolumina der Sekundärtumoren bei Behandlungsbeginn 
Tumorvolumina in mm3 der nicht-bestrahlten Sekundärtumoren aufgeteilt in die 

Behandlungsgruppen und Kontrollgruppe an Tag 0 (Behandlungsbeginn). Im Gegensatz 

zu den Primärtumoren, zeigte sich bei der Tumorgröße der Sekundärtumoren kein 

signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsgruppen vor Therapiebeginn. 

Dargestellt sind die Kontrollgruppe/Control in schwarz, die Bestrahlungsgruppe/RTX in 

blau, die Vakzinierungsgruppe/RNA in violett und die kombinierte 

Radioimmuntherapie/RTX+RNA in rot. Minimales n = 9. Aus Basler et al., 2018, Cancer 

Immunol Immunother, verändert. 
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Abbildung 17:  Mittleres Tumorvolumen der nicht-bestrahlten Sekundärtumoren 
Mittleres Tumorvolumen in mm3 ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) der nicht-

bestrahlten Sekundärtumoren über den Behandlungszeitraum von 14 Tagen nach 

Versuchsgruppen aufgeteilt. Die Bestrahlung der Primärtumoren erfolgte an den Tagen 

1,2 und 3 mit jeweils 2 Gy Einzeldosis. Es zeigt sich eine leichte Wachstumsverzögerung 

für die beiden Bestrahlungsgruppen (RTX, RTX+RNA) mit einem leicht ausgeprägteren 

Effekt bei der kombinierten Radioimmuntherapie. Zwischen der Kontrollgruppe (Control) 

und der alleinigen Vakzinierung (RNA) gab es auch hier keine signifikanten Unterschiede. 

Minimales n = 9. Aus Basler et al., 2018, Cancer Immunol Immunother, verändert. 
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Abbildung 18:  Natürlicher Logarithmus des x-fachen Tumorvolumens 
(Sekundärtumor) 
Um die Steigung der Wachstumskurve der Sekundärtumoren zu berechnen, erfolgte 

zunächst die Berechnung des natürlichen Logarithmus des x-fachen Tumorvolumens im 

Vergleich zum Behandlungsbeginn (Tag 0). Im Vergleich zu den Primärtumoren haben 

hier alle Versuchsgruppen eine positive Wachstumskurve. Auch hier gibt es zwischen der 

Kontrollgruppe (schwarz) und der alleinigen Vakzinierung (violett) keine signifikanten 

Unterschiede. Die Wachstumskurven der Bestrahlungsgruppe (blau) und insbesondere 

der kombinierten Radioimmuntherapie (rot) verlaufen jedoch etwas flacher. Minimales n 

= 9. Aus Basler et al., 2018, Cancer Immunol Immunother, verändert. 
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Abbildung 19:  Steigung der Wachstumskurve der nicht-bestrahlten 
Sekundärtumoren 
Steigung der Wachstumskurve der nicht-bestrahlten Primärtumoren aufgeteilt nach den 

Versuchsgruppen. Die Steigung lag im Gegensatz zu den Primärtumoren bei allen 

Versuchsgruppen im positiven Bereich, eine Komplettremission bzw. Tumorkontrolle des 

Sekundärtumors konnte also in keiner der Therapiegruppen erreicht werden. Die alleinige 

Bestrahlung (RTX) zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den anderen 

Versuchsgruppen, es ließ sich jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen der 

kombinierten Radioimmuntherapie (RTX+RNA) und der nicht-behandelten Kontrollgruppe 

(Control, p = 0.01, ANOVA) und der alleinigen Tumorvakzinierung ausmachen (RNA, p = 

0.002, ANOVA). Trotz dieser Differenz bestand kein signifikanter Unterschied zwischen 

der kombinierten Radioimmuntherapie und der alleinigen Bestrahlung (p = 0.22, ANOVA). 

