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1 EINLEITUNG 
1.1 Glioblastoma multiforme 
1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie 
Primäre ZNS-Tumoren werden nach den Guidelines der World Health 

Organization (WHO) klassifiziert (siehe Anhang Nr. 1). Das Glioblastoma 

multiforme WHO Grad IV (GBM) ist einer der aggressivsten malignen Tumoren 

und der häufigste primäre Tumor des ZNS1. Die weltweite Inzidenz beträgt 3-4 pro 

100.000 Erwachsene und 2 pro 1 Million Kinder pro Jahr; in industrialisierten 

Ländern ist sie mit 4-5 pro 100.000 Erwachsene etwas höher2,3,4. Männer sind mit 

einem Anteil von 57-59% häufiger betroffen als Frauen5,6. 

Zwei Drittel aller GBM sind primäre Tumoren und ein Drittel entwickelt sich 

sekundär auf Basis eines niedriggradigen Glioms wie des Astrozytoms Grad II1,7.  

A   B 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 1.1: MRT-Darstellung eines malignen Hirntumors. A: Das T1-gewichtete axiale MRT-Bild 
mit Gadolinium zeigt einen Kontrastmittel-aufnehmenden Tumor im rechten Frontallappen. B: Das 
T2-gewichtete Bild zeigt dieselbe Läsion mit deutlichem Ödem und Mittellinienverlagerung. Die 
radiologischen Befunde sind vereinbar mit der Diagnose eines hochgradig malignen Tumors wie 
dem Glioblastoma multiforme8. 
 
Die meisten Glioblastome treten sporadisch auf. Eine Ausnahme davon stellen sie 

im Rahmen erblicher Tumorsyndrome, z.B. des Turcot-Syndroms9 oder des 

Li-Fraumeni-Syndroms, dar10.  

Heutzutage ist bekannt, dass Wachstumsfaktor-Rezeptor-Familien wie der 

EGF-Rezeptor11, der VEGF-Rezeptor12, der PDGF-Rezeptor13 und ihre 

Mutationen bei der Entstehung des GBM involviert sind14,15.  

In diversen Studien wurde zudem die Assoziation von sozioökonomischen, 

Umwelt- und Arbeitsplatzfaktoren16, der Lebensweise3, Rauchen17, Ernährung18,19, 

dem immunologischen Status20,21, elektromagnetischen Feldern22 und dem 

Gebrauch von Mobiltelefonen23–25 evaluiert. Bisher konnte kein einheitlicher 
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Zusammenhang zum Auftreten eines GBM gefunden werden. Ionisierende 

Strahlung scheint bei der Entstehung jedoch eine zu Rolle spielen26–28.  

1.1.2 Verlauf 
Das mediane Gesamtüberleben (OS) von GBM-Patienten beträgt mit der aktuellen 

Standardtherapie (siehe unten) 12-15 Monate - das Gesamtüberleben nach 2 

Jahren 27,2%29,30 – im Rahmen von Studien 15-18 Monate31. Vor der Einführung 

von Temozolomid lag die mediane Überlebensdauer bei 9-12 Monaten1. Nur 2-3% 

der Patienten erreichen eine Langzeit-Tumorkontrolle und überleben 5 oder mehr 

Jahre. Damit hat das GBM eine der schlechtesten 5-Jahres-Überlebensraten unter 

allen Malignomentitäten32–35. Bei Kindern variieren die Daten für das 5-Jahres-

Gesamtüberleben zwischen 40%36 und 10,3%37. Ob GBM bei Kindern wirklich 

eine bessere Prognose hat, bleibt Bestandteil von Diskussionen32,36,38. 

Rezidive sind häufig und man glaubt, dass sie aufgrund der Migration von 

Tumorzellen in umliegende Hirnregionen entstehen32–34,39. Meist kommt es zu 

einem Lokalrezidiv innerhalb der ersten 9 Monate nach Bestrahlung1. Dabei wird 

die Mehrheit der Glioblastome im Radius von 2 cm um ihre ursprüngliche 

Lokalisation rezidivieren40. Fernmetastasten außerhalb des ZNS sind mit weniger 

als 1% sehr selten. Bei Auftreten eines Rezidivs beträgt das progressionsfreie 

Überleben 2 Monate, mit Chemotherapie 7 Monate41. 

1.1.2.1 Einflussfaktoren auf den klinischen Verlauf 
Therapieunabhängige positive prognostische Faktoren sind neben der 

makroskopisch kompletten Tumorresektion37,42,43 junges Alter und ein guter 

Karnofsky Index (siehe Anhang Nr. 2) bei Diagnosestellung35,36,44–49, sowie die 

Tumorlokalisation in den Hemisphären 37.  

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass Glioblastome viele tumorassoziierte 

Antigene (TAA) exprimieren. Dazu gehören das Glykoprotein 24051, Tenascin52, 

Survivin53, die α-2-Kette des IL-13-Rezeptors54, HER2, EphA2, SOX11 und 

Melanom-assoziierte Antigene wie gp100, Melanom-Antigen(MAGE)-1 und 

MAGE-355–62.  

Molekulare Marker, die eine Therapieantwort und Prognose vorherzusagen helfen, 

sind selten, nur der MGMT-Promotor-Methylierungsstatus hat bisher eine 

zuverlässige klinische Relevanz erlangt (siehe Kapitel 1.1.3.3)63–65. Ob eine 

EGFR-Amplifikation oder -Überexpression wirklich mit einer schlechteren 
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Prognose korreliert66–69, wird kontrovers diskutiert32,50,70–72. Auch die Rolle der 

TP53-Mutation ist nicht abschließend geklärt32,73–77. 

Negativ auf die Prognose wirken sich eine kurze Zeit bis zum Auftreten eines 

Rezidivs, ein hoher Anteil von CD133+ Gliom-Stammzellen innerhalb des Tumors 

sowie ein Tumor außerhalb des Frontallappens aus78–80. 

1.1.3 Therapie 
1.1.3.1 Temozolomid 
Temozolomid (SCH52365), Handelsname z.B. Temodal, ist ein oral applizierbares 

Alkylanz. Es wurde ursprünglich zur Therapie von Hirnmetastasen beim malignen 

Melanom entwickelt81–83 und nach weiteren Untersuchungen 1999 zur Therapie 

von Patienten mit einem Rezidiv oder Progredienz eines Glioblastoms oder 

anaplastischen Astrozytoms zugelassen84–87.  

Seit der EORTC-Studie29 (siehe unten) im März 2005 ist Temodal begleitend zur 

Radiotherapie und anschließend als adjuvante Monotherapie bei erstmalig 

diagnostizierten Glioblastompatienten zugelassen, auch bei Kindern ab drei 

Jahren. Weitere Indikationen können niedriggradige Gliome88–90 und 

Hirnmetastasen des Bronchial-Ca sein91–93. 

Temozolomid wird nach oraler Einnahme rasch resorbiert. Die Bioverfügbarkeit  

beträgt nahezu 100% und die Halbwertszeit 1,8-1,9 Stunden85,87,94–97. 

Das Prodrug Temozolomid hydrolysiert bei physiologischem pH (pH ≥ 7) spontan 

zu 5-(3-Methyltriazen-1-yl)-imidazol-4-carboxamid (MTIC) mit einer HWZ von 

ebenfalls ca. 1,9 h98. Dieses degradiert zu dem aktiven Methyldiazonium sowie zu 

5-Amino-imidazol-4-carboxamid (AIC) (siehe Abb.1.2)99–103. Ersteres wirkt als 

basenselektives Alkylanz, indem es eine Methylgruppe auf Nukleotide der DNA 

überträgt87. Durch Bildung von O6-Methylguanin wirkt TMZ zytotoxisch104, denn es 

kommt zu einem Einbau von Thymidin an Stelle von Cytosin. Dies wird vom 

zellulären Mismatch-Repair-System erkannt, führt zu DNA-Strangbrüchen105 und 

hat einen Arrest der Zellteilung in der radiosensitiven G2/M-Phase106 mit Apoptose 

zur Folge 107,108. In präklinischen Studien konnte ferner gezeigt werden, dass TMZ 

bestrahlungsindizierte DNA-Doppelstrangbrüche und Zelltod108,109 fördert, 

insbesondere wenn es begleitend zur Radiotherapie appliziert wird110.  
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Abb. 1.2: Pharmakokinetik vom Temozolomid. Es erfolgt eine spontane Hydrolyse von TMZ zu 
MTIC, welches zu AIC und dem aktiven Metaboliten Methyldiazonium degradiert. Modifiziert 
nach111. 
 
Maximale Plasmakonzentrationen von TMZ betragen nach oraler Anwendung von 

200 mg/m2 tgl. 5,2 µg/ml-13,9 µg/ml (entspricht 26,8-71 µM)85,96, nach oraler 

Anwendung von 150 mg/m2 tgl. 5,8-7 µg/ml (entspricht 30-35 µM) und nach oraler 

Anwendung von 75 mg/m2 tgl. 0,13-2,45 µg/ml (entspricht 0,7-12,6 µM)112. Sie 

werden nach 0,3-2,5 Stunden erreicht85,94,96. Die Hauptmenge (68%) wird in 

weniger als 24 Stunden nach Ende der Behandlung ausgeschieden, ohne dass 

eine Akkumulation nachgewiesen werden konnte85,96,113.  

Durch die spontane, nicht hepatische Metabolisierung, unterliegt die 

Bioverfügbarkeit nur geringen interindividuellen Schwankungen. Deswegen, sowie 

aufgrund der geringen Plasmaproteinbindung, ist die Beeinflussung durch andere 

Medikamente sehr unwahrscheinlich114. Bei älteren Patienten erwies sich 

Temozolomid in zahlreichen Studien als wirksam115–118 und eine Dosisanpassung 

war nicht notwendig119–122. 

Die Toxizität von TMZ betrifft vor allem das hämatologische System. Es kann zu 

einer dosisabhängigen reversiblen Reduktion der Leukozyten- und 

Thrombozytenzahl kommen102. Zielorgane der Toxizität sind auch die Hoden, der 

Gastrointestinaltrakt und bei sehr hohen Dosen die Netzhaut. TMZ ist 

embryotoxisch, teratogen und kann genotoxische Wirkungen haben123.  

1.1.3.2 Kombinierte Radiochemotherapie des Glioblastoms mit TMZ 
Stupp et al.29 konnten in einer multizentrischen internationalen randomisierten 

Phase-III-Studie der EORTC an 573 Erwachsenen mit der Erstdiagnose 

Glioblastom erstmalig zeigen, dass die simultane Radiochemotherapie mit 

Temozolomid, gefolgt von einer Erhaltungstherapie, mit einem signifikanten 

Überlebensvorteil und sehr geringer Toxizität einhergeht. Die Patienten erhielten 

entweder ausschließlich eine fokale Bestrahlung (30 Fraktionen à 2 Gy, 

5 d/Woche) oder simultan 75 mg/m2 TMZ über 42 Tage. Nach 4 Wochen Pause 

wurde mit einer Monotherapie mit 150-200 mg/m2  tgl. TMZ für 5 Tage eines 

Temozolomid MTIC Methylidiazonium AIC 

Spontane 
Hydrolyse 

pH > 7,0 
+ 
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28-tägigen Zyklus fortgefahren. Bis zu 6 Zyklen waren bei entsprechender 

Verträglichkeit möglich. 

 
Abb. 1.3: Therapieschema der EORTC-Studie. Gruppe A: Nach Tumorresektion erfolgte 
ausschließlich eine fokale Radiotherapie mit einer Gesamtdosis von 60 Gy. Gruppe B: Die 
Patienten erhielten initial eine kombinierte RCT mit 75 mg/m2 tgl. TMZ über 6 Wochen und nach 
einer 4-wöchigen Pause nochmals 100-200mg/m2 tgl. TMZ an 5 von 28 Tagen bis zu 6 Zyklen29. 
 
Die Kombination aus Bestrahlung und TMZ verlängerte das progressionsfreie 

Überleben (PFS) von 5,0 auf 6,9 Monate. Die mediane Überlebenszeit in der 

Kombinationsgruppe erhöhte sich signifikant auf 14,6 Monate, verglichen mit 

12,1 Monaten in der Gruppe mit alleiniger Radiotherapie. Die 

2-Jahresüberlebensrate wurde durch Kombination mit TMZ von 10,8% auf 27,2% 

gesteigert. Die Lebensqualität war zwischen den Gruppen vergleichbar, bei guter 

Verträglichkeit des Chemotherapeutikums124,125.  

Fraktionierte fokale Radiotherapie (60 Gy, 30-33 Fraktionen von 1,8-2 Gy oder 

equivalente Dosen) ist die Standard-Behandlung nach Resektion oder Biopsie. 

Eskalationsdosen von über 60 Gy konnten keinen weiteren Effekt erreichen. Bei 

Älteren oder Patienten mit niedrigem Karnofsky Index werden generell kürzere, 

hypofraktionierte Regime (z.B. 40 Gy in 15 Fraktionen) vorgeschlagen126,127. 
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Abb. 1.4: Kaplan-Meier Überlebenskurve der EORTC-Studie29. 
 
Die Ergebnisse haben dazu geführt, dass die simultane Radiochemotherapie mit 

Temozolomid als neue Standardtherapie beim GBM eingeführt wurde2.  

2009 wurden weitere Daten der Patienten analysiert. Das PFS nach 5 Jahren 

betrug 4,1% in der Gruppe mit Kombinationstherapie und 1,3% in der Gruppe mit 

alleiniger Radiotherapie30.  

Es scheinen alle Untergruppen von der Kombinationstherapie zu profitieren. 

Prognostisch ist es von positiver Bedeutung, besonders früh im Krankheitsverlauf 

mit der Chemotherapie zu beginnen128.  

 Radiotherapie TMZ + Radiotherapie 
Medianes PFS (Monate) 5 6,9 

1-Jahres-PFS 9,1% 26,9% 
2-Jahres-PFS 1,5% 10,7% 
5-Jahres-PFS 1,3% 4,1% 

Medianes OS (Monate) 12,1 14,6 
2-Jahresüberleben 10,8% 27,2% 
5-Jahresüberleben 1,9% 9,8% 

Tabelle 1.1: Progressionsfreies Überleben und Gesamtüberleben der EORTC-Studie29,30. 
 
Das „One week on/one week off-Schema“ (150 mg/m2 an Tag 1-7, Wiederholung 

an Tag 15 des Zyklus) zeigte mit einer 48%-igem PSF nach 6 Monaten derzeit die 

besten Ergebnisse bei rezidivierendem oder progressivem Glioblastom. In diese 

Studie wurden allerdings nur 21 Patienten eingeschlossen129,130. 

1.1.3.3 Einflussfaktoren auf TMZ-Therapie 
Die größte Bedeutung für eine Resistenz gegen Temozolomid hat neben dem 

DNA-Mismatch-Repair-System107 und dem Nukleotidexzisionssystem131 vor allem 

das Enzym O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)132. Sobald sich 
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durch Temozolomid in der Zelle O6-Methylguanin gebildet hat, kann MGMT diese 

Alkylierung rückgängig machen, wird dabei aber irreversibel inaktiviert133. Zellen 

mit niedrigem MGMT-Spiegel, z.B. im Gehirn134 oder Blutstammzellen135, sind 

besonders empfindlich gegenüber TMZ. Auch in Chemotherapie-sensiblen 

malignen Hirntumoren ist die MGMT-Konzentration niedriger als in resistenten 

Hirntumoren136.  

Die Expression des Enzyms wird durch Methylierung des Promotors des MGMT-

Gens reguliert137. Die Methylierung unterbindet die de novo-Synthese von MGMT. 

Sie ist mit einem längeren Überleben assoziiert und stärkster Prognosefaktor, 

wenn mit alkylierenden Substanzen behandelt wird32,63–65,138–141. Bei knapp 50% 

der GBM-Patienten ist der Promotor in den Tumorzellen methyliert29,138. 

 

Abb. 1.5: Rolle der Methylierung des Promotors der O6-Methylguanin-DNA-Methyl-
Transferase (MGMT). A: Bei methyliertem MGMT-Promotor wird die Enzymsynthese 
herabreguliert. Als Folge kann die TMZ-Wirkung nicht rückgängig gemacht werden und Patienten 
sprechen besser auf die TMZ-Therapie an. B: Ist der MGMT-Promotor nicht methyliert, kann das 
Enzym synthetisiert werden und die TMZ-Wirkung aufheben. Die Patienten sprechen schlechter 
auf die TMZ-Therapie an. Modifiziert nach111. 
 
In der Untergruppe der EORTC-Studie mit methyliertem MGMT-Promotor und 

kombinierter Radiochemotherapie lebten nach 5 Jahren noch 13,8% der 

Patienten, in der Gruppe mit nicht methyliertem MGMT-Promotor nur 8,3%65. 

 
 

Methylier-
ter MGMT- 
Promotor 

Strahlentherapie 
(n = 100) 

TMZ + Radiotherapie 
(n = 106)  

5,9 10,3 PFS (Monate) 
15,3 23,4 OS (Monate) 
5,2% 13,8% 5-Jahresüberleben 

Nicht 
methylier-
ter MGMT-
Promotor 

4,4 5,3 PFS (Monate) 
11,8 12,6 OS (Monate) 
0% 8,3% 5-Jahresüberleben 

 

Tabelle 1.2: Effekt der Promotormethylierung der O6-Methylguanin-DNA-Methyl-Transferase 
auf das Überleben unter Temozolomidtherapie30,65. 

Promotorregion 

Keine  
MGMT-Ausschüttung 

MGMT-Ausschüttung 

Ansprechen auf  
TMZ-Behandlung 

Ansprechen auf  
TMZ-Behandlung 

Promotorregion 

A    deaktiviert 

B    aktiviert 

methyliert 

MGMT-Gen 

MGMT-Gen 
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Ein metronomisches TMZ-Regime mit kontinuierlich niedrigdosierter TMZ-

Applikation ist ebenfalls eine attraktive Strategie für die Behandlung von malignen 

Gliomen, da es die Anzahl der zirkulierenden regulatorischen T-Lymphozyten 

(Treg) vermindern kann142,143. Es könnte daher effektiver als die konventionelle 

TMZ-Therapie sein144. 

1.1.3.4 Weitere Therapieansätze 
Diverse Studien untersuchten die Kombinationswirkung von TMZ und/oder 

Radiotherapie zusammen mit anderen Chemotherapeutika, wie 

Nitrosoharnstoffen145–151, Cisplatin152, Topoisomerasehemmern153,154, EGF-

Rezeptor-Inhibitoren155 wie Erlotinib148,156 oder PDGF-Rezeptor-Inhibitoren wie 

Imatinib157 und anderen Medikamenten158,159–162 auf das Glioblastoma multiforme. 

Nitrosoharnstoffe scheinen zwar eine Medikamentengruppe zu sein, die das 

Langzeitüberleben in Metaanalysen positiv beeinflussen149,163, die anderen 

Kombinationen brachten aber keinen Durchbruch.  

O6-Benzylguanin kann MGMT hemmen, da es als Analogon zu O6-Methylguanin 

irreversibel an MGMT bindet. Die Kombination mit TMZ hat in klinischen Studien 

erhöhte Toxizität, jedoch keinen Überlebensvorteil erbracht164,165. Da Glioblastome 

hoch angiogene Tumoren sind, wurden diverse antiangiogenetische Medikamente, 

wie der VEGF-Antagonist Bevacizumab, oder mTOR-Inhibitoren, wie 

Temserolimus128,166–170 eingesetzt, jedoch ebenfalls ohne eindeutigen Erfolg. Auch 

an Radionukleotide oder Exotoxine gebundene Antikörper wurden entwickelt und 

lokal angewandt, ohne ein überlegenes Resultat zu erbringen171–173. 

Demgegenüber zeigen selektive Cyclooxygenase(COX)-2-Inhibitoren, unabhängig 

von ihrer COX-2-inhibitorischen Aktivität, antiproliferative und Apoptose-

induzierende Effekte mit reduziertem Glioblastomwachstum in vivo174,175. Der 

Intergrinrezeptorinhibitor Cilengitide zeigte bisher ebenfalls gute Ergebnisse176,177 

und ist in Kombination mit TMZ bei neu diagnostiziertem GBM mit MGMT-

Promotormethylierung eine aussichtsreiche Therapiealternative128,178. Die 

derzeitige Standardtherapie konnte bisher im klinischen Alltag jedoch nicht 

übertroffen werden. 
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1.2 Grundlagen der angeborenen und erworbenen 
Immunität 

Das Immunsystem des Menschen ist durch verschiedene Effektorzellen und 

Moleküle in der Lage, uns vor Krankheitserregern und maligne entarteten Zellen 

zu schützen. Zu seinen Aufgaben gehören die Erkennung von Erregern und 

malignen Zellen durch das angeborene und das adaptive Immunsystem, die 

Abwehr von Infektionen mittels Komplementfaktoren, Antikörpern, Lymphozyten 

und anderer Immunzellen, sowie die Vermeidung einer überschießenden 

Immunreaktion180a.  

1.2.1 Das angeborene Immunsystem 
Eine Vielzahl von Zelltypen und Molekülen ist in der Lage gegen Erreger 

vorzugehen oder entartete Zellen zu vernichten, allerdings nicht antigenspezifisch. 

Zu den Phagozyten des angeborenen Immunsystems zählen Monozyten und 

Makrophagen, Granulozyten und dendritische Zellen (DC), welche den 

Schwerpunkt dieser Arbeit darstellen. Die ersten Zellen des angeborenen 

Immunsystems, die auf fremde Organismen innerhalb von wenigen Stunden 

reagieren, sind Makrophagen. Sie sind reife Monozyten, zirkulieren zunächst im 

Blut und wandern in Gewebe ein, wo sie sich differenzieren und durch  

Phagozytose Krankheitserreger abtöten können180a. 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) reagieren nach Aktivierung gegen intrazelluläre 

Infektion und mutierte Zellen wie Tumorzellen. Durch zytotoxische Granula können 

sie diese lysieren bzw. Apoptose auslösen und mithilfe von proinflammatorischen 

Zytokinen wie IFN-α und -γ eine Immunantwort gegen den Tumor 

unterstützen180a,181. 

Ebenfalls zum angeborenen Immunsystem gehören die Mastzellen. Sie spielen 

eine wichtige Rolle bei allergischen Reaktionen und der Abwehr von Parasiten180a. 

1.2.2 Das adaptive Immunsystem 
Die sich anschließende antigenspezifische Reaktion des adaptiven Immunsystems 

kann Infektionen effektiver abwehren, benötigt im Gegensatz zum angeborenen 

Immunsystem aber länger, um wirkungsvoll zu sein180a. Die Hauptakteure sind 

B- und T-Lymphozyten. 

Jeder T-Lymphozyt, der die zentralen lymphatischen Organe verlässt, ist aufgrund 

von hoch variablen Oberflächenrezeptoren für ein Antigen spezifisch. Man 
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unterscheidet zwischen naiven, ungeprägten T-Lymphozyten und aktivierten 

Effektorzellen nach Antigenkontakt. T-Lymphozyten, die auf ein Antigen treffen, an 

das ihr Rezeptor bindet, werden aktiviert, um zu proliferieren und sich u.a. zu 

CD4+ und CD8+ Effektorzellen zu differenzieren180a.  

B-Lymphozyten, die Vorläufer der Antikörper-sezernierenden Plasmazellen, 

können ein naives Antigen direkt über ihren B-Lymphozyten-Rezeptor 

erkennen182. Nach Antigenprozessierung können sie kostimulatorische Moleküle 

wie Peptid-MHC-II-Komplexe an ihrer Oberfläche exprimieren und dadurch naive 

CD4+ T-Lymphozyten aktivieren180b. 

Regulatorische T-Lymphozyten unterdrücken möglicherweise die Proliferation und 

Zytokinproduktion von T-Effektorzellen, können die Funktion zytotoxischer 

T-Lymphozyten hemmen und kontrollieren so die Immunantwort. Es konnte zudem 

gezeigt werden, dass sie auch die Proliferation und Antikörperproduktion von 

B-Lymphozyten hemmen und die NK-Zell-Funktion unterdrücken144,183,184. Sie 

sezernieren immunsuppressive Zytokine wie TGF-β und IL-10 oder sind konstitutiv 

aktiv185.  

Im Verlauf der Immunantwort entwickeln sich einige B- und T-Lymphozyten zu 

Gedächtniszellen und sorgen so für eine langanhaltende Immunität180a.  

1.2.3 Dendritische Zellen 
Dendritische Zellen als Teil des angeborenen Immunsystems können Erreger 

nicht nur abtöten, sondern bilden als hoch spezialisierte antigenpräsentierende 

Zellen ein entscheidendes Bindeglied zwischen angeborenem und adaptivem 

Immunsystem. Sie sind die potentesten Zellen für die Aktivierung von naiven 

T-Lymphozyten und für die Induktion einer primären Immunantwort180a,186,187. 

Unter dem Phasenkonstrastmikroskop betrachtet, besitzen DC lange fingerförmige 

Ausläufer >10 µM, ähnlich den Dendriten von Nervenzellen, die sich in 

verschiedene Richtungen des Zellkörpers bewegen können und zu ihrer 

Namensgebung beitrugen182,188.  
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A   B 
 

 

 

 

 
 
Abb. 1.6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen dendritischer Zellen in 
verschiedenen Reifestadien. A: Unreife dendritische Zellen besitzen viele lange Fortsätze 
(Dendriten) mit zahlreichen endozytotischen Vesikeln. B: Reife DC phagozytieren nicht mehr. Hier 
sind die typische Morphologie und Interaktion einer reifen DC dargestellt (Aufnahmen von K. 
Dittmar). Modifiziert nach180c. 
 
Die recht langlebigen Zellen sind unter den meisten Oberflächenepithelien, wie 

Haut und Tonsillen, und in den meisten soliden Organen, wie Herz, Lunge und 

Niere, sowie im Blut dauerhaft im unreifen Phänotyp zu finden182. DC wurden 

erstmals 1886 in Form einer Untergruppe, den Langerhans-Zellen der Haut, 

entdeckt. Ralph Steinmann erkannte in den 1970-iger Jahren ihre Bedeutung und 

beschrieb DC genauer189.  

Sie nehmen zunächst Antigene auf und prozessieren diese, präsentieren dann 

eine große Menge an MHC-Peptid-Komplexen an ihrer Oberfläche, regulieren 

kostimulatorische Moleküle hoch und migrieren anschließend in die Lymphorgane, 

wo sie antigenspezifische T-Lymphozyten aktivieren182.  

Unter normalen Bedingungen tragen unreife, nicht aktivierte DC zur 

Immunhomöostase durch Löschung autoreaktiver T-Lymphozyten bei und 

induzieren eine T-Lymphozyten-Toleranz. Kommt es hier zu Störungen können 

Allergien die Folge sein144,182.  

Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der Immunologie sind sie Ziel von 

Therapiekonzepten in vielen klinische Situationen, die T-Lymphozyten involvieren: 

Resistenz gegenüber Infektionen und Tumoren, Immundefizienz, Transplantation, 

Allergie, Autoimmunerkrankungen und Vakzinen182.  

Im Gegensatz zu anderen antigenpräsentierenden Zellen wie Makrophagen, 

Monozyten oder B-Lymphozyten können DC Antigenpeptide sowohl zusammen 

mit MHC-I- als auch mit MHC-II-Molekülen kreuzpräsentieren190,191. Dadurch 

aktivieren sie nicht nur CD4+ T-Helfer-Zellen, sondern auch CD8+ zytotoxische 

T-Lymphozyten192. Man glaubt, dass beide Typen von Effektorlymphozyten 

notwendig sind, um eine optimale zelluläre Immunantwort hervorzurufen193–195.  
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DC sind zudem starke Aktivatoren der NK-Zellen des angeborenen 

Immunsystems196. Dadurch können theoretisch sowohl Tumorzellen mit als auch 

ohne Expression von MHC-I-Molekülen getötet werden197.  

