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V Zusammenfassung 
 
Die akute myeloische Leukämie (AML) stellt eine häufige, ernstzunehmende und teilweise 

schwierig zu therapierende Erkrankung dar. Insbesondere bei älteren Patienten und Kindern 

sind die Therapieoptionen stark eingeschränkt. Das Gesamtüberleben aller Patienten ist trotz 

stetigen Fortschritts bei der Behandlung der AML immer noch bescheiden. 

Innovative Therapieformen bei hämatologischen und anderen Neoplasien stellen die onkoly-

tische Virotherapie und adoptive Zelltherapie mit transgenen T-Zellen dar. Die onkolytische 

Virotherpaie zeigt hierbei direkte zytotoxische sowie auch immunstimulatorische Effekte, wo-

hingegen die adoptive T-Zell-Therapie vor allem durch ihre Präzision bei der Antigenselektivi-

tät und der Etablierung eines Immungedächtnisses gegen Tumorantigene hervorsticht. 

In dieser Arbeit wird eine Kombinationstherapie aus T-Zell-Rezeptor transgenen T-Zellen (TZR-

T-Zellen) und dem onkolytischen Vesikulären Stomatitis Virus (VSV) zur Behandlung der AML  

getestet. Hierbei zeigt sich, dass das VSV von T-Zellen vermehrt wird und eine potente Lyse 

von AML-Zellen hervorrufen kann. T-Zellen unterstützen hierbei nicht nur die Vervielfachung 

des VSV, sondern zeigen auch synergistische Effekte zur Abtötung von AML-Zellen. Hierbei 

ergibt sich kein Hinweis darauf, dass sich die Therapiepartner in ihrer jeweiligen Funktion stark 

einschränken. Im Maussystem zeigen sich bei einer Kombinationstherapie höhere virale Titer 

im Tumorgewebe sowie eine effektivere, zuverlässigere Tumorabtötung als bei einer Mono-

therapie mit dem VSV. Insgesamt besteht eine geringere Toxizität als bei einer VSV-Monothe-

rapie. Gegenüber einer Monotherapie von Antigen exprimierenden Tumoren mit TZR-T-Zellen 

zeigt sich einer schnellerer Effekt bei der Minderung der Tumorvitalität. Zudem vermag die 

Kombinationstherapie auch Tumoren abzutöten, die von den TZR-T-Zellen nicht erkannt wer-

den. 

Insgesamt ergeben sich in dieser Studie Hinweise, dass eine Kombinationstherapie aus TZR-T-

Zellen und VSV potentiell synergistische Effekte zur Behandlung der AML gegenüber jeder der 

Monotherapien aufweist. 
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2 Einleitung 

2.1 AML 

1.1.1 Allgemeines zur AML 

 

In Deutschland ist die AML (akute myeloische Leukämie) mit 80% die häufigste akute Leukä-

mieform mit stark zunehmender Inzidenz ab einem Alter von 50 Jahren (Kraywinkel und Spix 

2017). Die AML stellt eine heterogene Gruppe von Leukämieerkrankungen dar, wobei eine 

Einteilung anhand morphologischer Kriterien nach der FAB-Klassifikation (French, American, 

British) (Bennett, Catovsky et al. 1976) und anhand genetischer, morphologischer und anderer 

Kriterien nach der WHO-Klassifikation erfolgen kann (Arber, Orazi et al. 2016).  Je nach Unter-

form unterscheidet sich die Prognose, jedoch gibt es insgesamt eher eine bescheidene Ge-

samtüberlebensrate (Kraywinkel und Spix 2017, Song, Peng et al. 2018). Eine Heilung kann mit 

steigender Tendenz bei rund einem Drittel der unter 60-jährigen Patienten erreicht werden, 

wohingegen der Therapierfolg bei den über 60-jährigen Patienten wesentlich geringer ist 

(Shah, Andersson et al. 2013). Fünf-Jahres-Überlebensraten reichen in Deutschland von 4,6% 

bei den über 75-jährigen bis hin zu 60,2% bei den unter 35-Jährigen (Kraywinkel und Spix 

2017). Besonders ältere Patienten sehen sich bei Diagnosestellung nur einer eingeschränkten 

Anzahl an wirksamen Therapieformen gegenüber, was sich negativ auf die Prognose dieser 

Patienten auswirkt (Colovic, Colovic et al. 2012, Dohner, Estey et al. 2017). Obwohl mittler-

weile auch bei älteren Patienten aggressivere und neuere Therapieschemata verfolgt werden, 

ist deren Anwendung oftmals auf Patienten mit geringer Komorbidität beschränkt (Colovic, 

Colovic et al. 2012, Brandwein, Zhu et al. 2017). Auch die Toleranz älterer Patienten gegenüber 

aggressiven Chemotherapieschemata ist reduziert (Dohner, Weisdorf et al. 2015, Brandwein, 

Zhu et al. 2017). Kinder sind ebenso stark gefährdet, da besonders durch Leukostase und Blu-

tungen ein schneller Tod durch die Krankheit eintreten kann (Creutzig, Rossig et al. 2016). 

Erstlinientherapien beinhalten noch immer Induktionschemotherapieschemata gefolgt von 

Konsolidierungstherapien (Dohner, Estey et al. 2017, O'Donnell, Tallman et al. 2017). Nachfol-

gend werden allogene Stammzelltransplantationen erwogen (Dohner, Weisdorf et al. 2015, 

Dohner, Estey et al. 2017, O'Donnell, Tallman et al. 2017). Ein wohl bekannter und oft publi-

zierter Effekt bei Stammzelltransplantation ist der Graft-versus-Leukämie-Effekt, bei dem sich 

das transferierte Immunsystem gegen verbliebene Leukämiezellen wendet (Negrin 2015). 

Eine damit verwandte, aber unerwünschte Folge ist die Graft-versus-Host-Krankheit, bei der 
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es zu einer Reaktion der transplantierten Zellen gegen den Körper des Empfängers kommt 

(Dohner, Weisdorf et al. 2015, Negrin 2015).  

Eine Alternative zu herkömmlichen Chemotherapeutika in der Behandlung der AML stellen 

verschiedene FLT-3-TKI (fms like tyrosine kinase-3-Tyrosinkinaseinhibitoren), wie in den zitier-

ten Übersichtsarbeiten genannt, dar (Chen, Pan et al. 2017, Hospital, Green et al. 2017). Diese 

wurden u.a. in Kombinationen mit herkömmlichen Chemotherapeutika untersucht (Stone, 

Mandrekar et al. 2017). Und obwohl diese Kombination ein besseres Gesamtüberleben ge-

genüber alleiniger Chemotherapie zeigte, traten schwere Nebenwirkungen in ähnlichem 

Maße auf (Stone, Mandrekar et al. 2017). Die FLT-3-TKI kommen für Patienten in Betracht, die 

ein durch Mutation aktivitätsgesteigertes FLT-3-TKI-Gen haben (Weisberg, Boulton et al. 

2002). Verschiedene Resistenzmechanismen gegen einen FLT-3-TKI können im Laufe der The-

rapie auftreten, was deren Einsatz im weiteren Verlauf limitiert (Chen, Pan et al. 2017, 

Hospital, Green et al. 2017). Weitere Therapieoptionen für ältere Patienten sind bspw. deme-

thylierende Substanzen mit einem möglicherweise besseren Therapieergebnis in bestimmten 

Untergruppen (Oh, Park et al. 2017). Insgesamt betrachtet besteht also noch weiterer Bedarf 

an wirksamen Therapeutika zur Behandlung der AML. Nach dieser allgemeinen Einführung zur 

AML wird in den kommenden Abschnitten auf die für dieses Dissertationsthema relevanten 

spezielleren Therapiemöglichkeiten, insbesondere die Immuntherapie, eingegangen.  

 

1.1.2 Immuntherapien bei der AML 

 

Als weitere Therapiemöglichkeiten zur Behandlung der AML wurden in unterschiedlichen Stu-

dien bereits Antikörper gegen Leukämiezellen, welche sich z.B. gegen die Antigene CD33 

(Candoni, Papayannidis et al. 2018) oder CD123 (He, Busfield et al. 2015) richten, untersucht. 

Dabei sind die Antikörper unter anderem an zytotoxische Substanzen (Candoni, Papayannidis 

et al. 2018) gekoppelt oder werden als Radioimmuntherapien mit an Antikörper gekoppelten 

radioaktiven Isotopen  verwendet (Rosenblat, McDevitt et al. 2010).  

Auch immunmodulatorische Substanzen wie Lenalidomid (Visani, Ferrara et al. 2017) oder Im-

muncheckpoint-Inhibitoren in Kombination mit demethylierenden Substanzen (Daver, Garcia-

Manero et al. 2019) werden als Therapiemöglichkeiten für die AML untersucht.  

Eine weitere immuntherapeutische Strategie ist die Vakzinierung gegen verschiedene Tumo-

rantigene. Eine Impfung mit dendritischen Zellen, die ein Tumorantigen exprimieren, wurde 
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bereits an Patienten untersucht (Van Tendeloo, Van de Velde et al. 2010, Anguille, Van de 

Velde et al. 2017). Auch Impfstrategien mit Tumorpeptiden wurden bereits getestet (Brayer, 

Lancet et al. 2015).  

Daneben können NK-Zellen bei Patienten als experimentelle Therapiemöglichkeit zur Behand-

lung der AML eingesetzt werden (Curti, Ruggeri et al. 2011, Curti, Ruggeri et al. 2016). Weiter-

hin sind CAR-T-Zellen (Chimärer-Antigen-Rezeptor transgene T-Zellen) (Gomes-Silva, Atilla et 

al. 2019) und TZR-T-Zellen (T-Zell-Rezeptor transgene T-Zellen) (Xue, Gao et al. 2010, Tawara, 

Kageyama et al. 2017) Ziel von Untersuchungen zur Therapie der AML. Erwähnung finden 

sollte auch die potentielle Anwendung von LAKs (Lymphokine activated killer Zellen), TILs (Tu-

mor infiltrating Lymphocytes), CIKs (Cytokine induced killer Zellen), auch wenn diese bei hä-

matologischen Neoplasien schwierig ist (Yang, Zhang et al. 2017).  

An und für sich gibt es zu jeder dieser Therapieformen eine immense Anzahl an Studien, was 

die Relevanz der Thematik hervorhebt. Da aber in dieser Arbeit speziell auf die onkolytische 

Virotherpaie und T-Zell-Therapie der AML eingegangen wird, beschränkt sich die Einleitung 

auf diese Auflistung der unterschiedlichen Ansätze.  

Es sind einige interessante immuntherapeutische Ansätze zur Behandlung der AML beschrie-

ben, jedoch ist die Immuntherapie bei der AML kompliziert, da sich AML-Zellen auf unter-

schiedliche Art und Weise der Effektivität eines immuntherapeutischen Ansatzes entziehen 

können. Die unterschiedlichen Schwierigkeiten einer immuntherapeutischen Therapie wer-

den im Folgenden geschildert.  

 

1.1.3 Immunescape von AML-Zellen 

 

Trotz dieser Vielzahl unterschiedlicher immuntherapeutischer Ansätze zur Behandlung der 

AML entzieht sich die AML durch verschiedenste Mechanismen oft der Wirkung der Immun-

therapeutika (Yang, Zhang et al. 2017). Zum einen können AML-Zellen die Abtötung durch NK-

Zellen unterbinden, indem sie verschiedene Rezeptoren, die die Effektivität der Killer-Zellen 

vermindern, wie bspw. KIR-Liganden (Killer cell immunglobuline like receptor) (Shen, Linn et 

al. 2016) und sowohl oberflächenexprimierte als auch lösliche GITR-Liganden (Glucocorticoid-

induced  TNFR-related protein) (Baessler, Krusch et al. 2009), exprimieren (Lion, Willemen et 

al. 2012).  
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Ebenfalls kann die Antitumor-T-Zell-Antwort durch die Expression von immunsuppressiven 

Molekülen wie z.B. der IDO (Indolamin-2,3-Dioxygenase) (Folgiero, Goffredo et al. 2014, 

Mansour, Zayed et al. 2016) und die Aktivierung von Immuncheckpoint-Signalwegen wie PD-

1 (Programmed cell death protein 1) und CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 

4) (Pistillo, Tazzari et al. 2003, Laurent, Palmisano et al. 2007, Yang, Bueso-Ramos et al. 2014, 

Tan, Chen et al. 2017) gehemmt werden. Für die Beschreibung und Entdeckung der Immun-

checkpoint-Signalwege wurde 2018 schließlich der Nobelpreis für Physiologie und Medizin an 

James Allison und Tasuku Honjo verliehen. Weitere Mechanismen sind die eingeschränkte Fä-

higkeit der T-Zellen, eine funktionierende immunologische Synapse mit AML-Zellen zu bilden 

und diese zu zerstören (Le Dieu, Taussig et al. 2009). Weiterhin werden T–Zellen am Eintritt in 

den Zellzyklus gehindert und die Produktion proinflammatorischer Zytokine eingeschränkt 

(Buggins, Milojkovic et al. 2001). Außerdem wurde in Mausmodellen beobachtet, dass die 

AML mit einer Thymusatrophie und einer reduzierten Anzahl an CD4+- und CD8+-T-Zellen im 

peripheren Blut einhergeht, wohingegen die Zahl der Tregs erhöht ist (Driss, Quesnel et al. 

2015). Bei Menschen zeigte sich in einer Studie eine positive Korrelation zwischen der Anwe-

senheit einer großen Anzahl von T-Zellen im Knochenmark und einem guten klinischen Out-

come bei der AML (Ismail und Abdulateef 2017). Weiterhin sind die Ansichten über einen Zu-

sammenhang zwischen der Anzahl von immunsuppressiven Tregs (regulatorische T-Zellen) im 

Knochenmark bzw. Blut und dem Verlauf einer AML diskrepant (Lamble und Lind 2018). So 

zeigten sich erhöhte Werte von Tregs bei AML-Patienten vor und nach Chemotherapie vergli-

chen mit gesunden Kontroll-Personen (Szczepanski, Szajnik et al. 2009, Ersvaer, Liseth et al. 

2010, Kanakry, Hess et al. 2011). Zudem scheint es einen inversen Zusammenhang zwischen 

der Anzahl der Tregs und dem Überleben zu geben (Shenghui, Yixiang et al. 2011). Eine andere 

Studie zeigt hingegen, dass eine erhöhte Anzahl von Tregs mit einem besseren Überleben ein-

hergeht (Menter, Kuzmanic et al. 2017). Diskrepanzen können sich hier bspw. aufgrund der 

unterschiedlichen Messzeitpunkte (vor/ nach Therapiebeginn) oder auch aufgrund der Hete-

rogenität der AML ergeben. 

Eine weitere Strategie der AML-Zellen, der Erkennung durch das Immunsystem zu entgehen, 

besteht darin, die Oberflächenexpression von HLA-Molekülen (Human leucocyte antigen) ein-

zuschränken, wodurch die Erkennung von Leukämiezellen durch T-Zellen eingeschränkt wird 

(Brouwer, van der Heiden et al. 2002). Auch Makrophagen mit einem immunsuppressiven 

(M2-)Phänotyp scheinen zum speziellen Milieu der AML zu gehören (Mussai, De Santo et al. 
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2013, Al-Matary, Botezatu et al. 2016). Genauso sind auch MDSC (Meyloid-derived suppressor 

cells) an Immunsuppression und Erkrankungsprogression bei der AML beteiligt (Pyzer, 

Stroopinsky et al. 2017). 

Auch wenn man hier den Eindruck erhält, dass viele Mechanismen, die zu einem Immun-Es-

cape der AML führen, bereits beschrieben wurden, so ist das Immunmilieu bei der AML letzten 

Endes nur unzureichend verstanden (Lamble und Lind 2018). 

Es zeigen sich also diverse Mechanismen, die dazu führen, dass AML-Zellen vom Immunsystem 

nicht erkannt bzw. beseitigt werden können. Zusammengefasst sind dies im Wesentlichen die 

Inhibierung von NK-Zell- und T-Zell-Funktion, die Schaffung eines immunsuppressiven Milieus 

durch Tregs, M2-Makrophagen und MDSC und schließlich die Herabregulierung von Oberflä-

chenmarkern, die zur Erkennung durch das Immunsystem führen könnten. Insgesamt sind also 

einige Schwierigkeiten bei der Immuntherapie der AML zu überwinden.  

In dieser Arbeit soll unter anderem darauf eingegangen werden, welche unterschiedlichen 

Möglichkeiten eine Kombination aus TZR-T-Zellen und dem VSV diesem immunsuppressiven 

Milieu der AML entgegenwirken können. Zum besseren Verständnis wird in den nächsten Ab-

schnitten auf die allgemeinen Grundsätze der onkolytischen Virotherapie eingegangen, bevor 

eine kurze Schilderung des aktuellen Standes der Virotherapie bei der AML im Besonderen 

erfolgt. 

 

2.2 Onkolytische Viren in der Krebstherapie 

2.2.1 Allgemeines zu onkolytischen Viren 

 

Die ersten Versuche zur Krebsbehandlung mit onkolytischen Viren reichen bereits bis in die 

Mitte des letzten Jahrhunderts zurück (Kelly und Russell 2007). Nach einer Periode in den 

1970er und 1980er Jahren, in der wenig zu diesem Thema geforscht wurde, gab es dann wei-

tere relevante Publikationen zu Beginn der 1990er Jahre (Kelly und Russell 2007). Onkolytische 

Viren zeichnen sich unter anderem dadurch aus, dass sie überwiegend selektiv in Krebszellen 

replizieren und diese zerstören (Marelli, Howells et al. 2018). Eines dieser Viren hat es nach 

seiner klinischen Zulassung 2015 in das Portfolio der Therapieoptionen bei nicht resezierbaren 

Melanomen geschafft (Andtbacka, Kaufman et al. 2015, Coffin 2016, Pol, Kroemer et al. 2016).  

Hierbei handelt es sich um Talimogen laherparepvec, ein Herpes-Simplex-Virus-1, das als 

Transgen einen GM-CSF (Granulozyten-/Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor) enthält 
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(Pol, Kroemer et al. 2016). Zudem gibt es auch weitere klinische Studien an Patienten mit un-

terschiedlichen Tumorentitäten, die mit anderen onkolytischen Viren behandelt werden. Die 

Wirkung gegen Tumoren hängt bei onkolytischen Viren aber nicht nur von der direkten Lyse 

von Tumorzellen ab, sondern auch von der Stimulation einer Antitumor-Immunantwort wie in 

den zitierten Übersichtsarbeiten dargestellt (Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017, Marelli, 

Howells et al. 2018). Die Verwendung onkolytischer Viren ist vielversprechend. Trotzdem gibt 

es bei diesem Therapieansatz das Problem, dass onkolytische Viren nach systemischer Appli-

kation sehr schnell von unterschiedlichen Systemen, wie dem Monozyten-Makrophagen-Sys-

tem in Leber oder Milz oder dem Komplement-System neutralisiert werden und damit nur 

eine geringe Bioverfügbarkeit im Tumor besitzen (Abbildung 1) (Russell, Peng et al. 2012). 

 
Abbildung 1: Limitationen der systemischen Virotherapie aus (Russell, Peng et al. 2012) 

Gezeigt werden hier vor allem die bei systemischer Applikation von onkolytischen Viren auftre-

tenden Hindernisse. Hierbei sind besonders in den Vordergrund gestellt: die Neutralisierung 

durch bspw. Antikörper, Komplement etc., die Sequestrierung durch Zellen und die Problema-

tik, den Intravasalraum zu verlassen. (Russell, Peng et al. 2012), (mit Genehmigung von Sprin-

ger Nature Customer Service Centre GmbH: Copyright bei Nature Biotechnology, Oncolytic 

Virotherapy, Russel, Peng et al. 2012) 
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In dieser Arbeit soll, wie auch in Abbildung 2 gezeigt, ein Zellvehikel für das VSV (Vesikuläre 

Stomatitis Virus) zur Abschirmung vor den neutralisierenden Faktoren untersucht werden. 

Eine schematische Darstellung des angedachten Ansatzes ist in der Abbildung 2 dargestellt. 

 

 
Abbildung 2: Strategie zur Überwindung der Limitationen systemischer Virotherapie, modifi-

ziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2018) 

Strategie zur Überwindung der Problematik bei systemischer Applikation des VSV. Als konkre-

tes Beispiel ist hier eine genmodifizierte TZR-T-Zelle zu sehen, die ein spezifisches Tumoranti-

gen als Ziel hat, was durch den rot eingefügten TZR zu erkennen ist. Diese  T-Zelle wird nun mit 

dem VSV beladen bzw. infiziert und kann dadurch die unspezifische und spezifische Neutrali-

sierung, Aufnahme und Sequestrierung des VSV umgehen, um schließlich das Virus an den Tu-

mor weiterzugeben. (Melzer, Zeitlinger et al. 2018) 

 

Der aktuelle Stand der Virotherapie bei der AML wird nun skizziert.  