Minimales n = 9. Aus Basler et al., 2018, Cancer Immunol Immunother, verändert. 
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3.3 Analyse des Tumor-Zytokinprofils  

Ein weiteres Ziel unserer Studie war die Analyse der immunologischen Prozesse 

und des biologischen Hintergrunds einer kombinierten Radiotherapie und 

Immuntherapie. Der Fokus lag hierbei insbesondere auf dem nicht-bestrahlten 

Sekundärtumor im Bereich der linken Flanke und somit die Analyse möglicher 

abskopaler Effekte außerhalb des Strahlenfelds.  

 

Hierfür führten wir eine Zytokin-Microarray Analyse der nicht-bestrahlten 

Sekundärtumoren durch (n = 4 pro Gruppe). Es zeigten sich signifikante 

Unterschiede im Zytokinprofil der verschiedenen Behandlungsgruppen.  

 

Im Therapiearm der kombinierten Radioimmuntherapie zeigte sich eine 

signifikant erhöhte Proteinabundanz des Chemokins CCL5/RANTES im 

Vergleich zur nicht-behandelten Kontrollgruppe (p = 0.005), sowie den beiden 

Monotherapiearmen: Radiotherapie (p = 0.016) und Tumorvakzinierung (p = 

0.03). Die Ergebnisse der Chemokinprofile sind in Abbildung 20 dargestellt. 

 

Außerdem bestand bei der kombinierten Radioimmuntherapie eine signifikant 

erhöhte Proteinabundanz für das Chemokin CXCL9/MIG im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (p = 0.046) und alleinigen Bestrahlungsgruppe (p = 0.032). Es 

zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur alleinigen 

Tumorvakzinierung. 

 

Weitere, jedoch nicht signifikante Trends konnten sowohl für protumorigene, als 

auch für antitumorigene Chemokine und Zytokine gezeigt werden, z.B. TNF-α, 

CCL3, IL-1α, VEGF, und M-CSF. Die Ergebnisse der Zytokinprofile sind in 

Abbildung 21 dargestellt. 
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Abbildung 20:  Chemokinprofil der nicht-bestrahlten Sekundärtumoren. 
Das Maus-Zytokin-Antibody-Array zeigte Unterschiede in den Chemokin und 

Zytokinprofilen der abgeschirmten nicht-bestrahlten Sekundärtumoren (n = 4). Obwohl die 

Tumoren nur eine Bestrahlungsdosis von maximal 3 x 0.01 Gy durch die Bestrahlung des 

Primärtumors erhielten, zeigte die kombinierte Radioimmuntherapie signifikante 

Unterschiede für CCL5/RANTES und CXCL9/MIG im Vergleich zu den anderen Gruppen 

(Kruskal-Wallis). Aus Basler et al., 2018, Cancer Immunol Immunother, verändert. 
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Abbildung 21:  Zytokinprofil der nicht-bestrahlten Sekundärtumoren. 
Das Maus-Zytokin-Antibody-Array zeigte Unterschiede in den Chemokin und 

Zytokinprofilen der abgeschirmten nicht-bestrahlten Sekundärtumoren (n = 4). Auch im 

Zytokinprofil zeigte die kombinierte Radioimmuntherapie eine vermehrte Expression 

einiger pro-immunogener Zytokine. Diese Trends für TNF-α, CCL3, IL-1α, VEGF, M-CSF 

und weitere Zytokine waren jedoch insgesamt nicht signifikant (Kruskal-Wallis). Aus 

Basler et al., 2018, Cancer Immunol Immunother, verändert. 
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3.4 Physikalische Dosimetrie der Tumorbestrahlung 

Die Bestrahlungsdosis des Primär- und Sekundärtumors wurde mithilfe einer 

Film-Dosimetrie überprüft. Hierbei wurde eine Bestrahlungsdosis von 3 Gy 

verwendet und die Dosis beider Tumoren in Form eines Querprofils dargestellt 

(siehe Abbildung 22).  