1.2.3.1 Reifung von dendritischen Zellen 
Die Hauptfunktion unreifer DC (iDC) ist die Phagozytose von Pathogenen. In 

diesem Zustand sind sie nicht in der Lage, T-Lymphozyten zu stimulieren, da 

ihnen die Signalmoleküle wie CD40, CD54 und kostimulatorische Moleküle wie 

CD80 und CD86 fehlen und sie durch geringe Mengen an MHC-Molekülen an der 

Oberfläche charakterisiert sind182. Mittels Makropinozytose können iDC nicht nur 

partikuläres Material phagozytieren, sondern auch große Mengen 

Extrazellularflüssigkeit und deren Inhaltsstoffe aufnehmen, z.B. Virusbestandteile 

und Bakterien180a,198–202. Sie tragen an ihrer Oberfläche Mustererkennungs-

rezeptoren (PRR), die allgemein vorkommende Merkmale vieler Pathogene, 

sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP), erkennen. Dabei 

handelt es sich um mannosereiche Oligosaccharide, Proteoglykane und 

Lipopolysaccharide, Bestandteil bakterieller Zellwände198. Zu den PPR gehören 

die Toll-like Rezeptoren (TLR) und der C-Typ-Lektinrezeptor DEC 205203. Nach 

Bindung stimulieren PPR die Phagozytose und Prozessierung von Antigenen 

sowie die Reifung von DC204–206. Die immunologischen Stimuli führen dazu, dass 

sich die Chemokinrezeptoren der DC deutlich verändern, antigenaufnehmende 

Strukturen verschwinden und stimulierende Faktoren für T-Lymphozyten 

zunehmen182.  

Der endgültige Schritt zu reifen DC (mDC) wird auch intakte Bakterien207 sowie 

durch Zytokine wie IL-1, IL-3, GM-CSF und TNF-α gefördert. IL-10 hingegen 

hemmt die Reifung208–210. TLR-Signale stimulieren während dieses Prozesses die 

Expression der Rezeptoren CCR6 und CCR7, wodurch eine aktive Migration der 

DC in die T-Lymphozyten-Areale der sekundären lymphatischen Organe 

stattfinden kann180d, 211.  

Innerhalb weniger Tage tragen DC große Mengen der kostimulierenden 

Transmembranglykoproteine CD80 und CD86 an ihrer Oberfläche sowie viel 

MHC, ICAM-1 (CD54), LFA-3 (CD58)182. Letztere verstärken die Adhäsion und 

Signalgebung mit dem T-Lymphozyten-Rezeptor auf naiven T-Lymphozyten für 

ihre Aktivierung203,212. Zudem exprimieren DC ein hohes Maß der NF-κB-Familie 
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z.B. Rel A/p65213, welche die Expression vieler Gene für immunmodulatorische 

und inflammatorische Proteine kodieren.  

 
Abb. 1.7: Eigenschaften, die sich während der DC-Reifung verändern. Unreife DC können 
Antigene auf unterschiedliche Weise aufnehmen: Phagozytose, Macropinozytose, Pinozytose. 
Pathogene wie LPS, Zytokine wie GM-CSF und TNF-α oder der T-Lymphozyten-Ligand CD40L, 
der an CD40 auf DC bindet, führen zur Reifung von iDC zur mDC. Modifiziert nach182. 
 
Die Makropinozytose und Rezeptor-vermittelte Antigenaufnahme machen die 

Antigenpräsentation so effizient, dass picomolare Antigenkonzentrationen 

ausreichen um eine suffiziente Immunantwort zu generieren198.  

Antigene von Infektionserregern199,200 oder Tumoren müssen zunächst durch DC 

verarbeitet werden, um präsentiert zu werden215–218. Intrazelluläre Antigene 

werden im Zytosol fragmentiert und regen, an MHC-I gebunden, CD8+ 

zytotoxische T-Lymphozyten zur Proliferation an219–222. Diese können dann 

infizierte Zellen direkt eliminieren und Tumorzellen attackieren182,219,220. 

Extrazelluläre Antigene, welche den endozytotischen Weg gehen, werden mittels 

MHC-II-Molekülen CD4+ T-Helfer-Zellen präsentiert182 und bleiben über Tage 

stabil223,224. Reife DC können Antigene nicht mehr durch Phagozytose oder 

Makropinozytose aufnehmen. Sie exprimieren nun aber 10-100 Mal mehr MHC-I- 

und MHC-II-Moleküle als andere antigenpräsentierende Zellen wie 

B-Lymphozyten oder Monozyten182,214. 

Molekül Lokalisation Funktion 
CD3 T-Lymphozyten T-Lymphozyten-Rezeptor 

CD4 T-Lymphozyten Erkennung von an MHC-I-gebundenen 
Antigenen durch T-Lymphozyten-Rezeptor 

CD8 T-Lymphozyten 
Erkennung von an MHC-I-gebundenen 
Antigenpeptiden durch T-Lymphozyten-
Rezeptor 

CD14 Monozyten, 
Makrophagen LPS-Rezeptor 

CD19 B-Lymphozyten B-Lymphozyten-Rezeptor, Aktivierung von B-
Lymphozyten 

Pathogene (LPS) 
Zytokine (GM-CSF, TNF-α) 
T-Lymphozyten (CD40L) 

Oberflächen-MHC-II 
Endozytose 

CD40,54,58,80,83,86 
IL-12-Sekretion 

Keine Aktinfasern 
 
 
 
 

intrazelluläres MHC-II 
Endozytose 

CD40,54,58,80,83,86 
IL-12-Sekretion 

Aktinfasern 
 
 
 
 

iDCF mDCF
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CD40 antigenpräsen-
tierende Zellen 

stimuliert Differenzierung von antigen-
präsentierenden Zellen über CD154 

CD54 
(ICAM-1) 

Lymphozyten, DC, 
Endothelzellen Intrazelluläres Adhäsionsmolekül, Migration 

CD58  
(LFA-3) 

antigenpräsen-
tierende Zellen Zelladhäsionsmolekül 

CD80 
(B7.1) 

antigenpräsen-
tierende Zellen Kostimulation von T-Lymphozyten 

CD83 DC DC-Marker 
CD86 
(B7.2) 

antigenpräsen-
tierende Zellen Kostimulation von T-Lymphozyten 

CD154 
(CD40L) 

antigenpräsen-
tierende Zellen 

Bindet an CD40 und löst Reifung von 
antigenpräsentierenden Zellen aus 

CD197 
(CCR7) 

DC,  
T-Lymphozyten Rezeptor für CCL19 und 21, Migration 

CD209  
(DC-SIGN) DC, Makrophagen PAMP-Bindung, Adhäsionsmolekül, 

T-Lymphozyten-Aktivierung 
MHC 
(HLA-DR) 

antigenpräsen-
tierende Zellen Peptidpräsentation 

RANKL T-Helfer Zellen DC-Reifung und Überleben 
Tabelle 1.3: Übersicht über ausgewählte zelluläre Moleküle, deren Lokalisation und 
Funktion180. 

1.2.3.2 Induktion einer Immunantwort durch dendritische Zellen 
Die Aktivierung von naiven T-Lymphozyten erfordert zusätzlich zum Erkennen des 

Antigens durch den T-Lymphozyten-Rezeptor die kostimulatorischen Moleküle auf 

dendritischen Zellen144.  

Naive T-Lymphozyten migrieren zunächst in die T-Lymphozyten-Zone 

lymphatischer Organe über Bindung des T-Lymphozyten-Integrins LFA-1 an die 

intrazellulären Zelladhäsionsmoleküle ICAM-1 (CD54) und ICAM-2 der DC und 

des Endothels. Zudem bindet LFA-1 an ICAM-3, das von naiven T-Lymphozyten 

exprimiert wird, und an das Adhäsionsmolekül DC-SIGN, das in großen Mengen 

auf dendritischen Zellen vorkommt. Zusätzlich interagieren T-Lymphozyten über 

CD2 mit LFA-3 (CD58) der DC180d.  

T-Lymphozyten durchlaufen nun eine klonale Expansion und Differenzierung zu 

T-Effektorzellen. Die naiven CD4+ T-Lymphozyten differenzieren sich während des 

Voranschreitens der Infektion zu verschiedenen Gruppen von T-Effektorzellen: 

Th17, Th1, Th2 oder zu CD25+ Treg (S. 537-540)180. Dabei entsteht ein Klon von T-

Lymphozyten mit identischer Antigenspezifität144. Zytokine bestimmen in der 

frühen Aktivierungsphase der CD4+ T-Lymphozyten zu einem großen Teil ihre 

weitere Differenzierung180e (siehe Abb. 1.8).  
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Nach Zusammentreffen mit einem Antigen synthetisieren DC in der ersten Phase 

der Immunreaktion IL-6 und TGF-β. Naive T-Lymphozyten differenzieren sich 

dadurch zu Th17-Zellen, vorausgesetzt IL-4, IL-12 oder IFN-γ hemmen sie dabei 

nicht.  

Mit Voranschreiten der Immunantwort nimmt die Produktion von IL-6 und TGF-β 

ab180e. Naive T-Lymphozyten differenzieren sich dann in Gegenwart von mDC und 

IL-12, Viren, Bakterien oder Protozoen in IFN-γ-produzierende Th1-Zellen225–228. 

IFN-γ wiederum aktiviert die antimikrobielle Aktivität von Makrophagen und fördert, 

zusammen mit IL-12, die Differenzierung von T-Lymphozyten zu CD8+ 

zytotoxischen T-Lymphozyten180e. Letztere können Tumorzellen und mit Viren 

infizierte Zellen erkennen und zerstören144.  

Durch IL-4 induzieren DC bei T-Lymphozyten eine Differenzierung zu Th2-Zellen, 

welche IL-4, IL-5 und IL-13 sezernieren229. Diese Zytokine aktivieren eosinophile 

Granulozyten und unterstützen B-Lymphozyten bei der entsprechenden 

Antikörperproduktion182. DC sind auch in der Lage, über TGF-β effizient bei der 

Aktivierung von natürlich vorkommenden Treg mitzuwirken230–232.  

 
Abb. 1.8: DC-vermittelte T-Lymphozyten-Polarisierung. Nach Aktivierung von TLR durch 
Pathogene (hier in grün) erhöhen DC die Expression von MHC auf der Zelloberfläche, regulieren 
kostimulatorische Moleküle hoch und sezernieren immunmodulatorische Zytokine, welche die 
T-Lymphozyten-Polarisierung dirigieren. Bindung bestimmter TLR bewirkt eine unterschiedliche 
Zytokinproduktion. IL-4 unterstützt die Differenzierung zu Th2-Zellen, wohingegen IL-12 die Bildung 
von Th1-Zellen fördert. Th2-Zellen selbst sezernieren IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, Th1-Zellen 
dagegen schütten IL-2 und IFN-γ aus. IL-4 und IL-12 verstärken die Generierung ihrer eigenen 
Untergruppe und hindern gleichzeitig die Entwicklung der entgegengesetzten Untergruppe. Eine 
Kombination von IL-1 oder IL-6 mit TGF-β trägt zur Entwicklung von Th17-Zellen bei. TGF-β allein 
dagegen unterstützt die Generierung von regulatorischen T-Lymphozyten (Treg). Sowohl IL-4 als 
auch IFN-γ hemmen die Th17-Entwicklung. IL-6 hemmt die Entwicklung von Treg. Schwarze Pfeile 
stellen fördernde Aktivität dar, rote zeigen inhibitorische Aktivität. Modifiziert nach144. 
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Die DC-Oberflächenmoleküle CD40 und der TRANCE/RANK-Rezeptor werden 

von CD40L bzw. RANK-Ligand auf aktivierten T-Lymphozyten und T-

Gedächtniszellen gebunden. Dies führt zu einem besseren Überleben der 

DC233,234. Durch CD40 werden CD80 und CD86 hochreguliert205 und die Sekretion 

von IL-12 gefördert182,225,226,235. Über dieses Zytokin können DC auch die 

Antikörperproduktion und Proliferation von B-Lymphozyten direkt fördern236 sowie 

NK-Zellen als Teil des angeborenen Immunsystems aktivieren225-227.  

 
Abb. 1.9: Die zentrale Rolle von DC bei der Initiierung einer Immunantwort. DC kommen in 
fast allen Geweben und Organen vor, auch im Gehirn, und kontrollieren kontinuierlich die Umwelt 
auf Gefahren, z.B. Mikroorganismen und Gewebeschäden. Unreife DC (iDC) sind sehr effizient in 
der Antigenaufnahme durch Endozytose und Expression einer Reihe von Zellober-
flächenrezeptoren. Durch Erkennen einer Gefahr reifen DC und wandern zu den lymphatischen 
Organen. Hier interagieren reife DC (mDC) mit naiven Lymphozyten, aktivieren sie und initiieren so 
eine Immunantwort. Nach ihrer Expansion verlassen aktivierte T-Effektorzellen (Teff) und natürliche 
Killerzellen (NK) das lymphatische Gewebe und kehren zum Ort der Antigenablagerung zurück, um 
die Gefahr im Gewebe (z.B. dem Gehirn) zu eliminieren. Modifiziert nach144.  

1.2.4 Immune-Escape von Tumoren 
Die oben beschriebenen Sachverhalte stellen dar, von welcher Bedeutung das 

Immunsystem bei dem Entstehungsprozess eines Tumors ist. Zusätzlich 

verdichten sich Beweise, dass die Aktivierung des Immunsystems bei 

Glioblastompatienten durch die lokale Mikroumgebung unterdrückt wird56,237–240. 

Maligne Gliome sind durch das Vorhandensein einer Reihe löslicher, teils 

immunsuppressiver Faktoren wie VEGF, IL-10 und TGF-β gekennzeichnet182. 
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IL-10 kann die T-Lymphozyten-Aktivierung direkt blockieren und die DC-Reifung 

hemmen. TGF-β unterdrückt die Reaktion inflammatorischer T-Lymphozyten und 

kann die Entwicklung von Treg induzieren180f. Zahlreiche immuninhibitorische 

Moleküle, z.B. Galectin-1241, HLA-G242, HLA-E243 oder PD-L1 (B7-H1)244,245, 

kommen auf der Oberfläche von Glioblastomzellen vor. Zusätzlich werden 

immunsuppressive Enzyme, wie die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), COX-2, 

Arginase und Stickstoffmonoxidsynthase-2 (NOS-2), in Glioblastomzellen 

überexprimiert246–250. 

Immunstimulatorische Moleküle, wie IL-12, IL-18 und INF-γ, fehlen in der 

Umgebung von Glioblastomen. Auch ist die Menge spezifischer Antigen-MHC-

Komplexe und anderer kostimulatorischer Moleküle auf Tumoren gering182.  

Es konnte zudem gezeigt werden, dass Treg Gliome infiltrieren251,252. GBM-

Patienten zeigen eine erhöhte Treg-Population im peripheren Blut im Rahmen 

eines reduzierten T-Lymphozyten-Pools253. Die Bedeutung dessen ist noch nicht 

eindeutig geklärt. 

1.2.5 Das ZNS – für das Immunsystem ein besonderer Ort 
Hirntumoren befinden sich im ZNS aufgrund der Blut-Hirn-Schranke und der 

Abwesenheit konventioneller Lymphgefäße sowie eines geringen T-Lymphozyten-

Aufkommens in einer besonderen Position für das Immunsystem254,255.  

DC können in geringer Anzahl in den Meningen, im perivaskulären Raum, im 

Plexus choroideus und im Liquor gefunden werden, wo sie im unreifen Zustand 

verweilen256–258. Trotz des Fehlens von Lymphgefäßen können antigenbeladene 

DC das ZNS über den subarachnoidalen Raum durch die Lamina cribrosa in 

Lymphgefäße der Nasenschleimhaut verlassen oder über Arachnoidalzotten in 

das venöse Blut drainiert werden259–261.  

Wenn massiver Gewebsschaden mit Destruktion der Bluthirnschranke und 

Tumorzellnekrose mit Antigenausschwemmung in die Peripherie stattfindet, 

werden Hirntumoren für das periphere Immunsystem erreichbar144. DC treten 

dann sowohl im Hirnparenchym als auch im Liquor zahlreich auf262–264.  

Nach Antigenkontakt und klonaler Expansion kehren aktivierte antigenspezifische 

T-Lymphozyten aus der Peripherie ins Gehirn zurück265,266. Unter 

Entzündungsbedingungen sind sie in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu 

überwinden267. Nach Ankunft im ZNS ist für eine optimale Stimulation der T-

Lymphozyten eine antigenspezifische Reaktivierung durch perivaskuläre 
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antigenpräsentierende Zellen wie Mikrogliazellen notwendig268–271. Diese können 

sich als Reaktion auf inflammatorische oder mikrobielle Stimuli in DC-ähnliche 

Zellen verwandeln272–274. Trotzdem ist das Maß an MHC-Expression und 

kostimulatiorischen Molekülen auf Mikrogliazellen bei voller Aktivierung deutlich 

niedriger als auf reifen DC, und sie können weder naive T-Lymphozyten noch 

T-Effektorzellen aktivieren275,276.  

Die Anwesenheit von tumorinfiltrierenden Lymphozyten und anderen 

Immuneffektorzellen korreliert bisher nicht unvermeidlich mit dem klinischen 

Ergebnis56,280. Inwiefern die Infiltration von Tumoren durch Immunzellen als 

prognostischer Faktor für das klinische Ergebnis von GBM-Patienten gewertet 

werden kann, bleibt widersprüchlich182,277–279.    
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1.3 Dendritische Zellen in der Immuntherapie des 
Glioblastoma multiforme 

1.3.1 Prinzipien der Immuntherapie maligner Erkrankungen 
Malignome werden durch das progressive Wachstum der Nachkommen einer 

einzigen mutierten Zelle verursacht. Zur Heilung müssen wahrscheinlich sämtliche 

bösartigen Zellen entfernt und zerstört werden. Aufgrund der disseminierten 

Verteilung der Glioblastomzellen ist das bei der hier im Vordergrund stehenden 

Malignomentität besonders schwierig43,128. Eine Möglichkeit, das Ziel zu erreichen, 

ist die Induktion einer Immunantwort mittels Immuntherapie. 

Man kann Immuntherapie in vier verschiedene Gruppen einteilen: 

1) Passive Immuntherapie mit monoklonalen Antikörpern281.  

Dieser Therapieansatz wird jedoch erschwert durch die Antigenvariabilität der 

Tumoren sowie durch die Tatsache, dass die verwendeten Antikörper oft nicht tief 

genug in die Tumormasse eindringen und die Tumoren durch Ak-Bindung häufig 

nicht vollständig abgetötet werden können. Passive Immuntherapie wird z.B bei 

Lymphomen in Form von Rituximab angewendet415. 

2) Passive Immunstimulation mit proinflammatorischen Molekülen282–286.  

Ein Beispiel für diesen Ansatz ist die lokale Administration des TLR-9-Agonisten 

CpG-Oligonukleotid, der im Vergleich zu anderen TLR-Agonisten beim 

Glioblastom eine starke Antitumor-Immunität induziert287. Auch die intratumorale 

Anwendung von GM-CSF wurde untersucht, zeigte bisher aber nur geringe 

Behandlungserfolge, wahrscheinlich, da die stimulierte Immunantwort zeitlich 

limitiert ist180g.  

3) Adaptive Immuntherapie durch Behandlung mit stimulierten Immunzellen288–290. 

Im Rahmen dieser gut verträglichen Methode konnte ebenfalls nur selten eine 

klinische Effektivität bei lokaler Administration von lymphokinaktivierten 

Killerzellen291,292, NK-Zellen, tumorinfiltrierenden Lymphozyten und allogenen oder 

autologen tumorspezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten beobachtet 

werden289,293–296. 

4) Aktive spezifische Immuntherapie.  

Bei diesem Ansatz werden üblicherweise ex vivo generierte, mit Tumorantigen 

oder inaktivierten Tumorzellen beladene DC als Vakzine genutzt, um das 

Immunsystem zu stimulieren297,298,300,301. Sie induzieren eine hoch 

tumorspezifische Zytotoxizität bei minimalen Nebenwirkungen299. 
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Bei Glioblastompatienten kann aktive Immuntherapie eine potente 

Antitumorantwort in vivo auslösen und so zumindest bei einer Subpopulation der 

Patienten ein Langzeitüberleben induzieren297. Chemotherapie allein verfehlt 

dieses Ziel häufig aufgrund der Entstehung von Resistenzen oder Toxizität.  

 
Abb. 1.10: Prinzip der aktiven Immunisierung mittels einer dendritischen Zellvakzine. Bei 
den betroffenen Patienten wird eine Leukapherese zur Gewinnung von Monozyten durchgeführt. 
Aus den gewonnenen Zellen werden ex vivo durch Zugabe von Zytokinen reife DC (mDC) 
generiert, welche mit dem eigenen Tumorlysat der Patienten beladen werden. Diese beladenen DC 
werden dem Patienten anschließend injiziert und können spezifische T-Lymphozyten aktivieren. 
Abbildung enthält Anteile aus297. 

1.3.2 In-vitro Generierung dendritischer Zellen 
CD14+ Monozyten aus dem peripheren Blut können unter geeigneten 

Bedingungen in Monozytenserum und unter Hinzugabe von GM-CSF, IL-4 und 

TNF-α zu DC gereift werden198,204,302–305 und stellen damit äußerst potente 

antigenpräsentierende Zellen dar302,303.  

DC zeigten stärkere NK- und T-Lymphozyten-Antworten und eine geringere 

Induktion von Treg, wenn sie mit TNF-α, IL-1β und IFN-γ gereift wurden. Die 

Koadministration von IL-12 zu einer DC-Vakzine verstärkte die Antitumorantwort 

und resultierte in einigen humanen und Tierstudien mit verlängertem 

Überleben306–308. Bei Patienten mit großer Tumorlast wurde jedoch eine deutliche 

Toxizität erzeugt309,310. 
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Eine weitere effektive Methode, die Immunogenität von DC zu verstärken, ist der 

Einsatz von Stoffen bei der Reifung, die DC optimal aktivieren z.B. von TLR-3-

Agonisten Poly I:C (Poly-Inosin-poly-Cytosin-Säure) oder von TLR-7/8-Agonisten 

R 848. TLR-gereifte DC zeigen einen stabilen Phänotyp und gute IL-12 

Produktion, sogar wenn sie TGF-β, Th2-Zellen oder Bedingungen, die Treg 

stimulieren, ausgesetzt sind 311–314. 

Unvollständig gereifte DC spielen eine entscheidende Rolle bei der Induktion von 

Toleranz. Zudem konnte gezeigt werden, dass Prostaglandin E2 (PGE2) die 

Aktivität von IDO (siehe Kapitel 1.2.4) in DC verstärkt und so eine Art 

regulatorischen DC-Subtyp induziert315. Daher entschieden sich Van Gool et al., 

das zuvor im Reifungscocktail genutzte PGE2 in zukünftigen klinischen Studien 

durch topische Imiquimod-Applikation zu ersetzen. Imiquimod ist ein TLR-7 

Agonist und induziert stark die DC-Reifung und Aktivierung316.  Auch eine RNA-

Beladung ist für den klinischen Einsatz prinzipiell geeignet351.  

Imwieweit aus PBMC von GBM-Patienten unter Steroidtherapie qualitativ 

hochwertige DC generiert werden können, ist noch nicht geklärt297,322,332,345,358. 

1.3.3 DC-Vakzine an Tiermodellen 
„Proof of principle“ einer DC-basierten Immuntherapie gegen Glioblastome wurde 

in vitro321,333 und anhand von Nagetiermodellen334–337 demonstriert und die 

Notwendigkeit der klinischen Anwendung mehrfach thematisiert297,338. 

Ein multimodales Therapieregime mit einer DC-basierten Vakzine in Kombination 

mit niedrigdosierter Chemotherapie mit TMZ führt zu einer vermehrten 

tumorspezifischen Antwort zytotoxischer T-Lymphozyten und verbessertem 

Antitumoreffekt im GL261-Mausmodell sowie zur Suppression von Treg. Die 

Kombinationstherapie aus TMZ und DC resultierte in einer Erhöhung IFN-γ 

sezernierender tumorspezifischer CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten verglichen mit 

singulärer Therapie299. Zudem war bei Kombination die Heilungsrate höher als mit 

DC-Vakzine bzw. TMZ-Therapie allein339. Park et al. bestätigten die Ergebnisse340.  

Kjaergaard et al. beobachteten bei Mäusen eine komplette Rückbildung von 

intrakraniellen Tumoren mit Infiltration durch CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten, 

wenn sie eine Vakzine nutzten, die durch Elektrofusion von DC und bestrahlten 

Tumorzellen entstanden war. Langzeitüberlebende Mäuse fanden sich nur in der 

Gruppe, die Radiotherapie zusammen mit einer DC-Vakzine erhielten341. 
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Eine Strategie, die Tumor-Mikroumgebung zu beeinflussen, ist DC direkt in den 

Tumor zu injizieren. Intratumorale Injektion von DC, welche entweder mit 

INF-α DNA transfiziert wurden oder TLR-polarisiert waren, konnte bei Mäusen 

eine ZNS-Immunität durch Präsentation von TAA verstärken und das Homing von 

zytotoxischen T-Lymphozyten fördern311,342. Zudem verstärkten sie die Effektivität 

peripherer Vakzine300,311,343. Bei Mäusen konnte eine Vakzinierung mit 

antigenstimulierten, TLR-gereiften DC in Kombination mit peri- oder intratumoraler 

Injektion von TLR-Agonisten eine Immunität potenzieren344. 

Des Weiteren ist die Rate apoptotischer Hirntumorzellen höher bei Mäusen, die 

mit TMZ behandelt wurden345. TMZ könnte also Tumorzellen verletzen, was dann 

dazu führt, dass Gefahrensignale, wie Harnsäure, Calreticulin, HMGB1, Alarmin 

und Hitzeschockproteine346,347,475-478 ausgeschüttet werden, welche die DC-

Reifung stimulieren348. 

Grauer et al. illustrierten den Einfluss von FoxP3+ Treg und nahmen an, dass die 

Elimination von Treg eine Voraussetzung für die erfolgreiche Eradikation von 

Glioblastomen ist, wenn man lysatbeladene DC nutzt287,349. Dies konnten die 

Ergebnisse einer DC-Vakzinierung zusammen mit Treg-Depletion bestätigen, da 

eine langfristige Immunität gegen den Tumor entstand287,336. 

In vitro und in vivo wurde gezeigt, dass DC, welche mit Tumorantigenen in Form 

von RNA beladen wurden, in der Lage sind, eine durch T-Lymphozyten vermittelte 

Immunität zu induzieren und das Überleben von am Glioblastom erkrankten 

Mäusen zu verlängern336,337,350.  

Im murinen GL261-Modell erreichten Insug et al. protektive Immunität gegen 

intrakranielles Glioblastomwachstum durch Immunisierung mit entweder lysat- 

oder RNA-beladenen DC306. Eine Verbesserung des Überlebens konnte neben 

IL-12306 auch durch eine Kombination von DC und IFN-β Gentherapie durch 

Saito et al. demonstriert werden352. 

1.3.4 Ergebnisse klinischer Studien 
Glioblastompatienten sind aufgrund der limitierten Effektivität von 

Standardbehandlungen oft gewillt, experimentelle Therapieoptionen in Anspruch 

zu nehmen353. 

Einige Vakzine-basierte klinische Studien schlossen alle Patienten mit Subtypen 

hochmaligner Gliome ein54,319,320,324,326,328,354, wobei andere sich nur auf GBM-

Patienten fokussierten317,318,322,323,325,355. Manche Studien waren nur für 
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Rezidivpatienten gedacht317,326–328, andere schlossen ausschließlich Patienten mit 

Erstdiagnose GBM ein354 oder beide wurden zusammen analysiert54,318–320,324,325. 