 

2.2.2 Onkolytische Virotherapie bei AML 

 

Bis jetzt ist in der Literatur nur wenig über onkolytische Virotherapie bei AML zu finden.  Wenn 

man in Pubmed die Suchbegriffe „acute myeloid leukemia AND oncolytic“ eingibt und nur die 
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Artikel weiterbetrachtet, die onkolytische Viren enthalten, so ergibt sich folgende Studienlage 

(Stand Juli 2019). Im Weiteren werden die Hauptergebnisse dieser wenigen Studien beschrie-

ben: 

Ein Myxoma-Virus konnte eine AML-spezifische Aktivität zeigen, wobei gesunde hämatopoe-

tische Stammzellen nicht vom Virus abgetötet wurden (Kim, Madlambayan et al. 2009). Wei-

terhin wurde in einer anderen Studie für ein Myxoma-Virus gezeigt, dass Tumorzellen sich 

weniger stark in Mäusen einnisten, wenn diese zuvor mit einem Myxoma-Virus behandelt 

worden waren (Madlambayan, Bartee et al. 2012). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte, dass 

auch primäre humane AML-Zellen, gegen welche zusätzlich eine Immunantwort hervorgeru-

fen wurde, durch Reoviren abgetötet wurden (Hall, Scott et al. 2012). Des Weiteren können 

auch Adenoviren AML-Zellen abtöten, indem sie proapoptotische Gene in diesen Zellen expri-

mieren (Tong, You et al. 2013). Zudem ist die Kolonie-Bildung von AML- und CML-Tumorpro-

ben schlechter, wenn diese mit dem gleichen Adenovirus vorbehandelt werden (Tong, You et 

al. 2013). Ein anderes genverändertes Adenovirus war in der Lage, CD123+-Leukämie-Zellen 

zu infizieren und AML-Zellen abzutöten (Li, Li et al. 2014). Ein weiteres Adenovirus konnte 

ebenfalls antileukämische Effekte in vitro demonstrieren (Wei, Liu et al. 2015). Ein Interleukin-

24 exprimierendes Adenovirus konnte in vitro gute Ergebnisse zur Abtötung von Promyelozy-

ten-Leukämie-Zellen erreichen (Liu, Ma et al. 2019). In Proben von Patienten mit einer Blas-

tenkrise bei CML konnte gezeigt werden, dass nicht-replikationsfähige rhabdovirale Partikel 

eine vorhandene Multi-Resistenz gegen Medikamente aus den Zellen löschen konnten 

(Batenchuk, Le Boeuf et al. 2013). Bei diesen nicht replikationsfähigen rhabdoviralen Partikeln 

wurde gezeigt, dass deren Toxizität in vivo geringer war als die eines replizierenden VSV 

(Batenchuk, Le Boeuf et al. 2013). Zudem waren die rhabdoviralen Partikel in Mäusen mit ei-

ner leukämischen Blastenkrise auch effektiver (Batenchuk, Le Boeuf et al. 2013). In einer wei-

teren Studie wurde berichtet, dass rVSV-mIFN-𝛽-NIS in murinen AML-Zellen sowohl mIFN-𝛽 

(murines Interferon-	𝛽 ) als auch NIS (Natrium-Iodid-Symporter) exprimiert und als effektives 

Therapeutikum wirkt (Shen, Patnaik et al. 2016). Auch Wt-VSV (Wildtyp-VSV) konnte selektiv 

AML-Tumorzelllinien effektiv abtöten, ohne dabei in sonstigen Zellen aus dem Knochenmark 

gesunder Spender Schaden zu verursachen (Stojdl, Lichty et al. 2000). In einer Studie, in der 

die Kombination einer PD-L1-Immuncheckpoint-Blockade mit VSV in Mäusen untersucht 

wurde, zeigte sich, dass sich beide Therapien sinnvoll ergänzen (Shen, Patnaik et al. 2016). 

Eine Publikation zur Behandlung der AML mit dem VSV ist aus dieser Arbeit hervorgegangen 
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und beschreibt die Möglichkeit der Behandlung humaner AML-Tumoren in Mäusen mit einer 

Kombination aus TZR-T-Zellen und VSV (Melzer, Zeitlinger et al. 2019).  Das HSV-1 hat nicht 

nur direkt onkolytische Effekte bei Leukämien, sondern unterstützt auch die Ausbildung einer 

Antitumorimmunantwort (Samudio, Rezvani et al. 2016). Dabei wurde gezeigt, dass NK-Zellen 

effektiv durch UV-inaktiviertes HSV-1 dazu stimuliert werden, AML-Zellen abzutöten 

(Samudio, Rezvani et al. 2016). Es zeigte sich in einer Studie, dass ein onkolytisches Vakzinia-

Virus mit zusätzlicher Expression des Transgens ING-4 (Inhibitor of Growth Familiy 4) effekti-

ver als ein nicht modifiziertes Vakzinia-Virus zur Abtötung von AML-Zellen führte (Peng, Wang 

et al. 2018). Im Mausmodell konnte bei einer Kombinationstherapie aus Cytarabin und dem 

ING-4 exprimierenden Vakzinia-Virus gegenüber den jeweiligen Monotherapien ein verringer-

tes AML-Tumorwachstum gezeigt werden (Peng, Wang et al. 2018). Ein Coxsackie-Virus 

konnte eine potente Antitumorimmunantwort bei AML-Patienten induzieren (Müller, Holmes 

et al. 2019).  

 

Trotz der guten Ergebnisse dieser Studien bleibt deren Limitation, dass bis dato zur Therapie 

der AML die allermeisten onkolytischen Viren lediglich in vitro bzw. an murinen Modellen ge-

testet wurden.  

Da in dieser Arbeit ausschließlich mit dem VSV gearbeitet wurde, folgt nun eine eingehende 

Charakterisierung dieses onkolytischen Virus. 

 

2.2.3 Das Vesikuläre Stomatitis Virus (VSV) 

 

Das Vesikuläres Stomatitis Virus ist ein Negativ-Einzelstrang-RNA-Virus (Prevec und Whitmore 

1963) aus der Familie der Rhabdoviren (Knudson 1973, Banerjee 1987) und der Ordnung der 

Mononegavirales (Hastie und Grdzelishvili 2012). Das VSV hat die Form eines Projektils (Chow, 

Chow et al. 1954, Howatson und Whitmore 1962, Huang, Greenawalt et al. 1966). Sein Genom 

enthält ca. 11kb und codiert für 5 Proteine: N- (Nukleokapsid), P- (Phospho), M- (Matrix), G- 

(Glyko), L- (Large Polymerase)-Protein (Hastie und Grdzelishvili 2012). Es gibt zwei unter-

schiedliche Serotypen des VSV: den Indiana- und den New-Jersey-Serotyp (Hastie und 

Grdzelishvili 2012). Das VSV ist in Teilen der USA, sowie in Süd- und Mittelamerika endemisch 

und obwohl es Nutztiere wie Rinder, Schweine und Pferde befällt, besitzt es nur eine geringe 

Pathogenität für Menschen (Hastie und Grdzelishvili 2012). Die Infektion von Zellen erfolgt 
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über Endozytose (Superti, Seganti et al. 1987, Cureton, Massol et al. 2010). Abhängig von den 

verschiedenen Bedingungen und einem variablen Anteil an Degradation gelingt nur einem Teil 

des VSV der Eintritt in die Zelle (Matlin, Reggio et al. 1982). Das VSV zeigt einen Tropismus für 

fast alle menschlichen Zellformen und vermittelt seinen Eintritt in die Zelle über die Anlage-

rung des G-Proteins an LDL-Rezeptoren (Finkelshtein, Werman et al. 2013). Aufgrund seiner 

hohen Spontanmutationsrate während des Replikationszyklus ist das VSV ein besonders fle-

xibles und sich an die vorliegenden Gegebenheiten anpassendes Virus (Hastie und 

Grdzelishvili 2012, Hastie, Cataldi et al. 2013). Nach der Vermehrung in der betroffenen Zelle 

kommt es zu deren Apoptose und der Freisetzung neuer Virionen (Kopecky, Willingham et al. 

2001, Gaddy und Lyles 2005, Gaddy und Lyles 2007). 

Das VSV ist ein Typ-I-Interferon-sensibles (Interferon 𝛼/𝛽) Virus (Belkowski und Sen 1987), das 

bei Tumorzellen den Umstand ausnutzt, dass diese oftmals eine mangelhafte antivirale Typ-I-

Interferon-Antwort zeigen (Stojdl, Lichty et al. 2000). Dahingegen besitzen nicht-entartete Zel-

len meistens eine suffiziente Typ-I-Interferon-Antwort und sind daher resistenter gegenüber 

einer Infektion durch das VSV (Stojdl, Lichty et al. 2000). In der gleichen Studie wurde gezeigt, 

dass Mäuse eine VSV-Infektion überstehen können, wenn sie mit Typ-I-Interferonen behan-

delt werden, was die Empfindlichkeit des VSV gegenüber den Typ-I-Interferonen betont 

(Stojdl, Lichty et al. 2000). Allerdings gibt es auch einige Tumorzellarten, die einen funktionie-

renden Typ-I-Interferon-Signalweg besitzen (Moerdyk-Schauwecker, Shah et al. 2013) und 

dadurch eine Resistenz gegenüber dem VSV besitzen (Hastie und Grdzelishvili 2012). Die 

stärkste Limitation in der Nutzung des Wt-VSV ist überwiegend dessen starker Neurotropis-

mus, der zur Neurotoxizität führt (Hastie und Grdzelishvili 2012, Hastie, Cataldi et al. 2013). 

Bereits 1988 wurde in einem Fallbericht ein Junge vorgestellt, der an einer VSV-Enzephalitis 

litt (Quiroz, Moreno et al. 1988). 

 

2.2.4 Das VSV als onkolytisches Virus 

 

Aufgrund der oben genannten genetischen Flexibilität und der großen Tumorselektivität eig-

net sich das VSV als onkolytisches Virus. Erste Beobachtungen an Nacktmäusen im Jahr 2000 

zeigten, dass das VSV selektiv in humanen Melanom-Xenograft-Zellen repliziert und gesundes 

Gewebe nicht zerstört (Stojdl, Lichty et al. 2000). Das VSV fungiert aber nicht nur als direkt 



 
 

16 

tumorlytisches Virus, sondern auch als Mediator einer vielfältig immunvermittelten Antitu-

morantwort, wie in der zitierten Arbeit zusammengefasst (Melzer, Lopez-Martinez et al. 

2017).  

Es gibt unterschiedliche Mechanismen der Stimulation einer Antitumor-Immunantwort durch 

das VSV. Bei einem durch das VSV verursachten Zelltod werden Tumorantigene (Delaunay, 

Violland et al. 2018) und DAMPs (Danger associated molecular pattern) (Abdullahi, Jakel et al. 

2018) freigesetzt. Dendritische Zellen, die im Tumormilieu unreif und immunsuppressiv sind, 

können potentiell durch die VSV-vermittelte Entzündung heranreifen und zu den Lymphkno-

ten wandern, um dort Tumorantigene zu präsentieren (Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017). 

Auch die Induktion von spezifischen CD8+-T-Zellen mit einem Antitumoreffekt wurde beo-

bachtet (Diaz, Galivo et al. 2007). Zudem werden NK-Zellen (Altomonte, Wu et al. 2008) und 

Neutrophile Granulozyten (Wu, Huang et al. 2008) durch das VSV angelockt, die dann eben-

falls zur Abtötung eines Tumors beitragen können. Aller Wahrscheinlichkeit nach werden 

diese Zellen aber primär angelockt, um das VSV unschädlich zu machen und haben nur sekun-

där einen kollateralen, schädlichen Effekt auf Tumorzellen (Melzer, Lopez-Martinez et al. 

2017). Ein weiterer immunstimulatorischer Mechanismus ist die Freisetzung von Typ-I-Inter-

feronen durch dendritische Zellen, sobald diese das VSV erkennen (Barchet, Cella et al. 2002). 

Interessanterweise führen Typ-I-Interferone bei AML-Zellen zur Wiederexpression bzw. Hoch-

regulierung der Expression von HLA-Molekülen, was dazu führt, dass diese besser vom Im-

munsystem erkannt werden können (Brouwer, van der Heiden et al. 2002). 

 

Es gibt mittlerweile auch einige klinische Studien, bei denen das VSV als onkolytisches Virus 

eingesetzt wird. Dazu seien folgende Beispiele genannt: eine Studie zur Behandlung von the-

rapierefraktären soliden Tumoren mit dem VSV-IFN𝛽-NIS (NCT02923466), zwei Studien zur 

Behandlung von Endometriumkarzinomen mit dem VSV-IFN𝛽-NIS (NCT03120624, 

NCT03456908), zur Behandlung von refraktärer oder rezidivierter AML, multiplen Myelomen 

und T-Zell-Lymphomen mit dem VSV-IFN𝛽-NIS (NCT03017820), eine Studie zur Kombinations-

behandlung von refraktären Bronchialkarzinomen und hepatozellulären Karzinomen mit VSV-

IFN𝛽-NIS und Pembrolizumab (NCT03647163). 
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Im Weiteren wird nun auf die allgemeinen Charakteristika transgener T-Zellen eingegangen, 

da diese in dieser Arbeit als Transportvehikel für das VSV dienen sollen. Hierbei wird auch auf 

möglich Schwierigkeiten für eine adoptive T-Zell-Therapie eingegangen. 

 

2.3 Transgene T-Zellen 

2.3.1 Allgemeines zu transgenen T-Zellen 

 

Weitere innovative Tumortherapeutika stellen transgene T-Zellen, welche mit einem opti-

mierten TZR oder CAR zur Identifizierung von Tumorantigenen ausgestattet sind, für den 

adoptiven Zelltransfer dar. Zu diesen Therapeutika gibt es mittlerweile immer mehr klinische 

Studien (Mo, Du et al. 2017). Momentan wird der überwiegende Teil der Genmodifikationen 

in T-Zellen mit Hilfe viraler Transduktion bewerkstelligt (O'Reilly, Shipp et al. 2012). Der Vorteil 

genetisch modifizierter T-Zellen liegt darin, dass man sie relativ einfach in großer Zahl herstel-

len kann und dass sie eine Langzeit-Antitumorimmunantwort vermitteln (Houot, Schultz et al. 

2015). Ein großer Nachteil ist, dass es besonders bei soliden Tumoren sehr schwierig ist, die 

seltenen Zielantigene zu finden, die idealerweise explizit nur von Tumorzellen exprimiert wer-

den sollten (Zhang, Qin et al. 2016). Eine weitere große Herausforderung in der Anwendung 

von transgenen T-Zellen ist deren großes und starkes Nebenwirkungspotential, wie etwa die 

Neurotoxizität und das Cytokine-Release-Syndrom, deren klinisches Management kompliziert 

ist (Hay, Hanafi et al. 2017, Shimabukuro-Vornhagen, Godel et al. 2018). Diese und andere 

Nebenwirkungen entstehen unter anderem aufgrund der Kreuzreaktivität der transgenen T-

Zellen und der Erkennung von ähnlichen Antigenen in gesunden Geweben (Houot, Schultz et 

al. 2015, Kamta, Chaar et al. 2017, Mo, Du et al. 2017). Eine weitere Limitation in der Anwen-

dung transgener T-Zellen ist die On-Target-Off-Tumor-Reaktivität, was zur Zerstörung gesun-

der Zellen führt, die das gleiche Zielantigen wie die Tumorzellen tragen (Johnson, Morgan et 

al. 2009, Morgan, Yang et al. 2010, Lamers, Sleijfer et al. 2013). Das CRS wird durch die Akti-

vierung einer großen Anzahl transferierter T-Zellen und die Freisetzung diverser Zytokine bei 

den Patienten ausgelöst (Shimabukuro-Vornhagen, Godel et al. 2018). Die Freisetzung all die-

ser Zytokine, wie etwa IFN-𝛾, führt zu Fieber, Hypotonie, neurologischen Ausfällen und Organ-

versagen (Shimabukuro-Vornhagen, Godel et al. 2018). Die nächste Hürde in der T-Zell-Thera-

pie ist, dass Tumoren der Erkennung durch T-Zellen entgehen können, wenn sie ihre Antigen-

expression verändern, oder das Antigen komplett verschwindet (Chmielewski, Kopecky et al. 
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2011, Kaluza, Thompson et al. 2012, Orlando, Han et al. 2018). Weitere Limitationen der T-

Zell-Therapie , wie etwa das Vorkommen einer großen Tumorlast, die Anwesenheit von Tregs, 

MDSC, unreifen dendritischen Zellen und suppressiven Makrophagen, insbesondere bei der 

AML, sind bereits detailliert im vorhergehenden Text beschrieben. In Abbildung 3 ist die Prob-

lematik bei der Tumorbekämpfung durch adoptiv-transferierte T-Zellen illustriert (Melzer, 

Lopez-Martinez et al. 2017). Die Abbildung wurde so auch bereits in dem zu diesem Projekt 

gehörenden Review veröffentlicht. 

 
Abbildung 3: Limitationen adoptiver T-Zell-Therapie aus (Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017) 

Gezeigt werden in dieser Abbildung inhibitorische Effekte und Zellen, die die Funktion von 

transgenen T-Zellen einschränken. Zum einen scheinen große Tumoren als solche die T-Zell-

Funktion einzuschränken. Weitere inhibitorische Zellen, die die Funktion tumorreaktiver T-Zel-

len einschränken sind unreife mDC, mMDSC, Tregs und unreife pDC. (Melzer, Lopez-Martinez 

et al. 2017) 

 

Nach der allgemeinen Charakterisierung transgener T-Zellen wird nun noch kurz auf die Be-

sonderheiten  und Unterschiede von TZR- und CAR-T-Zellen eingegangen. 

 

2.3.2 TZR-T-Zellen 
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TZR-T-Zellen werden durch die Isolation von T-Zellen, welche im peripheren Blut von Krebs-

patienten zirkulieren, hergestellt (Houot, Schultz et al. 2015, Kamta, Chaar et al. 2017, Ping, 

Liu et al. 2018). Um einen tumorspezifischen TZR zu exprimieren, werden sie genetisch modi-

fiziert (Houot, Schultz et al. 2015, Kamta, Chaar et al. 2017). Da manche Tumorzellen die Ex-

pression von HLA-Molekülen herunterregulieren können (Kamta, Chaar et al. 2017), ist deren 

Erkennung durch TZR-T-Zellen, da die TZR-Signalkaskade nur in Abhängigkeit einer HLA-ver-

mittelten Antigenpräsentation funktioniert, mitunter eingeschränkt (Mo, Du et al. 2017). An-

dererseits erlaubt natürlich die HLA-Restriktion der TZR eine Erkennung von intrazellulären 

Antigenen, was den CAR-T-Zellen verwehrt ist (Houot, Schultz et al. 2015). Im Rahmen von 

präklinischen Studien konnte bereits erfolgreich gezeigt werden, dass TZR-T-Zellen mit dem 

Zielantigen der Myeloperoxidase (MPO5), sofern das Peptid auf dem HLA-B*07:02 präsentiert 

wird, Reaktivität gegen AML-Zellen  sowohl in vitro als auch in vivo zeigen können (Klar, 

Schober et al. 2014, Mall, Yusufi et al. 2016, Yusufi, Mall et al. 2017). TZR-T-Zellen werden 

bereits in klinischen Studien für verschiedene Tumorentitäten, wie etwa Melanome, an Pati-

enten untersucht (Ping, Liu et al. 2018).  

 

2.3.3 CAR-T-Zellen 

 

Eine Alternative zu TZR-T-Zellen stellen CAR-T-Zellen dar (Houot, Schultz et al. 2015, Kamta, 

Chaar et al. 2017, Mo, Du et al. 2017). CAR-T-Zellen zeigen bemerkenswerte Erfolge gegen 

CD19+-Tumorentitäten (Lymphome), wohingegen ihre Effekte gegen solide Tumoren noch be-

scheiden sind (Houot, Schultz et al. 2015). Ein Grund dafür, dass ihre Funktion bei soliden Tu-

moren abgeschwächt sein könnte, ist das immunsuppressive Tumormilieu (Li und Zhao 2017, 

Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017). Aufgrund ihrer Aktivität gegen das CD19-Antigen zeigen 

die CAR-T-Zellen gegen CD19+-Tumorentitäten auch eine intrinsische Aktivität gegen gesunde 

B-Zellen (Li und Zhao 2017). Allerdings ist B-Zell-Aplasie behandelbar (Li und Zhao 2017). CAR-

T-Zellen sind nicht auf eine HLA-vermittelte Antigenpräsentation angewiesen, da sie, ähnlich 

einem Antikörper, Strukturen auf der Zelloberfläche erkennen, was aber ihre Nutzbarkeit ge-

gen intrazelluläre Antigene einschränkt (Houot, Schultz et al. 2015, Li und Zhao 2017). 

Die Behandlung von Leukämien durch CAR-T-Zellen wird dadurch erschwert, dass viele Tu-

morzielantigene auch auf normalen myeloischen Zellen exprimiert werden (Hofmann, 

Schubert et al. 2019). Die Suche nach Zielantigenen ist also deutlich erschwert. Untersucht 



 
 

20 

werden hierbei CARs mit den Zielantigenen CD123 (Mardiros, Dos Santos et al. 2013), welches 

auf AML-Zellen verglichen mit gesunden myeloischen Zellen überexprimiert wird (Jordan, 

Upchurch et al. 2000), CD33 (Wang, Wang et al. 2015), das LeY-Antigen (Ritchie, Neeson et al. 

2013), D44v6 (Casucci, Nicolis di Robilant et al. 2013) und weitere Antigene (Isidori, Loscocco 

et al. 2018, Tasian 2018). Es gibt CAR-T-Zell-Studien zur Behandlung der AML unter anderem 

mit den Zielantigenen CD33, CD38, CD56, CD117, CD123, LeY, Muc-1, NKG2DL (Tasian 2018). 

Um Tumor-Immun-Escape-Mechanismen vorzubeugen, wurden auch CAR-T-Zellen mit einem 

Compound-CAR entwickelt, bei dem T-Zellen simultan CD33 und CD123 erkennen und somit 

Zellen, die eines oder beide Antigene tragen, abtöten (Petrov, Wada et al. 2018).  

Zur Beendigung der Therapie und als Sicherheitsmaßnahme gegen die off-Tumor-on-Target 

Effekte von CAR-T-Zellen können Antikörper, z.B. Alemtuzumab, verwendet werden (Tasian, 

Kenderian et al. 2017, Petrov, Wada et al. 2018). Für diese Antikörper wurde gezeigt, dass sie 

in murinen Organismen eine effiziente CAR-T-Zell-Eradizierung herbeiführen (Tasian, 

Kenderian et al. 2017, Petrov, Wada et al. 2018). Auch der Einbau von Suizid-Genen in die 

CARs als Sicherheitsmechanismus kann zur Therapiebeendigung führen (Casucci, Nicolis di 

Robilant et al. 2013). 