 

Die Abschirmung bestand dafür aus einem großen Bleiblock mit eingelassenen 

Blenden am Linearbeschleuniger-Satellitenträger und einer zusätzlichen on-body 

Bleiabschirmung direkt am Tierkörper inklusive der linken Flanke (Bereich der 

Sekundärtumoren). Beide Bleiabschirmungen hatten eine Schichtdicke von ca. 

10 cm.  

 

Hierbei konnten wir zeigen, dass die mittlere Dosis des zweifach abgeschirmten 

Sekundärtumors auf der linken Flanke nur etwa 1.1 % ± 0.3% (Mittelwert ± SE, n 

= 3) beträgt und somit eine adäquate Dosisabschirmung erreicht wird. Für die 

von uns in den Versuchen verwendete Einzeldosis von 2 Gy für den Primärtumor 

bedeutet dies eine Einzeldosis von 0.022 Gy für den Sekundärtumor und eine 

Gesamtdosis von 6 Gy, respektive 0.066 Gy.  

 
Eine adäquate Dosisabschirmung und Dosimetrie sind für den tatsächlichen 

Nachweis von abskopalen Effekten essentiell, da die beiden Tumoren (Primär- 

und Sekundärtumor) insbesondere im Maus-Modell, sehr nahe beieinander 

liegen. In der Klinik ist dies in den meisten Fällen nicht der Fall und es existieren 

deutlich größere physikalische Abstände zwischen einem Primärtumor und den 

vorhandenen Metastasen.  
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Abbildung 22:  Bestrahlungsabschirmung und Filmdosimetrie. 
Bestrahlungsaufbau mit zweifacher Abschirmung im Satellitenträger (A) und in der 

Maushalterung mit „on-body shielding“ (B). Die Abschirmung des Sekundärtumors auf der 

linken Flanke wurde mittels Filmdosimetrie und einem Maus-Phantom gemessen.  C zeigt 

die geometrische Dosisverteilung. Die Ergebnisse zeigen, dass die Sekundärtumoren im 

Bereich der linken Flanke im Mittel 1.1 ± 0.3% (Mittelwert ± SE, n = 3) der 

Bestrahlungsdosis des Primärtumors im Bereich des rechten Hinterbeins erhalten haben. 

Aus Basler et al., 2018, Cancer Immunol Immunother, verändert. 
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4 Diskussion 
 
Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse eine erhöhte lokale 

Tumorkontrolle in den bestrahlten Primärtumoren bei Anwendung einer 

kombinierten Radioimmuntherapie im Vergleich zu einer alleinigen Bestrahlung 

oder Tumorvakzinierung. Diese Resultate stehen im Einklang und bestätigen 

Erkenntnisse aus verschiedenen anderen präklinischen Tiermodellen (Demaria, 

Ng et al. 2004, Dewan, Galloway et al. 2009, Formenti and Demaria 2013, Deng, 

Liang et al. 2014, Reynders, Illidge et al. 2015, Twyman-Saint Victor, Rech et al. 

2015).  

 

In den nicht-bestrahlten Sekundärtumoren konnten wir keinen abskopalen Effekt 

durch eine alleinige Bestrahlung des Primärtumors induzieren, obwohl es sich 

bei dem von uns verwendeten Tumormodell um ein immunogenes Ovalbumin-

exprimierendes Thymom-Modell handelt. Es ließ sich jedoch ein kleiner Trend zu 

einer Wachstumsverzögerung nachweisen, welcher jedoch nicht signifikant war.  

Andere präklinische Studien, in welchen ebenfalls Maus Doppeltumor-Modelle 

zur Anwendung kamen, haben diesbezüglich unterschiedliche Ergebnisse 

gezeigt (Marconi, Strolin et al. 2017). In einigen dieser Studien konnte durch eine 

alleinige Bestrahlung des Primärtumors ein abskopaler Effekt des 

Sekundärtumors beobachtet werden (Camphausen, Moses et al. 2003), in 

anderen Studien jedoch nicht (Deng, Liang et al. 2014).  