Nur die europäische Arbeitsgruppe berichtete über Kinder mit einem 

Rezidiv322,323,355. In allen klinischen Studien nutzte man DC, die aus Monozyten 

des peripheren Blutes gereift wurden297.  

Aufgrund des heterogenen Studiendesigns und der verschiedenen 

Vakzinierungsprotokolle sind vergleichende Analysen zum klinischen Ergebnis 

schwierig; in den meisten Studien konnten allerdings positive Resultate 

beobachtet werden. Die Daten bestätigen die Sicherheit, Durchführbarkeit und 

mögliche vorteilhafte Effekte einer DC-Vakzinierung297,323,338,355.  

Ob DC am besten intradermal, intravenös oder direkt in die Lymphknoten injiziert 

werden sollten, ist noch nicht abschließend geklärt265,356. Gewiss ist, dass nur ein 

geringer Anteil der intradermal injizierten DC letztendlich die Areale der 

T-Lymphozyten in Lymphknoten erreicht297. 

Eine der größten klinischen Studien zur postoperativen adjuvanten Immuntherapie 

mit DC bei 56 Glioblastom-Rezidivpatienten wurde von der Arbeitsgruppe um 

Van Gool durchgeführt322. Nach Tumorresektion und Absetzen der Steroide für 

eine Woche erfolgte eine Leukapherese mit mindestens drei Impfungen im 

Anschluss. Das mediane Gesamtüberleben betrug 9,6 Monate. Nach einem Jahr 

lebten noch 37,4% der Patienten, nach zwei Jahren 14,8%322.  

Die Injektion von DC, gefolgt von „Boost-Impfungen“ mit reinem Tumorlysat 

generierte die effektivste Antitumorwirkung mit möglichem Langzeitüberleben322, 

wie bereits im Mausmodell gezeigt werden konnte357. Weiterführende Studien 

fanden mit größeren Patientenkollektiven bei primär diagnostiziertem GBM und 

optimiertem Vakzinierungsprotokoll statt, beispielsweise mit einem verkürzten 

Intervall zwischen den DC-Vakzinierungen.  

Bei Rezidivpatienten konnte bei kompletter Resektion ein medianes 

Gesamtüberleben von 10 Monaten und ein 2-Jahres PFS von 15,3% und 2-Jahres 

OS von 27,8% erreicht werden. Aufgrund der positiven Resultate bei 

Rezidivpatienten wurde die Immuntherapie in Kombination mit Radiotherapie 

durch Ardon et al. in die First-line Therapie beim primär diagnostizierten 

Glioblastom integriert358. Während der TMZ-Erhaltungstherapie erhielten die 

Patienten Impfungen mit einer DC-Vakzine. Die Zellen wurden im Rahmen des 

Reifungsprozesses mit autologem Tumorlysat inkubiert. Die Anzahl und 

Eigenschaften der erhaltenen DC variierten zwischen den Patienten sehr stark. 
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1-12 x 106 DC pro Lymphknotenregion wurden in das obere Armdrittel intradermal 

über 4 Wochen 1 Mal wöchentlich appliziert. Diese Impfungen waren gefolgt von 

“Boost-Impfungen“ mit Lysat allein358. Das mediane OS aller Patienten betrug 

24 Monate, eine deutliche Steigerung verglichen mit 14,6 Monaten bei der 

EORTC-Studie 2005. Das mediane PFS aller Patienten betrug 18 Monate.  

Abb. 1.11: Erste klinische Studie einer DC-Vakzine bei primär diagnostiziertem Glioblastoma 
multiforme. Nach Radiochemotherapie mit TMZ wurden die Patienten 1 x pro  Woche insgesamt 
4 Mal mit Tumorlysat beladenen DC geimpft. Während der TMZ-Erhaltungstherapie folgten weitere 
„Boost-Impfungen“ mit Tumorlysat allein358. 
 
Die Vorbehandlung der Injektionsstelle mit proinflammatorischen Verbindungen 

oder TLR-Agonisten wie Imiquimod (TLR-7) konnte sowohl die Dauer der Reaktion 

als auch das Wandern von DC in die drainierenden Lymphknoten nach der 

Vakzinierung signifikant erhöhen, was zu einem vermehrten Priming von tumor-

spezifischen T-Lymphozyten führte359–361 und mit einem signifikanten 

Überlebensvorteil assoziiert war297. 

Die DC-Vakzinierung scheint für junge Patienten mit geringer Tumorlast, gutem 

Karnofsky Index (siehe Anhang Nr. 2) und niedriger TGF-β-Expression besonders 

vorteilhaft zu sein318,319,322,323,326,327,354. Milde Nebenwirkungen wie temporäre 

vakzininduzierte Rötung, Kratzen und Schwellung an der Injektionsstelle waren 

häufig322. Von einer durch die DC-Vakzine induzierten Autoimmunreaktion wurde 

bisher nicht berichtet297. 

injected in two syringes each containing a final volume of

400 ll (boost vaccines).

Immune monitoring

Immune monitoring was performed at three different lev-
els. First, delayed type hypersensitivity (DTH) reaction was

tested at the first and fourth vaccinations. For this, 100 ll

crude tumor lysate and 100 ll control PBS/HSA were
injected intradermally. After 48 and 72 h redness and

induration were assessed. DTH reactions were judged as

positive if the average perpendicular measurement of the
induration exceeded 5 mm.

Blood samples were obtained at times of leukapheresis,

vaccine 1, vaccine 4, and vaccine 7. In each whole blood

sample, the phenotype of circulating T cell populations was

determined by FACS: total CD3? population, the CD4?
and CD8? subpopulations, and the activation markers

HLA-DR on CD3? cells and CD25 on both subpopula-

tions. For this, FITC-labeled and PE-labeled mAb were
purchased from BD Biosciences Pharmingen.

Finally, PBMC from each blood sample were cryopre-

served and thawed together at the end of the immuno-
therapy for use in an Elispot assay. A positive response was

defined as an at least twofold increase in the number of
antigen-specific spots after the fourth and seventh vacci-

nations, as described by Banchereau et al. [33].

The protocol was adapted, based on the manufacturers’
instructions (Mabtech, Nacka Strand, Sweden). In brief, 96-

well polyvinylidene difluoride membrane plates (MAI-

PSWU10; Millipore, Bedford, MA, USA) were treated with
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Bei großen Tumoren konnte eine Immuntherapie bisher, vermutlich aufgrund der 

vom Tumor ausgehenden immunsuppressiven Faktoren, keinen durchgreifenden 

Erfolg bringen362,363. Da überschießende peritumorale Entzündungsreaktionen 

nach Vakzinierung bei großen Residualtumoren beobachtet wurden, sollte eine 

DC-Vakzinierung eher in Tumorstadien mit minimaler Resterkrankung Anwendung 

finden322,323,355.  

Bisher konnte kein Faktor für eine dosisabhängige Toxizität oder Wirksamkeit 

einer DC-basierten Vakzinierungstherapie gefunden werden318.  

Insgesamt hat eine Vakzine mit dendritischen Zellen bei Glioblastompatienten eine 

Ansprechrate von 11,4%, basierend auf den Macdonald-Kriterien297,364 (siehe 

Anhang Nr. 3). Von 5-10% klinischem Ansprechen auf eine DC-Vakzine wurde 

auch bei anderen malignen Erkrankungen, wie dem Melanom, berichtet365.  

Insgesamt ergaben sich vor allem mit der signifikanten Verlängerung des 

Gesamtüberlebens bei guter Lebensqualität zufriedenstellende Ergebnisse. Ein 

“Proof of Efficacy” kann jedoch nur in einer großen, gut entworfenen, idealerweise 

Placebo-kontrollierten, klinischen Studie erbracht werden297. 

1.3.4.1 Monitoring 
Das radiologische Follow-up wird bei Glioblastompatienten routinemäßig mit MRT 

durchgeführt. Eine KM-Aufnahme, einhergehend mit einem periläsionalem Ödem 

und Masseneffekten, wird bei einigen Patienten beschrieben. Die Unterscheidung 

zwischen vakzininduzierter entzündlicher Immunreaktion und frühem Tumorrezidiv 

bleibt anspruchsvoll, da die radiologischen Charakteristika beider Entitäten ähnlich 

sind297. Eine effektive Reaktion gegen den Tumor ist in der Regel 4 Monate nach 

Beginn der Vakzinierung zu beobachten355. 

 
Abb. 1.12: Radiologisches Follow-up eines Patienten mit rezidiviertem Glioblastom unter 
Therapie mit einer DC-Vakzine. Transversale MRT-Bilder nach KM-Gabe einen Tag nach 
Operation (early postOP), 6 Wochen nach der ersten Vakzinierung (6w after V1), 6 und 9 Monate 
nach der ersten Vakzinierung (6 bzw. 9m after V1) und im Rahmen der Langzeit-Nachsorge (LT 
follow-up)297. 

Van Gool et al Dendritic Cell Therapy of High-Grade Gliomas

707Brain Pathology 19 (2009) 694–712

© 2009 The Authors; Journal Compilation © 2009 International Society of Neuropathology
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Da die momentane Routine-MRT nicht immer zwischen Immunreaktion und einem 

Tumorprogress differenzieren kann, wird derzeit an der Entwicklung 

fortgeschrittener MR-Techniken wie der MR-Spektroskopie366–368, diffusions-

gewichtetet MR368,369, perfusionsgewichteter MR368–370 sowie “Diffusion Tensor 

Imaging”371 geforscht. PET-Scans mit der radioaktiv markierten Aminosäure 

Methionin in Kombination mit hoch auflösender MRT könnten ebenfalls vorteilhaft 

sein, da die Technik metabolische Daten für relevante Läsionen liefert297. 

Für das immunologische Monitoring einer DC-Vakzinierung wurden auch DTH 

(Delayed Type Hypersensitivity) Hautreaktionstests307,318,319,326,354, die 

T-Lymphozyten-Reaktivität307,319 und die NK-Zell-Anreicherung im peripheren 

Blut326,328 herangezogen, ebenso wie die Messung von T-Lymphozyten-Infiltration 

im Tumorgewebe nach Vakzinierung317–320,326,354. Eine Korrelation zwischen 

immunologisch messbaren Effekten und dem klinischen Ergebnis wurde in einigen 

Veröffentlichungen berichtet318,324,325. Wheeler et al.324 beispielsweise, zeigten 

eine signifikante Assoziation zwischen dem Überleben und der Erhöhung von 

IFN-γ nach Vakzinierung.  

Da die Summe der Effekte einer DC-Vakzinierung zweifelsfrei sehr viel komplexer 

ist als durch ein einzelnes Instrument erfasst werden kann, ist noch nicht ganz 

geklärt, welche Tests am besten mit den klinischen Resultaten korrelieren358.  

1.4 Zielstellung der Arbeit 
Trotz des relativen Erfolges der EORTC-Studie und der Einführung der 

kombinierten Radiochemotherapie als Standardtherapie des Gioblastoma 

multiforme wird die Mehrheit der Patienten innerhalb von 2 Jahren nach Diagnose 

sterben, und neue Therapiemöglichkeiten werden dringend benötigt372. Die DC-

Vakzine stellt im Rahmen klinischer Studien eine attraktive Therapieoption dar.  

Bisher wurde in vitro noch nicht eindeutig gezeigt, dass die Kombination aus der 

Standardtherapie mit Temozolomid in therapeutischen Dosen und einer DC-

Vakzine unbedenklich ist und dass insbesondere DC auch in Gegenwart 

wirksamer Temozolomidkonzentrationen effektiv bleiben. Dies ist jedoch 

Voraussetzung für die bedenkenlose Anwendung als neue Therapiemöglichkeit. 

Der Wunsch dieser Arbeit ist es daher, durch Bestätigung der Unbedenklichkeit, 

einen Beitrag zur zeitnahen Einführung einer dendritischen Zellvakzine für die 

Therapie des Glioblastoma multiforme in die klinische Routine zu leisten. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Material 
2.1.1 Laborgeräte 
Brutschränke: Thermo Scientific B 6060  Heraeus 

 CB 150     Binder 

Durchflusszytometer FACS Calibur™   BD Biosciences  

Farbkamera 320R2     Leica 

MACS® Multi stand     Miltenyi Biotec 

MACS® quadro magnet    Miltenyi Biotec 

Microplate Reader LP400     Diagnostics Pasteur  

Mikroskope: Olympus CKX 41   Olympus 

DMI 400B für Fotografien   Leica 

Multiplate Reader Infinite® 200   Tecan 

Photometer SmartSpec™ 3000    Biorad  

pH-Meter inoLab® 720     WTW  

Sterilbänke: MSC Advantage 1,2   Heraeus 

Safeflow 1.2     Nunc 

Thermocycler RoboCycler®96    STRATAGENE  

Vortex-Genie2TM      Scientific Industries  

Zentrifugen: Laborfuge 400e Funktion Line  Heraeus  

Multifuge 3S-R     Heraeus  

Tischzentrifuge Centrifuge 54150  Eppendorf  

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Cryo 1 °C Freezing Container    NalgeneTM  

Deckgläser       Menzel Gläser  

Dispenser-Tips      Brand  

Eppendorf-Reaktionsgefäße 0,5 ml-2 ml Eppendorf  

FACS-Röhrchen 5 ml    Sarsted 

Filter (10 µm, steril)     Brand 

Fluoresbrite® YG Mikropartikel   Polysciences 

Kryoröhrchen cryo.s TM     Greiner Bio-One  

MACS® -Trennsäule    Miltenyi Biotec 

Mikrotiterplatte Cellstar®     Greiner Bio-One 

Neubauer Zählkammer     Marienfeld  



Material und Methoden 

 
 

- 28 - 

Pipetten        Eppendorf  

Pipettenspitzen      Greiner Bio-One 

Zellkulturflaschen und -platten Cellstar®  Greiner Bio-One 

Zellschaber Cellstar®    Greiner Bio-One 

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits 
Agarose      Biozym 

BCA Protein Assay Kit     Novagen 

Bovines Serum Albumin (BSA)    Sigma-Aldrich  

Calcein AM      Sigma-Aldrich 

CD14 MicroBeads     Miltenyi Biotech 

Dimethylsulfoxid (DMSO)     AppliChem  

dNTPs      Promega 

Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM)  PAA  

Ethanol       Zentralapotheke Uni HRO 

Ethidiumhomodimer    Sigma-Aldrich 

Fetales Kälberserum    PAA  

Ficoll Lymphocyte Separation Medium  PAA 

Giemsas Azur-Eosin-Methylenblau  Merck 

IFN-γ ELISA Kit    Immunotools 

L-Glutamin (200 mM)     PAA  

LoadDye       Promega  

May-Grünwalds Eosin-Methylenblau  Merck 

MTS-Lösung      Promega 

Penicillin (Stocklösung 105 IE/ml)   Jenapharm  

PBS        PAA 

PI       Sigma-Aldrich 

PMS-Lösung      Sigma-Aldrich 

Poly-L-Lysin Lösung    Sigma-Aldrich 

Roti-Load (4x)      Roth GmbH  

RPMI 1640      PAA 

Streptomycin (Stocklösung 0,325 g/ml)   Fatol  

TAE-Puffer       AppliChem  

Taq-DNA Polymerase    Bioron 

Temozolomid     Sigma-Aldrich® 
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TMB One Solution      Promega  

Tris        Roth  

Trypanblau       Sigma-Aldrich  

Trypsin-EDTA      PAA  

Tween 20       Sigma-Aldrich 

2.1.4 Medien und Puffer 
2.1.4.1 Allgemeine Medien und Puffer 
Zellkulturmedien:  

DMEM und IMDM: 10% FKS, 1% L-Glutamin (200 mM), 10 IE/ml Penicillin,  

130 µg/ml Streptomycin 

RPMI: 10% humanes AB-Serum, 2% L-Glutamin (200 mM), 10 IE/ml Penicillin, 

130 µg/ml Streptomycin 

Einfriermedium: RMPI 1640 mit 10% DMSO und 20% humanem AB-Serum für 

PBMC bzw. nur 10% DMSO in FKS für Tumorzellen 

PBS (10 x): Ansatz für 1 l: 7,64 g Na2HPO4, 80 g NaCl, 2 g KCl, 2 g KH2PO4,  

pH-Wert = 7,4 

MACS-Puffer: PBS, 0,5% BSA, 2 mM EDTA, pH-Wert = 7,2 

2.1.4.2 ELISA Puffer 
TBS-Puffer: 50 mM Tris/140 mM NaCl, ddH2O ad 1 l, pH-Wert = 8,0  

Coating-Puffer: 0,05 M Carbonat-Bicarbonat, ddH2O ad 1 l, pH-Wert = 9,6  

Wasch-Puffer 1 l: 1 x TBS + 0,05% Tween20  

Block-Puffer: 100 ml 1 x TBS + 1% Bovines Serum Albumin (BSA)  

Proben-Puffer: 100 ml Wasch-Puffer 1% BSA  

Enzym Substrat: TMB-Solution  

Stopping-Solution: 2 M H2SO4 

2.1.5 Herkunft der Blutprodukte 
Buffy Coats und humanes AB-Serum gesunder Spender wurden von der Abteilung 

für Transfusionsmedizin der Universität Rostock zur Verfügung gestellt. Eine 

Einverständniserklärung für die wissenschaftliche Nutzung des Materials wurde 

vor der Blutspende von den Probanden unterzeichnet. Ein positives Votum der 

Ethikkommission der Universität Rostock (Nr. 48/2007) liegt vor. 
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2.1.6 Antikörper 
Spezifitiät Konjugat Klon Herstller 

CD3 APC MEM-241 Immunotools 

CD3 FITC UCHT-1 Immunotools 

CD14 APC MEM-15 Immunotools 

CD19 FITC LT19 Immunotools 

CD83 APC HB15 Miltenyi Biotec 

CD86 PE M95 Miltenyi Biotec 

Isotypkontrolle FITC PPV-06 Immunotools 

Isotypkontrolle PE PPV-06 Immunotools 

Isotypkontrolle APC PPV-06 Immunotools 
Tabelle 2.1: Antikörper für die durchflusszytometrische Färbung. 

Für alle Antikörper wurde der Isotyp Mouse IgG1 genutzt. 

2.1.7 Zytokine 
Material Hersteller 

Leukine® Sargramostim = rh GM-CSF 
Biologische Aktivität 5,6 x 106 IU/mg Bayer 

rh TNF-α 
Biologische Aktivität 1 x 107 IU/mg Immunotools 

rh IL-4 
Biologische Aktivität 21 x 106 IU/mg Immunotools 

Tabelle 2.2: Zytokine für die DC-Generierung. 

2.1.8 Zelllinien 
Die für die Herstellung von Tumorzelllysat verwendete humane 

Glioblastomzelllinie U138 wurde von der Deutschen Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen bezogen. Sie stammt von dem Glioblastom 

eines 47-jährigen kaukasischen Mannes. Die Verdopplungszeit der Tumorzellen 

beträgt ungefähr 70 h.   
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2.2 Methoden 
2.2.1 Zellkultur 
2.2.1.1 Zellkultur allgemein 
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer keimfreien Sicherheitswerkbank mit 

ausschließlich sterilen Materialien vorgenommen. Für die Generierung 

dendritischer Zellen wurde RPMI Medium verwendet, das 10% humanes 

AB-Serum, 1% L-Glutamin sowie 10 IE/ml Penicillin und 130 µg/ml Streptomycin 

enthielt. Tumorzellen wurden in DMEM kultiviert, welches mit 10% inaktiviertem 

fetalem Kälberserum (FKS), 2% L-Glutamin, 10 IE/ml Penicillin und 130 µg/ml 

Streptomycin supplementiert war. Humane Lymphozyten wurden in IMDM mit den 

gleichen Zusätzen wie die Tumorzellen kultiviert. Die Kultivierung der verwendeten 

Zelllinien erfolgte bei 37 °C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit. Die Anzahl vitaler 

Zellen pro ml wurde mittels Trypanblaufärbung und Zählen in der 

Neubauerkammer bestimmt. Ein Wechsel des Tumorzellmediums wurde bei 

Farbumschlag des Mediums durchgeführt. Dieser kommt durch den pH-Indikator 

Phenolrot im DMEM zustande und erfolgt bei einer pH-Ansäuerung (z.B. von 

pH 7,4–rot auf pH 6,0–gelb) des Mediums durch Stoffwechselvorgänge. Das 

Kulturmedium der mononukleären Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) und 

dendritischen Zellen (DC) wurde nach Protokoll (siehe Kapitel 2.2.1.5) gewechselt. 

2.2.1.2 Passagieren adhärenter Zellen 
Da sich Zellen bei einer zu hohen Zelldichte gegenseitig in ihrem Wachstum 

hemmen, müssen adhärente Zellen, wie z.B. die verwendete Glioblastomzelllinie 

U138, regelmäßig verdünnt und neu ausgesät werden. Wenn mikroskopisch eine 

Konfluenz von 80% erreicht war, wurde daher das Medium der Zellen abgesaugt 

und sie wurden mit PBS gewaschen. Es wurde so viel Trypsin-EDTA 

(0,02% / 0,05% in PBS) hinzugegeben, bis der Boden der Kulturflasche bedeckt 

war. Es folgte eine Inkubation für ca. 5 min bei 37 °C, bis sich die Zellen 

vollständig vom Boden gelöst hatten. Die Reaktion wurde mittels Zellkulturmedium 

gestoppt, die Zellzahl bestimmt und die Zellen in frischem Medium aufgenommen. 

2 x 106 U138-Zellen wurden dann in eine neue 75 cm2 Kulturflasche ausgesät. 

2.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Um die Zellen einige Tage bis Wochen lagern zu können, ohne dass es zu einer 

dramatischen Beeinflussung ihrer Vitalität kam, wurden sie bei -80 °C eingefroren. 

In einem Kryoröhrchen konnten so 3 x 106 Tumorzellen bzw. 70 x 106 PBMC 
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aufbewahrt werden. Sie wurden in 1,5 ml Einfriermedium aufgenommen und 

langsam mit Hilfe eines Cryo 1 °C Freezing Containers um 1 °C pro Stunde von 

4 °C auf -80 °C gekühlt. Das verwendete Medium enthielt 10% des 

Gefrierschutzmittels DMSO. Diese hygroskopische Flüssigkeit bindet intrazelluläre 

Kristalle und verhindert die dadurch die Zerstörung der Zellen373. 

Für die Rekultivierung erfolgte die Erwärmung der Zellen in einem Wasserbad, bis 

gerade das letzte Eis im Kryoröhrchen geschmolzen war. Die Zellen wurden dann 

in das entsprechende Zellkulturmedium aufgenommen und anschließend bei 

300 x g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand konnte nun abgenommen, die 

Zellen in frisches Medium aufgenommen und anschließend gezählt werden.  

2.2.1.4 Aufreinigung mononukleärer Zellen aus dem peripheren Blut 
Aus dem peripheren Blut gesunder Spender wurde je ein Buffy Coat vom Institut 

für Transfusionsmedizin der Universität Rostock hergestellt. Der Buffy Coat wurde 

unter sterilen Bedingungen auf 8 Zentrifugenröhrchen (ca. 8 ml) verteilt, mit PBS 

auf 35 ml aufgefüllt und über 15 ml Ficoll-Paque geschichtet. PBMC wurden mit 

Hilfe der Ficoll-Paque Dichtegradienten-Zentrifugation aufgereinigt. Ficoll® ist ein 

synthetisches Polysaccharid mit einer Dichte von 1,077 g/ml. Ein darüber 

geschichtetes Zellgemisch trennt sich bei Zentrifugation (hier: 15 min bei 4 °C und 

1300 x g ohne Bremse) in Abhängigkeit von seiner Dichte und Größe auf. 

Erythrozyten und Granulozyten besitzen eine größere Dichte und sedimentieren 

daher am Boden des Zentrifugenröhrchens, während sich mononukleäre Zellen 

(Lymphozyten und Monozyten) in der darüber liegenden Grenzschicht befinden. 

Blutplasma und Thrombozyten verbleiben oberhalb des Mediums und können 

abgezogen werden. 

 
Abb. 2.1: Prinzip der Ficoll-Paque Dichtegradienten-Zentrifugation. Peripheres Blut wird über 
Ficoll geschichtet und zentrifugiert. Erythrozyten und Granulozyten sedimentieren am Boden. 
PBMC lagern sich in der Interphaseschicht ab, während Plasma und Thrombozyten oberhalb der 
Grenzschicht verbleiben. 
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Die sich in der Interphase befindenden PBMC konnten großzügig mit einer Pipette 

abgenommen werden. Sie wurden ein weiteres Mal mit PBS gewaschen (10 min 

bei 4 °C und 300 x g mit Bremse) um evtl. enthaltene Thrombozyten abzureichern. 

In einer 1:10-fachen Verdünnung wurde die Zellzahl mittels Neubauerzählkammer 

bestimmt und 70 x 106 unverdünnte PBMC eingefroren. Die Zellausbeute pro 

Spender variierte sehr stark und lag zwischen 500 x 106 und 900 x 106 Zellen. 

2.2.1.5 Generierung dendritischer Zellen 
Die zuvor eingefrorenen PBMC wurden in Medium aufgenommen und bei 300 x g 

10 min zentrifugiert um das toxische DMSO zu entfernen. Die Zellen wurden in 

frisches Medium überführt und gezählt. Für die weiteren Arbeitsschritte wurde die 

Eigenschaft von Monozyten genutzt, sich an Plastikoberflächen anzuhaften. 

10 x 106 PBMC wurden in 4 ml RPMI 1640, versehen mit 2% humanem 

AB-Serum, 1% L-Glutamin, je 10 IE/ml Penicillin sowie 130 µg/ml Streptomycin in 

eine 6-Well Platte ausgesät. Nach zwei-stündiger Inkubation bei 37 °C wurden die 

nicht-adhärenten Zellen durch vorsichtiges Schwenken abgelöst und konnten 

abgesaugt werden. Die verbliebenen adhärenten Zellen, welche vor allem 

Monozyten darstellten, wurden in 4 ml RPMI 1640 kultiviert, das mit 

100 ng/ml rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4 und 10% humanem AB-Serum (im 

Weiteren als Differenzierungscocktail bezeichnet) supplementiert war. Auf diesen 

Zeitpunkt wird im Folgenden als Tag 0 (d 0) Bezug genommen. Die Zell-

Differenzierung wurde mittels Lichtmikroskopie beobachtet, und an Tag +6 (d +6) 

konnte die morphologische Veränderung der Monozyten zu unreifen dendritischen 

Zellen gesehen werden. Um reife DC zu generieren, erfolgte ein Mediumwechsel. 

Das neue Medium enthielt ebenfalls 100 ng/ml rh GM-CSF und 1000 IU/ml IL-4 

sowie zusätzlich 50 ng/ml TNF-α als Reifungscocktail. An Tag +8 (d +8) wurden 

an den reifen dendritischen Zellen die im Folgenden beschriebenen Analysen 

durchgeführt. 