 

Im folgenden Absatz werden noch die potentiell synergistischen Effekte von einer Kombina-

tion aus transgenen T-Zellen und dem VSV beleuchtet. Hierbei zeigt sich nicht nur, dass das 

VSV von einem Zellvehikel profitieren könnte, sondern vielmehr auch, dass die transgenen T-

Zellen auch andersherum von dem VSV profitieren können, indem sie dessen immunstimula-

torische Eigenschaften und dessen direkte onkolytische Tumorverkleinerung ausnutzen kön-

nen. Eine Übersichtsarbeit hierzu wurde im Rahmen dieses Projektes publiziert (Melzer, 

Lopez-Martinez et al. 2017). Der Inhalt dieser Arbeit findet sich in abgewandelter Form im 

folgenden Absatz wieder. Die Überlegungen aus dieser Arbeit sind als Zitat gekennzeichnet.  

Für Ergebnisse aus publizierten Arbeiten wird die Originalquelle angegeben.  

 

2.3.4 Transgene T-Zellen und das VSV 

 

Das VSV kann Tumoren durch direkte Onkolyse verkleinern, sodass sich transferierte T-Zellen 

einer kleineren Tumorlast gegenübersehen (Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017). In Experi-

menten mit Lymphomen wurde gezeigt, dass große Tumoren die T-Zell-Funktion vermindern, 



 
 

21 

wohingegen dieselben Tumoren nach einer verkleinernden Vorbehandlung mit Cyclophos-

phamid sensibler gegenüber einer T-Zell-Therapie reagieren (Villadangos 2016). Die Rolle des 

Cyclophosphamids könnte in solch einem Fall das VSV übernehmen (Melzer, Lopez-Martinez 

et al. 2017). Auch MDSC können von immunsuppressiven Zellen durch das VSV in Zellen mit 

einem inflammtorischen, immunstimulierenden Phänotyp umgewandelt werden, was einer T-

Zell-Therapie zu Gute käme (Eisenstein, Coakley et al. 2013). Es wurde auch beschrieben, dass 

das rVSV-mIFN-𝛽 zu einer verminderten Anzahl von Tregs in NSCLC- Tumoren führen kann, 

was ebenfalls deren immunsuppressiven Charakter auf T-Zell-Therapien vermindern könnte 

(Patel, Jacobson et al. 2015, Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017). Auch die intratumorale In-

jektion von rVSV-ova in Melanome bei Mäusen führte zu einer verstärkten Aktivierung von 

transferierten OT-I-T-Zellen im Tumor (Wongthida, Diaz et al. 2011). Das VSV ohne Expression 

eines Tumorantigens konnte zur verstärkten Aktivierung von systemisch tranferierten T-Zellen 

mit Tumorspezifität führen (Diaz, Galivo et al. 2007). In derselben Studie zeigte sich auch, dass 

das VSV alleine zu einer CD8+-T-Zell-Antwort gegen ein Tumorantigen führt (Diaz, Galivo et al. 

2007). Zudem wurde bereits gezeigt, dass spezifische T-Zellen als Monotherapie nicht immer 

stark genug sind, um einen Tumor zu eradizieren und von der Simultanbehandlung des Tumors 

durch das VSV bezüglich ihrer Effektivität profitieren (Wongthida, Diaz et al. 2011). Eine wei-

tere Steigerung der Therapieeffektivität wurde erreicht, als zwei rekombinante VSV, die je-

weils ein anderes Tumorantigen exprimieren, in Kombination mit für die jeweiligen Antigene 

spezifischen T-Zellen behandelt wurden (Rommelfanger, Wongthida et al. 2012). Zu den ge-

nannten Studien gilt es, zu bedenken, dass es sich hier um Studien an Melanom-Modellen 

handelt, bei denen das künstliche ova-Tumorantigen (Ovalbumin), welches von Hühnern 

stammt und damit eine natürlicherweise hohe Immunogenität in Mäusen besitzt, zum Einsatz 

kommt (Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017). Eine starke Immunantwort gegen ein Antigen 

einer anderen Art ist daher wenig überraschend (Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017). Daher 

ist die direkt Übertragung der Gültigkeit der Ergebnisse und Prinzipien auf die Behandlung der 

AML kritisch zu bewerten. In anderen Studien wurde demonstriert, dass die Applikation des 

VSV bei Gehirntumoren zu einer verstärkten T-Zell-Infiltration in die Tumoren führt (Gao, 

Whitaker-Dowling et al. 2015). Die Kombination von VSV und T-Zellen hat aber nicht nur für 

die T-Zellen Vorteile der Art, dass diese eine stärkere Antitumorimmunantwort zeigen können 

oder schneller zum Tumor finden und diesen abtöten, sondern in vorgenannten Studien 

wurde auch gezeigt, dass das VSV von der Kombination mit T-Zellen profitieren kann (Melzer, 
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Lopez-Martinez et al. 2017). Ein Vorteil in dieser Hinsicht ist, dass man spezifische T-Zellen als 

Transportvehikel für das VSV benutzen kann, um das VSV vor dem Immunsystem und der im 

Körper stattfindenden Neutralisierung durch Antikörper, angeborenes Immunsystem und un-

spezifische Aufnahme und Sequestration zu schützen (Russell, Peng et al. 2012). So wurde 

gezeigt, dass an OT-I-T-Zellen gebundenes VSV an Tumorzellen weitergereicht werden kann 

und vor Neutralisation durch Antikörper geschützt wird (Qiao, Wang et al. 2008). Auch eine 

endogene Immunantwort gegen den in dieser Studie untersuchten Melanomtumor konnte 

verstärkt werden (Qiao, Wang et al. 2008). In weiteren Studien gibt es Hinweise darauf, dass 

die Kombination aus VSV und T-Zellen, seien sie spezifisch oder unspezifisch, einen Therapie-

vorteil gegenüber jeder der Monotherapien darstellt (Qiao, Kottke et al. 2008, VanSeggelen, 

Tantalo et al. 2015). Zum besseren Verständnis dient die folgende Abbildung (Abbildung 4), 

welche die potentiell synergistischen Effekte einer Kombination aus transgenen T-Zellen und 

VSV darstellt und so bereits in dem zu diesem Projekt gehörenden Review publiziert wurde  

(Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017). Trotz dieser beeindruckenden Schilderung der bereits 

bekannten synergistischen Effekte zur Behandlung von Tumoren muss zur Einordnung der Re-

levanz dieser Studien bedacht werden, dass sie in murinen Modellen durchgeführt wurden, 

dass teilweise Modelltumoren (Melanome mit ova-Expression) mit hoher Immunogenität ver-

wendet wurden und dass keine dieser Studien die Behandlung der AML beleuchtet.  
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Abbildung 4: Mögliche synergistische Effekte der Kombination aus Viro- und T-Zell-Therapie 

aus (Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017) 

Erläuterung der Ziffern, übernommen aus (Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017): 1. Das VSV 

führt zur direkten Lyse von Tumorzellen und verkleinert damit den Tumor. 2. Durch die Rekru-

tierung von Neutrophilen Granuolzyten kommt es zur Okklusion von Tumorgefäßen und damit 

einhergehend zur Nekrose der stromabwärts gelegenen Tumoranteile. 3. MDSC können durch 

das VSV von immunsuppressiven Zellen zu proinflammatorischen, immunstimulierenden Zellen 

heranreifen. 4. Unreife pDC werden durch das VSV zu reifen, Zytokin-sekretorischen Zellen, die 
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eine Antitumorimmunantwort unterstützen. 5. Durch die von den pDC freigesetzten Typ-I-In-

terferone können T-Zellen angelockt werden. 6. Die Typ-I-Interferone unterbinden weiterhin 

die vermehrte Anlockung und Extravasation von Tregs, die durch unreife mDC rekrutiert wer-

den. 7. Die nun reifen pDC unterstützen die weitere Ausreifung von mDC zu immunstimulieren-

den Zellen. 8.; 9.; 10. pDC und mDC können nun als reife Zellen zu den Lymphknoten wandern 

und eine Immunantwort gegen im Tumor aufgenommene Antigene primen. (Melzer, Lopez-

Martinez et al. 2017) 

 

Insgesamt betrachtet ergeben sich Indizien, dass sich das VSV und TZR-T-Zellen gegenseitig in 

ihrer Aktivität gegen einen Tumor unterstützen können. In dieser Dissertation wird überwie-

gend auf die Kombination von TZR-T-Zellen und dem VSV eingegangen, um zu untersuchen, 

ob die TZR-T-Zellen als spezifisches Zellvehikel dienen können und ob sich die beiden Mono-

therapien zur Behandlung eines Modell-AML-Systems ergänzen können.  
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3 Zielsetzung 

 

Das Ziel der Arbeit ist der Nachweis der Sinnhaftigkeit einer Kombinationstherapie aus huma-

nen TZR-T-Zellen und dem VSV zur Behandlung von Tumoren. Als exemplarische Neoplasie für 

die Überprüfung des angedachten Konzeptes dient hier die AML-Zelllinie „ML2“. 

Hierbei soll zuerst eine Analyse der Interaktion von verschiedenen T-Zell-Populationen mit 

dem VSV durchgeführt werden. Von besonderem Interesse ist dabei, ob und wie stark sich das 

VSV in bestimmten T-Zell-Subpopulationen vermehren kann und des Weiteren, ob die Ver-

mehrung des VSV einen signifikanten Einfluss auf die T-Zell-Vitalität und deren Funktion hat. 

Der nächste Schritt ist dann eine Detailanalyse der Interaktion des VSV mit der am besten 

erscheinenden T-Zell-Population. 

Weiterhin soll in dieser Arbeit in in-vitro-Experimenten darauf eingegangen werden, ob die 

AML-Zelllinie eine Sensitivität gegenüber dem VSV besitzt, und inwieweit eine Kombination 

aus TZR-T-Zellen und VSV zur Abtötung von Leukämiezellen führt. Ein besonderes Augenmerk 

liegt hierbei darauf, inwiefern sich die Kombination bei der Tumorzelleradizierung ergänzt.  

Nach Abschluss der in-vitro-Charakterisierung soll die Frage beantwortet werden, ob auch 

eine in-vivo-Tumorzellabtötung stattfindet. Da es sich um eine Studie mit humanisiertem Sys-

tem handelt, müssen immundepletierte NSG-Mäuse verwendet werden, die humane Zellen 

nicht abstoßen. Aufgrund dieser genetischen Immunsuppression muss erst eine Dosisfin-

dungsstudie für das VSV in den NSG-Mäusen durchgeführt werden. Das Ziel ist, eine sichere 

Dosis für das VSV zu finden, wenn dieses als nicht-zellgebundene Form bzw. in Kombination 

mit T-Zellen appliziert wird.  

Sobald eine MTD (Maximal tolerierte Dosis) gefunden ist, soll die Effektivität der Kombinati-

onstherapie aus TZR-T-Zellen und dem VSV mit der Effektivität der einzelnen Monotherapien 

verglichen werden. Besonders interessante Punkte werden sein, wie sich die virale Anreiche-

rung im Tumorgewebe abspielt und mit welcher Geschwindigkeit die Tumoren abgetötet wer-

den. Auch soll untersucht werden, ob sich die Kombination aus TZR-T-Zellen und dem VSV in 

vivo ergänzt und somit zu einer schnellen Tumorabtötung führt oder ob sich die beiden The-

rapieansätze nicht ergänzen. Als abschließender Punkt ist eine Überlebensstudie zur Langzeit-

Effektivität der unterschiedlichen Therapieformen anvisiert.  
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4 Material und Methoden 

4.1  Material 

4.1.1 Chemikalien 

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien 

Chemikalie (Katalogname und 

ggf. deutsche Übersetzung) 

Hersteller, Hauptsitz, Land 

1,4 Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

1% wässrige Eosinlösung Apotheke, Klinikum Rechts der Isar, München, 

Deutschland 

10% Tween 20 Lösung Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

100bp DNA ladder NEB, Ipswich, MA, USA 

1kb DNA ladder NEB, Ipswich, MA, USA 

50x TAE, Tris/Acetic Acid/EDTA Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

7-Aminoactinomycine (7-AAD) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Agarose Biozym GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Albumin aus bovinem Serum, mi-

nimum 98% 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Alkopharm 80 Brüggemann, Heilbronn, Deutschland 

Ammoniumchlorid Fluka/ Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Biocoll Trennlösung Biochrom /Merck, Berlin, Deutschland 

Calciumchlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Complete Protease Inhibitor Mix Roche, Basel, Schweiz 

D-MEM ATCC, Manassas, VA, USA 

D-PBS Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

DEPC-H2O Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Di-Methyl-Sulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Di-Natriumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

EDTA Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Ethanol (vergällt) Apotheke, Klinikum Rechts der Isar, München, 

Deutschland 

Ethanol Rotipuran® >99,8% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Formaldehyd Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Fötales bovines Serum (FBS) Biochrom /Merck, Berlin, Deutschland 

G-MEM Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Hämalaunlösung sauer nach Ma-

yer für die Mikroskopie 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

HBSS Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

HEPES Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

HEPES Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Immersol ™ 518 F Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Isofluran (Forene 100% (v/v)) Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA 

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Kristall-Violett Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Fluka/ Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Mononatriumsulfat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natrium-bi-carbonat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Natrium-Hyroxid-Lösung 2N 

(2mol/l) 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumcarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Nucleic Acid sample buffer, 5x Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

PBS-Puffer AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
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4.1.2 Verbrauchsmaterialen 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien und Gegenstände 
 

Gegenstand (Artikelbezeichnung und ggf. 

deutsche Übersetzung) 

Hersteller, Hauptsitz, Land 

1.4ml Non coded Tubes, U-bottom  Micronic, Lelystad, Niederlande 

10µl Graduated, Filter Tip Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland 

200µl Graduated Filter Tip, Refill Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland 

peqGOLD Universal Agarose Peqlab/ VWR Life Science Competence Center, Erlan-

gen, Deutschland 

peqGREEN DNA/RNA Dye  Peqlab/ VWR Life Science Competence Center, Erlan-

gen, Deutschland 

Pertex® Medite, Burgdorf, Deutschland 

Propanol Apotheke, Klinikum Rechts der Isar, München, Ger-

many 

Red Blood Cell Lysis Solution 10x 

(Erythrozyten-Lyse-Puffer 10x) 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

RNaseOUT Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Roti-Mount FluorCare Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Roti®-Histol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Salzsäure 5% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Schwefelsäure 2N (1mol/l) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

SDS Solution 10% (w/v) Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Sucrose Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

TransIT Transfection Reagent Mirus, Madison, WI, USA 

Triton X 100 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblau Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblau Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Xylol (Isomere) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Zitronensäure-Monohydrat Merck, Darmstadt, Deutschland 
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20µl Ultra Point Grad. Filter Tip, Refill Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland 

CELLSTAR ® Röhrchen 15ml Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

CELLSTAR® Röhrchen 50ml Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

Combitips advanced 5ml  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Corning® Cell Strainer 40µm (Zellsieb mit 

40µm Maschengröße) 

Corning, Corning, NY, USA  

CryoPure tube (1.6ml) (Gefäß zum Einfrieren 

von Zellen) 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Falcon® 2ml aspirating pipet (Ab-

saugpipette) 

Corning, Corning, NY, USA  

Falcon® 2ml serological pipet Corning, Corning, NY, USA  

Filter tips (10µl, 200µl, 1000µl) (Pipetten-

spitzen mit Filter) 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Freezing Container Nunc, Roskilde, Dänemark 

Immunoplates Nunc, Roskilde, Dänemark 

Injekt® 10ml B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Injekt® 40 Solo B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Injekt®-Spritze 20ml B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Latexhandschue Sempermed, Wien, Österreich 

MACS LS Cell Separation Columns (Zellauf-

teilungssäule) 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-

land 

Membran-Adapter Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Microtome Blade S35 Feather Safety Razor, Osaka, Japan 

Nitril-Handschuhe KCL GmbH, Eichenzell, Deutschland 

Non-treated 24-well plates (nicht für Zellkul-

tur behandelte 24-Well-Platten) 

BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA 

Omnifix® 3ml B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Omnifix®-F 1ml B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA 

Petri Dishes (Petrischale) BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA 

Pipette 10ml Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
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Pipette 25ml Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

Pipette 50ml Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

Pipette 5ml Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

Polysine® Slides (Objektträger mit Polylysin) Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Pre-Separation Filter (30µm) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-

land 

Reaction tubes (0.5ml) (Reagiergefäß für 

PCR) 

Peqlab/ VWR Life Science Competence Cen-

ter, Erlangen, Deutschland 

Reagiergefäß 1,5ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

RPT Tips 10/20µl XL, Grad., Rack (Pipetten-

spitzen) 

Starlab GmbH, Hamburg, G Deutschland 

SafeSeal Reagiergefäß 1,5ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

SafeSeal Reagiergefäß 2ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Safety-Multifly® 21G Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Sigma® 75cm2 Cell Culture Flask, canted 

neck (Zellkulturflasche) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Sigma® Cell Culture Dish 150mm*25mm 

(Zellkulturschale) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Sigma® cell culture plate, 12 wells (Zellkul-

turplatte) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Sigma® cell culture plate, 6 wells Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Sigma® cell culture plate, size 96 wells, flat 

bottom 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Sigma® cell culture plate, size 96 wells, 

round bottom 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Sterican® Needles (20, 27, 30G) (Nadeln) B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Superfrost® Slides (Objekträger) Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Thermo Scientific™ Clear Flat-Bottom Im-

muno Nonsterile 96-Well Plates (nicht-ste-

rile 96-Well-Platte für immunologische Un-

tersuchungen) 

Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 
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TPP® Spritzenfilter 0,22µm TPP Techno Plastic Products AG, Trasadin-

gen, Schweiz 

TPP® Spritzenfilter 0,45µm TPP Techno Plastic Products AG, Trasadin-

gen, Schweiz 

TPP® Zellkulturflasche 25 TPP Techno Plastic Products AG, Trasadin-

gen, Schweiz 

TPP® Zellkulturtestplatte 12 TPP Techno Plastic Products AG, Trasadin-

gen, Schweiz 

TPP® Zellkulturtestplatte 24 TPP Techno Plastic Products AG, Trasadin-

gen, Schweiz 

TPP® Zellkulturtestplatte 48 TPP Techno Plastic Products AG, Trasadin-

gen, Schweiz 

TPP® Zellkulturtestplatte 6 TPP Techno Plastic Products AG, Trasadin-

gen, Schweiz 

TPP® Zellkulturtestplatte 96, Flat Bottom TPP Techno Plastic Products AG, Trasadin-

gen, Schweiz 

TPP® Zellkulturtestplatte 96, U Bottom TPP Techno Plastic Products AG, Trasadin-

gen, Schweiz 

VWR Pipet Tips 1000µl VWR International, Radon, PA, USA 

VWR Pipet Tips 200µl  VWR International, Radnor, PA, USA 

VWR Reagent Reservoirs VWR International, Radnor, PA, USA 

 

4.1.3 Kits 

Tabelle 4: Kits 

Kit (Katalogname und ggf. deutsche 

Übersetzung) 

Hersteller, Hauptsitz, Land 

CD4+ T Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD8 MicroBeads, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

CD8+ T Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

Dual-Luciferase® Reporter Assay 

System (Zweifachluciferasetest) 

Promega, Madison, WI, USA 
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KAPA Probe Fast Universal Master-

mix 

Peqlab/ VWR Life Science Competence Center, Erlan-

gen, Deutschland 

KOD Hot Start Polymerase Kit Merck, Darmstadt, Deutschland 

MagniSort™ Human CD8 Memory T 

Cell Enrichment Kit 

Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

OptEIA™  Human IFN-y ELISA Kit BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

OptEIA™ TMB Substrate Reagent Set BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

QIAamp Viral RNA Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

 
4.1.4 Durchflusszytometrie-Antikörper 

Tabelle 5: Antikörper für die Durchflusszytometrie 

Antigen Fluorochrom Klon Hersteller, Hauptsitz, Land 

CD3 PE-CF594 SP34-2 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

CD3 APC-Cy7 SK7 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

CD3 PE-Vio615 ™ REA613 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

CD4 V450 RPA-T4 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

CD45 V450 HI30 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

CD45RO PE-Vio770 ™ UCHL1 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

CD62L PE 145/15 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

CD8 FITC RPA-T8 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

CD8 PE RPA-T8 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

CD8 PerCp-Vio700 ™ BW 135/80 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

CD8 APC RPA-T8 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

CD8 VioGreen BW 135/80 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 
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4.1.5 Lebend-Tot-Färbungen  

Tabelle 6: Lebend-Tot-Färbungen für die Durchflusszytometrie 

Färbung Hersteller, Hauptsitz, Land 

7AAD Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

eBioscience™ PI Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Viobility™ Dye 405/520 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

 
4.1.6 Immunfluoreszenz-Antikörper 

Tabelle 7: Antikörper für die Immunfluoreszenz 
 

Antigen Fluorochrom Klon Hersteller, Hauptsitz, Land 

Fluoroshield Mounting 

Medium with DAPI 

DAPI  Abcam, Cambridge, UK 

VSV-G Cy3 #VSV11-Cy Alpha Diagnostic International,  

San Antonio, TX, USA 

 
4.1.7 Geräte 

Tabelle 8: Verwendete Geräte 

Gerät (Name und ggf. deutsche Überset-

zung) 

Hersteller, Hauptsitz, Land 

Autostainer (automatisches Färbegerät) Dako/ Agilent, Santa Clara, CA, USA  

AxioCam ICm1 (Kamera fürs Mikroskop) Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

AxioCam MRc5 (Kamera fürs Mikroskop) Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

AxioCam MRm (Kamera fürs Mikroskop) Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Analytical Balance 440-35N (Waage) Denver Instrument, Bohemia, NY, USA 

Analytical Balance SI-64 Denver Instrument, Bohemia, NY, USA 

BD FACSAria III (Durchflusszytometer) BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA 

Biometra Professional Thermocycler (PCR-

Gerät) 

Analytik Jena, Jena, Deutschland 

Centrifuge 5415D  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
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Centrifuge 5702R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Corning® Stripettor™ Ultra Pipet Controller Corning, Corning, NY, USA  