 

In unserem Tumormodell zeigte nur die kombinierte Radioimmuntherapie des 

Primärtumors eine signifikante Wachstumsverzögerung des Sekundärtumors 

und somit einen abskopalen Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur 

alleinigen Vakzinierung. Insgesamt war dieser Effekt jedoch klein und führte nicht 

zu einer abskopalen Tumorkontrolle des Sekundärtumors, wie in anderen 

präklinischen Modellen mit einer Doppel-Checkpoint-Inhibition gezeigt werden 

konnte (Twyman-Saint Victor, Rech et al. 2015).  
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Allerdings ist eine abskopale Tumorkontrolle im Rahmen einer einzelnen 

Immuntherapie und kombinierter Radiotherapie eher die Ausnahme als die 

Regel. Die meistbeschriebene Form eines abskopalen Effekts in anderen 

präklinischen Studien ist ebenfalls nur eine Wachstumsverzögerung des 

Sekundärtumors (Reynders, Illidge et al. 2015). Zusammengenommen deuten 

diese Daten daraufhin, dass eine Radiotherapie tatsächlich in der Lage ist eine 

kombinierte Immuntherapie in ihrer Wirkung zu unterstützen und eventuell auch 

selbst dazu in der Lage ist einen kleinen systemischen bzw. abskopalen Effekt 

zu induzieren. 

 

In der Radiobiologie ist das Konzept der "biologisch effektiven Dosis" (BED) weit 

verbreitet. Die BED beschreibt dabei biologisch äquivalente Dosen für den 

induzierten Tumor-Zelltod im Rahmen unterschiedlicher Bestrahlungs-Schemata 

und Fraktionierungen. Auch für die Induktion einer Anti-Tumor Immunantwort 

bzw. möglichen abskopalen Effekten spielen die Bestrahlungsdosis, die 

Fraktionierung und der zeitliche Ablauf eine wichtige Rolle und das Konzept der 

BED wurde auch hierfür herangezogen um mögliche Unterschiede zu erklären 

(Marconi, Strolin et al. 2017).  
 

In letzter Zeit haben sich vor allem hypofraktionierte Bestrahlungskonzepte zur 

Induktion einer Immunantwort bewährt. Insbesondere wurde ein 

Bestrahlungsbereich mit Einzeldosen zwischen 8 Gy und 12 Gy identifiziert, der 

zu einer hohen Freisetzung und Konzentration von zytoplasmatischer 

Doppelstrang-DNA führt und somit besonders immunogen ist (Vanpouille-Box, 

Alard et al. 2017). Das von uns verwendete Bestrahlungskonzept mit einer 

dreimaligen Einzeldosis von 2 Gy könnte daher die nur begrenzte Induktion eines 

abskopalen Effekts erklären. Die sehr geringe Streustrahlung von insgesamt 

0.066 Gy im Bereich des kontralateralen Sekundärtumors ist zu gering, um die 

Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit vollständig zu erklären und 

Bestrahlungsdosen von 0.1 Gy wurden als Schwellendosis beschrieben, um 

überhaupt eine Wachstumsverzögerung zu induzieren.  
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Potenzielle hormetische, also positive Effekte einer niedrig-LET (linearer 

Energietransfer) Bestrahlung werden in der Literatur insgesamt kontrovers 

diskutiert, jedoch liegt die Streustrahlung der nicht-behandelten 

Sekundärtumoren in unserer Studie im Bereich von einer diagnostischen 

Computertomographie (Ma, Kong et al. 2013, Janiak, Wincenciak et al. 2017). 