Durch ausführliche Untersuchung einer breiten Palette von Oberflächenmarkern 

(CD11c, CD40, CD80, CD83, CD86, CD205, CD209, HLA-DR, BDCA1 und 

BDCA4) konnte im Vorfeld in Kooperation mit der Rostocker Arbeitsgruppe 

Immunologie und Immuntherapie gezeigt werden, dass bei Anwendung der 

gewählten Zytokinkonzentrationen und Zeitabstände reife DC generiert werden 

können374–377. 
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2.2.1.6 Behandlung der Zellen mit Temozolomid 
Lyophilisiertes Temozolomid wurde nach Herstellerangaben in DMSO in einer 

Stocklösung von 100 mM angesetzt und mithilfe eines Vortexers sorgfältig 

gemischt, bis es sich vollständig aufgelöst hatte. Je 50 µl des gelösten TMZ 

wurden alliquotiert und bei -80 °C gelagert. Die Substanz wurde in 

Konzentrationen von 5, 50, 100, 250 und 500 µM zu den Zellen gegeben. Die 

Konzentrationen wurden so gewählt, um auch Effekte ober- und unterhalb der 

durchschnittlichen Plasmakonzentration von 25-70 µM nach einmaliger oraler 

Applikation von 200 mg Temodal zeigen zu können111,378. Eine unbehandelte 

Kontrolle wurde immer mitgeführt. Um ein Artefakt durch unspezifische Wirkung 

des Lösungsmittels DMSO mit steigender TMZ-Konzentration auszuschließen, 

wurde bei allen Ansätzen mit einer DMSO-Konzentration von 0,5% gearbeitet. Für 

die Behandlung der PBMC mit dem Chemotherapeutikum wurden drei Gruppen 

wie folgt gebildet:  

Gruppe 1: TMZ-Applikation an d 0 zusammen mit dem Differenzierungscocktail 

Gruppe 2: TMZ-Applikation an d +6 zusammen mit dem Reifungscocktail 

Gruppe 3: TMZ-Applikation sowohl an d 0 als auch an d +6 

In jeder Gruppe wurden die einzelnen Konzentrationen doppelt angelegt und nach 

Reifung der DC Oberflächenmarkeranalysen mittels Durchflusszytometrie sowie 

ein Calcein-Vitalitätsassay durchgeführt. 

2.2.2 Durchflusszytometrische Analyse 
2.2.2.1 Prinzip der Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) ist eine 

Methode zur quantitativen Bestimmung und Analyse von physikalischen und 

molekularen Eigenschaften einzelner Zellen. Diese treten dabei in einem 

laminaren Flüssigkeitsstrom durch einen Laserstrahl definierter Wellenlänge (hier 

Argonlaser, λ=488 nm). Die Intensität des Streulichts, das entsteht während die 

Zelle durch den Laserstrahl wandert, wird durch die physikalischen Eigenschaften 

der Zelle beeinflusst. Daher kann aus der Vorwärtsstreuung (FSC = forward light 

scatter), welche im Wesentlichen von der Querschnittsfläche der Zelle abhängig 

ist, die Zellgröße errechnet werden. Im rechten Winkel dazu wird die 

Seitwärtsstreuung (SSC = sideward scatter) gemessen, welche Rückschlüsse auf 

die intrazelluläre Granularität zulässt. Der Gebrauch von spezifischen 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern erlaubt es zudem, die Expression bestimmter 
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Moleküle auf und in der Zelle nachzuweisen. Dies ist möglich, da die 

Fluoreszenzfarbstoffe durch den Laser angeregt werden und daraufhin ihr 

spezifisches Emissionsspektrum (Fluoreszenz) gemessen wird. Dafür regulieren 

Filter und Spiegel die Lichtstrahlen so, dass sie auf ein optisches Detektorsystem 

treffen, wo sie digital umgewandelt werden379. 

 
Abb. 2.2: Prinzip der Durchflusszytometrie. Zellen, die zuvor mit fluoreszenzmarkierten 
Antikörpern inkubiert wurden, werden in einem linearen Flüssigkeitsstrom einzeln an einem Laser 
vorbeigeleitet. Das entstandene Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht und die Lichtemission der 
spezifischen Antikörper, welche gegen Zellantigene gerichtet sind, können durch Detektoren 
registriert und an den Computer übertragen werden. Modifiziert nach379. 
 
Die verwendeten Farbstoffe für Oberflächenantigene (FITC, PE, APC) 

ermöglichen bei einem ähnlichen Absorptionsspektrum durch unterschiedliche 

Emissionsspektren die gleichzeitige Messung von drei verschiedenen 

Fluoreszenzintensitäten. Die Intensität der gemessenen Fluoreszenz ist 

proportional zur Anzahl der pro Zelle gebundenen Ak und damit zur 

Expressionsdichte des Oberflächenmoleküls. Zusätzlich wurden Messungen mit 

den Farbstoffen Calcein und PI mittels Durchflusszytomter durchgeführt380. 

Farbstoffe Absorptionsmaximum 
[nm] 

Emissionsmaximum 
[nm] Abkürzung 

Allophycocyanin 650 661 APC 
Calcein 495 515 - 

Fluorescein-
isothiozyanat 490 525 FITC 

Phycoerythrin 490,565 578 PR 
Propidiumiodid 550 650 PI 

Tabelle 2.3: Farbstoffe für die durchflusszytometrischen Messungen379. 
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2.2.2.2 Durchflusszytometrische Analysen mit direkt markiertem Antikörper 
Zur Charakterisierung der Oberflächenmarker wurden an Tag +8 zunächst 2 ml 

Medium aus jedem Well entnommen. Dann konnten die reifen DC vorsichtig 

mithilfe eines Zellschabers und durch Schwenken vom Boden der Zellkulturplatte 

gelöst werden. Exakt 1 ml des Zellgemisches wurden aus jedem Well in ein 

FACS-Röhrchen überführt. Um keine DC in der Kulturplatte zurückzulassen, 

wurde mit 1 ml PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen für 10 min bei 

4 °C und 300 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Resuspension der 

Pellets erfolgte mit 1 ml PBS. Anschließend wurden die Zellen erneut zentrifugiert 

(10 min bei 4 °C und 300 x g) und der Überstand abgezogen. Für die Antikörper-

Reaktion wurden zu jedem Ansatz ad 100 µl kaltes PBS (4 °C) und 4 µl des 

jeweiligen direkt markierten Antikörpers gegeben und dieses Gemisch für 15 min 

auf Eis im Dunkeln inkubiert. In der vorliegenden Arbeit wurden Antikörper gegen 

Oberflächenstrukturen dendritischer Zellen verwendet, welche mit drei 

verschiedenen Farbstoffen markiert waren: Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC), 

Phycoerythrin (PE) und Allophycozyanid (APC). Anschließend wurden die Ansätze 

zwei Mal mit PBS gewaschen (10 min bei 4 °C und 300 x g). Das entstandene 

Zellpellet wurde in 200 µl PBS aufgenommen. 

Zur objektiven Quantifizierung der Zellzahlen wurden direkt vor der Messung 50 µl 

einer Suspension kleiner Latexkugeln (Fluoresbrite® Mikrospheres) in die FACS-

Röhrchen hinzugegeben. Die 2 µm großen Fluoreszein-markierten Latexpartikel 

befanden sich in einer Suspension mit einer Konzentration von 5,68 x 109 pro ml 

Wasser. Dies ermöglichte die Quantifizierung der absoluten Anzahl dendritischer 

Zellen, welche zuvor mit TMZ behandelt wurden, in einem definierten Volumen. 

Durch Darstellung der Intensität der Vorwärts- und Seitwärtsstreuung jeder 

einzelnen zu messenden Zelle im Standardpunktdiagramm (Dot Plot) wurden die 

Populationen ähnlicher Morphologie innerhalb des Gemisches abgebildet. Zur 

gezielten Analyse von fluoreszenzmarkierten Strukturen einer bestimmten 

Population, z.B. dendritischen Zellen, konnte die Messung auf einen definierten 

Bereich (gate) beschränkt werden. Für die Analysen wurde ein Grenzwert von 

5000 zu messenden Latexkugeln festgelegt.  
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Abb. 2.3: Standardpunktdiagramm einer durchflusszytometrischen Analyse. Nach 
Plastikadhärenz und 8-tägiger Kultur können verschiedene Zellpopulationen im Vorwärts- und 
Seitwärtsstreulicht dargestellt werden. Durch Festlegung von Gates lassen sich einzelne 
Fraktionen gezielt auf Ak-markierte Oberflächenantigene untersuchen. Zur genauen Bestimmung 
der Zellzahl wurde eine definierte Menge kleiner Latexkugeln hinzugegeben. 

2.2.2.3 Darstellung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie 
Eine Kontrolle mit unspezifischem Antikörper des selben Isotyps ist bei jeder 

durchflusszytometrischen Messung mitzuführen. Der Grund dafür ist, dass es bei 

der Färbung mit markierten Antikörpern einerseits zu unspezifischen Bindungen, 

z.B. an FC-Rezeptoren oder ähnliche Epitope, kommen kann und andererseits die 

Zellen eine Autofluoreszenz aufweisen. Die mitgeführte Isotypkontrolle (hier IgG1) 

war jeweils mit dem entsprechenden Farbstoff markiert. Bei der Festlegung der 

Grenze, ab wann eine Ak-Bindung spezifisch war, wurde sich an der Darstellung 

im Dot Plot orientiert. Nach Festlegen einer Koordinatenachse sollten sich in 

jedem Positiv-Quadranten ≤ 1% der gemessenen Kontrollzellen befinden. Der 

Prozentsatz der positiven Zellen dieser Isotypkontrolle wurde bei den folgenden 

Oberflächenmarkeranalysen von den als positiv gewerteten Zellen abgezogen. 

 
Abb. 2.4: Isotypkontrolle am Beispiel der Oberflächenmarker CD83 und CD86. Um 
unspezifische Bindungen darzustellen, wurden die Zellen mit einem Antikörper inkubiert, der die 
gleiche Subklasse und Farbe wie der Detektionsantikörper für die Messung besaß (links). Bei der 
Auswertung der Analysen der Oberflächenantigene CD83 und CD86 (rechts) musste diese 
unspezifische Bindung von den positiven Zellen subtrahiert werden (siehe Rechnung).  
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Die so erhaltenen Ergebnisse der mit TMZ behandelten Gruppen 1, 2 und 3 

wurden jeweils auf die Anzahl unbehandelter dendritischer Zellen bzw. 

Lymphozyten als Referenzgruppe bezogen. 

2.2.3 Vitalitätsbestimmung dendritischer Zellen 
Zusätzlich zur Analyse von Oberflächenmolekülen wurde die Vitalität der 

kultivierten humanen PBMC bestimmt. Dazu wurden die Farbstoffe Calcein-AM 

und PI verwendet. Calcein-AM (AM = Acetoxymethylester) ist ein Farbstoff, der 

ungehindert in das Zytosol lebender Zellen eindringen kann. Diese können dann 

durch intrazelluläre Esterasen die Acetoxymethylgruppe von Calcein abspalten. 

Dadurch entsteht die fluoreszierende Form Calcein (C30H26N2O13). Calcein-AM 

besitzt praktisch keine Fluoreszenz, jedoch fluoreszieren die lebenden Zellen 

durch Abspaltung der Acetoxymethylgruppe stark grün, da Calcein intrazelluläre 

Calcium-Ionen komplexiert und die Zelle nicht mehr verlassen kann381.  

 
Abb. 2.5: Calcein-Färbung zur Vitalitätsbestimmung. Der nicht fluoreszierende Farbstoff 
Calcein-AM kann ungehindert in eine Zelle eindringen. Dort wird die Acetoxymethylgruppe durch 
Esterasen abgespalten und es entsteht Calcein, welches die Zelle nicht mehr verlassen kann. Die 
Intensität des von Calcein emittierten Lichts kann im Durchflusszytometer oder mit einem 
Multiplatten Fluoreszensreader gemessen werden. Modifiziert nach382. 
 
Für die Calcein-Analysen wurden die Zellkulturplatten zunächst zentrifugiert (5 min 

bei 300 x g) um beim nachfolgenden Abziehen von 3 ml Medium aus jedem Well 

möglichst wenige der behandelten DC zu entfernen. Im Anschluss wurde 1 ml 

PBS mit darin gelöstem Calcein (Endkonzentration 1 µM) hinzugegeben und durch 

Calcein-AM 
(acetoxymethyl)

Zellmembran Esterase

Calcein
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leichtes Schwenken mit der Zellsuspension gleichmäßig vermischt. Nach einer 

30-minütigen Inkubation im Brutschrank erfolgte die Messung am Mikroplatten 

Reader Tecan Infinite® 200. Als Negativ-Kontrolle dienten Zellen, die 30 min vor 

Calcein-Zugabe mit 70%-igem Ethanol inkubiert und damit abgetötet wurden. 

Parameter Einstellung 

Plate Greiner 6 Flat Bottom Transparent Polysterol 
Mode Fluorescence Bottom Reading 

Multiple Reads per Well 
(Square (filled)) 3 x 3 

Multiple Reads per Well (Border) 500 µm 
Excitation Wavelength 485 nm 
Emission Wavelength 535 nm 
Excitation Bandwidth 9 nm 
Emission Bandwidth 20 nm 

Gain 169 Optimal 
Number of Flashes 2 

Integration Time 20 µs 
Lag Time 10 µs 

Tabelle 2.4: Parameter des Mikroplatten Reader Tecan Infinite® 200 zur Calcein-Messung. 
 
Als Vergleichsmethode wurden die mittels Multiplatten Reader gemessenen Zellen 

nach vorsichtigem Ablösen mit einem Zellschaber direkt im Anschluss 

durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei erfolgte die Zugabe von 50 µl PI und 

50 µl der sich in Lösung befindenden Latexkügelchen direkt vor der Messung.  

PI kann im Gegensatz zu Calcein nur bei einer perforierten Zellmembran 

eindringen und verbleibt dort an DNA gebunden. Dies ist der Fall bei toten oder 

sterbenden Zellen. Durch die Kombination der beiden Methoden war eine 

zuverlässigere Vitalitätsbestimmung möglich.  
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Abb. 2.6.: Ablauf von der Isolierung von PBMC bis zu den Versuchen. PBMC aus dem 
peripheren Blut gesunder Spender wurden mittels Ficoll isoliert (d 0). Nach einer zwei-stündigen 
Plastikadhärenz zur Gewinnung von Monozyten wurde ein Differenzierungscocktail mit 
100 ng/ml rh GM-CSF und 1000 IU/ml IL-4 hinzugegeben. Die Gruppen 1 & 3 erhielten TMZ in den 
Konzentrationen 5, 50, 100, 250 und 500 µM, bzw. die Kontrollegruppe lediglich DMSO 5%. An 
d +6 wurden der Reifungscocktail mit 100 ng/ml rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4 und 50 ng/ml TNF-α 
sowie TMZ in den Gruppen 2 & 3 zugefügt. Die reifen DC konnten an d +8 gemessen werden. 
Durchflusszytometrische Analysen der Oberflächenmoleküle CD3, 19, 83 und 86 sowie ein 
Calcein-Vitalitätsassay wurden durchgeführt. Die mit Calcein gefärbten Zellen wurden nach 
Zugabe von PI zusätzlich mittels Durchflusszytometer untersucht. Abbildung enthält Anteile 
aus383,384. 

2.2.4 Mikroskopische Analyse 
2.2.4.1 Beschichtung von Deckgläschen 
Sterile Deckgläschen wurden mithilfe eines Pumpzerstäubers mit Poly-L-Lysin- 

Lösung (0,1 mg/ml) besprüht, bis die Oberfläche benetzt war und bei 

Raumtemperatur (RT) über Nacht in einer Zellkulturschale getrocknet. Die 

Deckgläschen wurden am nächsten Morgen mit einer sterilen Pinzette vom Boden 

der Schale gelöst und in eine neue transferiert, in der sie, nach Verschluss mit 

Parafilm, für 2h unter UV-Licht bestrahlt wurden. Im Anschluss erfolgte die 

Lagerung bei 4 °C. Die Generierung der dendritischen Zellen konnte wie in Kapitel 

2.2.1.5 beschrieben, durchgeführt werden. 

2.2.4.2 May-Grünwald-Giemsa-Färbung 
Die May-Grünwald-Giemsa-Färbung ist eine Kombination von Farbstoffen auf der 

Basis von Methylenblau und Eosin. Die May-Grünwald-Lösung besteht aus mit 

Eosin angesäuertem Methylenblau und Methanol, welches die Zellen fixiert. 

Ficoll 

Plastik- 
adhärenz 

d 0: 
Differenzierungscocktail, 

TMZ-Zugabe Gruppe 1 & 3 

 d +6: 
Reifungscocktail, 

TMZ-Zugabe Gruppe 2 & 3 

reife DC an d +8 

Durchfluss-
zytometrische 

Analyse: 
Calcein/PI  

Durchflusszytometrische 
Analysen: 

CD83/86 CD3/19 

Multiplate 
Reader: 
Calcein  

Vitalitäts-
bestimmung 
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Methylenblau ist eine basische Thiazinfarbe mit positiver Ladung und färbt negativ 

geladene Bestandteile der Zellen z.B. Säuren wie DNA, RNA und Proteine in 

einem Blauton. Eosin ist ein saurer anionischer Farbstoff und färbt die basischen 

positiv geladenen Bestandteile der Zellen wie z.B. zytoplasmatische Proteine. Dies 

verleiht ihnen eine rosa bis rote Farbe. Die Giemsa-Lösung enthält als wichtige 

Bestandteile Methylenblau, Eosin und Azur B. May-Grünwald färbt hauptsächlich 

die basischen Bestandteile, Giemsa hauptsächlich die sauren Bestandteile des 

Zytoplasmas385. 

Für die Färbung der auf Deckgläschen generierten dendritischen Zellen wurden 

sie für 3 min vollständig in die May-Grünwald-Lösung eingetaucht und danach für 

weitere 3 min in 1:10 mit Aqua dest. verdünnte Giemsa-Lösung. Im Anschluss 

daran wurden sie mit PBS so lange gewaschen, bis die abtropfende Flüssigkeit 

klar war. Nach der Färbung wurden sie über Nacht getrocknet.  

2.2.4.3 Mikroskopieren 
Die dendritischen Zellen wurden nach der Färbung unter dem Lichtmikroskop DMI 

400B von Leica analysiert und ein repräsentativer Ausschnitt aus dem Präparat in 

63-facher Vergrößerung mit Öl fotografiert. Die Einstellungen für die Kamera 

erfolgten mithilfe der Software: Leica Application Version 3.6.0. 

Außerdem wurden Fotos von lebenden DC in Kultur gemacht. Dafür wurden die 

Zellkulturplatten ohne Zusätze fotografiert. 

2.2.5 Mykoplasmen-PCR 
Eine Kontrolle auf Mykoplasmen in der Zellkultur der U138-Tumorzellen, welche 

als Tumorzelllysat zur Stimulation genutzt wurden, erfolgte in regelmäßigen 

Abständen. Mykoplasmen sind 0,3-0,8 µm große, obligat intrazellulär wachsende 

gramnegative Bakterien und in der Lage, Wachstum und Stoffwechsel ihrer 

Wirtszellen zu beeinflussen. Um Verunreinigungen mit diesen ubiquitär 

vorkommenden Keimen auszuschließen, erfolgte die Kontrolle in Form einer 

spezifischen PCR. Dafür wurden 106 U138-Zellen zentrifugiert (10 min bei 

300 x g), nach Abziehen des Überstandes in 200 µl PBS aufgenommen und für 

5 min auf 95°C erhitzt. Diese Zellsuspension wurde 1:100 mit PBS verdünnt. Nun 

wurden 2,5 µl der Verdünnung mit 22,5 µl Mastermix vermischt und die 

Polymerasekettenreaktion gestartet (siehe Tabelle 2.6). 

Nach Abschluss der PCR wurde die Probe kurzzeitig bei 4 °C gelagert, bevor sie 

in einem 1%-igen Agarosegel mit Ethidiumbromid und TAE Laufpuffer bei 
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80-200 V gelelektrophoretisch aufgetrennt wurde. Die Zellen galten als frei von 

Mykoplasmen, wenn im Gel keine Bande von ca. 500 bp erkennbar waren. 

Primer A (forward) GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG 
Primer B (reverse) CGG ATA ACG CTT GCG ACC TAT G 

Tabelle 2.5: Primer für den Nachweis von Mykoplasmen mittels PCR. 

Reagenz µl/Ansatz 
PCR-Puffer (10fach) 2,5 µl 

MgCl2 (50 mM) 0,75 µl 
Primer A (10 µM) 1,25 µl 
Primer B (10 µM) 1,25 µl 

Taq 0,13 µl 
dd H20 16,2 µl 

Tabelle 2.6: Standardansatz für den Nachweis von Mykoplasmen mittels PCR. 

Reaktion Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 
Initiale Denaturierung 94 °C 5 min 1 

Denaturierung 94 °C 1 min 

40 
Primeranlagerung 

(Annealing) 60 °C 1 min 

Strangsynthese 
(Extension) 72 °C 90 sec 

Abschluss der 
Synthese 72 °C 5 min 1 

Tabelle 2.7: Standardreaktionsbedingungen für die Mykoplasmen-PCR. 

Als Positivkontrolle dienten zuvor positiv getestete Zellen. Die Negativkontrolle 

enthielt den Mastermix und Wasser.  

2.2.6 Herstellung von Tumorzelllysat 
Das U138-Tumorzelllysat wurde aus konfluent bewachsenen 75 cm2 

Zellkulturflaschen hergestellt. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden 2 ml PBS 

zu den Zellen gegeben, um sie mithilfe eines Zellschabers vom Flaschenboden 

abkratzen zu können. Nach wiederholter Spülung der Kulturflasche mit PBS 

folgten drei Gefrierzyklen bei -80 °C, um die Tumorzellen abzutöten und 

aufzuschließen. Das entstandene Lysat wurde zentrifugiert (10 min bei 300 x g), 

der Überstand abgezogen und durch einen sterilen Filter mit einer Porengröße von 

0,2 µm gegeben. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. 

2.2.7 Proteinquantifizierung  
Die Bestimmung der Proteinkonzentration des U138-Zelllysats (siehe Kapitel 

2.2.6) erfolgte mittels des BCA Protein Assay Kits von Novagen, das nach dem 

Prinzip der Biuret-Reaktion funktioniert. In alkalischer Lösung bilden sich Protein-
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Cu2+-Komplexe, wobei die Cu2+-Ionen zu Cu+
 reduziert werden und mit 

Bicinchoninsäure (BCA) einen violetten Farbkomplex bilden373. Als Standard 

wurden Bovines Serum Albumin (BSA) in einer Verdünnungsreihe von 15,62 µg/ml 

bis 1000 µg/ml in nicht-denaturierendem Lysepuffer sowie eine Negativkontrolle 

ohne BSA angesetzt. Pro Ansatz wurden 200 µl BCA-Lösung und 4 µl 4% 

Kupfersulfat-Lösung als BCA-Arbeitsreagenz vorbereitet. Die zu messenden 

Proben wurden unverdünnt, sowie 1:5 und 1:10 in Puffer verdünnt, hinzugegeben. 

Jeweils 25 µl, sowohl des Eichstandards als auch der Proben, wurden in 

Doppelansätzen in eine 96-Well Platte gegeben und mit je 200 µl des BCA-

Arbeitsreagenz versetzt. Nach sorgfältigem Mischen und 30-minütiger Inkubation 

bei 37 °C wurde die Absorption des Farbkomplexes bei 562 nm gemessen. Durch 

Erstellen einer Eichgeraden des BSA-Standards konnte die Proteinkonzentration 

der zu analysierenden Proben berechnet werden. 

2.2.8 Magnetische Zellsortierung 
Zur Anreicherung von CD14+ Zellen wurde das magnetische Zelltrennsystem 

MACS® verwendet. Die Zellen wurden nach Zentrifugation (10 min bei 300 x g) 

und Abziehen des Überstandes direkt mit superparamagnetischen Mikropartikeln 

markiert. Dafür wurden 107 Zellen in 80 µl MACS®-Puffer aufgenommen und 20 µl 

der MACS®-Suspension von CD14 magnetisch markierten Ak hinzugegeben. Die 

Zellsuspension wurde nach 15-minütiger Inkubation bei 4 °C mit MACS®-Puffer 

gewaschen (10 min bei 300 x g) und bis zu 108 Zellen erneut in 500 µl des Puffers 

aufgenommen. Nach Einspannen der MACS®-Trennsäule in ein Hochgradienten-

Magnetfeld und einmaligem Spülen mit 500 µl Puffer wurde die Zellsuspension auf 

die Säule gegeben, welche unter anderem Stahlwolle enthielt. Alle nicht 

markierten Zellen passierten die Säule ungehindert. Diese Zellfraktion war 

CD14 depletiert und konnte im Anschluss in IMDM aufgenommen werden. Die 

markierten Zellen wurden zunächst in der Säule zurückgehalten. Anschließend 

wurde die Säule außerhalb des Magnetfeldes drei Mal mit Puffer gewaschen und 

die verbliebenden Zellen mithilfe eines Stempels von der Säule eluiert. Die CD14+ 

Zellen wurden nach Zentrifugation (10 min bei 300 x g) und Verwerfen des Puffers 

in RPMI 1640 resuspendiert. 
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Abb. 2.7: Prinzip der magnetischen Zellsortierung. (A) Eine heterogene Lymphozyten-
population wird zur Auftrennung mit paramagnetischen Partikeln, welche an einen CD14-Ak 
gebunden sind, vermischt und auf Stahlwolle in eine MACS® Säule gegeben (B) Bei Anlegen eines 
Magnetfeldes verbleiben die Ak-gebundenen Zellen in der Säule, während die nicht markierten 
Zellen ausgewaschen werden. (C) Die gebundenen Zellen werden nach Entfernen des 
Magnetfeldes freigesetzt. Modifiziert nach180h. 
 

2.2.9 Gemischte Zellkultur von dendritischen Zellen und 
Lymphozyten 

Um einen Einblick in die Funktionalität der mit TMZ behandelten dendritischen 

Zellen zu gewinnen, wurde eine gemischte Zellkultur von autologen dendritischen 

Zellen und Lymphozyten angelegt. Nach einer magnetischen Zellsortierung (siehe 

Kapitel 2.2.7) wurde die CD14+ Zellfraktion in RPMI 1640 aufgenommen und 

5 x 104 Zellen pro Kavität in eine 96-Well Platte gegeben. Der 

Differenzierungscocktail (siehe Kapitel 2.2.1.5) wurde zugefügt, sodass die 

Zytokinkonzentration 100 ng/ml rh GM-CSF und 1000 IU/ml IL-4 entsprach. 

Zusätzlich wurde TMZ in den Konzentrationen 5, 50, 100, 250, 500 µM an diesem 

Tag (d 0) hinzugegeben. Für je einen Spender wurde jede Konzentration 3-fach 

angesetzt. Als Kontrolle dienten dendritische Zellen, welche kein TMZ erhalten 

hatten sowie DC, die weder mit TMZ noch mit Tumorlysat inkubiert wurden. Die 

DMSO-Konzentration war bei allen Ansätzen 0,5%. Die Zellen wurden 8 Tage bei 

37 °C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. An Tag +6 erfolgte die Zugabe 

des Reifungscocktails (100 ng/ml rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4, 50 ng/ml TNF-α). 

Um einen Zellverlust beim Abziehen des Mediums vor dem Wechsel zu verhindern 

wurde die Zellkulturplatte 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Zusätzlich zu dem 

Reifungscocktail erfolgte die Zugabe von Tumorlysat (75 µg/106 Zellen) der U138 

Glioblastomzelllinie (siehe Kapitel 2.2.6). 
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Die bei der magnetischen Zellsortierung aufgefangene CD14- Zellfraktion wurde in 

IMDM aufgenommen und 40 x 106 Zellen in eine 75 cm2 Zellkulturflasche für einen 

Tag kultiviert um sie ruhen zu lassen. Danach wurden sie eingefroren. 

An d +8 war die zuvor CD14+ selektionierte Zellfraktion zu reifen DC 

ausdifferenziert. Daher wurden an diesem Tag 4 x 105 Zellen der CD14- 

Zellfraktion in 100 µI MDM hinzugegeben. Aufgrund der Zellzählung mit 

Trypanblaufärbung konnte davon ausgegangen werden, dass von den initial 

ausgesäten CD14+ Zellen nach 8 Tagen im Mittel eine Reduktion um 20% 

stattfand. 

Die Zellen wurden nun für drei Tage gemeinsam kultiviert. Die reifen DC sollen 

während dieser Zeit T-Lymphozyten zur Proliferation anregen. Diese können 

daher als Beurteilungskriterium für die MLC genutzt werden. 