Gefrierschrank -20°C  Siemens, München, Deutschland 

Gefrierschrank -80°C, Hera freeze Heraeus, Hanau, Deutschland 

Gallios Flow Cytometer Beckmann Coulter, Brea, CA, USA 

Eismaschine Ziegra, Isernhagen, Deutschland 

Inkubator BBD6220 Heraeus, Hanau, Deutschland 

Inkubator Hera Cell 240 Heraeus, Hanau, Deutschland 

Laminar Flow (Sterilbank) BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnen-

bühl, Deutschland 

Laminar Flow Hera Safe (Sterilbank) Kendro/ Thermo Fisher Scientific,  Carlsbad, 

CA, USA 

Leica ASP300S dehyration machine  Leica, Wetzlar, Deutschland 

Leica AT2 Scanner  Leica, Wetzlar, Deutschland 

Leica EG1150C, cooling plate  Leica, Wetzlar, Deutschland 

Leica EG1150H, paraffin embedding ma-

chine 

Leica, Wetzlar, Deutschland 

MACS MultiStand Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-

land 

MACSmix™ Tube Rotator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-

land 

Magnetic stirrer (Magnetischer Rührfisch) Heidolph Instruments, Schwabach, Deutsch-

land 

Magnetic stirrer/ hot plate IKA RCT basic 

(Magnetische Rürhplatte) 

IKA, Staufen, Deutschland 

Megafuge 1.0R (Zentrifuge) DJB Labcare Ltd, Newport Pagnell, UK 

Microm HM 355S Rotary Microtome Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA  

Micropipettes Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Microplate Reader Spark™  TECAN, Männedorf, Schweizer 

Microplate Reader Sunrise™  TECAN, Männedorf, Schweiz 
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Microscope Axio Imager.M2, HBO 100  Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Microscope Laxieret 40 CFL, HBO 100  Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Microscope Pötsch  Exakt Optech, San Prospero, Italien 

Mikrowelle Siemens, München, Deutschland 

MidiMACS™ Separator  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-

land 

Molecular Imager® Gel Doc™ XR+  Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Multichannel Pipette 300 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Multipipette plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Neubauer-Zählkammer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Orbital Shaker DUOMAX 1030 Heidolph Instruments, Schwabach, Deutsch-

land 

PCR Cycler peqSTAR  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

pH-Meter WTW, Weilheim, Deutschland 

Pipetboy  INTEGRA Biosciences, Zizers, Schweiz 

Power Bac™ Power Supply (Elektrophore-

segerät) 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Quartz Spectrophotometer Cell Micro, 

16.50-Q-10/8,5mm 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Rotor für Ultrazentrifugation, 70Ti Beckmann Coulter, Brea, CA, USA 

SmartSpec™ Plus Spectorphotometer Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

SONY SH800 Cell Sorter  Sony Biotechnology, San Jose, CA, USA 

TGradient Theromcycler (PCR-Gerät) Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland 

Thermomixer Compact Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Ultracentrifuge Optima XL-100k  Beckman Coulter, Brea, CA, USA 

Vortexer Bender&Hob, Zürich, Schweiz 

Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland 

Wide Mini-Sub Cell GT Cell Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Axiovert 40C Microscope Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
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4.1.8 Software  

Tabelle 9: Verwendete Software 

Software Entwickler, Hauptsitz, Land 

Adobe Photoshop CS5 Adobe Systems Inc., San José, CA, USA 

Adobe Illustrator CS5 Adobe Systems Inc., San José, CA, USA 

AxioVision SE64 Rel. 4.9 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Endnote X7.7.1 Thomson Reuters, Toronto, Canada  

FlowJo X 10.0.7r2 FLOWJO, LLC, Ashland, OR, USA 

Image Lab 4.1 Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Magellan™  Tecan, Männedorf, Schweiz 

Microsoft Office 2011 Microsoft, Redmont, WA, USA 

Microsoft Office 2016 Microsoft, Redmont, WA, USA 

Prism 5 for Mac OS X, Version 5.0f Grappa Software, La Jolla, CA, USA 

Prism 7 for Mac OS X, Version 7.0c GraphPad Software, La Jolla, CA, USA 

SparkControl™  Tecan, Männedorf, Schweiz 

ZEN Core Carl Zeiss, Oberkochen Deutschland 

 
4.1.9 RT-PCR 

Tabelle 10: Reverse-Transkriptase PCR 

100 mM DTT  Agilent, Santa Clara, CA, USA 

10X AffinityScript RT buffer  Agilent, Santa Clara, CA, USA 

AffinityScript Multi-Temp RT  Agilent, Santa Clara, CA, USA 

dNTP Mix (10 mM) Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA  
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4.1.10 Primer-Sequenzen 

Tabelle 11: Primer 

Primer Sequenz  

A3-Fwd-Viral-envelope tgg ccc aga ata att tac cac tcc 

ccc  

Zur Verfügung gestellt von 

Univ.-Prof. Dr. Angela 

Krackhardt aus der 3. Medi-

zinischen Klinik des Klini-

kums rechts der Isar der 

TUM 

A3-Rev-Viral-envelope act tcgt tga ggt ctg tct gga tag 

cg  

 
4.1.11 DNA-Vektoren 

Tabelle 12: DNA-Vektoren 
 

Vektorbezeichnung Enthaltene Gene 

pMP71 Plasmid mit dem LTR des MPSV und PRE des Waldmurmeltier-He-

patitis-Virus (Engels, Cam et al. 2003) für den Transfer der TZR-

DNA, wie zuvor beschrieben (Mall, Yusufi et al. 2016, Yusufi, Mall 

et al. 2017) und zur Verfügung gestellt von Univ.-Prof. Dr. Angela 

Krackhardt aus der 3. Medizinischen Klinik des Klinikums rechts der 

Isar der TUM 

 
4.1.12 Zellkulturmedien und –zusätze 

Tabelle 13: Zellkulturmedien und -zusätze 

Medium/Zusatz (Katalogname und ggf. 

deutsche Übersetzung) 

Hersteller, Hauptsitz, Land 

Antibiotic/Antimycotic Solution (100x) PAA Laboratories/ Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA  

D-PBS ohne Ca2+ und Mg2+ Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carls-

bad, CA, USA 

DMEM Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carls-

bad, CA, USA 
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Sodium-Pyruvate (Natrium-Pyruvat) Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carls-

bad, CA, USA 

DPBS mit Ca2+ und Mg2+ PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 

DPBS ohne Ca2+ und Mg2+ PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carls-

bad, CA, USA 

FBS Superior Biochrom /Merck, Berlin, Deutschland 

FCS Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carls-

bad, CA, USA 

Gibco® OptiPRO™ SFM  Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Glasgow's MEM (GMEM) Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA 

Human Serum (von männlichen Spendern 

der Blutgruppe AB) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

HyClone™ 100 mM Sodium Pyruvate Solu-

tion (100mM Natrium-Pyruvat-Lösung) 

GE Healthcare, Little Chalfont, UK  

L-Glutamin Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carls-

bad, CA, USA 

MEM Non-essential Amino Acids Solution 

100x (nicht essentielle Aminosäure-Lösung) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Penicillin-Streptomycin 100x PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Penicillin/Streptomycin 100x Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carls-

bad, CA, USA 

Protamine Sulfate (Protaminsulfat) MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA 

RetroNectin Takara, Kusatsu, Japan 

RPMI 1640 Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carls-

bad, CA, USA 

RPMI 1640 w/L-Glutamine Biowest, Nuaillé, Frankreich 

Trypsin 0.05 %/EDTA 0.02 % in PBS ohne Ca 

und Mg 

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Tryptose Phosphate Broth Solution Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, Carls-

bad, CA, USA 
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4.1.13 Zytokine 

Tabelle 14: Zytokine 

Zytokin Hersteller, Hauptsitz, Land 

hIL-2 Peprotech, Hamburg, Deutschland 

hIL-7, premium grade Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

hIL-15, premium grade Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 

hIFN-𝛾 PromoKine, Heidelberg, Deutschland 

 

4.1.14 Kulturmedien 

Tabelle 15: Zusammensetzung der Kulturmedien 

Medium Zusammensetzung 

BHK21-Zellen G-MEM BHK21 mit 10% hitzeinaktiviertem FBS, 100 

IU/ml Penicillin/Streptomycin, 2% Tryptose Phosphate 

Broth Lösung 

Humane T-Zellen RPMI 1640, mit 5% hitzeinaktiviertem FBS, 5% hitzeinak-

tiviertem HS (humanes Serum), 100IU/ml Penicil-

lin/Streptomycin, 1mM Natrium-Pyruvat, 10mM nicht 

essentielle Aminosäuren, 2mM L-Glutamin 

Jurkat76-Zellen RPMI 1640 mit 10% hitzeinaktiviertem FBS, 10mM nicht 

essentielle Aminosäuren und 100IU/ml Penicillin/Strep-

tomycin, 2mM L-Glutamine, 1mM Natrium-Pyruvat, 

Medium zur Kryokonservierung 

von Zellen 

Hitzeinaktiviertes FCS mit 10% DMSO (v/v) 

ML2-Leukämiezellen RPMI 1640 mit 10% hitzeinaktiviertem FBS, 10mM nicht 

essentielle Aminosäuren und 100IU/ml Penicillin/Strep-

tomycin, 2mM L-Glutamine 

RD114-Zellen DMEM mit 10% hitzeinaktiviertem FBS, 10mM nicht es-

sentielle Aminosäuren, 100IU/ml Penicillin/Streptomy-

cin, 2mM L-Glutamin, 1mM Natrium-Pyruvat 

 

 



 
 

40 

4.1.15 Puffer und Lösungen 

Tabelle 16: Zusammensetzung der Puffer 

Bezeichnung Inhaltsstoffe 

ELISA Coating-Puffer 100mM NaHCO3 und 30mM Na2CO3 in ddH2O, mit NaOH auf 

pH=9,5 titriert 

ELISA Test-Puffer PBS mit 10% hitzeinaktiviertem FBS (v/v) 

ELISA Wasch-Puffer PBS mit 0.05% Tween20 (v/v) 

Erythrozyten-Lyse-Puffer 10x Puffer von Miltenyi in ddH2O verdünnt 

FACS Fixierungs-Puffer PBS mit 1% hitzeinaktiviertem FBS (v/v) und 2mM EDTA, 1% PFA 

(v/v) 

FACS Puffer PBS mit 1% hitzeinaktiviertem FBS (v/v) und 2mM EDTA 

FACS Sorting-Puffer PBS mit 3% hitzeinaktiviertem FBS (v/v), 100IU/ml P/S, 2.5 mM 

EDTA 

HI-FCS Hitzeinaktiviertes FCS, 20 min bei 58°C 

HI-HS Hitzeinaktiviertes HS, 20 min bei 58°C 

Kristallviolett-Lösung für 

Plaque-Assays 

0,5% Kristallviolett, 0,8% NaCl, 5% Formaldehyd, 50% Ethanol 
in ddH2O 

MACS Isolierungs-Puffer PBS mit 0.5% BSA (w/v) und 2mM EDTA, 

PBS-T-Lösung PBS mit 0,1% Tween20 (v/v) 

PFA-Lösung PBS mit 4% PFA, pH-Adjustierung auf pH=7,4 mit NaOH und 
HCl 

Retronectin-Lösung PBS mit 12µg/ml RetroNectin (w/v) 

 

4.1.16 Zelllinien 

Tabelle 17: Verwendete Zelllinien und primäre Zellen 

Name Verwendung Transgen Herkunft 

293Vec-

RD114TM 

(RD114) 

Produktionszellli-

nie für die Retro-

viren zur T-Zell-

Transduktion 

„gag, pol, env“ BioVec Pharma, Québec, 

Kanada, freundliche Leih-

gabe von Univ.-Prof. Dr. 

Angela Krackhardt aus der 

3. Medizinischen Klinik des 
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Klinikums rechts der Isar 

der TUM 

BHK-21 Virusproduktion, 

Titerbestimmun-

gen 

 ATCC 

CD4+-T-Zellen Primäre humane 

T-Zellen, Experi-

mente 

 Menschliche Spender 

CD8+-T-Zellen Primäre humane 

T-Zellen, Experi-

mente 

 Menschliche Spender 

Humane CD8+ 

zentrale Ge-

dächtnis-T-Zel-

len (CD8+-Tcm) 

Primäre humane 

T-Zellen, Experi-

mente 

 Menschliche Spender 

Jurkat76-Zellen Humane T-Zell-

Leukämie-Zellli-

nie 

 überlassen von Univ.-Prof. 

Dr. Angela Krackhardt aus 

der 3. Medizinischen Klinik 

des Klinikums rechts der 

Isar der TUM 

ML2-Zellen 

(ML2, ML2B7, 

ML2B15, 

ML2B7-Fluc, 

ML2B15-Fluc) 

Humane akute 

Leukämie-Zellli-

nie, Experimente 

HLA-B*07:02, HLA-

B15:01, HLA-B*07:02-

eGFP, HLA-B15:01-

eGFP, HLA-B*07:02-

eGFP-Fluc, HLA-

B15:01-eGFP-Fluc 

überlassen von Univ.-Prof. 

Dr. Angela Krackhardt aus 

der 3. Medizinischen Klinik 

des Klinikums rechts der 

Isar der TUM 

PBMCs/ Pan T-

Zellen 

Primäre humane 

T-Zellen, Experi-

mente 

 Menschliche Spender 
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4.1.17 Mauslinie 

Tabelle 18: Verwendete Mauslinie 

NOD. Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ (NSG) The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, 

USA, freundlicherweise bereitgestellt von 

Univ.-Prof. Dr. Angela Krackhardt aus der 3. 

Medizinischen Klinik des Klinikums rechts 

der Isar der TUM 

 

4.1.18 Anzahl verwendeter Mäuse in jedem Experiment 

Tabelle 19: Auflistung der Anzahl verwendeter Mäuse in der MTD-Studie, modifiziert nach 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Vgl. Abbildung 35-40 

Behandlung Anzahl der 

verwendeten 

Mäuse für 

die MTD 

Anzahl der 

untersuchten 

Gehirne 

Anzahl der 

untersuchten 

Lebern 

Anzahl der 

untersuchten 

Milzen 

Anzahl der 

untersuchten 

Lungen 

104 PFU 

rVSV-GFP 

6 5 5 5 5 

3,3*104 PFU 

rVSV-GFP 

6 6 6 6 6 

107 CD8+-

Tcm, MOI 

0,01 

3 3 3 3 3 

107 CD8+-

Tcm, MOI 

0,1 

3 3 3 3 3 

107 CD8+-

Tcm, MOI 1 

6 5 5 5 5 

 

Tabelle 20: Auflistung der Anzahl der verwendeten Tumoren zur Analyse der T-Zell-Infiltration 

im ML2B7-Tumor, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Vgl. Abbildung 41 
Zeitpunkt TZR-T-

Zellen 

Kontroll-

T-Zellen 

TZR-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV PBS 

24h 3 2 4 3 5 3 

72h 5 5 3 5 4 4 

120h 5 3 5 5 5 3 

 

Tabelle 21: Auflistung der Anzahl der verwendeten Tumoren zur Analyse der T-Zell-Infiltration 

im ML2B15-Tumor 

Vgl. Abbildung 42 
Zeitpunkt TZR-T-

Zellen 

Kontroll-

T-Zellen 

TZR-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV PBS 

24h 3 3 6 5 3 2 

72h 6 5 3 4 4 4 

120h 5 3 5 5 5 3 

 

Tabelle 22: Auflistung der Anzahl der verwendeten Tumoren zur Analyse der viralen Replika-

tion im ML2B7-Tumor, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Vgl. Abbildung 45 
Zeitpunkt TZR-T-Zel-

len + MOI 

0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV 

24h 6 6 5 

72h 6 6 4 

120h 5 5 5 

 

Tabelle 23: Auflistung der Anzahl der verwendeten Tumoren zur Analyse der viralen Replika-

tion im ML2B15-Tumor 

Vgl. Abbildung 46 
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Zeitpunkt TZR-T-Zel-

len + MOI 

0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV 

24h 6 6 5 

72h 5 5 4 

120h 5 5 5 

 

Tabelle 24: Auflistung der Anzahl der verwendeten Tumoren zur Analyse GFP+-Zellen im 

ML2B7-Tumor, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Vgl. Abbildung 47 
Zeitpunkt TZR-T-

Zellen 

Kontroll-

T-Zellen 

TZR-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV PBS 

24h 3 2 4 3 5 3 

72h 5 5 3 5 4 4 

120h 5 3 5 5 5 3 

 

Tabelle 25: Auflistung der Anzahl der verwendeten Tumoren zur Analyse GFP+-Zellen im 

ML2B15-Tumor 

Vgl. Abbildung 48 
Zeitpunkt TZR-T-

Zellen 

Kontroll-

T-Zellen 

TZR-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV PBS 

24h 3 3 6 5 3 2 

72h 6 5 3 4 4 4 

120h 5 3 5 5 5 3 

 

Tabelle 26: Auflistung der Anzahl der verwendeten Tumoren zur Analyse der Nekrose im 

ML2B7-Tumor, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Vgl. Abbildung 50 
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Zeitpunkt TZR-T-

Zellen 

Kontroll-

T-Zellen 

TZR-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV PBS 

24h 3 3 6 6 5 3 

72h 6 5 6 6 4 3 

120h 5 3 5 5 5 3 

 

Tabelle 27: Auflistung der Anzahl der verwendeten Tumoren zur Analyse der Nekrose im 

ML2B15-Tumor 

Vgl. Abbildung 51 
Zeitpunkt TZR-T-

Zellen 

Kontroll-

T-Zellen 

TZR-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV PBS 

24h 3 3 6 6 4 2 

72h 4 4 3 5 4 4 

120h 5 3 5 5 4 3 

 

Tabelle 28: Anzahl aller Mäuse für die Untersuchung des Tumorwachstums bis Tag 10 nach 

Therapiebeginn, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Vgl. Abbildung 54 
Zeitpunkt nach 

Therapiebeginn 

TZR-T-

Zellen 

Kontroll-

T-Zellen 

TZR-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV PBS 

d+10 6 5 5 4 6 5 

 

Tabelle 29: Anzahl der in die Überlebensstudie eingeschlossenen Mäuse, modifiziert nach 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Vgl. Abbildung 55 
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TZR-T-

Zellen 

Kontroll-

T-Zellen 

TZR-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

Kontroll-T-

Zellen + 

MOI 0,1 

VSV PBS 

Einschluss in Über-

lebensstudie 

6 5 6 6 5 5 
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4.2 Methoden 

4.2.1 Isolation von humanen T-Zell-Populationen 

 
Zur Isolation von primären, humanen T-Zellen wurde gesunden Probanden Blut abgenommen. 

Nachdem die gesunden Probanden, der Erklärung von Helsinki und den Bestimmungen des 

örtlichen Ethikausschusses (Antrag von Univ.-Prof. Dr. Angela Krackhardt, 3. Medizinische Kli-

nik) folgend, ihr schriftliches Einverständnis zur Blutentnahme für Forschungszwecke gegeben 

hatten (Mall, Yusufi et al. 2016, Yusufi, Mall et al. 2017), wurde ihnen 300ml Blut durch Punk-

tion einer Vene entnommen. Das Blut wurde bei der Entnahme durch Komplexierung des da-

rin enthaltenen Calciums mit EDTA an der Gerinnung gehindert. Die finale Konzentration des 

EDTA lag bei 1,6mg/ml Blut in den Spritzen. Zur weiteren Verarbeitung wurde das entnom-

mene Vollblut im Verhältnis 1:1 mit dem Kulturmedium RPMI1640, welches L-Glutamin ent-

hält, gemischt. Anschließend wurden 15ml Biocoll in ein Zentrifugationsröhrchen gegeben 

und 35ml Blut-RPMI-1640-Gemisch vorsichtig darüber pipettiert, ohne dass es zu einer Durch-

mischung der beiden Flüssigkeiten kam. Der nächste Schritt bestand aus einer 20-minütigen 

Zentrifugation mit einer Zentrifugengeschwindigkeit von 900g bei Raumtemperatur, wobei 

die Bremse der Zentrifuge ausgeschaltet war, sodass es am Ende dieses Vorgangs zu einem 

langsamen Stillstand und nicht zu einem abrupten Stehenbleiben der Zentrifuge kam. Dadurch 

wurde die Verwirbelung der nun aufgetrennten Blutbestandteile verhindert. Die nun angerei-

cherten PBMC wurden aus der Phase zwischen Serum und Biocoll entnommen (s. Abbildung 

5). Die so gewonnen PBMC wurden noch zweimal in RPMI1640 gelöst und für 5 min bei 500g 

zentrifugiert, um etwaige Rückstände von Biocoll zu entfernen. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Abbildung 5: Gewinnung von PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation 

Gezeigt wird links im Bild das Blut-RPMI1640-Gemisch, welches vorsichtig auf die Schicht aus 

Biocoll pipettiert worden war. Rechts im Bild wird gezeigt, wie sich das Blut nach der Dichte-

gradientenzentrifugation aufteilt. 