 

Effektive Anti-Tumor-Immunantworten und abskopale Effekte einer 

Radiotherapie sind abhängig von einem effizienten Priming von T-Zell Antworten 

(Eckert, Gaipl et al. 2017). Eine Bestrahlung kann dieses Priming unterstützen, 

indem eine erhöhte Freisetzung von tumor-assoziierten Antigenen induziert und 

die Expression von MHC-1 Molekülen an der Tumorzell-Oberfläche hochreguliert 

werden. Zusätzlich kommt es zu einer Freisetzung von sogenannten DAMPs 

(danger associated molecular patterns), wie z.B. ATP, Calreticulin und HMGB1 

(high-mobility group protein B1), welche das angeborene Immunsystem 

aktivieren und damit eine effektive Immunstimulation unterstützen.  

 

Sowohl eine alleinige Bestrahlung, als auch eine kombinierte 

Radioimmuntherapie führen zu einer Veränderung des Tumormikromilieus und 

des Zytokinprofils (Eckert, Jelas et al. 2017). Eine Induktion bestimmter Zytokine 

in Folge einer Radiotherapie wurde ebenfalls für IFNγ und CXCL16 beschrieben 

(Charo and Ransohoff 2006, Lugade, Sorensen et al. 2008, Matsumura, Wang 

et al. 2008, Matsumura and Demaria 2010, Formenti and Demaria 2013, 

Wennerberg, Lhuillier et al. 2017). Eine lokale Induktion einer Immunantwort 

durch eine Tumorbestrahlung, kann auch zu einer systemischen Anti-Tumor-

Immunität führen. Diese steht dabei in Abhängigkeit von CD8+ T-Zellen und ist 

unabhängig von CD4+ T-Zellen (Vanpouille-Box, Pilones et al. 2015, Rodriguez-

Ruiz, Rodriguez et al. 2016, Wennerberg, Lhuillier et al. 2017). 

Auf der anderen Seite kann eine Bestrahlung auch zu immunsupprimierenden 

Mechanismen führen.  Auch bei lokal angewandten klassischen klinischen 

Fraktionierungsschemata konnte eine ausgeprägte Lymphopenie beobachtet 

werden (Yovino, Kleinberg et al. 2013).   
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Bestrahlte Tumoren zeichnen sich außerdem durch erhöhte Spiegel von TGF β 

(Carl, Flindt et al. 2016) und eine gesteigerte PD-L1 Expression aus (Twyman-

Saint Victor, Rech et al. 2015). Auf zellulärer Ebene kommt es zu einer 

Akkumulation von regulatorischen T-Zellen (Treg) und M2 Makrophagen, was 

eventuell durch eine erhöhte Radioresistenz von Treg Zellen im Vergleich zu 

anderen T-Zellen erklärt werden kann (Formenti and Demaria 2013). 

 

Es existiert eine steigende Anzahl an klinischen Fallberichten, welche die 

Existenz von abskopalen Effekten im Rahmen einer kombinierten 

Radioimmuntherapie unterstützen  (Demaria, Ng et al. 2004, Frey, Rubner et al. 

2012, Postow, Callahan et al. 2012, Golden, Demaria et al. 2013, Demaria, 

Pilones et al. 2014, Chandra, Wilhite et al. 2015, Golden, Chhabra et al. 2015, 

Reynders, Illidge et al. 2015, Bhattacharyya, Purushothaman et al. 2016, Levy, 

Chargari et al. 2016). Außerdem konnte gezeigt werden, dass eine Radiotherapie 

zu antigen-spezifischen systemischen Immunantworten in Patienten führen kann 

(Nesslinger, Sahota et al. 2007, Schaue, Comin-Anduix et al. 2008). Allerdings 

ist dieser Effekt in den meisten Fällen nicht stark genug, um eine klinisch 

apparente Kontrolle von Tumoren bzw. Metastasen zu erreichen. Mögliche 

Erklärungen dafür sind ein unzureichender Wechsel bzw. unzureichende 

Polarisierung von einem immunsuppressivem Mikromilieu zu einer effektiven 

Anti-Tumor Immunantwort. Um diese Immunresistenz zu überwinden, werden 

unterschiedliche Ansätze diskutiert. In oligometastasierten Patienten könnte die 

Bestrahlung aller Läsionen bzw. Metastasen einen Vorteil gegenüber der 

Bestrahlung einer einzelnen Indexläsion haben.  