2.2.10 MTT-Assay  
Der MTT Proliferationstest ist ein quantitiativer colorimetrischer Test, der lebende 

Zellen durch ihre mitochondriale Stoffwechselaktivität nachweist. Das den Zellen 

angebotene MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) wird 

von Mitochondrien vitaler Zellen in einer NADH-abhängigen Reaktion zu 

Formazanen umgebaut. Die Farbintensität und mitochondriale Aktivität als Maß für 

die Vitalität sind einander direkt proportional. Andere Stoffwechselvorgänge 

könnten beim MTT-Assay ebenfalls eine Rolle spielen386,387. 

Die in der 96-Well Platte befindlichen Zellen wurden zunächst zentrifugiert (10 min 

bei 300 x g) und 200 µl Medium für einen IFN-γ-ELISA vorsichtig abgezogen, 

sodass 100 µl in einem Well verblieben. Dazu wurden 20 µl einer MTT 

Arbeitslösung gegeben. Die Stocklösung bestand aus 500 µl PMS-Lösung, welche 

1:50 in sterilem PBS gelöst war, und 10 ml MTS-Lösung. Die Zellkulturplatte 

wurde im Brutschrank unter den bereits erläuterten Bedingungen inkubiert und 

optional nach 1h, 2h, 3h und 4h bei einer Extinktion von 495 nm mit einem 

Referenzfilter von 620 nm im Photometer gemessen. Vor jeder Messung musste 

gut geschüttelt werden, um eine optimale Verteilung des Farbstoffes zu 

gewährleisten.  

2.2.11 Interferon-γ-ELISA 
Als Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wird ein immunologisches 

Nachweisverfahren bezeichnet, welches mittels enzymatischer Farbreaktion dem 

Nachweis eines Antigens dient. In dieser Arbeit wurde das Zytokin IFN-γ in 
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Zellüberständen mit einem double-Antibody Sandwich ELISA der Firma 

Immunotools gemessen. Es wurden zwei Antikörper verwendet, die spezifisch an 

das nachzuweisende Antigen (IFN-γ) binden. 

Zunächst wurde der Beschichtungs-Ak 1:100 mit Beschichtungspuffer (Coating-

Puffer) verdünnt und 100 µl davon in jede Kavität einer 96-Well Mikrotiterplatte 

gegeben. Es folgte eine ein-stündige Inkubation bei RT. Während aller 

Inkubationsschritte waren die Lösungen in der Platte mit Parafilm vor dem 

Austrocknen geschützt. Anschließend wurden ungebundene Ak durch Abklopfen 

und dreimaliges Waschen mit je 200 µl Waschpuffer je Kavität entfernt. Zur 

Blockierung unbesetzter Bindungsstellen auf der Plattenoberfläche wurden je 

200 µl Block-Puffer pro Well zugegeben und erneut für 1 h bei RT inkubiert. 

Währenddessen konnten die Standardreihen und Proben vorbereitet werden. 

Für die Standardreihe wurden Konzentrationen von 39 pg/ml bis 2500 pg/ml IFN-γ 

angesetzt. Als Leerwert diente eine Lösung von IMDM 1:3 mit Probenpuffer. Die 

zu untersuchenden Proben wurden ebenfalls 1:3 mit Proben-Puffer verdünnt. 

Nach Entfernen des Block-Puffers und drei Waschschritten wurden die Proben 

und Standards (100 µl/Well) im Doppelansatz aufgetragen. Nach 1 h Inkubation 

bei RT wurde erneut drei Mal mit 200 µl Waschpuffer je Well gewaschen, um 

ungebundene Komponenten zu entfernen. Es folgte nun die Zugabe von 100 µl 

der 1:400 in Proben-Puffer verdünnten biotinylierten IFN-γ Detektions-Antikörper. 

Die Platte wurde wieder für 1 h bei RT inkubiert und 5 Mal gewaschen. Nun 

wurden 100 µl von 1:10 000 verdünnter Streptavidin-HRP (Horseradish 

Peroxidase) je Well hinzugegeben und für eine weitere halbe Stunde bei RT 

inkubiert. Das Streptavidin konnte während dieser Zeit an das Biotin des 

Detektions-Ak binden. Es folgten 5 weitere Waschschritte und die Enzym-

Substrat-Reaktion schloss sich an. Nach Zugabe von 100 µl Tetramethylbenzidin-

Lösung (TMB) pro Well wurde die Reaktion bei entsprechender Farbintensität 

nach 0,5-5 min durch Zugabe von 100 µl 2 M H2SO4-Lösung gestoppt. Die 

Messung der Absorption erfolgte bei 450 nm im ELISA-Photometer. 
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Abb. 2.8: Prinzip des double-Antibody Sandwich ELISA. Eine 96-well Mikrotiterplatte wird mit 
einem gegen INF-γ gerichteten Ak beschichtet. Nach Inkubation mit dem zu untersuchenden 
Medium wird ein biotinylierter Detektions-Ak dazugegeben. An diesen bindet Streptavidin-HRP, 
welches einen Farbumschlag des hinzugefügten TMB von farblos zu blau katalysiert. Die Reaktion 
wird mit H2S04 gestoppt, sodass eine gelbe Flüssigkeit photometrisch gemessen wird. 

2.2.12 Statistik 
Für die statistische Auswertung wurde mit dem Programm SPSS der Mann-

Whtiney-U-Test für unabhängige Stichproben durchgeführt. Zuvor wurde ein 

Kruskal-Wallis-Test gemacht, um zu zeigen, dass die Anwendung des U-Tests 

möglich ist. Alle Werte mit p ≤ 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit α ≤ 5%) 

unterscheiden sich signifikant von den unbehandelten Kontrollen der jeweiligen 

Gruppe und sind in den Diagrammen mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet. 

Alle Werte mit p ≤ 0,01 (α ≤ 1%) sind mit zwei Sternchen (**) versehen. Der 

Standardfehler σ wird bezogen auf den Mittelwert +/- angegeben.  
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Abb. 2.9: Ablauf der Arbeitsschritte für eine gemischte Zellkultur von DC und Lymphozyten 
und deren Analysen. An Tag 0 wurden PBMC mittels Ficoll aus dem peripheren Blut gesunder 
Spender isoliert und durch eine magnetische Zellsortierung in eine CD14+ und eine CD14- Fraktion 
getrennt. Aus der CD14+ Fraktion wurden dendritische Zellen generiert (rechte Seite). Die  
CD14- Fraktion wurde nach einem Tag Kultur eingefroren (linke Seite). Ab d +8 wurden beide 
Fraktionen in einem Verhältnis von 1:10 gemeinsam in Kultur genommen, um an d +11 funktionelle 
Analysen in Form von MTT-Assays und IFN-γ-ELISAs durchzuführen. 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Monozytenreinheit nach Adhärenz 
Eine Leukozytenseparation wurde mit Buffy Coats gesunder Spender mittels Ficoll 

durchgeführt. Die hierbei isolierten PBMC konnten anschließend 

durchflusszytometrisch auf den Monozytenmarker CD14 untersucht werden. Bei 

den Analysen wurde sich auf eine Region (Gate) beschränkt, die anhand der 

Vorwärts-Seitwärts-Streuung morphologisch nur vitale Zellen (Gate A) enthielt. In 

dem exemplarisch dargestellten Standardpunktdiagramm (Dot Plot) ist zu 

erkennen, dass sich in der Suspension neben den verschiedenen Zellpopulationen 

noch viel Detritus und Thrombozyten befanden (Abb. 3.1). In dem betrachteten 

Gate A exprimierten 15,7% +/- 0,93% der Zellen CD14 und über die Hälfte (55,0% 

+/- 2,3%) CD3 (nicht dargestellt). Innerhalb des Gate A wurden mit dem Gate B 

die großen Zellen herausgegriffen.  

 
Abb. 3.1: Durchflusszytometrische Analyse von PBMC vor Adhärenz. A) Exemplarisch ist ein 
Dot Plot der PBMC eines Spenders vor zwei-stündiger Plastikadhärenz dargestellt. Gate A wurde 
so gewählt, dass Zelldetritus und tote Zellen ausgeschlossen sind. Im Gate B befinden sich ihrer 
Größe und Granularität nach vor allem Monozyten. B) Der Anteil CD14+ Zellen im Gate A ist im 
Ringdiagramm dargestellt. 
 
Nach einer zwei-stündigen Plastikadhärenz und vorsichtigem Abziehen der nicht-

adhärenten Zellen, konnte der Anteil CD14+ Zellen im Gate A auf 55,7% +/- 1,8% 

erhöht und der nicht zelluläre Anteil deutlich reduziert werden (Abb. 3.2). Das 

Adhärenzverhalten der Zellen war je nach Spender sehr variabel. Wurde nur das 

Monozytengate B analysiert, so waren 94,2% +/- 0,54% der Zellen CD14+. Mit 

diesem Hintergrundwissen konnte nun die Differenzierung zu reifen dendritischen 

Zellen begonnen werden.  
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Abb. 3.2: Durchflusszytometrische Analyse von PBMC nach Adhärenz. A) Der Dot Plot des 
selben Spenders wie in Abb. 3.1 ist nach zwei-stündiger Plastikadhärenz gezeigt. B) Es wurde der 
Anteil CD14+ Zellen an allen Zellen (Gate A) berechnet. C) Der Anteil CD14+ Zellen innerhalb des 
Monozytengates (Gate B) wurde ebenfalls bestimmt. 
 

3.2 Wirkung von TMZ auf dendritische Zellen –  
Durchflusszytometrische Analysen von  
CD83 und CD86 

Die Zellen eines Buffy Coats wurden nach Isolation mittels Ficoll und zwei-

stündiger Plastikadhärenz in verschiedenen Konzentrationen mit Temozolomid 

(0, 5, 50, 100, 250 und 500 µM) behandelt. Sie erhielten das Chemotherapeutikum 

entweder an d 0 (Gruppe 1), an d +6 (Gruppe 2) oder zu beiden Zeitpunkten 

(Gruppe 3). Eine Konzentration von 0,5% des Lösungsmittels DMSO war bei allen 

Ansätzen inklusive der Kontrollen gewährleistet, um toxische Effekte der Substanz 

auszuschließen. An d 0 wurden zusätzlich der Differenzierungscocktail (100 ng/ml 

rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4) und an d +6 der Reifungscocktail 

(100 ng/ml rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4 und 50 ng/ml TNF-α) zu den Zellen 

gegeben.  

Um den Einfluss von Temozolomid auf reife dendritische Zellen in vitro zu 

ermitteln, wurde die Ausprägung der typischen dendritischen Oberflächenmarker 

CD83 (Aktivierungsmarker) und CD86 (kostimulatorisches Molekül) an d +8 mittels 

Durchflusszytometrie untersucht. Es wurde für diese Analysen eine Gate 

betrachtet, in das sich die Zellen aufgrund ihrer Vorwärts- und Seitwärtsstreuung 

als dendritische Zellen oder Monozyten (DC-Gate) einordnen ließen. 

3.2.1 Gruppe 1: TMZ d 0 
Gruppe 1 beinhaltet Zellen, welche Temozolomid ausschließlich am Tag ihrer 

Aussaat (d 0) nach der Plastikadhärenz zusammen mit dem 

Differenzierungscocktail (100 ng/ml rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4) erhielten.  
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Innerhalb des DC-Gates waren bei der unbehandelten Kontrolle 35-70% der 

Zellen sowohl für den Oberflächenmarker CD83 als auch für CD86 positiv. Die 

interindividuelle Varianz ist jeweils als Standardfehler dargestellt. In Abhängigkeit 

von der angewandten TMZ-Konzentration sank der relative Anteil von CD83+/86+ 

Zellen innerhalb des DC-Gates von 46% +/- 5% bei den unbehandelten Zellen auf 

33% +/- 7,9% bei 500 µM TMZ. Bei 5 µM TMZ konnte ein Anstieg auf 53% +/-

 6,5% aller Zellen im DC-Gate beobachtet werden. 

 
Abb. 3.3: Durchflusszytometrische Analyse von CD83 und CD86 an d +8 nach TMZ-
Applikation an d 0. Die Expression der Oberflächenmoleküle CD83 und CD86 auf Zellen 
innerhalb des DC-Gates sank mit steigender TMZ-Konzentration. 
 
Betrachtete man die Kulturplatte unter dem Lichtmikroskop, so befanden sich 

jedoch noch deutlich weniger Zellen in einem Well, besonders bei hohen 

Konzentrationen von 250 µM und 500 µM. Zur absoluten Quantifizierung wurden 

daher zu einem definierten Volumen der Zellsuspension kleine Latexkugeln 

(Beads) hinzugegeben. Die anschließende durchflusszytometrische Analyse 

erfolgte durch Messung von 5000 dieser Kugeln. 

Die Anzahl CD83+/86+ dendritischer Zellen in der unbehandelten Kontrollgruppe 

wurde gleich 1 gesetzt. Damit wurde die relative Anzahl der für diese 

Oberflächenmarker positiven Zellen berechnet, welche mit 5, 50, 100, 250, bzw. 

500 µM TMZ behandelt wurden (Abb. 3.3). Neben den doppelt positiven Zellen 

war ein Teil der Population im DC-Gate ausschließlich CD86+. Das waren bei der 

unbehandelten Kontrolle 44% +/- 7%, bei 500 µM 52% +/- 5% der betrachteten 

Zellen. Hierbei handelt es sich um unreife DC oder Monozyten. Der Anteil 

CD83+/CD86- Zellen war vernachlässigbar klein (2,36 % +/- 1,3 der Zellen). Wie im 

exemplarischen Dot Plot eines Spenders erkennbar ist, verringert sich bei 

steigender TMZ-Konzentration die Zahl der gezählten Events im DC-Gate bei 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

0 5 50 100 250 500 

TMZ-Konzentration [µM] 

   
R

el
at

iv
e 

E
xp

re
ss

io
n 

[%
] 

n=7 

CD83+/86+ 



Ergebnisse 

 
 

- 52 - 

konstant gemessener Latexkugelzahl (Abb. 3.4 A). Bei der Analyse von CD83 und 

CD86 wird dieser Effekt noch deutlicher (Abb. 3.4 B). 

 
Abb. 3.4: Exemplarische durchflusszytometrische Messung von CD83 und CD86 und 
Quantifizierung mithilfe von Latexkugeln nach TMZ-Applikation. A) Zellen im Vorwärts-
Seitwärts-Streulicht mit Angabe der gezählten Events im DC-Gate bei 5000 gezählten Kugeln. B) 
Isotypkontrolle für diese Messung. C) Gezeigt ist die Messung der Expression von CD83 und CD86 
im DC-Gate bei den entsprechenden TMZ-Konzentrationen. Die Anzahl CD83+/86+ Zellen der 
unbehandelten Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. 
 
Bei der zusammenfassenden Analyse der Untersuchungen von 7 Spendern lag 

die Zahl reifer DC bei einer Konzentration von 5 µM TMZ 1,07-fach über der 

unbehandelten Kontrollgruppe (Abb. 3.5 A). Bei 50 µM war sie fast identisch mit 

ihr. Mit steigender TMZ-Konzentration verringerte sich die DC-Zahl kontinuierlich 

auf das 0,69-fache bei 100 µM und entsprach bei 500 µM im Mittel dem 

0,45-fachen verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01).  
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3.2.2 Gruppe 2: TMZ d +6 
Bei der zweiten Gruppe wurden nach Plastikadhärenz aus den Monozyten über 

6 Tage unreife DCs generiert, indem lediglich der Differenzierungscocktail 

(100 ng/ml rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4) zu den Zellen gegeben wurde. An d +6 

wurde zusammen mit dem Reifungscocktail (100 ng/ml rh GM-CSF, 

1000 IU/ml IL-4 und 50 ng/ml TNF-α) Temozolomid (0-500 µM) zugefügt. 

Anschließend konnte an d +8 die Expression von CD83 und CD86 mit Hilfe von 

Latexkugeln (Kapitel 1.2.1) untersucht werden.  

Die Zugabe von TMZ zu einem späteren Zeitpunkt, an d +6, hatte hier kaum einen 

Einfluss auf die Zahl CD83+/86+ reifer dendritischer Zellen im Vergleich zur 

früheren Gabe an d 0. Bei niedrigen Konzentrationen waren sogar mehr reife DC 

vorhanden, als wenn gar nicht mit TMZ behandelt wurde (bei 50 µM TMZ 

beispielsweise 26% mehr). Auch bei hohen Konzentrationen hielt sich die Zahl 

reifer DC weitestgehend auf dem Niveau der unbehandelten Kontrolle 

(Abb. 3.5 B). 

3.2.3 Gruppe 3: TMZ d 0 & d +6 
Behandelte man die Zellen nun zwei Mal mit TMZ, zunächst zusammen mit dem 

Differenzierungscocktail an d 0 und ein zweites Mal zusammen mit dem 

Reifungscocktail an d +6, so konnte eine additive Wirkung der Substanz 

beobachtet werden. Bereits bei 5 µM waren 22% (p < 0,05) weniger reife DC 

messbar als in der Kontrolle. Diese Zellzahlverringerung fiel besonders bei hohen 

Konzentrationen auf. Bei 250 µM hatte sich der Anteil reifer DCs auf den 0,67-

fachen Vergleichswert (p < 0,05), bei 500 µM auf das 0,32-fache der 

unbehandelten Kontrolle reduziert (p < 0,05) (Abb. 3.5 C). 
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Abb. 3.5: Durchflusszytometrische Analyse von CD83 und CD86 nach TMZ-Applikation im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Messung mit Beads erfolgte an d +8 und die Zahl 
CD83+/86+ Zellen ist als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle dargestellt. Angegeben ist der 
Mittelwert +/- Standardfehler, * p<0,05; ** p<0,01 im Mann-Whitney-Test A) Gruppe 1: TMZ (5-
500 µM) wurde an d 0 zusammen mit dem Differenzierungscocktail zu den Zellen gegeben. B) 
Gruppe 2: TMZ-Applikation erfolgte an d +6 zusammen mit dem Reifungscocktail C) Gruppe 3: 
TMZ-Zugabe erfolgte sowohl an d 0 als auch an d +6.  
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3.3 Wirkung von TMZ auf T- und B-Lymphozyten – 
Durchflusszytometrische Analysen von 
CD3 und CD19 

3.3.1 Gruppe 1: TMZ d 0 
Der Einfluss von TMZ auf B- und T-Lymphozyten konnte ebenfalls mittels 

Durchflusszytometrie untersucht werden, da sich nach Plastikadhärenz in der 

Zellsuspension nicht nur monozytäre Zellen, sondern auch ein gewisser Anteil 

Lymphozyten befand. Für CD3+ T-Lymphozyten und CD19+ B-Lymphozyten 

erfolgte dies auf die gleiche Weise wie für die dendritischen Zellen unter Zugabe 

von Latexkugeln direkt vor der Messung. Hier wurde im Unterschied zu den DC-

Analysen das Gate auf eine Population gelegt, die sich aufgrund ihrer Granularität 

und Größe als Lymphozyten einordnen ließ (TC+BC) (Abb. 3.6 A). Die zwei 

getrennten Populationen, die entweder CD3+ oder CD19+ waren, können im Dot 

Plot deutlich abgegrenzt werden. Exemplarisch sind für einen Spender die 

Histogramme der durchflusszytometrischen Analysen gezeigt (Abb. 3.6 B und C) 

 
Abb. 3.6: Durchflusszytometrische Analyse der Expression von CD3 und CD19. 
A) Lymphozytengate (TC+BC) und Dot Plot für untersuchte Zellen mit Latexkugeln; 
Negativkontrolle (links) und gefärbte Zellen (rechts) B) Histogramm der Negativkontrolle von APC 
(links) und CD3-Färbung (rechts) C) Histogramm der Negativkontrolle von FITC (links) und CD19-
Färbung (rechts). 
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CD3+ Zellen machten insgesamt 46,9% +/- 9% der Zellpopulation im 

Lymphozytengate bei der unbehandelten Kontrollgruppe aus. Der Anteil der 

CD19+ Zellen betrug 19,4% +/- 8,3%. Dieses Verhältnis von B- zu T-Lymphozyten, 

veränderte sich kaum, unabhängig von der zugegebenen TMZ-Konzentration 

(Abb. 3.7).  

Abb. 3.7: Durchflusszytometrische Analyse von CD3 und CD19 an d +8 nach TMZ-
Applikation an d 0. Der Anteil von CD3 und CD19 exprimierenden Zellen innerhalb des 
Lymphozytengates ist dargestellt. 
 
Bei der quantitativen Analyse der Lymphozyten von vier Spendern mittels Beads 

konnte gezeigt werden, dass die einmalige TMZ-Applikation an d 0 von 5 µM und 

50 µM zu einer erhöhten Zahl sowohl von CD3+ als auch CD19+ Lymphozyten 

führte, im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Abb. 3.8 A). Ab 100 µM kam es zu 

einer eindeutigen Reduktion von Lymphozyten bis auf das 0,65-fache der 

T-Lymphozyten (p < 0,05) und das 0,66-fache der B-Lymphozyten. Bei 500 µM 

waren nur noch 24% der T-Lymphozyten (p < 0,01) und 29% der B-Lymphozyten 

(p < 0,01) vorhanden, bezogen auf die unbehandelten Zellen. Der Effekt, dass die 

Zellzahl bei niedrigen Dosen stieg und bei hohen Dosen sank, war bei CD3+-

Zellen stärker ausgeprägt als bei CD19+-Zellen. Die Wirkung des 

Chemotherapeutikums bei einmaliger Applikation an d 0 fiel für die T- und 

B-Lymphozyten deutlich stärker aus als für die dendritischen Zellen (Vgl. 

Abb. 3.5 A). 

3.3.2 Gruppe 2: TMZ d +6 
Wurde TMZ ausschließlich an d +6 appliziert, war in den durchflusszytometrischen 

Analysen zu erkennen, dass die Zahl CD19+ B-Zellen bei niedrigen TMZ-Dosen 

von 5 µM und 50 µM 1,23-fach bzw. 1,12-fach höher war als ohne TMZ 

(Abb. 3.8 B). Bei höheren Konzentration von 500 µM fiel sie jedoch bis auf die 
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Hälfte im Vergleich zur Kontrolle ab (p < 0,05). Die CD3+ T-Lymphozyten zeigten 

sich bereits bei niedrigen Dosen negativ beeinflusst, erreichten bei 500 µM 

allerdings noch 75% des Referenzwertes. 

Die Reduktion der Zellzahl in Gruppe 2 war sowohl bei B- als auch bei 

T-Lymphozyten weniger stark ausgeprägt als bei Zugabe des 

Chemotherapeutikums an d 0. In dieser Gruppe 2 der Lymphozyten waren der 

Aufwärtstrend bei niedrigen Konzentrationen und die Reduktion bei hohen 

Konzentrationen deutlich stärker ausgeprägt als in Gruppe 2 der dendritischen 

Zellen (Vgl. Abb. 3.5 B). 

3.3.3 Gruppe 3: TMZ d 0 & d +6 
Behandelte man die Zellen der Spender aus Gruppe 1 und 2 sowohl an d 0 als 

auch an d +6 mit den entsprechenden Dosen Temozolomid, konnte man einen 

sehr deutlichen Effekt der Substanz beobachten (Abb. 3.8 C). Ab 50 µM war eine 

Verringerung der T-Lymphozyten im Vergleich zur Kontrolle auf das 0,75-fache 

und bei 500 µM bis auf das 0,15-fache (p < 0,05) zu beobachten. Dieser Effekt trat 

auch bei den B-Lymphozyten auf, die bei 500 µM TMZ das 0,23-fache (p < 0,05) 

der unbehandelten Kontrolle betrugen, jedoch erst bei 100 µM TMZ in ihrer Zahl 

reduziert wurden. Auch bei der Gruppe 3 war wie bereits in Gruppe 1 erkennbar, 

dass T-Lymphozyten stärker beeinträchtigt wurden als B-Lymphozyten. Für die 

Marker CD3 und CD19 handelte es sich hierbei um einen additiven Effekt von 

TMZ, wie er bereits für die dendritischen Zellen der Gruppe 3 (Vgl. Abb. 3.5 C) 

beschrieben wurde.  
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Abb. 3.8: Durchflusszytometrische Analyse von CD3 und CD19 nach TMZ-Applikation im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Analyse mit Beads erfolgte an d +8 und die Zahl 
CD3+ bzw. CD19+ Zellen ist als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle dargestellt. Angegeben ist 
der Mittelwert +/- Standardfehler, * p<0,05; ** p<0,01 im Mann-Whitney-Test A) Gruppe 1: TMZ (5-
500 µM) wurde an d 0 zusammen mit dem Differenzierungscocktail zu den Zellen gegeben. B) 
Gruppe 2: TMZ-Applikation erfolgte an d +6 zusammen mit dem Reifungscocktail C) Gruppe 3: 
TMZ-Applikation fand sowohl an d 0 als auch an d +6 statt.  
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3.4 Vitalitätsbestimmung 
Eine Aussage über die Vitalität von Zellen kann anhand ihrer Fähigkeit 

Calcein-AM zu verstoffwechseln, gemacht werden. Die Esterasen lebender Zellen 

katalysieren eine Reaktion von Calcein-AM zu dem grün fluoreszierenden Molekül 

Calcein, welches dann mittels Multiplate Reader oder Durchflusszytometrie 

gemessen werden kann. Propidium-Iodid (PI) ist ein Farbstoff, der es möglich 

macht, ein Urteil über die Membranintegrität zu fällen. Sie ist bei toten Zellen 

gestört. Für die Analysen der Vitalität wurde eine Totkontrolle mitgeführt. Sie 

bestand aus Zellen, welche vor der Vitalitätsmessung 30 min mit 70%-igem 

Ethanol inkubiert wurden. PI wurde direkt vor der durchflusszytometrischen 

Analyse hinzugefügt. 

3.4.1 Gruppe 1: TMZ d 0 
Die Zellen, welche Temozolomid ausschließlich an d 0 zusammen mit dem 

Differenzierungscocktail erhielten, wurden zunächst mit Calcein gefärbt und im 

Multiplate Reader analysiert (Abb. 3.10 A). Es konnte durch diese Methode 

gezeigt werden, dass TMZ ab einer Konzentration von 50 µM die Vitalität auf das 

ca. 0,9-fache der unbehandelten Kontrolle reduzierte. Einen ähnlichen Effekt auf 

die Vitalität hatte die Applikation von 100 µM und 250 µM TMZ. Bei 500 µM nahm 

der Anteil der lebenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle auf 74% ab. In der 

Totkontrolle wurde mit dieser Methode eine Fluoreszenzintensität gemessen, die 

16% der Lebendkontrolle betrug.  

Nach der Messung im Multiplate Reader wurden die Zellen unter Zuhilfenahme 

eines Zellschabers vorsichtig vom Boden der Kulturplatte gelöst. Direkt vor der 

sich anschließenden durchflusszytometrischen Messung wurden PI und 

Latexkugeln hinzugegeben. Anhand der Totkontrolle konnten die Einstellungen für 

das FACS-Gerät vorgenommen werden (Abb 3.9). Bei der Kontrollgruppe und den 

behandelten Zellen konnte nun die Aufnahme von Calcein und PI analysiert 

werden. Als PI-positiv galten Zellen im linken und rechten oberen Quadranten des 

Dot Plot. Calcein-positiv und lebend wurden die Zellen im rechten unteren 

Quadranten gewertet. Die wenigen doppelt positiven Zellen wurden ebenfalls als 

„tot“ gezählt.  
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Abb. 3.9: Exemplarische durchflusszytometrische Messung von Calcein und PI. A) Dot Plot 
der Totkontrolle, welche 30 min vor der Färbung mit 70%-igem Ethanol versetzt wurde B) Dot Plot 
der Färbung der nicht mit TMZ- behandelten DC. Die Analysen erfolgten innerhalb des DC-Gates. 
 