 

Die Zellzahlen wurden mithilfe von Trypanblau in der Neubauer-Zählkammer unter dem Mik-

roskop bestimmt. CD4+- und CD8+-T-Zellen wurden aus den PBMC mithilfe des CD4+- und 

CD8+-T-Zell Isolations-Kit von Miltenyi gemäß den Herstellerangaben angereichert. Zusam-

mengefasst wurden die gewonnen PBMC mit einer an Biotin gekoppelten Antikörper-Lösung 

inkubiert, die Antigene der PBMC, welche nicht auf CD4+- bzw. CD8+-T-Zellen (je nach ge-

wünschter Zellpopulation) exprimiert werden, binden. In einem zweiten Schritt wurden nach 

einem Waschvorgang magnetische Beads an die Biotinanteile der Antikörper gebunden. Nach 

einem weiteren Waschvorgang wurde die Lösung der nun markierten PBMC durch eine Säule 

in einem magnetischen Feld aufgetrennt. Die gewünschte Zielpopulation (CD4+- bzw. CD8+-T-

Zellen) war im Durchfluss enthalten. Alle anderen Zellen blieben in der Säule im Magnetfeld 

haften. Die CD8+ zentrale Gedächtnis-T-Zellen (CD8+-Tcm) wurden isoliert, indem CD8+-T-Zel-

len mit Microbeads für das CD8-Antigen markiert wurden und dann beim Durchlaufen mag-

netischer Felder im Magnetfeld zurückgehalten wurden. Diese Auftrennung erfolgte mit der 

MACS-Technologie von Miltenyi gemäß den Herstellerangaben. Alternativ wurden CD8+-Ge-

dächtnis-T-Zellen mithilfe des MagniSort™ Human CD8 Memory T cell Enrichment Kit gemäß 

den Anweisungen des Herstellers angereichert. In beiden Fällen wurden die so gewonnenen 

Zellen anschließend mit FACS-Antikörpern für die Antigene CD62L und CD45RO angefärbt und 

die CD8+-Tcm anschließend durchflusszytometrisch weiter aufkonzentriert. Eine exemplari-

sches Bild der Sorting-Strategie ist in Abbildung 6 dargestellt. Tote Zellen wurden von der 

FACS-Sorting-Aufreinigung mittels Propidiumiodid und anhand ihrer Eigenschaften im FSC und 

SSC ausgeschlossen. Die CD8+-Tcm wurden gemäß ihrer Expression von CD62L und CD45RO 

(Rudiger, Geissinger et al. 2006, Kallies 2008) als zweifach positive Population aus dem Zellge-

misch sortiert, sodass es sich am Ende um eine CD8+CD62L+CD45RO+ T-Zell-Population han-

delte. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Abbildung 6: Exemplarische Darstellung der FACS-Sorting-Strategie 

Sortingstrategie zur Aufreinigung von CD8+-Tcm. Links wird das Lymphozyten-Gate gezeigt, 

welches auf die mithilfe der MACS-Technologie angereicherten T-Zellen angewendet wurde. 

Hier gezeigt sind ca. 90% Lymphozyten. Nach Ausschluss toter Zellen ergab sich dann für die 

Lymphozyten die rechts dargestellte Aufschlüsselung der T-Zell-Populationen. Die CD8+-Tcm 

wurden als CD62L+ und CD45RO+ Population isoliert. Im Plot sind sie mit einem Rechteck mar-

kiert. 

 

4.2.2 Aktivierung und Kultur von T-Zellen 

 

Pan T-Zellen wurde nicht gesondert isoliert, sondern sie wurden aus PBMC gewonnen, indem 

diese unter nachfolgenden Bedingungen kultiviert wurden, die eine Anreicherung von T-Zellen 

herbeiführen. Die angereicherten T-Zellen jeder isolierten Population wurden gezählt und in 

einer Konzentration von 106 Zellen/ml aktiviert. Dazu wurde das T-Zell-Medium (s. Tabelle 15) 

mit CD3CD28 Dynabeads und 30 U/ml IL-2 substituiert. Es wurden 25µl Dynabeads pro 106 T-

Zellen verwendet. Vor der Vermischung mit den T-Zellen wurden die Beads in ein Magnetfeld 

platziert und nachdem zu den 25µl 1 ml PBS dazugegeben worden war, von der Lösung durch 

vorsichtiges Abpipettieren gereinigt. Hierbei lagerten die Beads sich in der Nähe des Magne-

ten an die Wand des Reagiergefäßes. Nach Entfernen der ursprünglichen Lösung wurden sie 

in T-Zell-Medium resuspendiert und zu den T-Zellen dazu gegeben, sodass letztlich eine Kon-

zentration von 106 T-Zellen/ml Medium vorlag. Die Aktivierung der T-Zellen wurde abhängig 

von deren Proliferation für zwei bis drei Tage durchgeführt. Danach wurden die T-Zellen in T-

Zell-Kultivierungsmedium gegeben, welches je 5 U/ml IL-7 und IL-15 enthielt. Alle zwei bis vier 

Tage wurde das Medium ersetzt. Dazu wurden die T-Zellen zentrifugiert und das alte Medium 



 
 

50 

verworfen. Das Zellpellet wurde dann in neuem Medium resuspendiert.  (Melzer, Zeitlinger et 

al. 2019) 

 

 

4.2.3 Kultur von Zelllinien 

 

BHK21-Zellen wurden kultiviert wie mehrfach vorbeschrieben (Altomonte, Wu et al. 2009, 

Munoz-Alvarez, Altomonte et al. 2015). Die BHK21-Zellen wurden in vollständigem GMEM-

Medium (s. Tabelle 15) kultiviert. Die Zellen wurden zweimal wöchentlich in neue Zellkultur-

flaschen überführt. Dazu wurde das alte Medium abgesaugt, anschließend wurden die Zellen 

mit PBS gewaschen. Nach eine 15-minütigen Inkubation mit Trypsin/EDTA bei 37°C wurde ein 

Teil der abgelösten Zellen in eine neue Zellkulturflasche überführt und mit neuem Medium 

bedeckt.  

ML2-Leukämie-Zellen (AML) wurden in supplementiertem RPMI1640 (s. Tabelle 15)  kultiviert. 

Diese Suspensionszellen wurden zweimal wöchentlich zentrifugiert und das alte Medium ver-

worfen. Neues Medium wurde dann zur Weiterkultivierung hinzugefügt. Die Konzentration 

der Zellen belief sich hierbei im Medium auf 3*105-2*106 Zellen/ml. 

RD114-Zellen konnten als semi-adhärente Zellen von der Kulturflasche losgeklopft werden. 

Ein Teil der Zellen in eine neue Flasche überführt werden. Danach wurden sie mit ausreichend 

neuem Medium (s. Tabelle 15)  überdeckt. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Jurkat76-Zellen wurden in Jurkat76-Zell-Medium (s. Tabelle 15) kultiviert. Als Suspensionszel-

len wurden sie zweimal wöchentlich zentrifugiert, vom alten Medium befreit und mit neuem 

Medium versorgt. Die Konzentration der Zellen belief sich hierbei im Medium auf 3*105-2*106 

Zellen/ml. 

Eine Kontamination der Zelllinien durch Mykoplasmen wurde von Seiten des Labors regelmä-

ßig durch eine Standard-PCR zum Nachweis von Mykoplasmen ausgeschlossen. 

  

4.2.4 Trypanblau-Untersuchung 

 

Die Zellen wurden in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Mikroskop mithilfe von 0,4% 

Trypanblau-Lösung untersucht. Die Lösung wurde durch Auflösen von Trypanblau in ddH2O 

hergestellt. Die Zellen wurden dann mit Trypanblau-Lösung in einem bestimmten Verhältnis 
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gemischt. Anschließend wurden Sie unter dem Mikroskop gezählt. Zellen, die Trypanblau auf-

genommen hatten, wurden als tot gewertet und nur lebende Zellen, welche als helle Ausspa-

rung in der sonst blau gefärbten Zählkammer imponierten, wurden als solche gezählt. Die fol-

gende Formel gibt die Berechnungsweise der Zellkonzentration der jeweiligen Probe: 

 
!"##$%&'"&()*(+%&

,#
=#	#"/"&0")	!"##"&	+&	*##"&	1	23*0)*&("&	0")	!ä5#$*,,")

1
∗ 101 ∗

𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟	 

 

4.2.5 Testungen der Zellvitalität 

 

Die Vitalität der CD8+-Tcm nach einer Infektion durch das VSV wurde durch eine Trypan-Blau-

Testung festgestellt. Die CD8+-Tcm wurden mit den angegebenen Mengen des VSV infiziert 

und zu den entsprechenden Zeitpunkten gezählt. Jedes Experiment wurde in Tripletts durch-

geführt. Die Werte sind die Mittelwerte der jeweiligen Tripletts. Die Zellvitalität wird als Pro-

zentsatz der Zellvitalität zum Zeitpunkt null wiedergegeben. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Die Vitalität der Pan-, CD4+- und CD8+-T-Zellen wurde in einer durchflusszytometrischen Un-

tersuchung bestimmt. Analog den CD8+-Tcm wurden diese Populationen infiziert und dann 

fürs FACS gefärbt. Die Lebend-Tot-Färbung wurde mit 7-AAD durchgeführt. Der Prozentsatz 7-

AAD+-Zellen entspricht hier dem Anteil toter Zellen. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Die Vitalität der Leukämiezellen wurde durch Verwendung der Luciferase-exprimierenden 

ML2B7-Fluc- und ML2B15-Fluc-Zellen getestet. Die Zellen wurden mit dem VSV oder mit trans-

duzierten T-Zellen behandelt und zum angegeben Zeitpunkt wurde der Kulturüberstand durch 

Zentrifugation entfernt. Bereits tote Zellen wurden durch diese Zentrifugation und einen wei-

teren Waschvorgang durch erneutes Resuspendieren und Zentrifugieren ebenfalls entfernt. 

Die von ihnen freigesetzte Luciferase war somit entfernt worden, sodass sich bei der späteren 

Messung kein falsch positiver Effekt auf die Vitalität der ML2-Zellen ergab. Die noch lebenden 

Zellen wurden dann mit einem Passiven-Lyse-Puffer aus dem Dual-Luciferase-Reporter-Assay 

Kit aufgelöst, sodass ihre Luciferase sich frei in Lösung befand. Im Lysat wurde dann die Luci-

feraseaktivität gemessen und dann in Relation zu einer Standard-Kurve gesetzt. Die Standard-

Kurve wurde mit mehreren Proben bekannter Zellzahl erstellt. Eine beispielhafte Standard-

kurve findet sich unten. Dabei ist die RLU gegen die Zellzahl aufgetragen. Es ergibt sich ein 

linearer Zusammenhang, mit dessen Hilfe die Anzahl der Zellen in der untersuchten Probe 
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ermittelt werden konnte. Die Vitalität der ML2-Zellen wird in Bezug zur Vitalität der unbehan-

delten Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt angegeben. Für jedes Experiment wurden die Er-

gebnisse von Tripletts genutzt. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 
Abbildung 7: Exemplarische Standardkurve der Vitalitätsuntersuchung der ML2-Zellen durch 

Messung der Luciferase-Aktivität 

Gezeigt wird hier eine beispielhafte Standardkurve von ML2B7-Fluc-Zellen. Die Proben bekann-

ter Zellzahl wurden hierfür lysiert und ihre RLU gemessen. Die Zellzahl ist auf der X-Achse auf-

getragen. Auf der Y-Achse findet man die gemessenen RLU-Werte. Durch Verbinden der ein-

zelnen Werte ergibt sich eine Gerade, deren Gleichung ebenfalls im Graphen dargestellt ist. 

 

4.2.6 Verwendete rekombinante Vesikuläre Stomatitis Viren 

 

Das rVSV-GFP (Ebert, Shinozaki et al. 2003) und das rVSV-sr39tk (Munoz-Alvarez, Altomonte 

et al. 2015) wurden wie zuvor beschrieben aus existierenden Beständen hergestellt und ver-

mehrt. Beide Viren wurden in BHK21-Zellen vermehrt. Für die Virusproduktion wurden 

BHK21-Zellen in 15cm großen Zellkulturschalen ausgesät. Zeigten die Schalen eine rund 85%-

Konfluenz der Zellen, wurde das BHK21 Medium entfernt und durch OptiPROTM SFM Medium 
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ohne FBS ersetzt. Anschließend wurde das jeweilige Virus in einer MOI von 0,0001 dazugege-

ben und nach ungefähr 48h, als die Zellen sich, abgetötet vom jeweiligen Virus, von der Schale 

komplett lösten, wurde der Überstand entnommen und bei 500g 5min lang zentrifugiert. Das 

Zellpellet wurde verworfen und der Überstand für die weitere Virusaufreinigung verwendet. 

Diese erfolgte entweder sofort oder der Überstand wurde bei -80°C gelagert und zu einem 

späteren Zeitpunkt weiterverarbeitet. Zur weiteren Aufreinigung wurde das Virus bei 

25.000rpm für 1h bei 4°C in einer BeckmanmCoulter-Ultrazentrifuge ultrazentrifugiert. Jetzt 

wurde der Überstand verworfen und das Pellet für einige Minuten in 1ml PBS aufgelöst. Aus 

mehreren Zentrifugenröhrchen wurde das Virus zusammengeführt und vorsichtig über einen 

Sucrose-Gradienten pipettiert. Die Sucrose-Lösung wurde durch das Vermischen und Lösen 

von einer bestimmten Menge Sucrose in ddH2O erreicht. Der Gradient bestand zuunterst aus 

7ml 60% (w/v) Sucrose-Lösung, gefolgt von 6ml 30% (w/v) Sucrose-Lösung und 3ml 10% (w/v) 

Sucrose-Lösung. Nach einer weiteren einstündigen Ultrazentrifugation des beschriebenen 

Dichtegradienten bei 4°C bei 25.000rpm war das Virus zwischen der 30% und 60% Sucrose-

Lösung zu finden. Aus dieser Bande wurde es mit einer Nadel und einer Spritze entnommen. 

Das aufgereinigte Virus wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert.  

 

4.2.7 Virusquantifizierung 

 

Zur Bestimmung des Titers von Virusbeständen wurden Plaque-Assays durchgeführt. Dazu 

wurden BHK21-Zellen in 6-Well-Platten ausgesät und bei ca. 85% Konfluenz verwendet. Das 

Medium wurde entfernt und die Zellen mit PBS mit Ca2+/Mg2+ gewaschen. Es wurden Zehn-

fach-Verdünnungen des Virusbestandes in PBS mit Ca2+/Mg2+ mit jeweils 4ml finalem Volumen 

einer Verdünnungsstufe angefertigt. Von jeder Zehnfach-Verdünnung wurde jeweils ein 1ml 

in insgesamt 3 Wells einer 6-Well-Platte gegeben. Die Verdünnungsstufen wurden üblicher-

weise bis zu einer Verdünnung von 1:1011 durchgeführt. Die Zellen wurden für insgesamt eine 

Stunde bei Raumtemperatur infiziert. Danach wurde der Überstand abgesaugt, die Zellen drei-

mal mit PBS mit Ca2+/Mg2+ gewaschen und anschließend mit einer 1:1 Mischung aus Kultur-

medium und 1,8% Agarose überdeckt. Insgesamt wurde so ein 0,9% Agarose-in-Medium-Ge-

misch erreicht. Bei Raumtemperatur wurde auf das Erstarren der noch flüssigen Mischung 

gewartet, bevor die Zellen für 48h bei 37°C inkubiert wurden. In dieser Zeit konnte sich das 

Virus nur lokal in infizierten Zellen vermehren und diese lysieren, da eine Ausbreitung in der 
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ganzen Kulturschale durch die über den Zellen liegende, erstarrte Agarose verhindert wurde. 

Dadurch entstanden wie ausgestanzt wirkende, runde Defekte im sonst dichten Zellrasen. 

Nach der 48-stündigen Inkubation wurde die Agarose entfernt und die Zellen wurden mit Kris-

tallviolett für 15min eingefärbt und gleichzeitig fixiert. Nach Entfernung von überschüssigen 

Kristallviolett und einem Waschvorgang mit Leitungswasser konnten die Defekte im Zellrasen 

gezählt werden. In der höchsten Verdünnungsstufe, in der noch Defekte im Zellrasen gezählt 

werden konnten, wurde die Virustiterbestimmung durchgeführt. Der Durchschnitt der Anzahl 

aller Defekte im Zellrasen in den drei Wells der höchsten Verdünnungsstufe wurde ermittelt 

und mit dem Kehrwert dieser Verdünnung multipliziert. Hierbei ergab sich der Titer mit der 

Einheit PFU/ml (Plaque forming units/ Milliliter). 

Die viralen Titer aus Experimenten wurden mithilfe der TCID50-Methode bestimmt. Bei Zell-

kulturversuchen wurden wieder Verdünnungsstufen von 1:10 gebildet. Anschließend wurde 

die jeweilige Verdünnung in Quadrupels auf die in 96-Well-Platten wachsenden BHK-21-Zellen 

pipettiert. Nach 48h-72h wurde mithilfe eines Mikroskops festgelegt, in welchen Wells ein CPE 

zu erkennen war. Der CPE äußerte sich hier dadurch, dass infizierte Zellen sich abrundeten 

und die Adhärenz zum Plattenboden verloren. Der Titer wurde dann angepasst an die 

Reed&Muench-Endpunkt-Methode kalkuliert (Reed und Muench 1938). Die Titer werden als 

TCID50/ml angegeben. Für die Untersuchung des Virustiters in murinen Geweben wurden 

diese nach Entnahme bei -80°C gelagert. Zum Zeitpunkt der Untersuchung wurden die Ge-

webe gewogen und anschließend mithilfe eines Mörsers in eine Suspension in PBS mit 

Ca2+/Mg2+ überführt. Die Konzentration der Gewebe in der Lösung lag hier bei 100mg/ml. Die 

Titer wurden dann aus dieser Lösung analog dem eben beschriebenen Protokoll bestimmt und 

werden dann als TCID50/mg Gewebe angegeben. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Zur Beschreibung des Verhältnisses von Viren zu Zellen wird für die Experimente jeweils eine 

MOI angegeben. Diese MOI hat immer die Einheit PFU/Zelle und gibt somit die Anzahl der 

PFU, die für eine Infektion verwendet wurden, pro Zelle an. 

 

4.2.8 Virusinfektion 

 

Um Suspensionszellen mit dem VSV zu infizieren, wurden diese gezählt, 5min bei 500g zentri-

fugiert und anschließend in PBS mit Ca2+/Mg2+ bis zu einer Konzentration von 4*106 Zellen/ml 

resuspendiert. Die jeweils im Experiment benannte Menge an Viren wurde dazugegeben und 
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insgesamt eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die infizierten Zellen 

dreimal mit PBS mit Ca2+/Mg2+ gewaschen, um noch freie, nicht zellgebundene Viren zu ent-

fernen. Der Waschvorgang erfolgte durch drei fünfminütige Zentrifugationen bei jeweils 500g 

und anschließender Resuspendierung. Danach wurden die Zellen für die jeweiligen Experi-

mente benutzt. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

4.2.9 Retrovirale genetische Modifikation von Zellen 

 

Die CD8+-Tcm wurden mittels retroviraler Transduktion dahingehend verändert, dass sie den 

optimierten, vorbeschrieben TZR 2.5D6 (Klar, Schober et al. 2014), welcher an ein iRFP gekop-

pelt war, exprimierten oder als Kontroll-T-Zellen auch nur ein iRFP ohne TZR exprimierten. Die 

Transduktion wurde analog vorbeschriebener Arbeiten durchgeführt (Klar, Schober et al. 

2014, Mall, Yusufi et al. 2016, Yusufi, Mall et al. 2017). 

Dazu wurden die Retroviren in der Produktionszelllinie RD114, welche bereits die retroviralen 

Gene für „gag, pol und env“ genomisch enthalten und damit alle wesentlichen Teile zur Pro-

duktion des Retrovirus bereitstellen, hergestellt. Daher mussten diese Zellen nur mit dem 

Plasmid für das zu exprimierende Zielgen transfiziert werden. Dazu wurden die Zellen in 6-

Well-Platten ausgesät und gewartet bis ihre Konfluenz zum Zeitpunkt der Transfektion etwa 

60% betrug. Kurz vor der Transfektion wurde das verbrauchte Medium durch neues ersetzt, 

allerdings ohne die semiadhärenten Zellen dabei von der Kulturschale abzulösen. Für die 

Transfektion wurde in einem ersten Schritt ein Gemisch aus 200µl DMEM ohne ergänzende 

Zusätze und 1µl Transit gebildet. Dieses Gemisch wurde für 20min bei Raumtemperatur inku-

biert. Für die eigentliche Transfektion wurde 1µg des Plasmids „pMP71“, welches das entspre-

chende Gen für die spätere Transduktion enthielt, nämlich den TZR 2.5D6-iRFP oder nur das 

iRFP, zu dem Gemisch dazugegeben. Nach einer vorsichtigen Mischung dieser drei Substanzen 

wurde unter den gleichen Konditionen für weitere 30min inkubiert. Nach dieser Inkubation 

wurde das Transfektionsgemisch vorsichtig zu den RD114-Zellen zugegeben. Diese wurden 

anschließend für jeweils 48h und 72h bei 37°C kultiviert. Nach dieser Inkubationszeit wurde 

der Überstand vorsichtig abgenommen und durch einen Filter mit 0,45µm großen Poren ge-

filtert, um verbliebene Zellreste zu entfernen. In der gefilterten Lösung befand sich das Retro-

virus.  
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Zur Transduktion der CD8+-Tcm wurden 24-Well-Platten, welche explizit nicht für die Verwen-

dung in der Zellkultur vorbehandelt worden waren, verwendet. Diese wurden am Tag vor der 

eigentlichen Transduktion mit einer PBS-Lösung, welche 12,5µg/ml Retronectin enthielt, be-

deckt und über Nacht im Kühlschrank bei 4°C inkubiert. Am Tag der Transduktion wurde die 

Lösung abgenommen, durch 500µl 2%ige BSA-in-PBS-Lösung ersetzt und die Platten wurden 

abermals für 30min bei 37°C zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen inkubiert. Danach 

wurde auch diese Lösung abgenommen und die Platten wurden zweimal mit einer HBSS-Lö-

sung gewaschen.  