 

Die optimale Behandlungskombination und auch die zeitliche Abfolge einer 

Bestrahlung könnten sich zusätzlich auch nach der Art der verwendeten 

Immuntherapie unterscheiden und zum Beispiel für Tumorvakzine anders 

aussehen, als bei Checkpoint-Inhibitoren, onkolytischer Virotherapie oder CAR 

T-Zellen. Die richtige Kombination könnte auch die Wahrscheinlichkeit von 

systemischen Anti-Tumor-Immunantworten bzw. abkopalen Effekten erhöhen 

und somit das klinische Outcome der Patienten weiter verbessern (Apetoh, 
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Ladoire et al. 2015, Farkona, Diamandis et al. 2016, Khalil, Smith et al. 2016, 

Eckert, Gaipl et al. 2017, Salama and Moschos 2017). 

 

Für mRNA-basierte Behandlungsstrategien wurde beschrieben, dass sie in der 

Lage sind antigen-spezifische T-Zell Antworten zu induzieren. Sie befinden sich 

aktuell in unterschiedlichen klinischen Studien mit einer kombinierten 

Radiotherapie (Fotin-Mleczek, Zanzinger et al. 2014, Sebastian, Papachristofilou 

et al. 2014, McNamara, Nair et al. 2015, Fiedler, Lazzaro et al. 2016). Weitere 

Strategien beinhalten die Kombination mehrerer Immuntherapien zusammen mit 

einer lokalen Bestrahlung, z.B. Doppel-Checkpoint-Inhibitoren (Langer, Gadgeel 

et al. 2016) oder den gezielten Einsatz von Zytokinen, wie z.B. IL-12 um eine T-

Zell Expansion, Aktivierung und TH1 Polarisierung zu induzieren (Deplanque, 

Shabafrouz et al. 2017, Eckert, Jelas et al. 2017). 

 

Zusätzlich stellt die Identifikation der korrekten Bestrahlungsdosis und 

Fraktionierung, welche dem "immunogensten" Bestrahlungsschema entspricht, 

eine klinisch hochrelevante Frage dar. Eine eindeutige Antwort auf diese Frage 

ist trotz zahlreicher präklinischer Daten nur schwierig zu finden und wird aktuell 

in der Literatur kontrovers diskutiert. Es könnte diesbezüglich auch Unterschiede 

je nach Tumorentität und der verwendeten Immuntherapie geben  (Dewan, 

Galloway et al. 2009, Demaria and Formenti 2012, Schaue, Ratikan et al. 2012, 

Demaria, Pilones et al. 2014, Gaipl, Multhoff et al. 2014, Rodel, Frey et al. 2015, 

Levy, Chargari et al. 2016, Whiteside, Demaria et al. 2016).  

 

Für die klinische Translation müssen jedoch auch immer die Limitationen von 

präklinischen Modellen und auch die Unterschiede im Immunsystem zwischen 

Menschen und Mäusen bedacht werden (Mestas and Hughes 2004), 

insbesondere im Bereich der Polarisierung der T-Zell-Antwort (Del Prete, De Carli 

et al. 1993) und des Chemokin-Repertoires (Zlotnik and Yoshie 2000). 