Für Gruppe 1 konnte durchflusszytometrisch gemessen werden, dass sich die 

Zahl vitaler Zellen im DC-Gate bereits bei niedrigen und mittleren TMZ-

Konzentrationen verringerte. Bei 5 µM reduzierte sich die Vitalität auf 86% der 

unbehandelten Kontrolle. Sie entsprach bei 100 µM dem 0,81-fachen der 

unbehandelten Kontrolle und wurde bei der maximalen Dosis von 500 µM auf das 

0,59-fache herabgesetzt (p < 0,05). Mit dieser Methode ließ sich im Vergleich zur 

Messung im Multiplate Reader eine stärkere Reduktion der Vitalität bei hohen 

TMZ-Dosen ermitteln (Abb. 3.10 A).  

Die Zahl der PI-positiven Zellen nahm ebenfalls mit steigender Konzentration des 

Chemotherapeutikums bis auf das 0,68-fache bei 500 µM ab (p < 0,05), blieb bei 

den geringen und mittleren Dosen aber fast identisch mit der Kontrolle (nicht 

dargestellt). Die Berechnung der relativen PI-Werte im Vergleich zu den 

unbehandelten DC war für die Totkontrolle nicht möglich, da die Zellen durch das 

Ethanol zu stark degradiert waren. Dadurch korrelierte die Zahl PI-positiver Zellen 

nicht mit der Anzahl toter DC. Wie im Histogramm der durchflusszytometrischen 

Messung ersichtlich, nahmen jedoch alle Zellen in der Totkontrolle im DC-Gate PI 

auf und galten daher als nicht mehr vital (Abb. 3.9). 

3.4.2 Gruppe 2: TMZ d +6 
Die Messung der Vitalität der Zellen, welchen Temozolomid ausschließlich an d +6 

zusammen mit dem Reifungscocktail appliziert wurde, erfolgte wie in den anderen 

Gruppen zunächst mit dem Multiplate Reader. Es fiel auf, dass die Vitalität der 

Zellen kaum von TMZ mit kurzer Applikationsdauer beeinträchtigt wurde. 

Ausschließlich bei der höchsten Konzentration wurde sie auf 95% der 

unbehandelten Kontrolle herabgesetzt (Abb. 3.10 B). 
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Auch bei der anschließenden durchflusszytometrischen Messung zeigte sich nur 

bei 500 µM TMZ eine Verringerung der Vitalität, nämlich auf das 0,85-fache des 

Referenzwertes.  

In der PI-Messung stieg die Zahl der toten Zellen bis auf den Faktor 1,27 der 

unbehandelten Kontrolle bei 100 µM TMZ an. Bei 500 µM war sie wieder genauso 

hoch wie in der Kontrollgruppe. 

3.4.3 Gruppe 3: TMZ d 0 & d +6 
Die Calcein Analysen der dritten Gruppe mit zweimaliger TMZ-Zugabe an d 0 und 

d +6 zeigten im Multiplate Reader ab 50 µM ein Herabsinken der lebenden Zellen 

auf 95% des Referenzwertes (Abb. 3.10 C). Die Vitalität reduzierte sich 

kontinuierlich auf das 0,72-fache der unbehandelten Kontrolle bei der maximalen 

Konzentration von 500 µM. Somit fiel die Reduktion bei dieser Methode ein wenig 

stärker aus, als bei einmaliger TMZ-Applikation an d 0 bei Gruppe 1 und ein 

additiver Substanzeffekt konnte bestätigt werden. 

Mittels Durchflusszytometrie wurde im DC-Gate gemessen, dass die Anzahl vitaler 

Zellen bereits bei 5 µM auf das 0,81-fache abfällt und bei den mittleren 

Konzentrationen zwischen dem 0,86- und 0,93-fachen Referenzwert schwankt, um 

bei 500 µM auf 62% der Kontrolle abzufallen. Die Vitalität zwischen Gruppe 1 und 

3 ergab hier keine wesentlichen Unterschiede. 

Bei den PI-Analysen konnte bei 5 µM ein Abfall der PI-positiven Zellen auf das 

0,72-fache festgestellt werden. Bei den mittleren Konzentrationen stieg die Zahl 

toter Zellen bis auf das 1,18-fache des Ausgangswertes bei 250 µM. Der Anteil 

toter Zellen reduzierte sich dann bei 500 µM wieder auf das 0,69-fache der 

unbehandelten Kontrolle. 
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Abb. 3.10: Calcein-Färbung mittels Multiplate Reader und durchflusszytometrische Analyse 
mit Beads an d +8. Calcein aufnehmende, vitale Zellen sind als Vielfaches der unbehandelten 
Kontrolle dargestellt. Eine mit 70%-igem Ethanol behandelte Totkontrolle wurde mitgeführt. 
Angegeben ist der Mittelwert +/- Standardfehler, * p<0,05; ** p<0,01 im Mann-Whitney-Test A) 
Gruppe 1: TMZ (5-500 µM) wurde an d 0 zu den Zellen gegeben. B) Gruppe 2: TMZ-Applikation 
erfolgte an d +6. C) Gruppe 3: TMZ-Applikation fand sowohl an d 0 als auch an d +6 statt.  
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3.5 Fotografische Darstellung dendritischer Zellen 
nach TMZ-Behandlung 

3.5.1 Fotografien von Zellen in Kultur 
Um den morphologischen Aspekt der Zellen in ihrer Gesamtheit zu 

dokumentieren, wurden sie an d 8 in Kulturbedingungen fotografiert. Die hier 

dargestellten Zellen erhielten an d 0 einmalig TMZ zusammen mit dem 

Differenzierungscocktail (100 ng/ml rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4) und an d +6 den 

Reifungscocktail (100 ng/ml rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4 und 50 ng/ml TNF-α). 

Die typische Form der dendritischen Zellen mit ihren zytoplasmatischen 

Ausläufern ist bei der Kontrollgruppe, die kein Chemotherapeutikum erhielt,  auf 

den Fotografien zu sehen (Abb. 3.11 A). Bei einer Konzentration von 500 µM TMZ 

waren deutlich weniger Zellen am Boden der Kulturplatte zu erkennen, hingegen 

umso mehr Zellfragmente und kleine kugelförmige Zellen ohne Ausläufer 

(Abb. 3.11 B). 

 

     
Abb. 3.11: Reife dendritische Zellen in Kulturmedium. Die Zellen erhielten nach der 
Plastikadhärenz an d 0 den Reifungscocktail und an d +6 wurde der Differenzierungscocktail 
hinzugegeben. Die Fotografie der reifen DC in Kulturmedium erfolgte am achten Tag. 
A) Kontrollgruppe, die kein TMZ erhielt B) Applikation von 500 µM TMZ an d 0. 

3.5.2 Fotografien von gefärbten Zellen 
Eine genauere Betrachtung der Morphologie von Zellen ist möglich, wenn man 

eine May-Grünwald-Giemsa-Färbung durchführt und mikroskopisch auswertet. 

Dafür wurden zunächst Deckgläschen auf dem Boden der Kulturplatte ausgelegt 

und dann eine Adhärenz durchgeführt. Anschließend erhielten die Zellen den 

Differenzierungs- und Reifungscocktail an d 0 und d +6, wie bei den anderen 

Analysen. Temozolomid wurde an d 0 zusammen mit dem 

Differenzierungscocktail in das Kulturmedium gegeben. Repräsentative 

A      0 µM TMZ 

 

B      500 µM TMZ 
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Ausschnitte der bewachsenen Deckgläschen wurden an d +8 fotografiert und sind 

in Abb. 3.12 dargestellt. 

Die Zellkerne der gefärbten Zellen erscheinen durch eine Komplexbildung der 

Farbstoffe mit der Desoxyribonukleinsäure purpurrot. Das Zytoplasma ist bläulich 

dargestellt. Bei der unbehandelten Kontrolle sowie bei den Zellen, denen 5 µM 

bzw. 50 µM TMZ appliziert wurde, sieht man die typischen zytoplasmatischen 

Ausläufer der dendritischen Zellen. Bei den Zellen, die 500 µM TMZ erhielten, sind 

weniger Ausläufer zu erkennen und viele Zellfragmente im Bild. Oft finden sich 

hier abgelöste Vesikel von schrumpfenden Zellen, sogenannte apoptotische 

Blebs, als Zeichen der Zellschädigung.  

 

    
 

    
Abb. 3.12: Fotografien reifer dendritischen Zellen nach May-Grünwald-Giemsa-Färbung. A) 
Kontrollgruppe, welche kein TMZ erhielt B) TMZ-Applikation von 5 µM erfolgte ab d 0 C) TMZ-
Applikation von 50 µM ab d 0 D) TMZ-Applikation von 500 µM ab d 0. 
 
Für die Funktion der dendritischen Zellen spielt die Interaktion mit T-Lymphozyten 

eine bedeutende Rolle. Auf einer Fotografie der Kontrollgruppe kann vermutet 

werden, dass zwei Zellen miteinander kommunizieren (Abb. 3.13). Eine der beiden 

Zellen auf dem Foto imponiert mit ihren typischen Ausläufern wie eine DC. Die 

C    50 µM TMZ D   500 µM TMZ 

A      0 µM TMZ 

 

B      5 µM TMZ 
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zweite Zelle könnte aufgrund ihrer Morphologie und des Färbeverhaltens am 

ehesten als Lymphozyt interpretiert werden.  

	  
Abb. 3.13: Fotografie nach May-Grünwald-Giemsa Färbung. Neben der typischen Morphologie 
von dendritischen Zellen ist auf diesem Bild möglicherweise die Interaktion einer DC mit einer 
zweiten Zelle, wahrscheinlich einem Lymphozyten, gezeigt. 
	  
3.6 Mykoplasmen-PCR 
Eine PCR zum Ausschluss einer Kontamination der U138-Zelllen mit 

Mykoplasmen wurde in regelmäßigen Abständen durchgeführt. Die Proben 

wurden danach gelelektrophoretisch aufgetrennt. 

  
Abb. 3.14: Gelelektrophorese nach Mykoplasmen-PCR. Von links nach rechts: Laufpuffer, 
Negativkontrolle, Positivkontrolle bei 0,5 kb und getestete Zelllinie U138. 
 
Als Positivkontrolle diente eine mit Mykoplasmen kontaminierte Zelllinie, als 

Negativkontrolle PBS. Außer bei der Positivkontrolle sind auf dem Gel für U138 

keine Banden. Die Proben wurden daher als frei von Mykoplasmen bewertet. Aus 

der Glioblastomzelllinie wurde nach negativer Testung Lysat zur Stimulation 

dendritischer Zellen für die gemischte Zellkultur mit Lymphozyten hergestellt. 

1 – Laufpuffer 
2 – Negativkontrolle 
3 – Positivkontrolle 
4 – U138 

 1    2     3      4 

0,5$kb$

1$kb$



Ergebnisse 

 
 

- 66 - 

3.7 MTT-Assay nach gemischter Zellkultur von  
dendritischen Zellen und Lymphozyten 

PBMC wurden mit Hilfe von Ak-gebundenen magnetischen Beads isoliert und 

durch Zugabe des Reifungs- und Differenzierungscocktails zu der CD14+ Fraktion 

dendritische Zellen generiert. An d 0 wurde TMZ hinzugefügt (5-500 µM), an d +6 

erhielten die Zellen zusammen mit dem Differenzierungscocktail U138-

Tumorzelllysat und an d +8 wurden zu den reifen DC die CD14- autologen 

Lymphozyten mit neuem Medium zugegeben (Vgl. Abb. 2.9). Anschließend wurde 

eine gemischte Zellkultur mit dendritischen Zellen und Lymphozyten im Verhältnis 

1:10 durchgeführt. Die Fähigkeit dendritischer Zellen, Lymphozyten zur 

Proliferation anzuregen, wurde mittels MTT-Assay geprüft. Es konnte durch diesen 

Test die Funktionalität der dendritischen Zellen analysiert werden, ohne die 

Lymphozyten direkt dem Chemotherapeutikum zu exponieren. Als 

Negativkontrolle dienten dendritische Zellen, die kein Tumorlysat erhielten. 

Wie aus Abbildung 3.15 zu entnehmen ist, hatte im MTT-Assay die TMZ-Dosis, 

mit der die DC behandelt wurden, keinen wesentlichen Einfluss auf das 

Proliferationsverhalten der autologen Lymphozyten 5 verschiedener Spender. Für 

die einzelnen Spender sind bei zunehmender TMZ-Konzentration nur leichte 

Schwankungen der Extinktion messbar. 

  
Abb. 3.15: Extinktionswerte von MTT-Assays nach gemischter Zellkultur von dendritischen 
Zellen und Lymphozyten. PBMC wurden nach CD 14+ Beads Selektion an d 0 mit TMZ (5-
500 µM) behandelt. Nach Reifungs- und Differenzierungscocktail an d 0 bzw. d +6 wurden zu den 
reifen DC autologe CD 14- Zellen im Verhältnis 1:10 hinzugegeben und proliferierten für 5 Tage. 
Die dargestellten MTT-Assays von 5 Spendern zeigen die Beeinflussung der stimulatorischen 
Fähigkeit von DC auf Lymphozyten durch. Als Kontrolle dienten DC, die weder TMZ noch 
Tumorlysat erhalten hatten. 
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3.8 Proteinquantifizierung mit Erstellung einer 
Eichgeraden 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration des Tumorzelllysats sowie der 

Interferon-γ-Konzentration mittels ELISA nach gemischter Zellkultur von 

dendritischen Zellen und Lymphozyten, wurden bei jeder Untersuchung 

Standardreihen mitgeführt, um die Konzentrationen in den Proben zu interpolieren. 

Exemplarisch sind eine Eichkurve für IFN-γ und die daraus ermittelte lineare 

Regressionsgerade dargestellt. Das Bestimmtheitsmaß und die Gleichung zur 

Berechnung der Probenkonzentration sind der Abbildung 3.16 zu entnehmen.  

 
Abb. 3.16: Erstellen einer Eichgerade A) Dargestellt ist eine exemplarische Eichkurve für den 
Interferon-γ-ELISA B) Aus den Werten wurde die lineare Regressionsgerade mit 
Bestimmtheitsmaß und Gleichung zur Berechnung der IFN-γ-Konzentration in den Proben erstellt. 

3.9 Interferon-γ-ELISA 
Die Überstände der Versuchsreihen, bei denen die gemischte Zellkultur von 

dendritischen Zellen und Lymphozyten 5 verschiedener Spender erfolgte, wurden 

mittels ELISA auf IFN-γ untersucht. Dieses Zytokin wurde gewählt, da es ein 

Indikator für die Aktivierung von T-Lymphozyten ist. Bei einer Wellenlänge 450 nm 

wurde die Extinktion von TMB nach Reaktionsstopp mit H2SO4 im ELISA Reader 

ermittelt. Als Leerwert galt reines Medium, dessen Extinktion von den Messwerten 

abgezogen wurde. Für einen Überstand wurden die Messungen als Tripletten 

durchgeführt.  

Bei dieser Untersuchung konnten deutlichere Ergebnisse erzielt werden (Abb. 

3.17), die allerdings sehr spenderabhängig waren. Zwei Spender (Spender 4 und 

5) zeigten bei geringen und mittleren TMZ-Dosen eine Steigerung der IFN-γ-

Produktion. Bei Spender 2 war die Konzentration des Zytokins bereits bei 5 µM im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle reduziert. Zwei weitere Spender (Spender 1 

und 3) zeigten eine konstant niedrige IFN-γ-Produktion, unabhängig von der TMZ-
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Konzentration mit der die dendritischen Zellen zuvor behandelt wurden. In der 

Kontrolle ohne Inkubation der DC mit Tumorlysat war die INF-γ-Konzentration 

niedriger. 

 
 

Abb. 3. 17: Interferon-γ-ELISA. Die Überstände der gemischten Zellkultur dendritischer Zellen 
und Lymphozyten von 5 Spendern wurden abpipettiert und mittels ELISA auf die Konzentration des 
Zytokins Interferon-γ untersucht. 
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4 DISKUSSION 
4.1 Bedeutung der dendritschen Zellvakzine beim 

Glioblastoma multiforme 
Das Glioblastoma multiforme ist einer der aggressivsten malignen Tumoren. Die 

aktuelle Standardtherapie besteht aus möglichst vollständiger Tumorresektion, 

Chemotherapie mit Temozolomid und Bestrahlung. Trotz verbesserter OP-

Techniken45 führt eine makroskopisch komplette Resektion aufgrund von 

disseminierten malignen Zellen äußerst selten zur Heilung.  

Selbst wenn die Patienten das mediane Gesamtüberleben von 12-15 Monaten30 

überschreiten, kommt es bei den meisten zu einem Rezidiv, sodass die 5-Jahres-

Überlebensrate nur 9% beträgt2. Man kann insofern wohl kaum von der Existenz 

einer kurativen Therapieoption sprechen, da eine dauerhafte, echte Heilung 

derzeit nicht möglich ist30. Es besteht daher der dringende Bedarf an potentiell 

synergistischen Therapieansätzen. Immuntherapie ist solch ein neuer tumor-

spezifischer Ansatz. 

Beim Glioblastoma multiforme und anderen Malignomen könnte die Vakzinierung 

mit dendritischen Zellen im Rahmen von klinischen Studien eine sinnvolle 

Ergänzung zur Standardtherapie darstellen. Erste klinische Daten bestätigen die 

Sicherheit und Durchführbarkeit einer DC-Vakzinierung bei Patienten mit dieser 

fatalen Krankheit297,338,388. Trotz der Lage von Glioblastomen in der sogenannten 

immunprivilegierten Umgebung des ZNS wurden viel versprechende klinische 

Ergebnisse autologer DC-basierter Tumor-Vakzinierung nach einer 

entsprechenden Operation beschrieben308,319,323,354. Mehrere Studien zu DC-

Vakzinierungsansätzen berichten anhaltend über positive Ergebnisse und 

minimale Toxizität bei Glioblastompatienten, wobei 40-70% der Patienten länger 

als 2 Jahre überleben308,318,319,320,327,328,354,355,389,390.  

So konnte die Gruppe um Stefaan van Gool konnte zeigen, dass eine autologe 

DC-Vakzinierung im Tiermodell und bei GBM-Patienten ein Langzeitüberleben 

induzieren kann297,322,358,391. Zudem beschrieben Liau et al.318 systemische 

Antworten gegen den Tumor durch T-Lymphozyten und eine erhöhte Anzahl 

tumorinfiltrierender Lymphozyten. Yu et al.319 beobachteten ebenfalls zytotoxische 

T-Lymphozyten-Antworten bei 60% der Glioblastompatienten, welche mit 

autologen Tumorlysat beladenen DC vakziniert wurden354.  
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Bestrahlung und Chemotherapie können das Immunsystem und mithin auch eine 

Immuntherapie beeinflussen. Bei der zytostatischen Therapie von Tumoren ist die 

Immundefizienz, vor allem die Lymphopenie, eine ernste, gegebenenfalls 

therapielimitierende Nebenwirkung392. Die Modulation, insbesondere der 

mononukleären Zellpopulation, durch Chemotherapie und Bestrahlung hat 

wichtige Auswirkungen auf die optimale Koadministration von Immuntherapie bei 

Glioblastompatienten345. Eine Zerstörung dieser Zellen, kann für die DC-

vermittelte Tumorabwehr maßgebend sein393. 

Das Konzept einer tumorspezifischen Immuntherapie zum Zeitpunkt der 

Immunrekonstitution nach Chemotherapie wurde erfolgreich in verschiedenen 

Tiermodellen und Phase I/II klinischen Studien getestet. Es wurde zudem 

wiederholt berichtet, dass das Vorhandensein von Tumorantigenen während der 

Proliferation von T-Lymphozyten zu einer effektiven Immunität gegen den Tumor 

führt und eine verstärkte Antwort von T-Gedächtniszellen hervorruft394–397. 

Die grundlegenden Arbeiten von Steinman et al. zu DC und ihrem klinischen 

Einsatz wurden 2011 mit dem Nobelpreis für Medizin ausgezeichnet. Dies 

unterstreicht die Relevanz und das öffentliche Interesse für eine künftige 

Optimierung in der Tumortherapie in Form von immunologischen Ansätzen. 

In der vorliegenden Arbeit sollte nun der Einfluss des Standard-

Chemotherapeutikums in der Glioblastomtherapie, Temozolomid, in vitro 

insbesondere auf dendritische Zellen, aber auch auf T- und B-Lymphozyten, 

untersucht werden. Ziel war es, die positiven klinischen Ergebnisse der 

Kombination aus Immun- und Chemotherapie messtechnisch zu belegen, um so 

den Einfluss einer möglichen TMZ-induzierten Immunmodulation auf eine 

dendritische Zellvakzine abschätzen zu können. 

4.2 Generierung dendritischer Zellen in vitro 
Die Methode für die DC-Präparation ist mittlerweile gut etabliert297,356. In dieser 

Arbeit wurden Zellen aus dem peripheren Blut gesunder Spender verwendet, 

mittels Ficoll Dichtegradienten-Zentrifugation aufgetrennt und anschließend in eine 

6-Well-Platte gegeben. Nicht adhärente Zellen wurden nach zwei-stündiger 

Inkubation entfernt. Die übrig gebliebenen adhärenten Zellen entsprachen 

Monozyten398. Diese wurden an d 0 mittels 100 ng/ml rh GM-CSF, 1000 IU/ml IL-4 

und an d +6 mit den gleichen Zytokinkonzentrationen, sowie zusätzlich 

50 ng/ml TNF-α, zu reifen dendritischen Zellen ausdifferenziert und mit 

unterschiedlichen TMZ-Konzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten inkubiert.  
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In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass 

die mit diesem Protokoll generierten dendritischen Zellen typische DC-

Oberflächenmarker392,399 wie CD80, CD83, CD86 und MHCII exprimierten, CD14 

gegenüber den Monozyten der Ausgangspopulation reduziert war und sie im 

FITC-Dextran-Assay phagozytotisch aktiv waren (Ergebnisse nicht dargestellt)332. 

Die meisten anderen Gruppen nutzen für die Isolation von PBMC aus dem 

peripheren Blut ebenfalls Dichtezentrifugation mittels Ficoll. Eine Alternative dazu 

stellt die Elutrierung dar, ein Vorgang ähnlich einer Leukapherese. Es handelt sich 

dabei um ein aufwändiges und kostspieliges Verfahren, das zur Gewinnung 

größerer Zellmengen in einem geschlossenen System genutzt werden kann und 

zur Anwendung am Patienten geeignet ist351. 

Ähnliche Protokolle zur Herstellung dendritischer Zellen, wie in der vorliegenden 

Arbeit, wurden mehrfach in der Forschung genutzt und befinden sich teilweise 

bereits in klinischer Anwendung358,374–377,400. Diverse Variationen wurden bereits in 

vitro und im Rahmen von Tiermodellen ausgetestet (siehe Kapitel 1.3.2).  

Häufig werden DC in Kulturflaschen herangereift, aber auch mit Medium gefüllte, 

speziell abgeschlossene Plastikbeutel sind möglich351. In der vorliegenden Arbeit 

entschieden wir uns aufgrund der begrenzten Zellzahl eines einzelnen Spenders, 

gegenüber den Variationsmöglichkeiten von TMZ-Konzentrationen und 

Applikationszeitpunkten, für die DC-Reifung in 6-Well-Platten. In ein Well wurden 

1 x 107 PBMC gegeben, eine Adhärenz durchgeführt und die Zellen anschließend 

in 4 ml Medium inkubiert. Bauer et al.392 konnten mit vergleichbarer Zellzahl und 

Mediummenge (1-1,5 x 107 Zellen/3ml) ebenfalls gute Ergebnisse erzielen. 

Dagegen nutzten Briegert et al. für ihre Vitalitätsanalysen 0,5 x 106 Zellen/ml393. 

4.3 Einfluss von TMZ auf einzelne Zellpopulationen 
Die getesteten Spenderzellen wurden anhand der TMZ-Applikationszeitpunkte in 

drei unterschiedliche Gruppen unterteilt. In Gruppe 1 erfolgte die TMZ-Applikation 

ausschließlich an d 0, in Gruppe 2 ausschließlich an d +6 und in Gruppe 3 sowohl 

an d 0 als auch an d +6. Das Chemotherapeutikum wurde dann zu den Zellen in 

verschiedenen Konzentrationen (5, 50, 100, 250 und 500 µM) gegeben.  

Besonders interessant waren die Konzentrationen um den therapeutischen 

Bereich zwischen 5 und 50 µM85,96,112. 

Zunächst erfolgten durchflusszytometrische Analysen von CD83 und CD86. Es 

konnten hierbei keine eindeutigen Aussagen über die Änderung der relativen 
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Expression der genannten Oberflächenmarker nach TMZ-Applikation getroffen 

werden. Da jedoch lichtmikroskopisch eine veränderte Morphologie der DC sowie 

eine reduzierte Zellzahl sichtbar waren, bedienten wir uns einer Bead-basierten 

Methode um die absolute Anzahl dendritischer Zellen zu bestimmen. 

4.3.1 Quantifizierung von Zellen mittels Latexkugeln 
Die zelluläre Quantifizierung mithilfe von Durchflusszytometrie und Bead-basierter 

Methode ist sehr verbreitet und gut untersucht, da sie sehr genau und 

reproduzierbar ist401–403. Dafür wird direkt vor der durchflusszytometrischen 

Analyse ein definiertes Volumen von Latexkugeln (= Beads) in Lösung in die zu 

messende Probe gegeben. Die absolute Anzahl wird durch Multiplikation der 

Zell : Bead Ratio mit der absoluten Anzahl von hinzugegebenen Latexkugeln 

berechnet404.  

Die Beads sind im Durchflusszytometer einfach anhand ihrer Größe zu 

identifizieren. So ist die Anwendung kommerzieller Latexkugeln beispielsweise die 

Methode der Wahl zur Quantifizierung verschiedener Zelltypen geworden, 

inklusive zirkulierender CD 4+ T-Lymphozyten405,406–408. Nicht nur im Blut401,409 und 

in Biopsien410,411 können Beads bei der Quantifizierung von Zellen hilfreich sein; 

Saito et al.399 bedienten sich beispielsweise dieser Methode, um die absolute 

Anzahl lebender Effektor- und Zielzellen nach einem Zytotoxizitätsassay zu 

messen.  

Nantakomol et al. konnten keine signifikanten Unterschiede bezüglich der 

Genauigkeit, zwischen einer flussratenbasierten Kalibrierungsmethode und der 

Nutzung von Zell-Beads bei der Messung im Durchflusszytometer zur Berechnung 

der absoluten Zahl CD4+ T-Lymphozyten, feststellen406.  

4.3.2 Einfluss von TMZ auf dendritische Zellen 
Die absoluten DC-Zahlen halfen, einen genaueren Einblick bezüglich des TMZ-

Einflusses auf dendritische Zellen zu gewinnen. 

In Gruppe 1 war die Zahl reifer CD83+/86+ dendritischer Zellen im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrollgruppe ab 100 µM reduziert. In Gruppe 2 hingegen zeigte 

sich kaum ein Einfluss auf die Zellzahl. In Gruppe 3 wiederum war ein additiver 

TMZ-Effekt zu beobachten. Ein wichtiges Ergebnis war, dass therapeutische 

Dosen Temozolomid keinen signifikant messbaren Einfluss auf die Anzahl 

dendritischer Zellen hatten.  
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Vergleicht man die kaum veränderte relative Expression der Oberflächenmarker 

CD83 und CD86 nach TMZ-Applikation, mit der deutlich reduzierten absoluten 

Zellzahl, scheint sich das Chemotherapeutikum nicht primär auf die Reifung von 

PBMC zu DC, sondern eher auf das Überleben der Zellen auszuwirken. Diese 

Vermutung konnte durch die anschließenden Vitalitätsuntersuchungen, besonders 

im Bereich höherer Dosen um 500 µM, bestätigt werden (siehe Kapitel 4.4).  