Die CD8+-Tcm wurden am Tag vor der Transfektion der RD114-Zellen analog dem weiter oben 

beschriebenen Protokoll aktiviert. Am Tag der Transduktion wurde das zur Aktivierung benö-

tigte Medium entfernt und durch ein Transduktionsmedium ersetzt. Dieses bestand aus T-Zell-

Medium, welches 200U/ml IL-2, 20µl einer 1M HEPES-Lösung und 8µl einer 1mg/ml Protamin-

sulfat-Lösung enthielt. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 106/ml in diesem Trans-

duktionsmedium resuspendiert und jeweils 1ml dieser Suspension in ein Well einer 24-Well-

Platte pipettiert. Anschließend wurde 1ml der oben erwähnten Retrovirus enthaltenden Lö-

sung dazugegeben. Dieses Gemisch wurde dann bei 32°C für 90min bei 820g in einer Zentri-

fuge ohne Bremse zentrifugiert. Danach wurden die Zellen für 24h bei 37°C in den Inkubator 

gestellt. Am nächsten Tag wurden die Zellen von der Platte abgenommen, zentrifugiert, das 

alte Medium verworfen, in Transduktionsmedium wieder gelöst und im Verhältnis 1:2 aufge-

teilt. Die gleiche Prozedur der Transduktion wurde dann wiederholt. (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 

ML2-Leukämie-Zellen wurden analog diesem Protokoll mit dem HLA-B*07:02 oder HLA-

B*15:01, jeweils an ein eGFP gekoppelt oder jeweils an ein eGFP und eine Firefly-Luciferase 

gekoppelt, wie bereits vorbeschrieben transduziert (Mall, Yusufi et al. 2016, Yusufi, Mall et al. 

2017). Die so transduzierten ML2-Zellen wurden freundlicherweise von Univ.-Prof. Dr. med. 

Angela Krackhardt und ihrer Arbeitsgruppe aus der 3. medizinischen Klinik des Klinikums 

Rechts der Isar zur Verfügung gestellt.  

 

4.2.10 Überführung der transduzierten Zellen auf Sicherheitsstufe S1 

 

Da die Zellen für die meisten Versuche nur auf der Sicherheitsstufe S1 verwendet werden 

durften, musste der Nachweis erbracht werden, dass sich nach einer bestimmten Zeit, ca. 10 
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Tage nach der Transduktion, kein Retrovirus mehr im Überstand befand. Dies geschah mithilfe 

einer PCR zum Nachweis der RNA für das „env“-Gen aus dem Überstand der transduzierten T-

Zellen. Ein Kulturüberstand vom Zeitpunkt nach der Transfektion diente als Positiv-Kontrolle. 

Transduzierte ML2-Zellen wurden bereits von Univ.-Prof. Dr. med. Angela Krackhardt und ih-

rer Arbeitsgruppe aus der 3. medizinischen Klinik des Klinikums Rechts der Isar auf die Sicher-

heitsstufe S1 überführt. 

Die retrovirale RNA wurde aus dem Zellkulturüberstand mithilfe des QiAmp Viral RNA Mini 

Kits von Qiagen gemäß den Herstellerangaben isoliert.  

Anschließend wurde cDNA aus der RNA synthetisiert. Dazu wurde die AffinityScript Multiple 

Temperature Reverse Transkriptase verwendet. 

9µl isolierter RNA-Lösung wurden mit 2µl A3-Rev-Viral-envelope Primer (10pM) und 1µl 

dNTPs (10mM) gemischt. Eine Inkubation für 5min bei 65°C und danach für 10min bei Raum-

temperatur folgten. Sowohl 4µl Affinity Script Puffer als auch 2µl 100mM DTT wurden dazu-

gegeben. Eine weitere Inkubation fand für 2min bei 42°C statt. Anschließend wurden 1µl Affi-

nityScript Reverse Transkriptase und 1µl dNTPs (10mM) hinzugefügt. Die Reverse Transkrip-

tion wurde dann für 1h bei 47,5°C durchgeführt und für 1min bei 70°C. Die so entstandenen 

cDNA-Proben wurden nun bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert.  

Zum Nachweis der viralen Gene wurde nun eine PCR mit nachfolgenden Reagenzien und Zyk-

len durchgeführt. 

Tabelle 30: Auflistung des Pipettieransatzes für die RT-PCR 

Volumen Reagenz 

1,5µl A3-Rev-Viral-envelope Primer (10pM) 

1,5µl A3-Fwd-Viral-envelope Primer (10pM) 

5µl dNTPs (2mM) 

5µl 10x KOD Puffer 

3µl MgSO4 (25mM) 

2µl cDNA 

1µl KOD Polymerase 

31µl DEPC-H2O 

 

Die PCR wurde in einem Biometra Thermocycler mit folgenden Schritten durchgeführt. 
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Tabelle 31: Zeitliche Abfolge der PCR-Schritte 

Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen 

2 min 94°C 1x 

30sec 94°C 

38x 30sec 56°C 

1 min 72°C 

10 min 72°C 1x 

∞ 16°C  

 

Die PCR Produkte wurden mit sechsfach DNA Loading Dye gemischt und in die Vorrichtungen 

eines 1% w/v Agarose in TAE-Gels pipettiert. Es wurde eine Spannung von 120V für 30min 

angelegt. Anschließend wurden die Gele im Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ mit zugehöriger 

Software fotografiert. Positivkontrolle war eine Probe von dem Zeitpunkt kurz nach der Trans-

fektion. Negativ-Kontrolle war DEPC-H2O. Ein Beispiel für das Überführen der Zellen von Si-

cherheitsstufe S2 zu S1 ist in der folgenden Abbildung gegeben. 

 
Abbildung 8: Exemplarische Darstellung einer Gelelektrophorese eines erfolgreichen Downgra-

dings transduzierter T-Zellen 
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Gezeigt wird das Bild eines Agarose-Gels nach Anlegen der Spannung von 120V für 30min. Von 

oben nach unten ergeben sich dabei folgende Banden: 1kb DNA-Standard, Negativkontrolle 

aus DEPC-H2O, der Überstand mit dem iRFP transduzierter CD8+-Tcm, Überstand mit dem TZR 

2.5D6-iRFP transduzierter CD8+-Tcm, Positivkontrolle aus retroviraler RNA, 100bp DNA-Stan-

dard. 

 

4.2.11 Durchflusszytometrie/FACS 

 

Im Folgenden werden für die unterschiedlichen Anwendungsgebiete der Durchflusszytomet-

rie die Protokolle angegeben. 

In-vitro-Experimente: 

Für in-vitro-Experimente wurden in der Regel 105-2*106 Zellen für die FACS-Färbung pro Probe 

verwendet. Das Kulturmedium der Zellen wurde in einem Zentrifugationsschritt entfernt. Die 

Zellen wurden dann in FACS Puffer einmal gewaschen, bevor eine FcR-Blockade mithilfe von 

humanem Serum durchgeführt wurde. Dabei wurden die FcR durch die im humanen Serum 

vorhandenen Antikörper blockiert, sodass die FcR bei der eigentlichen Färbung die Fluores-

zenz-Antikörper nicht unspezifisch binden konnten. Dieser Schritt wurde für 15min auf Eis 

durchgeführt. Anschließend wurden die Zellen wieder durch Zentrifugation für 5min bei 500g 

gewaschen und dann in 100µl FACS Puffer resuspendiert. Eine geeignete Menge Antikörper 

(in der Regel 1,5µl-5µl) und 7-AAD, Viobility™ Dye 405/520 oder alternativ PI (Menge gemäß 

Herstellerangaben) zur Lebend-Tot-Diskrimination wurden hinzugefügt. Die Zellsuspension 

wurde durch Pipettieren gemischt. Eine Inkubation von 30min auf Eis erfolgte im Dunklen. 

Dann wurden die Zellen durch Zentrifugation und Resuspendierung dreimal gewaschen. An-

schließend wurden sie mit einer 4% PFA-Lösung für 10min auf Eis im Dunklen fixiert und dann 

nochmals gewaschen. Jetzt wurden sie für die Analyse im FACS-Gallios-Gerät verwendet. Zel-

len wurden nur fixiert, wenn sie zuvor in die Sicherheitskategorie S2 eingestuft worden waren. 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Sorting/ Isolation von CD8+-Tcm: 

Zellen, die für die durchflusszytometrische Anreicherung vorgesehen waren, wurden direkt 

nach der MACS-Anreicherung mit den Antikörpern für CD62L, CD45RO und 7-AAD wie gerade 

beschrieben gefärbt. Nach der Färbung wurden sie in Sorting-Puffer gegeben. Dieser enthielt 
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3% FBS, 1% P/S und 2,5mM EDTA. Das Sorting wurde an einem FACS-Aria-Gerät oder einem 

Sony-SH800-Sorter durchgeführt. 

In-vivo-Experimente: 

Nachdem die Mäuse euthanasiert worden waren, wurden ihnen die Milz, Lunge und Tumoren 

entnommen. Die Organe wurden dann in Kulturschalen mit FACS-Puffer überdeckt und auf Eis 

bis zur weiteren Verwendung gelagert. Vor der Färbung wurden sie durch einen 40µm Nylon 

Strainer mithilfe eines Spritzenkolbens durchgepresst. Dabei entstand eine Suspension aus 

Einzelzellen. Diese wurden zentrifugiert und einmal gewaschen. Danach wurden sie in einem 

Lysepuffer für Erythrozyten (Miltenyi, gemäß Herstellerangaben) für 10min inkubiert und wie-

der gewaschen. Anschließend wurde die FcR-Blockade durchgeführt. Hierbei wurde wieder 

humanes Serum verwendet. Zur Blockade der Maus-FcR wurde ein kommerzielles FcR-Rea-

genz von Miltenyi gemäß den Anweisungen des Herstellers verwendet. Die weitere Färbung 

erfolgte analog der oben beschriebenen für die in-vitro-Versuche (Antikörpermengen wieder 

analog den Herstellerangaben für die geeignete Zellmenge).  (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

4.2.12 Immunfluoreszenz 

 

Der Prozentsatz infizierter CD8+-Tcm direkt nach der Infektion mit dem VSV wurde mithilfe 

von Immunfluoreszenz-Färbungen errechnet. Die CD8+-Tcm wurden wie oben beschrieben 

mit dem VSV infiziert. Direkt nach der Infektion wurden sie auf Objektträger, welche mit PLL 

beschichtet waren, getropft und gewartet, bis die Flüssigkeit der Zellsuspension verdunstet 

war. Dann wurden sie für 10min bei RT mit einer 4% PFA-Lösung fixiert. Nach dreimaligem 

Waschen in PBS wurden die Zellen mit einer PBS-Lösung, welche 0,25% Triton-X (v/v) enthielt, 

für 5min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach einem weiteren Waschvorgang wurden 

unspezifische Bindungsstellen mithilfe einer 1% BSA in PBS-T-Lösung (w/v) für 30min bei RT 

blockiert. Danach wurden die Zellen mit dem VSV-G-Cy3-Antikörper in vorgeschlagener Kon-

zentration in einer Lösung aus PBS-T gefärbt. Die Färbung wurde über Nacht bei 4°C durchge-

führt. Die Zellen wurden nach der Färbung wieder dreimalig gewaschen und anschließend mit 

dem Fluoroshield Mounting Medium mit DAPI bedeckt, welches gleichzeitig die Gegenfärbung 

der Zellkerne mit DAPI erlaubte. Nach dem Abdecken des Objektträgers mit einem Deckglas 

wurden sie im Dunklen gelagert. Mikroskopiert und fotografiert wurde dann mit einem Axio 
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Imager.M2 Mikroskop und einer AxioCam MRc5 Kamera. Die Bilder wurden in Adobe Photos-

hop importiert und dort weiterverarbeitet. Die Zellen, die ein Signal für die Färbung mit dem 

VSV-G-Cy3-Antikörper aufwiesen, wurden ins Verhältnis zu allen angefärbten Zellen gesetzt. 

Mikroskopiert wurden die Zellen bei insgesamt 400facher Vergrößerung. Pro Probe wurden 

drei Gesichtsfelder dieser Vergrößerung untersucht.  

 

4.2.13 ELISA 

 

Ein IFN-g-ELISA wurde gemäß den Herstellerangaben mit dem BD OptEIA™ Human IFN-g ELISA 

Kit durchgeführt. Kurz zusammengefasst: Die Immunoplates wurden über Nacht bei 4°C mit 

100µl Capture-Antikörper-Lösung beschichtet. Am nächsten Morgen wurde die Lösung abge-

nommen und die Platten wurden dreimal mit dem ELISA Wasch-Puffer gewaschen. Anschlie-

ßend wurden die Platten mit 200µl ELISA Test-Puffer für eine Stunde bei RT geblockt. Nach 

einem weiteren dreischrittigen Waschvorgang wurden schließlich 100µl Probe in jedes Well 

für zwei Stunden bei Raumtemperatur gegeben. Nach einem fünfschrittigen Waschvorgang 

wurden die Wells mit 100µl Working-Detektions-Lösung des Kits für eine Stunde bei RT inku-

biert. Nach sieben weiteren Waschvorgängen wurden 100µl Substrat-Lösung aus dem Kit hin-

zugegeben. Eine Inkubation für 30 min im Dunklen folgte. Anschließend wurden 50µl Stopp-

Lösung hinzugegeben und die Absorption wie unten angegeben gemessen. 

Transduzierte CD8+-Tcm und ML2-Zellen wurden in Mischkulturen kultiviert. Der Überstand 

wurde dann zu den angegebenen Zeitpunkten für den IFN-g-ELISA verwendet. Die Kulturüber-

stände wurden bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Basierend auf einer Standardkurve 

wurde dann die IFN-g-Konzentration im Überstand der verschiedenen experimentellen Bedin-

gungen gemessen. Die Absorption der einzelnen Proben wurden dann in einem TECAN Sun-

rise® Plattenlesegerät bei 450nm und 570nm gemessen. Die Absorption bei 570nm wurde als 

Hintergrundabsorption von derjenigen bei 450nm abgezogen. Jedes Experiment wurde in 

Tripletts durchgeführt. Negativkontrollen wurden mit den Überständen unbehandelter Tu-

morzellen durchgeführt.  (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

4.2.14 Tierversuche 
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Alle Tierversuche wurden mit NSG- (NOD. Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ; The Jackson Labora-

tory) Mäusen durchgeführt. Die Versuche wurden von der Regierung von Oberbayern geneh-

migt (Tierversuchsantrag 55.2-1-54-2532-52-14, Erweiterung) und gemäß den Vorschriften 

des Klinikums durchgeführt. Die Mäuse wurden in speziellen pathogen-freien Räumen gehal-

ten und gezüchtet. Sie wurden jeden Tag von erfahrenen Tierpflegern auf Krankheitszeichen 

untersucht.  

Für die Toxizitätsstudie bekamen die Mäuse unterschiedliche Dosen des VSV, entweder als 

alleiniges VSV direkt oder als an CD8+-Tcm gebundenes VSV. Es wurden dann 107 infizierte 

CD8+-Tcm mit entsprechender Virusdosis bzw. nicht zellgebundenes Virus angegebener Dosis 

in die Schwanzvene injiziert. Zur Toxizitätsmessung wurden die Mäuse für drei Wochen beo-

bachtet und bei Krankheitszeichen euthanasiert. Für alle Toxizitätsexperimente wurde das 

rVSV-GFP verwendet. Die Dosisfindung wurde analog der „3+3 Fibonacci-Sequenz“ durchge-

führt (Le Tourneau, Lee et al. 2009). Initial waren in jeder Dosisgruppe drei Mäuse. Zeigte sich 

innerhalb von 14 Tagen Beobachtungsdauer kein toxisches Ereignis, so wurde die nächst hö-

here Dosis an weiteren drei Mäusen getestet. Bei nur einem toxischen Ereignis innerhalb einer 

14-tägigen Beobachtungsdauer wurden drei weitere Mäuse zur Gruppe hinzugefügt. Wenn 

dann kein weiteres toxisches Ereignis beobachtet wurde, dann wurde diese Dosis als sichere 

Dosis für 14 Tage definiert. Bei zwei oder mehr toxischen Ereignissen innerhalb der ersten 14 

Tage nach Beobachtungsbeginn wurde die Dosis als toxisch gewertet. Insgesamt wurden die 

Mäuse in der Dosisfindungsstudie für 21 Tage beobachtet. Zum Zeitpunkt des Todes der 

Mäuse wurden Ihnen Leber, Milz, Lunge und Gehirn entnommen und mittels TCID50-Methode 

auf die Anwesenheit des VSV untersucht. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Zur Untersuchung der In-Vivo-Effektivität der Therapie von Tumoren wurden den Mäusen 

ML2B7- und ML2B15- Zellen subkutan in die Flanken gespritzt (Mall, Yusufi et al. 2016, Yusufi, 

Mall et al. 2017). 107 ML2B7-Zellen wurden in die rechte Flanke gespritzt, 107 ML2B15-Zellen 

wurden in die linke Flanke derselben Maus gespritzt. Für die Therapie-Kinetik Studien wurden 

die Zellen elf Tage vor der eigentlichen Therapie implantiert. Die Mäuse wurden jeweils nach 

24h, 72h und 120h zur Analyse unterschiedlicher Zeitpunkte nach Therapiebeginn getötet und 

untersucht. Die Therapien wurden jeweils über die Schwanzvene appliziert. Jede Maus, die T-

Zellen erhielt, erhielt 107 T-Zellen in Kombination mit und ohne VSV und zusätzlich wurde 1µg 

IL-15 intraperitoneal einmal pro Woche verabreicht. Zur Untersuchung der Tumorabstoßung 

und des Gesamtüberlebens wurden die Tumorzellen 10 Tage vor der Therapie implantiert. 
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Alle Mäuse wurden getötet, wenn sie ernsthafte Krankheitszeichen zeigten oder die Tumoren 

größer wurden als im TVA vorgesehen und genehmigt. Die Tumorgröße wurde mit einem 

Messschieber gemessen. In der untenstehenden Abbildung ist der Versuchsaufbau skizziert. 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 9: Murines Modellsystem, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt wird der Ablauf von Mausversuchen. Zu Beginn wurden den Mäusen Leukämiezellen 

subkutan gespritzt. Nach 10 bzw. 11 Tagen wurde den Mäusen eine Therapie über die 

Schwanzvene verabreicht. Nach 1,3,5 Tagen wurden die Mäuse euthanasiert. Zum Zeitpunkt 0 

und 7 Tage nach Therapiebeginn wurde Il-15 i.p. appliziert. Die weiteren Zeitpunkte der IL-15-

Injektion alle 7 Tage sind aus Gründen der Übersichtlichkeit nicht eingezeichnet. Nach 10 Ta-

gen wurde die Tumorabstoßungsstudie beendet. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

Zu Analysezwecken wurden die Tumoren, sofern groß genug, in drei Stücke geschnitten. Ein 

Stück wurde für eine durchflusszytometrische Analyse, wie oben beschrieben, verwendet. Ein 

weiteres für die Bestimmung des Virustiters im Tumor mit der TCID50-Methode und das letzte 

Stück wurde für eine histologische Untersuchung verwendet.  

 

 

4.2.15 Histologie, Immunhistologie, Nekrosequantifizierung 
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Die Tumorstücke wurden für mindestens 18h bei 4°C in einer 4% PFA Lösung fixiert. Anschlie-

ßend wurden sie in einer Leica ASP300S Maschine dehydriert, mit einer Leica EG1150H Ma-

schine in Paraffin eingebettet und dann bei -20°C eingefroren. Schließlich wurden sie in 2µm 

dünne Scheiben mit dem HM 355S Rotary Mikrotoms geschnitten und auf Objektträger auf-

gebracht. Mindestens drei Schnitte pro Tumor wurden nach einem Standardprotokoll mit H&E 

eingefärbt. Dazu wurden die Schnitte zweimal für jeweils fünf Minuten in einem Xylol-Bad 

entparaffiniert. Anschließend wurden sie über jeweils zweiminütige Bäder in 96%, 80%, 70% 

und 60% Ethanol und schließlich ddH2O gewässert, bevor sie für 5min in einer Mayer-Häma-

laun-Lösung gefärbt wurden. Nach einem zwölfminütigen Spülvorgang mit Leitungswasser 

wurden sie erneut für 5min in Eosin gefärbt. Gewaschen wurden sie dann für 5min in ddH2O. 

Eine Dehydratation erfolgte dann für 1min in 80% Ethanol, gefolgt von jeweils 2min in zweimal 

96% Ethanol, 2min Isopropanol, und zweimal 5min in Xylol. Anschließend wurden die Schnitte 

mit Pertex® und Deckgläsern bedeckt. Die Objektträger wurden dann an einem Leica AT2 

Scanner eingescannt. Drei Schnitte pro Tumor mit mindestens 150µm Abstand zueinander 

wurden dann auf ihren jeweiligen Nekrosegrad mittels der Aperio Imagescope Software von 

Leica untersucht. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Die Immunhistologie wurde auch an 2µm dicken Schnitten durchgeführt. Die Proben wurden 

dazu in die zentrale Histologieeinheit des Sonderforschungsbereiches 824 gegeben und dort 

nach einem Standardprotokoll für humanes CD3 in einem DAKO Autostainer gefärbt. Die Me-

thode wurde zuvor beschrieben (Mall, Yusufi et al. 2016, Yusufi, Mall et al. 2017). (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 

 

4.2.16 Statistische Auswertung 

 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Graphpad Prism 7 Software. Die Er-

rechnung von Standardkurven erfolgte mit Microsoft Excel. In den einzelnen Abbildungen wird 

angegeben, welcher Test zur Auswertung verwendet wurde. Wenn angegeben wird, dass es 

sich um Tripletts handelt, so sind biologische Tripletts gemeint. 
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5 Ergebnisse 

 
Ein Teil der folgenden Ergebnisse wurde bereits in (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) publiziert. 

Die Abbildungen sowie die Beschreibungen im Text, welche Teile der Ergebnisse aus der Pub-

likation beinhalten, sind als solche mit einem Zitat gekennzeichnet. Befindet sich das Zitat am 

Ende eines Absatzes nach einem Punkt, so bezieht es sich auf den gesamten vorhergehenden 

Absatz. 