Letztendlich müssen sich die präklinischen Erkenntnisse also erst im klinischen 

Setting, am besten in Form von randomisierten Studien bewähren. Hierfür laufen 
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jedoch bereits heute eine Vielzahl an klinischen Phase 2 und 3 Studien auf deren 

Ergebnisse wir in den nächsten Jahren hoffen können.  
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6 Zusammenfassung 
 

6.1 Hintergrund 

Die Metastasierung von Tumoren und die Tumor-Immunevasion stellen große 

Herausforderungen in der Behandlung von Tumorerkrankungen dar. Es konnte 

gezeigt werden, dass eine Radiotherapie das immunsuppressive Mikromilieu von 

Tumoren überwinden kann und eine zunehmende Anzahl von Fallberichten 

deuten sogar auf "systemische" bzw. abskopale Anti-Tumoreffekte einer lokalen 

Strahlentherapie mit einer einhergehenden systemischen Immunantwort hin. Das 

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung potentieller abskopaler Effekte einer 

Strahlentherapie allein (RTX) und in Kombination mit einer mRNA-basierten 

Tumorvakzinierung (CureVac RNActive®).  

 

6.2 Methoden 

Hierzu wurden C57BL/6 Mäuse mit ovalbuminexprimierenden Thymomzellen in 

das rechte Hinterbein (Primärtumor) und in die linke Flanke (Sekundärtumor) mit 

einer Verzögerung von 4 Tagen injiziert (Doppeltumor-Modell). Die 

Primärtumoren wurden dabei mit 3 Fraktionen à 2 Gy bestrahlt, während die 

Sekundärtumoren mehrfach abgeschirmt wurden, um den Einfluss einer direkten 

Bestrahlung größtmöglich zu minimieren. Die Therapiegruppe mit einer alleinigen 

Tumorvakzinierung (RNA) und die kombinierte Radioimmuntherapie (RTX+RNA) 

erhielten zweimal wöchentlich eine intradermale mRNA-basierte RNActive®-

Vakzinierung. Zusätzlich erfolgte eine Cytokin-Microarray-Analyse der nicht-

bestrahlten Sekundärtumoren, um den biologischen Hintergrund potentieller 

abskopaler Effekte zu analysieren. 

 

6.3 Ergebnisse 

Sowohl eine alleinige Strahlentherapie, als auch die kombinierte 

Radioimmuntherapie führten zu einer signifikanten Verzögerung des 
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Primärtumorwachstums und zu einer vollständigen Tumorkontrolle bei 15% 

(RTX) bzw. 53% (RTX+RNA) der Mäuse. In den kleineren Sekundärtumoren 

verlangsamte die Radioimmuntherapie die Wachstumsrate im Vergleich zur 

alleinigen Tumorvakzinierung (p = 0.002) und der Kontrollgruppe (p = 0.01) 

signifikant. Zusätzlich zeigte das Tumor-Mikromilieu der nicht-bestrahlten 

Sekundärtumoren signifikante Unterschiede in der Zytokin- und Chemokin-

Expression in Abhängigkeit der durchgeführten Therapie und insgesamt 

signifikante Unterschiede bzw. Trends für die Induktion pro-immunogener 

Zytokine durch die kombinierte Radioimmuntherapie im Vergleich zu den 

anderen Versuchsgruppen.  

 

6.4 Diskussion 

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass auch eine normofraktionierte 

Bestrahlung mit relativ niedrigen konventionellen Bestrahlungsdosen zu einer 

Wachstumsverzögerung, sowohl des bestrahlten Primär- als auch, im Falle einer 

kombinierten Radioimmuntherapie, des nicht-bestrahlten kontralateralen 

Sekundärtumors führen kann. Die geringe Streustrahlung im Bereich des 

Sekundärtumors ist dabei zu gering um die Reduktion der 

Wachstumsgeschwindigkeit vollständig zu erklären, sodass wir von einem 

systemischem bzw. abskopalen Bestrahlungseffekt ausgehen. 

 

Eine Kombination aus Immuntherapie und Radiotherapie kann sowohl eine 

lokale, als auch eine systemische Anti-Tumor-Immunität induzieren und stellt 

daher eine sehr vielversprechende Behandlungsstrategie von 

Tumorerkrankungen dar, was auch klinisch bereits unabhängig für mehrere 

Tumorentitäten und Tumorhistologien gezeigt werden konnte. 