Die abweichenden Ergebnisse zwischen Gruppe 1 und 2 waren zunächst 

überraschend, da die HWZ von TMZ bei physiologischem pH aufgrund von 

spontaner Hydrolyse nur 1,8-1,9 h beträgt85,96 und die Gruppen demnach dem 

Chemotherapeutikum eine vergleichbare Zeitdauer ausgesetzt waren. Die 

Tatsache, dass Bauer und Briegert et al. aufzeigen konnten, dass Monozyten, 

nicht jedoch dendritische Zellen und Makrophagen, sehr sensitiv gegenüber dem 

TMZ-Effekt sind, scheint eine Erklärung für dieses Phänomen zu sein392,393 und 

stimmt mit unseren Ergebnissen überein. 

Im Regelfall ist O6-Methylguanin für die Toxizität methylierender Substanzen in 

proliferierenden Zellen verantwortlich412. Diese DNA-Läsion ist in dem hier 

verwendeten Zellsystem wahrscheinlich nicht wichtig, da die Zellen nicht 

proliferieren, mit Ausnahme sehr kleiner Populationen392,413. Interessanterweise ist 

zudem die Expression der detoxifierenden O6-Methylguanin-DNA-

Methyltransferase in Monozyten höher als bei DC. Sie sind daher in der Lage O6-

Methylguanin von der DNA zu entfernen414. Das Basenexzisions-Reparatursystem 

wurde daraufhin näher untersucht und festgestellt, dass Monozyten im Gegensatz 

zu DC und peripheren Blutlymphozyten nicht in der Lage sind, Basenexzisions-

Reparaturen durchzuführen392. Monozyten fehlen die DNA-Reparaturenzyme 

XRCC1, Ligase IIIα und PARP-1, deren Expression während der Differenzierung 

zu dendritischen Zellen mittels GM-CSF und IL-4 gesteigert wird. Dieses 

Phänomen wird für den beobachteten Defekt bei Monozyten verantwortlich 

gemacht392. Die Hypersensitivität von Monozyten bewirkt letztendlich einen 

Mangel an DC, was eine immense Verminderung der Immunantwort gegen den 

Tumor bewirken könnte414. In der realen Situation am Patienten bleibt die Frage 

jedoch offen, inwiefern TMZ zu Alterationen im Immunsystem führt.  

Vergleicht man aus PBMC generierte DC von gesunden Spendern mit denen von 

GBM-Patienten, so können keine signifikanten Unterschiede in der Expression von 

CD80, CD83, CD86 und HLA-DR ermittelt werden332. Jedoch konnte eine 

geringere Expression des kostimulatorischen Moleküls CD40 bei Patienten-DC 
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zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und im Verlauf der Behandlung gemessen 

werden. Eine Herabregulation von CD40 behindert die korrekte Aktivierung 

antigenpräsentierender Zellen332. Dieser Mechanismus wurde bereits als Ursache 

von Tumor-Escape diskutiert416. 

Fadul et al. untersuchten, das periphere Blut von 25 Glioblastompatienten vor und 

vier Wochen nach kombinierter Radiochemotherapie und 75 mg/m2 TMZ pro 

Tag345. Auch in dieser Studie war die PBMC-Zahl nicht durch die TMZ-Therapie 

beeinflusst worden. DC-Reifung wurde hier ebenfalls über Expressionsanalysen 

von Oberflächenmarkern evaluiert und eine Erhöhung von CD40, CD80, CD83, 

CD86 und HLA-DR sowie eine Reduktion von CD14 gemessen. Monozyten nach 

Standard-GBM-Therapie behielten die Fähigkeit, ex vivo zu dendritischen Zellen 

auszureifen, und könnten daher als Quelle für DC bei der Immuntherapie genutzt 

werden322,358. 

4.3.2.1 Mögliche Vorteile einer niedrigdosierten Chemotherapie 
Interessanterweise zeigte sich in der vorliegenden Arbeit bei Verwendung einer 

niedrigen TMZ-Dosis von 5 µM in Gruppe 1 und 2 die Tendenz zu einer 

vermehrten Zellzahl im Vergleich zu den unbehandelten DC.  

Kaneno et al. beobachteten ebenfalls eine Stimulation der Expression von CD80 

auf DC durch Vinblastin, Paclitaxel, Azacytidin, Methotrexat und Mitomycin C in 

geringen, nicht-zytotoxischen Dosen. Tubulotoxische Medikamente wie Vincristin, 

Vinblastin und Paclitaxel oder Antimetaboliten wie 5-aza-2-deoxycytidin 

(= Decitabin) und Methotrexat bewirkten zudem eine erhöhte CD83- und CD40-

Expression. Es kam in der Studie zu keiner nennenswerten Veränderung der 

HLA-DR- und CD86-Expression durch die getesteten Chemotherapeutika in 

niedriger Dosierung. Zusätzlich veränderten einige der niedrigdosierten 

Chemotherapeutika nicht die Vitalität humaner DC, förderten aber 

interessanterweise die DC-Reifung und ihr antigenpräsentierendes Potential378. 

Die Ergebnisse waren mit denen von Liu et al. vereinbar417. Kaneno et al. stellten 

daher die These auf, dass Chemomodulation von DC durch nichtzytotoxische 

Dosen antineoplastischer Medikamente einen Ansatz für die Verbesserung der 

Funktionalität von DC darstellen könnte. Sie suggerierten sogar, dass sich 

dadurch die Protokolle einer ex vivo hergestellten DC Vakzine verbessern 

ließen378. Dies können wir für TMZ nur bedingt bestätigen, da in unseren 

Untersuchungen keine signifikanten Ergebnisse erbracht wurden und die 
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ausgeprägte Spenderheterogenität verallgemeinernde Aussagen erschwert. 

Die Unterdrückung einer Immunantwort durch eine konventionelle hochdosierte 

Chemotherapie könnte Tumor-Escape unterstützen und so die Proliferation 

chemoresistenter Tumorzellen ermöglichen. Eine niedrigdosierte Therapie 

hingegen, würde die Entstehung einer Immunantwort gegen den Tumor 

unterstützen417,418. Die tägliche Verabreichung niedriger Dosen erhöht zudem die 

Dosisintensität um den Faktor 2, ohne dabei die Toxizität zu verstärken113. Durch 

eine Dosisreduktion könnten folglich viele unerwünschte Nebenwirkungen von 

konventioneller Chemotherapie reduziert werden419,420. 

4.3.3 Einfluss von TMZ auf T- und B-Lymphozyten 
Im Überstand der Kultur dendritischer Zellen befanden sich auch T- und 

B-Lymphozyten. Daher konnten sie nach TMZ-Applikation anhand ihrer 

Oberflächenmoleküle CD3 und CD19 durchflusszytometrisch analysiert und mit 

Beads quantifiziert werden. 

Die Reduktion der Zellzahl durch das Chemotherapeutikum war bei den 

Lymphozyten, insbesondere bei hohen TMZ-Konzentrationen, im Vergleich zu DC 

stärker ausgeprägt. In Gruppe 2 fiel, wie schon bei den dendritischen Zellen, der 

Effekt geringer aus als in Gruppe 1, bei welcher TMZ bereits an d 0 hinzugegeben 

wurde. Für die Lymphozyten konnte ebenfalls ein additiver TMZ-Effekt in Gruppe 3 

bestätigt werden. Therapeutische Dosen um 50 µM reduzierten nur in Gruppe 3 

die Lymphozytenzahl signifikant. Im Vergleich der Empfindlichkeit zwischen T- und 

B-Lymphozyten gegenüber TMZ konnte kein eindeutiger Unterschied determiniert 

werden.  

In vivo wurde bereits mehrfach festgestellt, dass TMZ und Bestrahlung selektiv 

CD4+ Zellen reduzieren143,421. In anderen Studien konnte hingegen gezeigt 

werden, dass die Lymphozytenzahl durch TMZ-Therapie nur geringfügig gesenkt 

wurde358. In Einzelfällen blieb eine Reduktion der T-Lymphozyten durch TMZ 

sogar ganz aus389.  

Eine dosisabhängige Immunmodulation wurde auch für weitere 

Immunzellpopulationen bzw. durch andere Chemotherapeutika berichtet. 

Beispielsweise könnte Cyclophosphamid nicht nur die Zahl und Proliferation 

regulatorischer T-Lymphozyten vermindern, sondern auch ihre Funktion 

beeinflussen422. 
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In der bereits erwähnten Studie von Fadul et al.345, erzeugte TMZ eine 

Lymphopenie mit Reduktion der Gesamtzahl von CD4+ T-Lymphozyten. 

Demgegenüber wurden die Monozytenzahl und die CD8+ Population nicht 

signifikant verändert. Der Anteil zirkulierender Treg war 4 Wochen nach 

Beendigung der Therapie signifikant höher, ihre absolute Zahl hingegen ließ vor 

und nach der Therapie keinen signifikanten Unterschied erkennen. Zu ähnlichen 

Ergebnissen gelangten auch Chiba et al.423.  Als weitere T-Lymphozyten-

population können CD3+/CD8+/CD56+ NK-Zellen sowohl eine MHC-abhängige wie 

auch -unabhängige Zytotoxizität induzieren und sind daher für die Tumorabwehr 

von Bedeutung424. Die absolute Zahl und relative Verteilung dieser Zellen im 

peripheren Blut von Glioblastompatienten war nach Radiochemotherapie 

signifikant niedriger345. Treg scheinen demzufolge weniger sensitiv als sonstige 

T-Lymphozytenpopulationen gegenüber dem toxischem Effekt von Bestrahlung 

und Chemotherapie mit TMZ zu sein.  

Die aus der GBM-Therapie resultierende Veränderung des 

Lymphozytenverhältnises muss nicht automatisch die Immuntherapie 

beeinflussen. Noch ist unklar, ob eine Treg-Depletion zusätzlich zur 

Radiochemotherapie mit TMZ den Effekt einer adjuvanten Immuntherapie 

verstärken könnte. Solch eine Depletion konnte bereits in vitro die Immunantwort 

der T-Lymphozyten von Glioblastompatienten verbessern253. 

Interessanterweise zeigten T-Lymphozyten, die therapeutischen Dosen TMZ 

ausgesetzt waren, nach 7 Tagen gemischter Lymphozyten-Peptid-Kultur keine 

Beeinträchtigung ihrer spezifischen CD8+ T-Lymphozytenreaktivität und IFN-γ- 

Sekretion, was eine ungestörte Funktion bestätigte332. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde auf eine weitere Untersuchung der 

Subpopulationen von T-Lymphozyten verzichtet, da der Schwerpunkt bei den 

dendritischen Zellen liegen sollte.  

Die in dieser Arbeit beschriebenen Effekte sind natürlich nur Auszüge dessen, was 

sich in dem Immunsystem abspielt und geben nur unvollständige Informationen 

darüber, welche Veränderungen tatsächlich in den Lymphknoten oder der 

Mikroumgebung des Gehirns stattfinden. Weitergehende Analysen sind 

unverzichtbar.  
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4.4 Einfluss von TMZ auf die Zellvitalität 
Zur Untersuchung der Zellvitalität wurden im Rahmen dieser Arbeit Calcein- und 

PI-Färbungen durchgeführt und die Ergebnisse einerseits mittels Multiplate 

Reader und im Anschluss nach vorsichtigem Ablösen der Zellen nochmals mittels 

Durchflusszytometrie analysiert (siehe Kapitel 2.2.3). 

4.4.1 Vitalitätsmessung mittels Calcein 
Die Analyse der dosisabhängigen Zell-Vitalität von DC auf zytotoxische Effekte 

von Chemotherapeutika kann nicht durch einen Standard-MTT-Assay gemessen 

werden, da viele Medikamente in niedriger Dosierung mitochondriale 

Dehydrogenasen in DC aktivieren378. Wir wählten daher die Calcein-AM-Färbung. 

Sie ist ein etabliertes Protokoll für die Vitalitätsbestimmung. Calcein zeigt 

Esterase-Aktivität auf und identifiziert so lebende Zellen425–427 und hat dabei einen 

vernachlässigbaren Einfluss auf normale Zellfunktionen428,429.  

Bereits Kummrow et al.430 verglichen durchflusszytometrische Analysen mit 

mikroskopischer Vitalitätsquantifizierung nach Calcein-Färbung und kamen zu 

dem Ergebnis, dass beide Methoden vergleichbar sind. Ein Störfaktor, der 

beschrieben wird, ist, dass Thrombozyten ebenfalls durch Calcein angefärbt 

werden können. Mikroskopisch konnte jedoch weder im Rahmen unserer 

Untersuchungen noch durch Kummrow et al. eine Adhärenz von Thrombozyten an 

Monozyten bzw. DC festgestellt werden, sodass eine falsch positive 

Vitalitätsmessung unwahrscheinlich ist.  

In der vorliegenden Arbeit sind die Resultate der Vitalitätsanalysen nach TMZ-

Applikation vereinbar mit den erhaltenen Daten bezüglich der Anzahl dendritischer 

Zellen sowie T- und B-Lymphozyten. Vergleicht man die Ergebnisse der 

Vitalitätsmessung mittels Durchflusszytometer mit denen des Multiplate Reader, 

so war durchflusszytometrisch eine stärker reduzierte Vitalität messbar. Ursachen 

hierfür könnten die längere Vorbereitungszeit der Zellen für die Messung oder die 

bessere Genauigkeit des Durchflusszytometers sein. Die Zellen könnten Schaden 

durch das Ablösen mittels Zellschaber genommen haben, auch wenn dies mit 

einem sehr schonenden Verfahren geschah.  

Kummrow et al. fanden bei mikroskopischer Untersuchung von Monozyten heraus, 

dass lebende Monozyten eine verstärkte Adhäsion im Vergleich zu toten 

aufwiesen430. Dieser Sachverhalt könnte auch bei DC eine Rolle spielen, sodass 
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fest am Boden haftende Zellen bei der Messung im Multiplate Reader ein Signal 

abgeben konnten, im Durchflusszytometer aber nicht mehr gemessen wurden.  

Auch Briegert et al.393,414 untersuchten die Vitalität von Monozyten und unreifen 

DC nach 72-stündiger Inkubation mit TMZ. Sie betrug für Monozyten in der 

Trypanblaumessung bei 200 µM TMZ ca. 75% und bei 600 µM ca. 50% im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Durchflusszytometrisch mittels PI-Färbung 

gemessen, führten bei ihnen 200 µM TMZ zu einer Apoptose von 15% und 

600 µM zu einer Apoptose von 30% der Monozyten. Diese Ergebnisse sind mit 

den Vitalitätsanalysen von Gruppe 1 der vorliegenden Arbeit vergleichbar. TMZ an 

d 0 wirkte hier auch vornehmlich auf Monozyten.  

Für unreife dendritische Zellen betrug die Vitalität laut Briegert et al. in der 

Trypanblaumessung sowohl bei 200 µM TMZ als auch bei 600 µM ca. 90% im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Durchflusszytometrisch mittels PI-Färbung 

gemessen führten 200 µM TMZ zu einer Apoptose von 2,5% und 600 µM zu einer 

Apoptose von 5% der dendritischen Zellen. Auch diese Resultate sind mit denen 

in der vorliegenden Arbeit vergleichbar, insbesondere mit den Analysen von 

Gruppe 2, wo TMZ an d +6 auf unreife DC wirkte. 

Die Doppelanalyse sowohl mittels Durchflusszytometer als auch mittels Multiplate 

Reader ergab keinen Informationszugewinn, daher könnte man sich bei 

zukünftigen Messungen auf eine Methode beschränken. 

4.4.2 PI-Färbung 
Initial erwarteten wir, dass die Zahl toter dendritischer Zellen mit zunehmender 

TMZ-Konzentration steigen würde, und führten PI-Messungen durch. 

Interessanterweise zeigte sich aber bei hohen TMZ-Konzentrationen bis 500 µM 

eine Reduktion der absoluten Zahl PI-aufnehmender Zellen. 

Eine Erklärung dafür könnte sein, dass die Zellen nach dem Absterben während 

der langen Kulturzeit degradieren. Zudem können DC, die sich ebenfalls in der 

Kultur befinden, apoptotische Zellen phagozytieren. Dies könnte insbesondere der 

Fall sein, wenn es sich bei den toten Zellen um eine Population handelt, die am 

Anfang der Kulturzeit degradiert war, wie beispielsweise in Gruppe 1 der 

vorliegenden Arbeit. Eine Reduktion der Gesamtzahl vitaler Zellen konnte mittels 

Calceinfärbung bestätigt werden (siehe Kapitel 4.4.2). 

Kim et al.431 führten ebenfalls durchflusszytometrisch quantitative Vitalitäts-

messungen mit PI an mononuklären Zellen durch und verglichen diese mit 
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Trypanblaufärbung und mikroskopischer Auszählung. Sie kamen zu dem 

Ergebnis, dass die durchflusszytometrischen Messungen gut geeignet und 

genauer waren. 

4.5 Mikroskopische Analysen 
Die mikroskopische Analyse der dendritischen Zellen diente lediglich der 

optischen Bestätigung der bereits durch andere quantitative Methoden 

gewonnenen Ergebnisse und nicht der absoluten Quantifizierung. Die Morphologie 

von reifen DC konnte in den Fotografien dargestellt werden, denn sie zeigen 

typischerweise multiple zytoplasmatischen Ausläufer. Diese Fortsätze sind sowohl 

für die Bewegung als auch für die Funktion der DC von Bedeutung, Antigene zu 

präsentieren und mit spezifischen T-Lymphozyten zu interagieren182.  

Es konnte hier auch gezeigt werden, dass nach Inkubation mit höheren Dosen 

TMZ die Zellen eine veränderte Morphologie mit apoptotischen Körperchen 

aufwiesen und ihre Zahl vermindert war, was mit den vorgenommenen 

Messungen sehr gut vereinbar ist. 

Zur Erfassung genauerer Daten wären immunhistochemische Methoden und 

Auswertung mittels Quantifizierungsprogrammen notwendig. 

4.6 Funktionalität behandelter DC 
Um einen Eindruck von der Funktionalität der DC nach TMZ-Applikation zu 

gewinnen, wurden zunächst CD14+ Zellen mittels magnetischer Zellsortierung 

isoliert und diese anschließend zu dendritischen Zellen ausgereift sowie TMZ an 

d 0 und Tumorlysat an d +6 hinzugegeben.  

Fluoreszenzparameter, Light Scatter, Vitalität und Zellproliferation werden durch 

magnetische Zellsortierung nicht verändert432. Die Monozytenisolation durch 

magnetisch markierte Antikörper (MACS®) sollte daher keinen Einfluss auf die 

gewonnenen Ergebnisse haben. Insofern ist sie mit der Adhärenzmethode, welche 

für die vorhergehenden Experimente genutzt wurde, vergleichbar. Die Vitalität von 

Monozyten lag bei anderen Arbeitsgruppen nach Isolation durch magnetisch 

markierte Antikörper MACS® bei 95%430. Dieses Ergebnis ist mit unseren 

Beobachtungen vereinbar (nicht dargestellt). 

Eine Kontamination der U138 Glioblastomzellen, die als Lysatquelle dienten, mit 

Mykoplasmen wurde durch eine PCR ausgeschlossen. Hinweise für 

Bakterienkontamination, welche die Ergebnisse ebenfalls verfälschen könnte, gab 

es zu keinem Zeitpunkt. Der optimale Herstellungsmechanismus des Lysats und 
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die Darbietungsweise des Tumorantigens bleiben umstritten (siehe Kapitel 4.8.1). 

In der vorliegenden Arbeit wurden 75 µg pro 106 DC genutzt, andere Autoren 

bevorzugten 100 µg Tumorlysat pro 106 DC321. 

Zu den reifen lysatbeladenen DC wurden an d +8 autologe Lymphozyten gegeben, 

die durch die DC zur Proliferation angeregt wurden. Das Verhältnis 1:10 von 

dendritischen Zellen zu Lymphozyten wurde gewählt, da von anderen Autoren so 

eine angemessene Stimulation der Lymphozyten bewirkt wurde321,378. Diese 

gemischte Lymphozytenkultur wurde nach 3 Tagen mittels MTT-Assay analysiert. 

Als Kontrolle dienten DC, die nicht mit Tumorlysat inkubiert wurden, aber trotzdem 

zusammen mit T-Lymphozyten. 

In den vorliegenden Messungen führte die vorhergehende Behandlung der DC mit 

TMZ zu keiner signifikanten Reduktion der Lymphozytenproliferation. Selbst hohe 

Konzentrationen um 500 µM führten nicht zu einem gleichartig veränderten Signal. 

Wie bereits zuvor war die Variabilität zwischen den Spendern sehr groß. 

Kaneno et al. untersuchten ebenfalls die Wirkung diverser Chemotherapeutika auf 

die Stimulationsfähigkeit der DC in einer gemischten Lymphozytenkultur. 

Interessanterweise verbesserten Decitabin, Methotrexat und Mitomycin C die 

Fähigkeit humaner DC, allogene T-Lymphozyten zu stimulieren. Die Resultate 

waren, wie in der vorliegenden Arbeit, stark spender- und substanzabhängig378.  

Jiga et al. beobachteten, dass das Alkylanz Mitomycin C in hohen 

Konzentrationen tolerante DC mit niedriger CD80- und CD86-Expression 

induzierte, die in einer gemischten Lymphozytenreaktion eine geringe Aktivität 

aufwiesen435. Auch Chao et al. berichteten, dass Doxorubicin und Vinblastin in 

höherer Konzentration stark spenderabhängig die antigenpräsentierende Funktion 

humaner DC in der MLR signifikant reduzierten, wohingegen eine relative 

Resistenz gegenüber Etoposid und 5-Fluorouracil bestand436. Dendritische Zellen 

scheinen demzufolge verschiedene immunbiologische Antworten in Abhängigkeit  

der jeweiligen Chemotherapeutika und ihrer Konzentration zu geben.  

Eine genauere Methode zur Bestimmung der T-Lymphozyten-Funktion stellt die 

gemischte Lymphozyten-Peptid-Kultur dar. Monozyten aus dem peripheren Blut 

werden dabei mit den Ziel-Antigenpeptiden inkubiert. Nach Proliferation können 

die vermehrten antigenspezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten dann z.B. 

mittels Tetrameren weiter analysiert werden. Dies erfolgte auch in Kooperation mit 

diesem Projekt. Hohe Dosen (500 µM) Temozolomid verminderten die 

T-Lymphozyten-Proliferation in einer gemischten Lymphozyten-Peptid-Kultur über 
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8 Tage. Niedrigere Dosen im therapeutischen Bereich hingegen  beeinflussten die 

Proliferation relevanter antigenspezifischer CD8+ T-Lymphozyten nicht332. 

In der vorliegenden Arbeit wurde aus den Überständen der gemischten 

Lymphozytenkultur ein Interferon-γ ELISA zur Beurteilung der T-Lymphozyten-

Aktivität durchgeführt. Eine deutliche Spenderabhängigkeit wurde erneut 

offensichtlich. Die INF-γ-Ausschüttung war nicht einheitlich vermindert und nach 

den Proliferationsanalysen der T-Lymphozyten mittels MTT auch nicht zu 

erwarten. In der Kontrollgruppe ohne Inkubation mit Tumorlysat war der 

verminderte IFN-γ-Nachweis der meisten Spender erwünscht (siehe Kapitel 4.8.1). 

Mit dem Anliegen, eine spezifische INF-γ-Produktion zu detektieren, führten 

Xu et al. einen ELISpot Assay durch. TMZ bis 50 µM veränderte dabei nicht die 

Dichte detektierbarer Spots332.  

Im Rahmen der Kooperation mit der vorliegenden Arbeit bedienten sich Xu et al. 

zudem eines IL-12 ELISA, um die Beeinflussung der Ausschüttung des Zytokins 

durch DC nach TMZ-Applikation zu beurteilen. Innerhalb therapeutischer TMZ-

Spiegel konnte die Arbeitsgruppe sogar eine Steigerung der IL-12p70 

Ausschüttung feststellen332.  

Die Morphologie und der Phänotyp der dendritischen Zellen, die von 

Glioblastompatienten unter TMZ-Therapie generiert wurden, zeigten im Vergleich 

zu gesunden Spendern keine signifikanten Unterschiede. Daneben waren DC von 

GBM-Patienten unter TMZ-Therapie im FITC-Dextran-Assay funktionsfähig332. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte in vitro ebenfalls kein eindeutiger 

Anhalt für eine negative Beeinflussung der DC-Funktion durch therapeutisch 

dosiertes TMZ gefunden werden. Der Vergleich von Chemotherapiedosen in vitro 

und in vivo bleibt aufgrund der komplexen Pharmakodynamik vieler Medikamente 

jedoch leider begrenzt378. 

Auch Fadul et al.388 generierten reife DC mit ihren typischen Oberflächenmarkern 

aus dem peripheren Blut von GBM-Patienten 3-7 Wochen nach der 6-wöchigen 

Radiochemotherapie. Die Phänotypanalysen und funktionellen Tests deuteten 

darauf hin, dass DC auch aus PBMC von GBM-Patienten generiert werden 

können, sogar wenn das periphere Blut unter Standardtherapie analysiert wird. In 

der Studie erfolgte dann in drei Sitzungen die Injektion der DC in zervikale 

Lymphknoten. Die DC-Vakzinierung führte trotz Bestrahlung und TMZ zu einer 

tumorspezifischen Immunantwort durch CD4+ T-Lymphozyten mit verbessertem 

Gesamtüberleben. 
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Der genaue Mechanismus, wie die Kombination aus Radiotherapie und 

Chemotherapie mit TMZ die Immunantwort beeinflusst, bleibt jedoch unklar345.  

4.7 Die Kombination einer DC-Vakzinetherapie mit 
der Standardtherapie gegen das Gliobastoma 
multiforme ist sinnvoll 

Es gibt viele Gründe, warum man immuntherapeutische Ansätze mit der 

Standardtherapie gegen das GBM kombinieren sollte437,438. Eine DC-Vakzine wird 

gut toleriert und ist möglicherweise besonders vorteilhaft für Patienten mit 

minimaler Tumorlast. Sie sollte daher als Add-on-Therapie zur Standardtherapie 

als vierte onkologische Behandlungsmodalität in die konventionelle Therapie, 

bestehend aus maximaler neurochirurgischer Tumorexzision, Radiotherapie mit 

begleitender TMZ-Chemotherapie sowie einer TMZ-Erhaltungstherapie, integriert 

werden358.  

Klinische Studien deuten darauf hin, dass eine Chemotherapie nach bzw. additiv 

zu einer Vakzinierung vice versa bei GBM-Patienten das klinische Ansprechen 

verstärkt. Vakzinierte Patienten, die eine Chemotherapie erhielten, zeigten 

signifikant längere rezidiv- bzw. progressionsfreie Überlebenszeiten und ein 

längeres Gesamtüberleben nach Chemotherapie als diejenigen, welche nur mit 

Chemotherapie behandelt wurden318,322,324,358,388,439–441. Immuntherapie kann 

zudem die Sensitivität von Glioblastomzellen gegenüber Chemotherapeutika wie 

TMZ erhöhen358,441.  

Radiochemotherapie interferiert nicht negativ mit Immuntherapie und beide 

Therapiemethoden können miteinander kombiniert werden, ohne den 

therapeutischen Effekt eines der beiden Ansätze zu verlieren358. 

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten unterstützen eine 

Kombinationstherapie aus TMZ mit autologer DC Immuntherapie als eine viel 

versprechende Therapieoption gegen das Glioblastoma multiforme.  