 
5.1 Identifizierung der als Shuttle für das VSV am besten geeigneten T-Zell-Population 

 
Das erste Ziel der Arbeit war es, diejenige T-Zell-Population zu finden, die sich am besten für 

den Transport des VSV eignet. Grundsätzliche Überlegungen dafür waren, dass die Population 

möglichst viel VSV transportieren sollte, ohne darunter selbst zugrunde zu gehen. Daher 

wurde untersucht, welche Reaktionen pan-T-Zellen, CD4+-T-Zellen und CD8+-T-Zellen in Hin-

sicht auf Zellvitalität nach der Beladung bzw. Infektion mit dem VSV zeigten. Zudem wurde 

geprüft, ob und wie viel VSV die T-Zellen produzieren können, also ob das Virus in den Zellen 

repliziert oder das VSV die Zellen nur als Vehikel benutzt, indem es sich lediglich an deren 

Oberfläche lagert.  

 

5.1.1 T-Zell-Vitalität und virale Genexpression nach VSV-Infektion 

 

Zunächst wurde die Vitalität der einzelnen, oben genannten Populationen nach einer Bela-

dung mit dem VSV untersucht. Dazu wurden die T-Zellen wie ausführlich im Methodenteil be-

schrieben exemplarisch mit einer MOI von 1 mit dem rVSV-GFP infiziert und anschließend für 

24h kultiviert. Nach der 24-stündigen Inkubation wurden die Zellen durch eine FACS-Analyse 

untersucht. Dazu wurden sie mit 7-AAD zur Diskrimination zwischen lebenden und toten T-

Zellen gefärbt. In einem ersten Schritt wurden nur die lebenden Zellen, nach Ausschluss der 

mit 7-AAD angefärbten, toten Zellen untersucht. Hierbei wurde der Prozentsatz der GFP ex-

primierenden T-Zellen in den verschiedenen Populationen verglichen. Da die T-Zellen von sich 

aus keine GFP-Expression zeigen, handelte es sich hier um das viral transduzierte GFP und gibt 

somit eine Näherung an die Anzahl der T-Zellen, die eine virale Genexpression unterstützen. 

Es stellte sich dabei heraus, dass in allen Populationen virale Genexpression auf einem relativ 

niedrigen Niveau stattfand. So zeigten die Pan- und CD4+-T-Zellen eine Expression im Mittel 
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von etwa 10-15% und die CD8+-T-Zellen eine leicht niedrigere Genexpression von etwa 8%. 

Dabei wurde aber eine starke Streuung der Werte festgestellt, welche vom Spender der T-

Zellen abhängig war. Insgesamt zeigte sich ein Trend, dass CD8+-T-Zellen weniger virale Gen-

expression zuließen als die beiden anderen untersuchten Populationen, allerdings konnte 

keine Signifikanz der Ergebnisse nachgewiesen werden. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 10: Virale GFP-Expression in unterschiedlichen T-Zell-Populationen nach 24h, modi-

fiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden MW und SD der GFP-Expression in unterschiedlichen T-Zell-Populationen von 

4 unterschiedlichen T-Zell-Donoren 24h nach der Infektion mit der MOI von 1 des rVSV-GFP. Im 

T-Test konnte keine Signifikanz nachgewiesen werden. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

Zur qualitativen Kontrolle der FACS-Ergebnisse wurden die infizierten T-Zellen 24h nach der 

Infektion mit dem rVSV-GFP, bevor sie für die FACS-Analyse aufbereitet wurden, zusätzlich 

mithilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Dabei bestätigte sich, dass tatsächlich etli-

che Zellen GFP exprimierten. Des Weiteren wurde dabei klar, dass vor allem proliferierende 

Zellen, welche sich zusammenballen, die virale Genexpression unterstützen. Dies ist sehr gut 

in den repräsentativen Bildern der Fluoreszenz-Mikroskopie zu erkennen. Dort sieht man die 

Expression des viralen GFP tatsächlich überwiegend in den Proliferationsclustern der unter-

schiedlichen T-Zell-Populationen. Dieses Resultat passt sehr gut zu den Erkenntnissen von O-

liere et al., dass zur Replikation des VSV in T-Zellen ein Eintritt in den Zellzyklus notwendig ist 

(Oliere, Arguello et al. 2008).  
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Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der viralen Genexpression in verschie-

denen T-Zell-Populationen nach 24h 

Repräsentative Bilder von fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen werden gezeigt. Die 

Bilder wurden 24h nach der Infektion der T-Zellen mit dem rVSV-GFP angefertigt. Das erste Bild 

einer Spalte ist immer das durchlichtmikroskopische Bild ohne Fluoreszenz-Filter. Das zweite 

Bild ist das Bild mit GFP-Filter und das dritte Bild zeigt das Übereinanderlegen der beiden ersten 

Bilder. Von oben nach unten zu sehen sind: Pan-T-Zellen, CD4+-T-Zellen, CD8+-T-Zellen. Der Bal-

ken gibt für jedes Bild 200µm an.   

 

Die Untersuchung der T-Zell-Vitalität als solche fand ebenfalls in der FACS-Analyse statt. Dazu 

wurden sie für 24h mit einer MOI von 1 mit dem rVSV-GFP infiziert. Dann wurden sie wie 

beschrieben mit 7-AAD gefärbt und nachdem im FACS ein Lymphozyten-Gate angewendet 

wurde, wurde der Prozentsatz der 7-AAD aufnehmenden Zellen als Korrelat für tote Zellen 

untersucht. Gezeigt werden dabei wieder Ergebnisse von vier unterschiedlichen Experimen-

ten. Entgegen der Annahme, dass das VSV eigentlich nur in Tumorzellen replizieren und diese 

töten sollte, findet sich überraschenderweise ein nicht unerheblicher Prozentsatz toter T-Zel-

len nach 24h. Ähnlich den Ergebnissen der GFP-Analyse zeigen sich hier die meisten toten 

Zellen bei den Pan-T-Zellen und CD4+-T-Zellen mit im Mittel 25-30% toten Zellen nach 24h. 
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Der Prozentsatz toter CD8+-T-Zellen ist dagegen deutlich niedriger. Er liegt bei 10-15%. Analog 

den Ergebnissen der Untersuchung der GFP-Expression ließ sich auch hier keine Signifikanz für 

die Unterschiede zeigen, da es auch hier eine gewisse donorabhängige Streuung der Ergeb-

nisse gab. 

 

 
Abbildung 12: Anteil toter T-Zellen in verschiedenen T-Zell-Populationen 24h nach der Infektion 

mit dem rVSV-GFP 

Gezeigt wird jeweils der MW und die SD des Prozentsatzes der 7-AAD+ T-Zellen als Korrelat für 

die Anzahl der toten T-Zellen 24h nach der Infektion mit der MOI 1 des rVSV-GFP. Zur Analyse 

wurden die Zellen mit 7-AAD angefärbt.  

 

5.1.2 Virustiter in verschiedenen T-Zell-Populationen  

 

Um herauszufinden, ob das VSV die T-Zellen nur tötet oder auch in ihnen repliziert, wurden 

die Titer des rVSV-GFP aus den Zellkultur-Überständen oben durchgeführter Experimente be-

stimmt. Dabei zeigte sich, dass das rVSV-GFP bereits innerhalb von 24h in den unterschiedli-

chen T-Zell-Populationen repliziert und im Mittel zu hohen viralen Titern führt, die sich im 

Bereich von 107-108 TCID50/ml befinden. Die Virustiterbestimmung wurde aus den Kulturüber-

ständen von T-Zellen sechs verschiedener Spender durchgeführt. (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 
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Abbildung 13: Virale Titer 24h nach Infektion unterschiedlicher T-Zell-Populationen mit einer 

MOI von 1, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden jeweils die MW und SD der viralen Titer von in T-Zellen produziertem rVSV-GFP 

als TCID50/ml von sechs unterschiedlichen Experimenten 24h nach der Infektion der T-Zell-Po-

pulationen mit der MOI 1 des rVSV-GFP. Signifikanz besteht keine. (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 

 

5.1.3 Kinetik der viralen Genexpression und Replikation in T-Zellen 

 

Zur Untersuchung, ob sich die Prozentsätze der toten T-Zellen über einen gewissen Zeitraum 

verändern, wurden die T-Zell-Populationen mit der MOI von 1 des rVSV-GFP infiziert. Nach 

16h, 24h, 36h und 48h wurden dann die Prozentsätze der 7-AAD gefärbten Zellen im FACS 

untersucht. Dabei zeigt sich ein nahezu linearer Anstieg der toten Zellen mit fortschreitender 

Inkubationszeit. Dennoch scheint es auch hier einen kleinen Trend dazu zu geben, dass die 

CD8+-T-Zellen etwas resistenter sind als die Pan-T-Zellen und CD4+-T-Zellen und länger über-

leben.  
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Abbildung 14: Kinetik der Abtötung unterschiedlicher T-Zell-Populationen durch das rVSV-GFP 

Gezeigt werden die MW und SD der einzelnen mit der MOI von 1 des rVSV-GFP infizierten toten, 

7-AAD+ T-Zell-Populationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion. Das Experi-

ment wurde mit den T-Zellen von vier unterschiedlichen Donoren durchgeführt.  

 

Auch die virale Replikation wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen. Dazu wurde 

der Titer aus dem Überstand des Zellkulturmediums unterschiedlicher T-Zell-Populationen zu 

den angegeben Zeitpunkten nach der Infektion der T-Zellen mit der MOI von 1 des rVSV-GFP 

mithilfe der TCID50-Methode bestimmt . Ein Peak in der Virusproduktion fand sich schon nach 

24h. Danach fielen die Titer dann wieder leicht ab. Das ist vermutlich dadurch zu erklären, 

dass das Virus im Laufe der Zeit instabil wird und sich auch durch die Einwirkung der relativ 

hohen Temperaturen von 37°C im Inkubationsschrank zersetzt. Auch hier fanden sich mini-

male Unterschiede, wenn man die CD8+-T-Zellen mit den Pan-T-Zellen und CD4+-T-Zellen ver-

gleicht. Dabei zeigte sich auch hier eine leicht verzögerte Produktion des VSV, die erst nach 

36h einen Peak erreicht. Vermutlich sind zu früheren Zeitpunkten noch nicht so viele CD8+-T-

Zellen infiziert und abgetötet worden waren, wie im vorherigen Bild beschrieben. Aus all die-

sen Untersuchungen ergab sich, dass CD8+-T-Zellen am geeignetsten scheinen, um das VSV im 

Organismus zum Tumor zu bringen. Überlegungen dazu waren, dass die CD8+-T-Zellen ähnlich 

viel Virus produzieren können wie die anderen Populationen, aber dennoch etwas resistenter 

erscheinen. Zudem sind CD8+-T-Zellen bekanntermaßen die direkt-zytotoxischen Zellen, so-

dass transduzierte CD8+-T-Zellen, welche ein bestimmtes Tumorantigen erkennen können, ei-

nen eigenen, zusätzlichen zytotoxischen Effekt auf Tumorzellen ausüben können. So ergibt 
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sich ein hypothetischer Synergismus als Virus-Shuttle und als Tumorkiller. (Melzer, Zeitlinger 

et al. 2019) 

 

 
Abbildung 15: Kinetik der viralen Replikation in unterschiedlichen T-Zell-Populationen, modifi-

ziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Zu sehen sind die MW und SD aus vier verschiedenen Experimenten mit der MOI von 1 des 

rVSV-GFP infizierten T-Zell-Populationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Zellkulturüber-

stände wurden mittels TCID50-Methode untersucht. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

5.1.4 Kinetik der Replikation des VSV in J76-Zellen 

 

Bis zu diesem Punkt sind die Ergebnisse insofern überraschend, als das VSV überhaupt in pri-

mären T-Zellen replizieren kann. Um zu sehen, ob es doch Unterschiede in der Replikationski-

netik zu Tumorzellen gibt, wurde die Replikation und Genexpression des VSV in einer T-Zell-

Tumor-Zelllinie untersucht. Dafür wurden J76-Zellen genommen. Diese Zellen wurden mit un-

terschiedlichen MOIs des VSV infiziert. Nach 24h und 48h wurden die Zellen dann im FACS auf 

die Expression von viralem GFP und auf die Aufnahme von 7-AAD als Korrelat für tote Zellen 

untersucht. Dabei zeigte sich bereits mit der kleinsten Infektionsdosis (MOI 0,003) eine nahezu 

vollständige GFP-Expression in den J76-Zellen nach nur 24h. Als erstes hierzu wird ein reprä-

sentativer FACS Dotplot gezeigt. In diesem sind rund 80% der aufgezeichneten Ereignisse in 

der FACS-Analyse im Bereich des 7-AAD-(also lebenden)-GFP+-Sektors zu finden. Dies deutet 
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darauf hin, dass nach 24h noch viele J76-Zellen leben und zugleich die virale Genexpression 

unterstützen. 

 
Abbildung 16: Repräsentativer FACS-Dotplot der GFP-Expression in J76-Zellen 24h nach der In-

fektion mit dem rVSV-GFP 

Gezeigt wird ein repräsentativer FACS Dotplot der J76 Zellen nach Infektion mit der MOI von 

0,003 des rVSV-GFP. Der Zeitpunkt der Messung liegt bei 24h nach der Infektion. 

 

Die simultane Analyse des GFP und 7-AAD 48h nach der Infektion der J76-Zellen in Abhängig-

keit der MOI zeigte, dass es fast ausschließlich tote Zellen zu diesem Zeitpunkt gab. 24h nach 

der Infektion gab es dahingegen noch lebende Zellen mit GFP-Expression. Interessanterweise 

reichte die MOI von 0,003 aus, um eine sehr hohe GFP-Expression bereits nach 24h zu errei-

chen. Bei einer höheren MOI waren bei diesem Zeitpunkt bereits die meisten Zellen tot. All 

dies deutet auf eine sehr hohe Sensitivität der T-Zelllinie gegenüber dem VSV hin. 
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Abbildung 17: Dosisabhängige virale Genexpression in J76-Zellen 

Gezeigt wird der Prozentsatz der MW und SD 24h und 48h nach der Infektion der J76-Zellen 

mit der jeweils angegebenen MOI des rVSV-GFP. Es wurde ein Experiment in Tripletts durchge-

führt. 

 

Die Untersuchung der Zellkulturüberstände auf replikationskompetente Viren zeigte, dass das 

rVSV-GFP sehr schnell in den J76-Zellen replizierte und dabei sehr hohe Titer erreichte. Ein 

Peak war dabei nach 24h zu beobachten und interessanterweise am höchsten für die MOI von 

0,1 und nicht für die höchste MOI von 1. Die Titer befanden sich nach 24h in einem Bereich 

von 108-109 TCID50/ml, also etwa eine Logarithmusstufe über den Titern der untersuchten pri-

mären T-Zell-Populationen. Nach 48h fielen die Titer dann wieder für alle MOIs, was vermut-

lich wieder an der hitzebedingten Degradation in den Zellkulturinkubatoren lag, zumal zu die-

sem Zeitpunkt nachweislich die allermeisten J76-Zellen bereits tot waren und eine weitere 

Virusvermehrung nicht mehr unterstützen konnten.  
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Abbildung 18: Dosisabhängige virale Replikation in J76-Zellen 

Gezeigt werden die MW und SD der viralen Titer des rVSV-GFP zu den angegeben Zeitpunkten 

nach der Infektion der J76-Zellen. Hierbei handelt es sich um ein Experiment, welches in 

Tripletts durchgeführt wurde.   

 

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der J76-Zellen im Vergleich zu den Ergebnissen mit 

den drei verschiedenen untersuchten T-Zell-Populationen legen nahe, dass das VSV zwar in T-

Zellen effizient replizieren kann, diese aber bei weitem nicht so anfällig sind wie ihre Tumor-

zellpendants. Mit diesem Experiment ist gezeigt, dass primäre T-Zellen eine relativ hohe Re-

sistenz gegen das VSV haben, obwohl sie dennoch dessen Replikation in für dieses Projekt 

ausreichendem Maße unterstützen. Aufgrund der vorbeschriebenen Voraussetzung des Zell-

zykluseintritts (Oliere, Arguello et al. 2008) für die VSV-Replikation lässt sich hier sogar anneh-

men, dass es sich um eine artifizielle Situation hinsichtlich der viralen Replikation in den T-Zell-

Populationen handelt, da diese stark aktiviert wurden, um in Kultur zu proliferieren.  

Für alle weiteren Experimente wurden dann CD8+-T-Zellen aufgrund der oben beschriebenen 

Eigenschaften und deren bekannter zytotoxischer Aktivität verwendet.  
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5.2 Interaktion von VSV mit CD8+-Tcm 
5.2.1 Vitalität der CD8+-Tcm nach VSV-Infektion 
 

In weiteren Experimenten wurden CD8+-Tcm verwendet, da beschrieben wurde, dass sie in 

vivo anderen CD8+-T-Zellen-Populationen überlegen sind, was deren Persistenz und Effizienz 

im murinen System angeht (Sommermeyer, Hudecek et al. 2016).  

Vor der in-vivo-Testung der Kombinations-Therapie aus CD8+-Tcm und dem rVSV wurde erst 

die Interaktion des VSV mit CD8+-Tcm in vitro sorgfältig überprüft. 

In einem ersten Schritt wurde die Resistenz der CD8+-Tcm gegenüber einer Infektion mit dem 

rVSV untersucht. Dazu wurden CD8+-Tcm mit unterschiedlichen MOIs des rVSV-GFP infiziert 

und dann nach 24h, 48h und 72h auf deren Vitalität untersucht. Dazu wurden die Zellen in 

jedem Versuch zum Zeitpunkt null und zu den weiteren Zeitpunkten gezählt. Schließlich wurde 

der Prozentsatz lebender CD8+-Tcm im Vergleich zum Zeitpunkt null gebildet. Dabei stellte 

sich heraus, dass CD8+-Tcm relativ resistent gegenüber der Infektion durch das rVSV waren. 

Es zeigte sich 24h nach der Infektion zwar eine leichte Reduktion der Gesamtzellzahl bei den 

CD8+-Tcm , die mit dem VSV infiziert worden waren, jedoch war dieser Unterschied nicht sig-

nifikant verglichen mit den nicht infizierten CD8+-Tcm. Erst nach 48h und 72h zeigte sich dann 

eine signifikante Reduktion der Zellzahlen durch das VSV. Die Zellzahlreduktion war dabei ab-

hängig von der Infektionsdosis. So waren 24h nach der Infektion in der Gruppe der Zellen mit 

der niedrigsten Infektionsdosis (MOI 0,1) praktisch keine Unterschiede zur nicht infizierten 

Kontrollgruppe sichtbar. Trotz der signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe zu späteren 

Zeitpunkten zeigten sich auch zu diesen Zeitpunkten relativ hohe Prozentsätze lebender CD8+-

Tcm. Dieser Prozentsatz lag nach 72h immer noch bei ca. 50%, was eine relativ starke Resis-

tenz der CD8+-Tcm gegenüber der Infektion durch das VSV beweist. (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 
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Abbildung 19: Vitalität der CD8+-Tcm nach einer Infektion durch das VSV, modifiziert nach 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 Gezeigt werden die MW und SD der Prozentsätze lebender CD8+-Tcm aus drei Experimenten, 

die jeweils in Tripletts pro Experiment durchgeführt wurden, zu den angegebenen Zeitpunkten. 

Die Prozentsätze der lebenden CD8+-Tcm wurden durch Normalisierung der jeweiligen unter-

suchten Kondition gegenüber der Anzahl lebender Zellen zum Zeitpunkt 0h errechnet. Zur Er-

mittlung der Signifikanz wurde ein Two-Way-ANOVA-Test mit Bonferroni-Post-Test durchge-

führt, p<0,01=**, p<0,0001=****. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

5.2.2 Replikation des VSV in CD8+-Tcm 
 

Im nächsten Schritt wurden die Replikationsfähigkeit des VSV in den CD8+-Tcm quantifiziert. 

Dazu wurden die Zellkulturüberstände der mit verschiedenen MOIs des VSV infizierten CD8+-

Tcm mithilfe der TCID50-Methode nach 0h, 4h, 6h, 16h, 24h, 48h und 72h untersucht. Dabei 

zeigt sich ein infektionsdosisabhängiger relativ schneller Titeranstieg, welcher sein Maximum 

nach 24h für die MOI 1 und MOI 10 und nach 48h für die MOI 0,1 erreicht. Die Maximaltiter 

liegen im Bereich von 107-108 TCID50/ml. Interessanterweise zeigt sich 4h nach der initialen 

Infektion der CD8+-Tcm ein kleiner Rückgang in der gemessen Virustiterhöhe. Allerdings ist 

dieser gering und wohl darauf zurückzuführen, dass anfangs freies oder lose mit den Zellen 

assoziiertes VSV noch internalisiert wird und dann entsprechend nicht mehr mit der TCID50-

Methode gemessen werden kann. Dass sich ein Titeranstieg bereits 6h nach Infektion zeigt, 

beweist, dass das VSV in den CD8+-Tcm einen kurzen Lebenszyklus von ca. 6h hat, da ja dann 
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bereits neue Viren produziert wurden. Bemerkenswert ist außerdem, dass der direkt nach der 

Infektion gemessene Virustiter sehr niedrig ist. Da eine Million Zellen infiziert wurden, über-

rascht es, dass bei jeder MOI nur etwa 1% der Infektionsdosis als TCID50/ml messbar war. So 

würde man bspw. bei einer MOI von 10 bei einer Million Zellen einen initialen Titer von unge-

fähr 107 TCID50/ml erwarten. Ein Grund mag sein, dass die Infektionseffizienz des VSV bei 

CD8+-Tcm sehr gering ist. Alternativ könnten die Viren zum Zeitpunkt null schon überwiegend 

endozytiert sein und somit lagen sie als freie RNA in den T-Zellen vor, was dazu führen würde, 

dass nur der Teil messbar ist, der noch nicht im Zellinneren ist. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 20: Produktion von VSV durch CD8+-Tcm, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 

Gezeigt werden die MW und SD des von den CD8+-Tcm produzierten VSV als TCID50/ml aus 3 

Experimenten, welche jeweils in Tripletts zu den angegebenen Zeitpunkten ausgeführt wurden. 