 

 

 

Tübingen, 8. Oktober 2019                   
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9 Anhang 
 

9.1 Verwendete Tiere 

- C57BL/6 Mäuse mit einem mittleren Alter zwischen 7 und 9 Wochen bei 

Versuchsbeginn 

 

9.2 Allgemeines Material  

- Laborkittel  

- Mundschutz 

- Überziehschuhe 

- Einmal-Handschuhe, Peha-soft® nitrile white – Paul Hartmann AG, 

Heidenheim, Deutschland 

- Zellstoff 

- Descosept AF – Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld-Beiseförth, 

Deutschland 

- 70 % Ethanol aus Wasser und Emsure® ACS, ISO, Reag. Ph Eur, 

Ethanol - Merck Millipore, München, Deutschland / Ethanol 99 % S – 

SAV LP GmbH, Flintsbach am Inn, Deutschland 

 

9.3 Material zur Herstellung von Lösungen 

- Pipette - eppendorf Research 1000 - Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

- Pipette - eppendorf Research 100 - Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

- Pipette - eppendorf Research 10 - Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

- Pipette - eppendorf Research 2,5 - Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

- eppendorf Safe-Lock Reaktionsgefäße 1,5 mL - Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 
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- eppendorf Safe-Lock Reaktionsgefäße 2,0 mL - Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

- Macro-Pipettierhilfe – Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

- Messpipetten, 5 mL,10 mL, 25 mL, Corning® Costar® Stripette® - 

Sigma-Aldrich© St. Louis, Missouri, USA 

- Glasflaschen mit Schraubverschluss, 500 mL, 1000 mL – Schott AG, 

Mainz, Deutschland 

- Wäge-Spatel 

 

9.4 Material für Zellkultur 

- Pipetten (aufgeführt unter Material zur Herstellung von Lösungen) 

- 15 mL Polystyrene Conical Tube - BD Falcon™ - BD Biosciences, 

Bedford, MA, USA 

- 50 mL Polystyrene Conical Tube - BD Falcon™ - BD Biosciences, 

Bedford, MA, USA 

- Inkubator HeraCell®, Einstellung 37 °C, 5 % CO2 – Heraeus Holding 

GmbH, Hanau, Deutschland 

- 8-Kammer-Kulturplatten, 8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue Culture 

Treated Slides Glass Slide, includes Chamber Removal Devices - BD 

Falcon™ - BD Biosciences, Bedford, MA, USA 

- 96-Well Kulturplatten, Tissue Culture Plate, Flat bottom with lid - 

Cellstar®, Greiner Bio-One GmbH, Solingen, Deutschland 

 

9.5 Material für Tumorinjektion und Tumormessung 

- BD MICRO FINE+ U 100 Insulin-Spritzen, BD Biosciences, Bedford, MA, 

USA 
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- Schermaschine Aesculap GT415 Exacta, Aesculap AG, Tuttlingen, 

Deutschland 

- Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA 

- Digitaler Heizblock, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

- eppendorf Safe-Lock Reaktionsgefäße 2,0 mL - Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

- Digitale Schieblehre, WABECO, Remscheid-Lüttringhausen, 

Deutschland 

 

9.6 Software 

- Microsoft® Word für Mac 2011, Version 14.5.9 - Microsoft Corporation, 

Redmond, WA, USA 

- Microsoft® Excel für Mac 2011, Version 14.5.9 - Microsoft Corporation, 

Redmond, WA, USA 

- Endnote X7.2 (Bld 9970) - Thomson Reuters, NYC, USA / Toronto, 

Kanada 

- Adobe® Illustrator® CC, Version 17.0.0 - Adobe Systems, San José, CA, 

USA 

- Adobe® InDesign® CC, Version 9.0 - Adobe Systems, San José, CA, 

USA 

- Prism 6 for Mac OS X, Version 6.0c - GraphPad Software, Inc., La Jolla, 

CA, USA 
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