Auch konnten präklinische und klinische Daten zeigen, dass viele andere 

Chemotherapeutika wie Cyclophosphamid und Gemcitabin in der Lage sind, die 

Effektivität von Immuntherapie sogar zu verstärken417,442,443. Erklärungen dafür 

könnten die Verstärkung der Antigenpräsentation durch den Tumor oder 

Veränderungen in der Tumor-Mikroumgebung sowie die Verbesserung des 

T-Lymphozyten-Tumorzell-Verhältnisses nach Chemotherapie sein437. 
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Durch Chemotherapie oder Bestrahlung bedingter Tumorzelltod kann einen 

immunadjuvanten Weg initiieren, welcher zum Erfolg von zytotoxischen 

Behandlungsstrategien beiträgt444. Sowohl Anthrazykline als auch alkylierende 

Chemotherapeutika wie Temozolomid induzieren einen immunogenen Zelltod 

durch Aktivierung von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems wie TLR. Als 

Resultat wird die Fähigkeit von DC, den T- und B-Lymphozyten Tumorantigene 

von sterbenden Tumorzellen zu präsentieren, verbessert358,445–447.  

Die Idee der Kombination von Standard- mit immunologischen Therapieoptionen 

ist nicht auf die Neuroonkologie beschränkt448,449. Die Gabe von Gemcitabin 

erhöhte beispielsweise das Überleben von Mäusen mit Pankreas-Karzinom in 

Kombination mit einer DC-basierten Vakzine450. In einem murinen Fibrosarkom-

Modell führte eine Kombinationstherapie aus Paclitaxel und DC-Injektion zu einer 

kompletten Tumorrückbildung, während es bei Monotherapie mit DC bzw. 

Paclitaxel nur zu einer partiellen Regression kam451.  

Insbesondere eine moderate niedrigdosierte – metronomische – Chemotherapie, 

beispielsweise 10-30% der maximal tolerierten Dosis, könnte effizient mit einer 

Immuntherapie in Form einer dendritischen Zellvakzine kombiniert werden, um 

den Therapieerfolg z.B. durch Hemmung der Angiogenese zu verbessern378,452,453.  

Letztendlich sollten Kombinationen aus toxin-, chemotherapeutikum- oder 

radionukleotidmarkierten monoklonalen Antikörpern mit Impfverfahren, die auf 

eine durch T-Lymphozyten vermittelte Immunität abzielen, als Immuntherapie 

gegen Malignome am wirksamsten sein180i. 

Zusammengefasst hat die Kombination von Neurochirurgie, Radiotherapie, 

Chemotherapie und Immuntherapie das Potential für eine effektive und sichere 

antitumorale Aktivität gegen das maligne Gliom bei minimal residuellem Tumor, 

wenn es in einer wohlüberlegten Gesamtstrategie angewandt wird144,299,358.  

4.8 Herausforderungen einer DC-Vakzine 
Eine prospektive doppelblinde randomisierte Studie mit DC-Vakzinierung als 

experimentellem Arm, verglichen mit der Standard-Therapie, wird derzeit noch 

erwartet. Da aktuell solche Phase-III-Studien im Rahmen der Immuntherapie des 

GBM noch fehlen, ist es bis zur Einführung als Standardtherapie noch ein weiter 

Weg.  

Momentan erfolgt die Herstellung einer DC-Vakzine für jeden Patienten individuell. 

In der Regel wird eine Kombination aus autologen PBMC, die ex vivo zu DC 
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differenziert werden, und dem patienteneigenen Tumorlysat verwendet. Daher ist 

eine Kooperation zwischen Chirurgie, Blutbank, Zellkultur, Qualitätskontrolle und 

Behörden unabdingbar. In der Regel ist das nur in großen akademischen 

medizinischen Zentren realisierbar. Eine Herauforderung wird es daher sein, die 

klinische Effektivität einer DC-Vakzine zu etablieren und sie für ein größeres 

Patientenkollektiv leichter erreichbar zu machen454. 

Trotz der Tatsache, dass unser Wissen über die Glioblastom-Immunbiologie 

schnell wächst, ist das Verständnis der komplexen pathologischen Interaktionen in 

der Tumorumgebung noch immer limitiert. Bisher ist noch nicht abschließend 

geklärt, inwiefern Tumoren die Induktion einer wirksamen Immunantwort 

unterdrücken können und wie Glioblastome gegenüber der körpereigenen 

Immunaktivität resistent werden454. Weitere Untersuchungen der tumorinduzierten 

Immunsuppression sind von herausragender Bedeutung. Dadurch könnten neue 

Wege gefunden werden, die körpereigene, gegen den Tumor gerichtete, 

Immunantwort zu potenzieren144.  

Die aktuelle Situation, in der es noch keine einheitlichen klinischen Standards 

bzgl. der Quelle des Tumormaterials, des optimalen Zytokincocktails für die 

Induktion der Differenzierung und Reifung zu DC, der zu injizierenden Zellzahl, 

des idealen Orts der Injektion, des sinnvollsten Vakzinierungszeitplans und der 

Kombination mit anderen immunmodulatorischen Therapien gibt, stellt eine 

weitere Hürde dar297. Abgestimmte Standard Operating Procedures für die 

Herstellung des Tumorlysats und der DC sind notwendig322,455,456.  

Die neurochirurgische subtotale Resektion muss sorgfältig geplant werden und die 

Verarbeitung des Zellmaterials in einem Team erfolgen, welches eine sterile 

Präparation des Tumors unter strengen Auflagen zur Good Manufacturing Practice 

vornimmt. Nur damit können eine gute Qualität des Tumorlysats gesichert und die 

Möglichkeit von sekundärer Übertragung lebender Tumorzellen reduziert 

werden324. 

Ein weiteres generelles Problem der Vakzinierung ist die genetische Instabilität 

von Tumoren und der Verlust ihrer Antigene durch Mutation. Das Entkommen der 

Immunantwort geschieht hierbei möglicherweise infolge einer Selektion durch 

T-Lymphozyten, die für ein bestimmtes präsentiertes Peptid spezifisch sind180f.  

In Anwesenheit eines großen Tumors konnte Immuntherapie bisher aufgrund der 

immunsuppressiven Faktoren, die vom Tumor ausgehen, keinen durchgreifenden 

Erfolg erreichen362,363. Die makroskopisch totale Tumorresektion ist und bleibt 



Diskussion 

 
 

- 85 - 

daher ein wesentlicher unabhängiger Prognosefaktor bei Patienten, die eine 

adjuvante postoperative DC-Vakzine erhalten322. Beim GBM ist es entscheidend 

die mikroskopisch kleinen verteilten Tumorausläufer, die der OP entgehen und 

unvermeidlich zu einem Rezidiv führen, zu eliminieren454. Dies ist offenbar durch 

eine DC-Vakzine grundsätzlich möglich.  

Daneben sollten einheitliche Bewertungsgrundlagen für ein radiologisches 

Follow-up entwickelt werden, welche die Unterscheidung zwischen einem Rezidiv 

und einer Reaktion auf die Immuntherapie erleichtern (siehe Kapitel 1.3.4.1).  

Die Heterogenität von Patienten und ihres Immunsystems lässt annehmen, dass 

Immunaktivierung und regulatorische Wege hoch individualisiert sind. Die 

Identifizierung sensitiverer und spezifischer Biomarker von Immunaktivierung 

würde zu besseren prognostischen Aussagen und so zu einem besseren 

Verständnis des Krankheitsprozesses führen. Letztendlich ergäbe sich daraus die 

Möglichkeit einer weiteren Therapieoptimierung457. Ideal wären Biomarker, die 

eine Immunantwort vorhersagen könnten und uns so helfen, Patienten zu 

identifizieren, die von einer Immuntherapie profitieren324,325,458.  

4.8.1 Antigenaufarbeitung 
Eine Schlüsselrolle bei der Wirkung einer DC-Vakzine spielt die effektive 

Aufnahme von TAA durch DC und ihre Präsentation in Verbindung mit MHC-

Komplexen. Von besonderer Bedeutung wird es daher sein, die Präparation von 

Tumorzellantigenen zu optimieren um ein effektives Priming naiver 

T-Lymphozyten bewirken460.  

Trotz der Tatsache, dass mehrere Antigene für GBM beschrieben worden sind 

(siehe Kapitel 1.1.2.1), konnte ein universelles Tumorantigen bisher nicht 

identifiziert werden50–53,461–464.  

Eluierte Membranpeptide317–319, apoptotische Körperchen nach γ-Bestrahlung320, 

Tumorlysat319,321–327 und Fusions-DC mit Tumorzellen307,328 wurden in der 

Vergangenheit genutzt, um DC zu beladen. Die Beladung von DC mit spezifischen 

Antigenen, die eine Schlüsselrolle in der Tumorimmunologie darstellen, wurde 

ebenfalls evaluiert329–331. Es gibt daneben die Möglichkeit, ex vivo DNA, die ein 

Tumorantigen codiert, auf dendritische Zellen zu übertragen180h. Aufgrund der 

Heterogenität der TAA-Expression werden derzeit jedoch Tumorzelllysate als 

Quelle der TAA für DC-Beladung favorisiert. Die Nutzung von komplettem 

Tumorlysat zur Beladung von DC umgeht dieses Problem nämlich, da die 
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relevanten Antigene sämtlich enthalten sind. Leider ist diese Methode theoretisch 

mit einem erhöhten Risiko für Autoimmunreaktionen assoziiert. Autoimmunität 

wurde im Fall der Melanomvakzinierung beschrieben465. Beim GBM wurde dieses 

Phänomen allerdings noch nicht beobachtet297,388. Es traten lediglich leichte 

Nebenwirkungen wie lokaler Ausschlag und grippeähnliche Symptome auf454.  

De Vleeschouwer et al. konnten zudem zeigen, dass T-Lymphozyten, die mit 

lysatbeladenen DC und Zytokinen inkubiert wurden, eine starke zytotoxische 

Aktivität gegen Glioblastomzellen hatten. Die Zytotoxizität fiel geringer aus, wenn 

sie mit unbeladenen DC und Zytokinen oder nur in Anwesenheit von Zytokinen 

kultiviert wurden321. Auch in der vorliegenden Arbeit kam es zu einer geringeren 

IFN-γ Produktion durch T-Lymphozyten, wenn sie mit DC ohne Tumorlysat 

inkubiert wurden. 

Zukünftige Studien sollten demnach klären, ob DC am besten mit Tumorlysat, 

HLA-restringierten Peptiden oder mRNA zu beladen sind466. Tumor-RNA ist 

möglicherweise eine Grundlage für DC-Immuntherapie bei GBM-Patienten ohne 

ausreichend entnommenes Tumorgewebe, da die RNA ex vivo amplifiziert werden 

kann. Dies ist der Fall bei Patienten mit sehr kleinen Tumoren oder Rezidiv-

Glioblastomen in einem zuvor bestrahlten Gebiet. Techniken wie passive 

Transfektion, Lipid-vermittelte Transfektion und Elektroporation kommen hierbei 

zum Einsatz467,468. Die aktuell vorliegenden Daten sprechen am ehesten für eine 

Nutzung von ganzem Tumorlysat als Antigenquelle, so wie es auch in dieser 

Arbeit verwendet wurde. 

4.9 Ausblick auf zukünftige Entwicklungen 
Aufgrund der unbefriedigenden Prognose von GBM-Patienten sollten weitere 

multizentrische Studien mit größeren und homogeneren Patientenkollektiven 

durchgeführt werden455. Definierte Einschlusskriterien und einheitliche 

Vakzinierungsprotokolle sind notwendig, um in der GBM-Immuntherapie 

Fortschritte zu verzeichnen. Zudem sind in naher Zukunft randomisierte Studien 

gefragt, welche vakzinierte Patienten mit einem Kontrollkollektiv vergleichen. 

Vorzugsweise sollte zusätzlich eine molekulare Tumoranalyse erfolgen297,469. Groß 

angelegte Studien könnten darüber hinaus die Wirkungsevidenz einer DC-

Vakzinierung beim Glioblastom fördern und dadurch die finanziellen 

Rahmenbedingungen für die weiterführende Forschung und die Anwendung beim 

Patienten verbessern454. 
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Beim Prostatakarzinom wurden beispielsweise bereits 3 doppelblinde Plazebo-

kontrollierte multizentrische Studien für eine DC-Vakzine durchgeführt und es 

konnte eine Steigerung des Gesamtüberlebens gezeigt werden. Aufgrund dieser 

Studien erlangte Sipuleucel-T aus autologen DC als erste antigenspezifische Zell-

basierte Immuntherapie in den USA 2010 die Zulassung470–473.  

Daneben ist es notwendig eine immunsupportive Therapie zusammen mit der 

Radiochemotherapie zeitlich genau zu planen, um die Immunantwort zu 

optimieren. Dazu ist es von außerordentlicher Wichtigkeit, sichere quantitative 

Assays zu entwickeln, die eine vakzininduzierte Immunantwort erfassen356,474. 

Idealerweise sollten Proben vor, während und nach der Vakzinierung analysiert 

und zeitgleich die klinischen Parameter bewertet werden. Die vakzininduzierte 

zelluläre und humorale Antwort sollte in verschiedenen Kompartimenten 

messtechnisch überwacht werden, insbesondere an den Vakzinierungsstellen und 

im Bereich des Primärtumors. Möglichkeiten dafür stellen ein Spät-Typ 

Hypersensitivitätstest (DTH) oder Biopsien dar (siehe Kapitel 1.3.4.1)144. Diese 

Verfahren sind zudem wichtig, um Immunantworten, welche das normale 

Hirngewebe schädigen könnten, zu detektieren und zu limitieren. Nach einer 

Vakzinierung sollte im Rahmen einer Evaluation eine Nachsorge, bestehend aus 

Immunmonitoring, neuroradiologischen Untersuchungen und Analysen der 

Lebensqualität, durchgeführt werden455.  

Zudem ist es entscheidend, die Details des Immunsystems bei einzelnen 

Patienten zu verstehen, da es hier offenbar sehr große interindividuelle 

Unterschiede gibt und nur so die Entwicklung von maßgeschneiderten Therapien 

ermöglicht wird, welche dann spezifisch Resistenzmechanismen überwinden 

könnten144.  

In Zukunft könnten auch weitere molekulare Tumoranalysen wie Microarray-

basierte Genomanalysen und Expressionsprofile neue molekulare Eigenschaften 

identifizieren, die für Langzeitüberlebende bei Glioblastomen spezifisch sind32.  

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Therapieoptimierung könnten Strategien sein, 

endogene DC zu mobilisieren und gegen Tumorantigene in vivo zu aktivieren. 

Dies kann durch Applikation von synthetischen Antigenen zusammen mit 

endogenen DC-Aktivatorsubstanzen wie TLR-Agonisten oder 

Hitzeschockproteinen möglich sein. Diese Entwicklung ist bisher jedoch noch in 

den Anfangsstadien454.  
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Zusätzlich zu den oben genannten Punkten sollten in Zukunft neue 

Chemotherapiekombinationen untersucht werden, um bessere kumulative 

Wirkungen gegen das GBM zu erzielen.  

Des Weiteren sollte man im Rahmen von Studien die Monozytenzahl von 

Patienten genauer beobachten, wenn sie mit alkylierenden Medikamenten wie 

Dacarbazin, Procarbazin oder Streptozocin behandelt werden392. In Anbetracht 

der Schlüsselrolle von Monozyten und Makrophagen bei der Immunantwort und 

während der Tumortherapie ist es natürlich wünschenswert, Monozyten und von 

ihnen abstammende dendritische Zellen vor den Nebenwirkungen zytotoxischer 

Medikamente zu schützen393. 

Da RT-TMZ Therapie einen Shift in Richtung Immunsuppression induziert, sollten 

Strategien entwickelt werden, die selektiv regulatorische Immunzellen depletieren, 

eine Lymphopenie vermindern, immunsuppressive Zytokine blockieren und 

T-Gedächtniszellen und zytotoxische T-Lymphozyten vermehren345.  

Zudem müssen zusätzliche Behandlungsansätze entwickelt und mit einer 

tumorspezifischen Vakzine kombiniert werden, die die lokale immunsuppressive 

Umgebung von Glioblastomen durchbrechen, ohne eine Autoimmunität zu 

induzieren. Dies würde das Andauern einer vakzininduzierten Immunantwort 

verbessern und die Wahrscheinlichkeit erhöhen, alle residuellen, diffus 

infiltrierenden Tumorzellen zu eliminieren, sogar die RCT-resistenten CD133+ 

Glioma-Stammzellen144,358,479,480. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass in den letzten Jahren viele Fortschritte 

im Bereich der Vakzinierung mit dendritischen Zellen, insbesondere beim 

Glioblastoma multiforme, gemacht wurden. Der Weg bis zu einer standardisierten 

Vakzineherstellung und Zulassung ist jedoch noch weit. Unsere Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass therapeutische Level von TMZ bis zu 50 µM die 

Generierung dendritischer Zellen aus PBMC gesunder Spender in vitro nicht 

beeinträchtigen. Somit konnte das Anliegen der vorliegenden Arbeit erfüllt werden, 

durch direkte Quantifizierung und funktionelle Analysen die Zweckmäßigkeit einer 

Kombinationstherapie von Temozolomid und dendritischen Zellen zu bestätigen. 

Der Fortschritt in der GBM-Therapie sollte nach weiterführender Forschung nicht 

durch komplizierte Zulassungsverfahren blockiert und bei Unbedenklichkeit 

zeitnah einem breiten Patientenkollektiv zugänglich gemacht werden.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
Das Glioblastoma multiforme ist einer der aggressivsten malignen Tumoren. Das 

mittlere Gesamtüberleben beträgt mit der aktuellen Standardtherapie aus 

neurochirurgischer Tumorresektion, Radiotherapie und begleitender 

Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) 12-15 Monate29,30. Limitierend sind häufig 

Rezidive, die wahrscheinlich durch Migration maligner Zellen in umliegendes 

Hirngewebe entstehen32–34,39. Eine tumorspezifische Therapie, die die 

körpereigene Tumorabwehr unterstützt, wird daher dringend benötigt. Ein viel 

versprechender Ansatzpunkt dafür ist eine Vakzinierung mit autologen 

dendritischen Zellen (DC), welche mit Tumorlysat inkubiert wurden. In klinischen 

Studien konnte bereits mehrfach die Wirksamkeit gezeigt werden297,322,323,338. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Konzentrationen von 

TMZ auf solch eine Vakzine in vitro zu unterschiedlichen Applikationszeitpunkten 

untersucht. Mittels durchflusszytometrischer Analysen konnte nicht nur der 

Reifungszustand von DC analysiert werden, sondern durch Zugabe von 

Latexkugeln auch ihre absolute Zahl sowie die Zahl von B- und T-Lymphozyten. 

Bei niedrigen Dosen TMZ (5 µM) kam es interessanterweise zu einer leicht 

erhöhten Zahl reifer DC, bei therapeutischen Dosen (50-100 µM) war sie stabil 

und reduzierte sich dann bei hohen Dosen (250-500 µM) signifikant. B- und 

T-Lymphozyten reagierten stärker auf Temozolomid als DC. 

Vitalitätsbestimmungen mittels Calcein mit zwei verschiedenen Methoden 

(Multiplate Reader und Durchflusszytometrie) bestätigten eine weitgehende 

Unbedenklichkeit von therapeutischen Dosen TMZ auf dendritische Zellen. 

Funktionelle Analysen mittels gemischter Lymphozytenkultur und INF-γ-ELISA aus 

den Kulturüberständen konnten zudem zeigen, dass TMZ die T-

Lymphozytenfunktion nicht signifikant hindert.  

In der vorliegenden Arbeit konnte somit veranschaulicht werden, dass 

therapeutische Level von TMZ die Generierung funktionsfähiger dendritischer 

Zellen aus peripheren Blutmonozyten gesunder Spender in vitro nicht 

beeinträchtigen, so dass eine gleichzeitige Durchführung von Chemo- und 

Immuntherapie möglich ist. Insofern konnte ein weiterer Beitrag zur zeitnahen 

Einführung einer solchen multimodalen Kombinationstherapie des Glioblastoms in 

die Klinik geleistet werden. 
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ANHANG 
Anhang Nr.1: WHO- Klassifikation von Tumoren des ZNS481 

 
Bezeichnung des Tumors Grad 

1. Tumoren des neuroepithelialen Gewebes  
1.1. astrozytäre Tumoren  
Pilozytisches Astrozytom I 
•  Pilomyxoides Astrozytom II 
Subependymales Riesenzellastrozytom I 
Pleomorphes Xanthoastrozytom II, III 
Diffuses Astrozytom II 
•  Fibrilläres Astrozytom II 
•  Protoplasmatisches Astrozytom II 
•  Gemistozytisches Astrozytom II 
Anaplastisches Astrozytom III 
Glioblastom (multiforme) IV 
•  Riesenzellglioblastom IV 
•  Gliosarkom IV 
Gliomatosis cerebri III, IV 
1.2 Oligodendrogliale Tumoren  
Oligodendrogliom II 
Anaplastisches Oligodendrogliom III 
1.3 Oligoastrozytäre Tumoren  
Oligoastrozytom II 
Anaplastisches Oligoastrozytom III 
1.4 Ependymale Tumoren  
Subependymom I, II 
Myxopapilläres Ependymom I 
Ependymome II 
•  Zelluläres Ependymom II 
•  Papilläres Ependymom II 
•  Klarzelliges Ependymom II 
•  Tanyzytisches Ependymom II 
Anaplastisches Ependymom III 
1.5 Tumoren des Plexus choroideus  
Plexuspapillom I 
Atypisches Plexuspapillom II 
Plexuskarzinom III 
1.6 Neuroepitheliale Tumoren unsicheren Ursprungs  
Astroblastom II, III 
Chordoid-Gliom des 3. Ventrikels II 
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Angiozentrisches Gliom I 
1.7 Neuronale und neuronal-glial gemischte Tumoren  
Dysplastisches Glangliozytom des Cerebellums I 
Desmoplastisches infantiles Astrozytom/Gangliogliom I 
Dysembryoplastischer neuroepithelialer Tumor (DNT) I 
Gangliozytom I 
Gangliogliom I, II 
Anaplastisches Gangliogliom III 
Zentrales Neurozytom II 
Extraventrikuläres Neurozytom II 
Zerebelläres Liponeurozytom I, II 
Papillärer glioneuronaler Tumor (PGNT) I 
Rosettenbildender glioneuronaler Tumor (RGNT) I 
Paragangliogliom I 
1.8 Tumoren der Pinealisregion  
Pineozytom I 
Mischtumor des Pinealisparenchyms II, III 
Papillärer Tumor der Pinealisregion (PTPR) II, III 
Pineoblastom IV 
1.9 Embryonale Tumoren  
Medulloblastom IV 
•  Desmoplastisches/noduläres Medulloblastom IV 
•  Medulloblastom mit extensiver Nodularität IV 
•  Anaplastisches  Medulloblastom IV 
•  Großzelliges Medulloblastom IV 
Primitive neuroektodermale Tumoren (PNETs) IV 
•  Neuroblastom IV 
•  Ganglioneuroblastom IV 
•  Ependymoblastom IV 
•  Medulloepitheliom IV 
Atypischer Teratoid-/Rhabdoidtumor IV 
2. Tumoren der kranialen und paraspinalen Nerven  
Schwannom (Neurinom) I 
•  Zelluläres Schwannom I 
•  Plexiformes Schwannom I 
•  Melanotisches Schwannom I 
Neurofibrom I 
•  Plexiformes Neurofibrom I 
Perineuriom I - III 
•  Perineuriom, NOS I, II 
•  Malignes Perineuriom III 
Maligner peripherer Nervenscheidentumor (MPNST) III, IV 
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•  Epitheloider MPNST III, IV 
•  Melanotischer MPNST  III, IV 
3. Tumoren der Meningen  
3.1 Tumoren meningothelialer Zellen  
Menigeom I 
•  Meningotheliomatöses Meningeom I 
•  Fibroblastisches Meningeom I 
•  Transitinales Meningeom I 
•  Psammomatöses Meningeom I 
•  Angiomatöses Meningeom I 
•  Mikrozystisches Meningeom I 
•  Sekretorisches Meningeom I 
•  Lymphoplasmazellreiches Meningeom I 
•  Metaplastisches Meningeom I 
•  Chordoides Meningeom II 
•  Klarzelliges Meningeom II 
•  Atypisches Meningeom II 
•  Papilläres Meningeom II, III 
•  Rhabdoides Meningeom III 
•  Anaplastisches Meningeom III 
3.2 Mesenchymale Tumoren  
Lipom  
Angiolipom  
Hibernom  
Liposarkom  
Solitäter fibröser Tumor (SFT)  
Fibrosarkom  
Malignes fibröses Histiozytom  
Leiomyom  
Leiomyosarkom  
Rhabdomyom  
Rhabdomyosarkom  
Chondrom  
Chondrosarkom  
Osteom  
Osteosarkom  
Osteochondrom  
Hämangiom I 
Epitheloides Hämangioendotheliom  
Hämangioperizytom II 
Anaplastisches Hämangioperizytom III 
Angiosarkom  
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Kaposi-Sarkom  
Ewing-Sarkom  
3.3 Primär melanozytische Läsionen  
diffuse Melanozytose I 
Melanozytom I 
Malignes Melanozytom III, IV 
Meningeale Melanomatose III, IV 
3.4 Andere Neoplasien  
Hämangioblastom I 
4. Lymphome und hämatologische Neoplasien  
Malignes Lymphom  
Plasmozytom  
Granulozytäres Sarkom  
5. Keimzelltumoren  
Germinom II, III 
Embryonalzellkarzinom IV 
Dottersacktumor IV 
Chorionkarzinom IV 
Teratom I - IV 
•  reifes Teratom  
•  unreifes Teratom  
•  Teratom mit maligner Transformation  
Gemischter Keimzelltumor II - IV 
6. Tumoren der Sella-Region  
Kraniopharyngeom I 
•  Adamantinomatöses Kraniopharyngeom I 
•  Papilläres Kraniopharyngeom I 
Granularzelltumor I 
Pituizytom  
Spindelzell-Onkozytom (SCO) des Hypophysenvorderlappens I 
Rhabdomyom  
7. Metastasen IV 

 
  



Anhang 

 
 

- 136 - 

Anhang Nr. 2: Karnofsky Performance Status Scale40 
 

Score ECOG Definition 
100 0 Keine Beschwerden, keine Zeichen der Krankheit 
90 0 Fähig zu normaler Aktivität, kaum oder geringe Symptome 

80 1 Normale Aktivität mit Anstrengung möglich.  
Deutliche Symptome. 

70 1 Selbstversorgung. Normale Aktivität oder Arbeit nicht 
möglich. 

60 2 Einige Hilfestellung nötig,  
selbstständig in den meisten Bereichen. 

50 2 Hilfe und medizinische Versorgung wird oft in Anspruch 
genommen. 

40 3 Behindert. Qualifizierte Hilfe benötigt. 
30 3 Schwerbehindert. Hospitilisation erforderlich. 

20 4 Schwerkrank.  
Intensive medizinische Maßnahmen erforderlich. 

10 4 Moribund. Unaufhaltsamer körperlicher Verfall 
0 5 Tod 

 
Anhang Nr. 3: Macdonald Kriterien364 
 

Response Criteria 

Complete Response 

Requires all off the following: complete disappearance 
of all enhancing measurable and nonmeasurabe 
disease sustained for at least 4 weeks; no new 
lesions; no corticosteroids, and stable or improved 
clinically 

Partial Response 

Requires all off the following: ≥ 50% decrease 
compared with baseline in the sum of products of 
perpendicular diameters of all measurable enhancing 
lesions sustained for at least 4 weeks; no new lesions; 
stable or reduces corticosteroid dose; and stable or 
improved clinically  

Stable Disease 
Requires all oft he following: does not qualify for 
complete response, partial response, or progression; 
and stable clinically 

Progression 

Defined by any of the following: ≥ 25% increase in the 
sum oft he products of perpendicular diameters of 
enhancing lesions; any new lesion; or clinical 
deterioration 

 