Der Two-Way-ANOVA-Test mit Bonferroni-Post-Test zeigte eine Signifikanz nach 48h zwischen 

der Infektionsdosis MOI 0,1 und MOI 1, sowie zwischen MOI 1 und MOI 10. (Melzer, Zeitlinger 

et al. 2019) 

 

Da in diesem Experiment nicht klar ersichtlich wurde, warum es zu so einer schwachen Infek-

tionseffizienz kam, wurde in weiteren Experimenten untersucht, wo genau das nicht nach-

weisbare Virus abgeblieben war. 
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5.2.3 Infektionseffizienz bei CD8+-Tcm 
 

Um herauszufinden wie viele der CD8+-Tcm wirklich mit dem VSV infiziert wurden, wurden 

hierzu zwei Untersuchungsansätze verfolgt. Der erste Ansatz bestand darin, die T-Zellen mit 

unterschiedlichen Dosen des rVSV-GFP zu infizieren. Direkt nach der Infektion wurden die T-

Zellen wie im Protokoll angegeben gewaschen und auf PLL-Objektträger getropft. Danach wur-

den sie in einer Immunfluoreszenz-Untersuchung auf die Anwesenheit des VSV-G-Antigens 

untersucht. Es wurde schließlich der Prozentsatz der Zellen, die mit dem Antikörper gegen das 

VSV-G-Antigen markiert wurden, gegenüber allen mit DAPI angefärbten Zellen gebildet. Dar-

aus ergibt sich dann der Prozentsatz infizierter CD8+-Tcm. Zellen, die mehr als ein VSV-G-Signal 

aufwiesen, wurden als einmal infiziert gewertet, auch wenn sie vermutlich von mehreren Vi-

ren befallen waren. Ein repräsentatives Bild zeigt die Immunfluoreszenz Bilder für die Nega-

tivkontrolle der nicht infizierten Zellen und für die maximale Infektionsdosis MOI 10.  

 

 

Abbildung 21: Immunfluoreszenzmikroskopie infizierter CD8+-Tcm 

Repräsentatives Bild der Immunfluoreszenz von CD8+-Tcm. Gezeigt werden Bilder, die fluores-

zenzmikroskopisch mit einem Filter für DAPI und einem anderen Filter für Cy3 untersucht wur-

den. Zudem wurden die beiden Bilder übereinander gelegt. Die erste Reihe zeigt die Negativ-

kontrolle, die zweite Reihe die mit der MOI von 10 infizierten CD8+-Tcm. In der ersten Spalte ist 
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der DAPI-Filter zu sehen, in der zweiten der Cy3-Filter und in der dritten die übereinander ge-

lagerten Bilder.  

  

Die quantitative Auswertung der Immunfluoreszenz-Daten ergab, dass es abhängig von der 

Infektionsdosis einen ansteigenden Prozentsatz von, teilweise mehrfach, infizierten CD8+-

Tcm. Das Hintergrund-Signal in der Negativkontrolle war dabei mit 0,07% infizierten CD8+-Tcm 

überschaubar klein. Der Mittelwert der infizierten CD8+-Tcm für die MOI von 0,1 war 0,42%, 

für die MOI von 1 5,36% und für die MOI von 10 15,93%. Der nicht lineare Anstieg der infizier-

ten CD8+-Tcm lässt sich vermutlich dadurch erklären, dass bei einer MOI von 10 relativ viele 

Zellen mit mehreren Viren infiziert wurden und daher die Anzahl infizierter Zellen niedriger 

ist, als vielleicht zu erwarten wäre. Insgesamt fällt die extrem geringe Infektionseffizienz auf. 

So würde man bei einer MOI 1 annähernd 100% infizierte Zellen erwarten. Oben angespro-

chene Ergebnisse zeigen, dass die CD8+-Tcm relativ resistent gegenüber einer Infektion durch 

das VSV sind. Zudem würde es erklären, wieso sich 24h nach Infektion noch kaum Unter-

schiede in der Zellvitalität verglichen mit der Negativkontrolle zeigen. Insgesamt ist das Ergeb-

nis dahingehend sehr überraschend, dass die Infektionseffizienz unabhängig von der Infekti-

onsdosis nur im einstelligen Prozentbereich von etwa 1%-5% liegt.  

 

 
Abbildung 22: Infektionseffizienz des VSV bei CD8+-Tcm 

Gezeigt werden die MW und SD der immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen infi-

zierter CD8+-Tcm direkt nach der Infektion aus drei verschiedenen Experimenten, in welchen 

jeweils Tripletts untersucht wurden.  
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5.2.4 Übertragung von infektiösen Virionen von CD8+-Tcm an andere Zellen 

 

Um weiter zu untersuchen, ob das Virus nur lose an der Zelloberfläche haftet, oder ob es tat-

sächlich in die Zellen eintritt und in diesen repliziert, wurde in der Arbeit untersucht, ob man 

direkt nach der Virusinfektion replikationsfähige Viren an der Oberfläche der T-Zellen finden 

konnte. Dazu wurden die CD8+-Tcm analog oben beschriebenen Experimenten mit rVSV-GFP 

infiziert und direkt nach der Infektion zu BHK-21-Zellen dazugegeben. 6h nach Beginn dieser 

Inkubation im Zellkulturinkubator wurden die BHK-21-Zellen dann von der Zellkulturschale ab-

gelöst und in der FACS-Analyse auf die Expression von viralem GFP untersucht. Der dahinter-

stehende Gedankengang war, dass nur lose mit den T-Zellen assoziiertes Virus die BHK-21-

Zellen innerhalb von 6h infizieren würde und in diesen aufgrund der Eigenschaften des VSV, 

dass frühestens zwischen 4h und 8h virale Genexpression nachweisbar ist (Balachandran, 

Porosnicu et al. 2001), nach 6h nicht vollständig replizieren würde, aber trotzdem bereits vi-

rale Genexpression stattfinden würde. Das Virus, das in den T-Zellen wäre, würde zwar auch 

mit der Replikation beginnen, aber nicht schnell genug, um nach Lyse der T-Zellen noch zu 

einer signifikanten Expression von viralem GFP in den BHK-21-Zellen beizutragen. (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 

Um die Validität der Methode zu überprüfen, wurden allerdings vor Durchführung der Kokul-

tur aus T-Zellen und BHK-21-Zellen nachgewiesen, dass man bei einer bestimmten viralen In-

fektionsdosis ein linear korrelierendes Signal von GFP-Expression im FACS 6h nach der Infek-

tion zuordnen konnte. Daher wurden BHK-21-Zellen mit den MOIs von 0; 0,1; 1; 10 des rVSV-

GFP infiziert und 6h nach der Infektion in der FACS-Analyse auf die Expression von GFP unter-

sucht. Tote Zellen wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Und tatsächlich zeigen sich in re-

präsentativen FACS-Dotplots proportionale Prozentsätze von GFP+-BHK-21-Zellen zur Infekti-

onsdosis. In den Bildern unten sind für die MOI von 0,1 8,89% GFP+-Zellen zu sehen. Für die 

MOI von 1 sind 88,9% zu sehen und für die MOI von 10 95,2%. Dass mit der MOI von 1 und 10 

nicht 100% virale Genexpression erreicht werden liegt vermutlich daran, dass die Infektion 

von Zellen einem stochastischen System unterliegt und daher manche Zellen mehrmals infi-

ziert werden, wohingegen andere Zellen dann gar nicht infiziert werden. Interessanterweise 

zeigt sich bei Betrachtung der MFI des GFP (entsprechend der Stärke des GFP-Signales) bei der 
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MOI von 10 ein Shift nach rechts gegenüber der MOI von 1. Das bestärkt die Annahme, dass 

manche Zellen mehrfach infiziert wurden und daher eine höhere Fluoreszenzintensität auf-

weisen.  

 

 
Abbildung 23: Nachweis des Zusammenhanges zwischen viraler Genexpression und initialer 

Infektionsdosis bei BHK21-Zellen 

Gezeigt werden repräsentative FACS-Dotplots der mit unterschiedlichen MOIs infizierten BHK-

21-Zellen. Von links nach rechts findet sich ein Infektionsdosisanstieg: MOI 0; 0,1; 1; 10. Auf 

der X-Achse ist das GFP jeweils aufgetragen, auf der Y-Achse der FSC. Die GFP+ Zellen finden 

sich im markierten Gate. 

 

Nachdem im vorhergehenden Versuch gezeigt wurde, dass es prinzipiell möglich ist, die Dosis 

übertragener Viren mit dem GFP-Signal in der FACS-Analyse von infizierten BHK-21-Zellen zu 

korrelieren, wurde nun ein ähnlicher Ansatz für die Bestimmung der infektiösen Dosis des VSV, 

das mit T-Zellen assoziiert ist, verfolgt. Hierzu wurden CD8+-Tcm mit den in der Abbildung an-

gegeben MOIs von 0; 0,1; 1; 10 infiziert. Direkt nach der Infektion und dem Entfernen nicht 

zellgebundenen Virus durch Waschvorgänge wurden die nun infizierten CD8+-Tcm in einer Re-

lation von 1:10 zu BHK-21-Zellen dazugegeben. Die Kokultur wurde für 6h durchgeführt. der 

Gedanke war hierbei, dass in diesem Zeitraum frei verfügbares VSV von den T-Zellen direkt zu 

den BHK-21-Zellen überführt wird und in innerhalb dieser ersten 6h nach Beginn der Kokultur 

zu einer signifikanten viralen GFP-Expression in den BHK-21-Zellen führen würde. Nach der 

Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt, die BHK-21-Zellen mit PBS gespült und dann 
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abgelöst. Zum weiteren Ausschluss von eventuell noch vorhandenen T-Zellen wurden die ab-

gelösten BHK-21-Zellen noch mit einem CD3-Antikörper gefärbt. Im FACS wurden dann nur 

Zellen berücksichtigt, die CD3- und lebendig waren. Dabei zeigte sich nach Abzug des Hinter-

grundsignals, dass auch hier wie in den immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen 

nur relativ wenig VSV übertragen werden konnte. Nach der Kalkulation von GFP-exprimieren-

den BHK-21-Zellen zurück zu übertragenen Viren und damit Virus tragenden T-Zellen ergab 

sich hier für die initiale MOI von 0,1 des rVSV-GFP bei den T-Zellen eine mittlere Infektionsef-

fizienz der CD8+-Tcm von 0,42%. Bei einer MOI von 1 waren es 5,06% und bei einer MOI von 

10 65,93%. Die Werte für die MOIs von 0,1 und 1 ähneln denen aus der Analyse der fluores-

zenzmikroskopisch untersuchten Proben stark. Dass es einen Unterschied bei der MOI von 10 

zwischen der FACS-Analyse der Kokultur und der immunfluoreszenzmikroskopischen Unter-

suchung der CD8+-Tcm gibt, ist wieder damit zu erklären, dass vermutlich mehrere Viren eine 

T-Zelle befallen haben. Wo also eine mehrfach infizierte Zelle in der mikroskopischen Unter-

suchung nur einmal gezählt wurde, ergab sich hier wahrscheinlich, dass eine mehrfach infi-

zierte Zelle auch mehrfach gezählt wurde. Insgesamt zeigt sich aber auch hier eine relativ nied-

rige Infektionseffizienz verglichen mit der initialen Infektionsdosis. (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 

Da hier ein dosisabhängiger Zusammenhang zwischen der Infektionsdosis und den von den T-

Zellen übertragbaren Viren zu bestehen scheint, wurde mithilfe von Excel die beste passende 

Gleichung dazu berechnet. Die am besten passende Funktion war dann folgende: 

 

Infektiöse Viren/100 CD8+-Tcm= 5,2051*MOI1,0969 

R2=0,9992 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Mit infektiösen viralen Partikeln sind hier diejenigen Viren beschrieben, die direkt nach der 

Infektion von CD8+-Tcm an andere Zellen weitergegeben werden können. Bei der MOI in der 

Gleichung handelt es sich hier um jede beliebige initiale Infektionsdosis der CD8+-Tcm. Anders 

ausgedrückt lautet die Gleichung: 

 

% infizierter CD8+-Tcm= 5,2051*MOI1,0969 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Abbildung 24: Von CD8+-Tcm überführbare infektiöse VSV, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger 

et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW und SD sowie die einzelnen Werte der infektiösen viralen Partikel/100 

CD8+-Tcm basierend auf der initialen Infektionsdosis aus 3 Experimenten, welche jeweils in 

Tripletts durchgeführt wurden. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

Aus diesen Daten ergibt sich der Schluss, dass CD8+-Tcm sowohl an ihrer Oberfläche infektiöse 

Viren haben, die sie erfolgreich an andere Zellen weitergeben können, als auch rVSV interna-

lisieren und produzieren können, ohne dabei selbst allzu stark in ihrer Vitalität und Prolifera-

tion eingeschränkt zu sein. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 

5.3  Behandlung von ML2-Leukämie-Zellen in vitro 

 

Die folgenden Untersuchungen behandeln die Frage, wie sich ML2-Leukämie-Zellen verhalten, 

wenn sie mit dem VSV oder transgenen T-Zellen behandelt werden. Eine hervorragende Cha-

rakterisierung dieses Modelsystems erfolgte bereits zuvor (Klar, Schober et al. 2014, Mall, 

Yusufi et al. 2016, Yusufi, Mall et al. 2017), weswegen auf eine intensive Untersuchung der 

Interaktion von transduzierten T-Zellen und ML2-Zellen hier verzichtet wird und direkt die 

Kombination aus transgenen T-Zellen und dem VSV zur Behandlung der ML2-Zellen ausgetes-

tet wird. In den weiteren Experimenten werden transduzierte CD8+-Tcm verwendet. Diese 
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wurden, wie im Methodenteil beschrieben, entweder mit dem TZR2.5D6-iRFP oder nur mit 

dem iRFP transduziert. Die mit dem TZR2.5D6-iRFP transduzierten CD8+-Tcm werden aus 

Gründen der Vereinfachung im Weiteren nur noch TZR-T-Zellen genannt und die mit iRFP 

transduzierten CD8+-Tcm nur noch iRFP-T-Zellen. Bei den ML2-Leukämie-Zellen handelt es sich 

ebenfalls um genetisch modifizierte Zellen. Diese wurden entweder, wie ebenfalls im Metho-

denteil beschrieben, mit dem HLA-B07:02 oder dem HLA-B15:01 jeweils an ein eGFP gekop-

pelt transduziert. Der Vereinfachung wegen werden diese Zellen im folgenden dann ML2B7-

Zellen respektive ML2B15-Zellen genannt. 

 

5.3.1 Abtötung von ML2-Zellen durch das VSV 

 

In einem ersten Schritt wurde die Empfindlichkeit der ML2-Zellen gegenüber dem VSV analy-

siert. Da alle verwendeten ML2-Zellen mit einem GFP transduziert waren, wurde in den Expe-

rimenten, die Tumorzellen enthalten, nur noch das rVSV-sr39tk verwendet, damit es zu keiner 

Überlagerung der viralen GFP-Expression mit dem intrinsischen GFP der ML2-Zellen kam. Für 

das Screening der Sensitivität von ML2-Zellen gegenüber dem VSV wurden die ML2B7-Fluc-

Zellen, die zusätzlich zum HLA-B07:02 und dem eGPF noch eine Firefly-Luciferase exprimier-

ten, verwendet. Diese wurden zum Zeitpunkt 0h mit der im Graphen angegebenen MOI infi-

ziert. Zu den angegeben Zeitpunkten wurde dann der Prozentsatz lebender Leukämie-Zellen 

anhand der Luciferase-Aktivität bestimmt. Dazu wurden die noch lebenden Zellen nach 24h, 

48h und 72h lysiert und die Luciferase-Aktivität im Lysat mit einer Standardkurve abgeglichen. 

Die Werte zu den späteren Zeitpunkten wurden dann in Relation zu den Werten zum Zeitpunkt 

0h gesetzt. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Dabei zeigte sich eine rasante und dosisabhängige Reduktion der Zellzahlen. Bereits nach 24h 

erreichte der Unterschied zwischen der Negativkontrolle und den Proben die mit einer MOI 

von 0,01 oder mehr infiziert wurden ein Signifikanzniveau. Lediglich die MOI von 0,001 des 

rVSV-sr39tk zeigte einen zeitlich verzögerten zytotoxischen Effekt. Aber auch bei dieser MOI 

erreichte der Unterschied zur Negativkontrolle bereits nach 48h Signifikanz. Interessant dabei 

ist, dass bereits nach 24h in den Proben die mit einer MOI von 0,1 oder mehr infiziert wurden, 

praktisch keine Tumorzellen anhand ihrer Luciferaseaktivität mehr nachweisbar sind. Das ist 

ein deutlicher Hinweis auf die Sensitivität der ML2-Leukämie-Zellen gegenüber dem VSV. 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Abbildung 25: Kinetik der Abtötung von ML2-Zellen durch das VSV, modifiziert nach (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt sind die MW und SD des Prozentsatzes der lebenden Zellen zu den angegebenen Zeit-

punkten nach der Infektion mit den angegebenen MOIs aus drei verschiedenen Experimenten, 

welche jeweils als Tripletts durchgeführt wurden. Der Prozentsatz lebender Zellen wurde im-

mer in Bezug zum Zeitpunkt 0h nach Infektion gebildet. Die Signifikanzniveaus wurden mit ei-

nem Two-Way-ANOVA-Test mit Bonferroni-Post-Test errechnet: p<0,001=***, 

p<0,0001=****. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

5.3.2 Produktion von VSV durch ML2-Zellen 

 

Nach dem Beweis für die Sensitivität der Tumorzellen gegenüber dem VSV wurde untersucht, 

ob bei der Tumorzelllyse auch Viren freigesetzt wurden. Dazu wurde eine virale Replikations-

kinetik mithilfe der TCID50-Methode angefertigt. Die ML2B7-Fluc-Zellen wurden dazu mit den 

unten angegebenen MOIs infiziert. Dann wurde aus dem Zellkulturmedium der virale Titer zu 

den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Interessanterweise konnte ähnlich der Kinetik in 

den T-Zellen bereits zum Zeitpunkt null ein geringer, aber vorhandener Titer detektiert wer-

den. Vermutlich lag diese Tatsache auch hier daran, dass das VSV einfach noch nicht in alle 

Zellen aufgenommen worden war und deswegen direkt nach der Infektion ein kleiner Virusan-

teil direkt die BHK-21-Zellen befallen konnte.  Bereits nach 4h zeigte sich ein leichter Anstieg 
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des Virustiters bei allen MOIs über 0,01 um ungefähr eine halbe Zehnerpotenz und verzehn-

(MOI von 0,01) bis verhundertfachte (MOI von 10) sich bereits nach 6h. Lediglich die MOI von 

0,001 war etwas langsamer und zeigte einen initialen Titerabfall. Insgesamt deutet dies auf 

eine sehr schnelle Replikation in den Leukämie-Zellen hin. Bereits nach 16h war ein Maximum 

erreicht, welches das 100-fache (MOI 10) bis 105-fache (MOI 0,001) des zum Zeitpunkt 0h ge-

messenen Titers betrug. Insgesamt erreichten die Titer bei einer Zellausgangskonzentration 

von 106/ml einen Wert von 107-108 TCID50/ml Tumorzellmedium. Zu späteren Zeitpunkten fie-

len die Titer wieder ab. Vermutlich liegt das daran, dass wie im vorherigen Bild gezeigt die 

Zellen zu diesen Zeitpunkten bereits tot sind und die Replikation des VSV nicht mehr aktiv 

unterstützen können, sodass das Virus sich nicht mehr vermehren kann und im Laufe der Zeit 

bei 37°C im Inkubator degradiert. Zusammengefasst zeigt auch dieses Experiment die Sensiti-

vität der Tumorzellen gegenüber dem VSV. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 

Abbildung 26: Replikation des VSV in ML2-Zellen, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 

Gezeigt werden die MW und SD des von den ML2-Zellen produzierten rVSV-sr39tk zu den ge-

nannten Zeitpunkten nach der Infektion mit der angegebenen MOI aus drei unterschiedlichen 

Experimenten, welche jeweils in Tripletts durchgeführt wurden. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

5.3.3 Therapie von ML2-Zellen durch eine Kombination aus TZR-T-Zellen und VSV 
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Da bereits in früheren Arbeiten die Funktionalität von den hier verwendeten transduzierten 

T-Zellen gegenüber den ML2B7-Zellen gezeigt und charakterisiert wurde (Mall, Yusufi et al. 

2016, Yusufi, Mall et al. 2017), wird im Folgenden nicht mehr gesondert untersucht, wie die 

ML2-Zellen im Speziellen mit antigenspezifischen T-Zellen interagieren.  

Stattdessen wird vielmehr untersucht, wie sich eine Kombination aus dem VSV und transdu-

zierten T-Zellen gegenüber den ML2B7-Zellen verhält. Diese Kombination wurde dann mit der 

Effektivität der transduzierten T-Zellen als Monotherapie verglichen. Dazu wurden die TZR-T-

Zellen und die iRFP-T-Zellen, direkt bevor sie im Verhältnis von 1:20 zu den ML2B7-Fluc-Zellen 

(E:T-Ratio: 1:20) gegeben wurden, mit den MOIs von 0,1; 1; 10 des rVSV-sr39tk infiziert. Nach 

24h wurde das Kulturmedium von den Zellen abzentrifugiert und für weitere Analysen bei -

80°C gelagert. Die Zellpellets, aus denen die toten Zellen durch Zentrifugation entfernt wor-

den waren, wurden lysiert und die Luciferase-Aktivität der zuvor noch lebenden Leukämie-

Zellen wurde gemessen. Da die T-Zellen kein Luciferase-Gen besitzen, wurden sie bei der Ana-

lyse nicht miterfasst, sodass einzig die Vitalität der ML2-Zellen gemessen wurde. Die Lucifera-

seaktivität wurde dann als Prozentsatz der unbehandelten Kontrollprobe angegeben. Aus 

Gründen der Übersichtlichkeit werden die Signifikanzniveaus im Fließtext angegeben und 

nicht alle im Graphen eingezeichnet. Im Graphen werden nur noch einmal die wichtigsten Sig-

nifikanzniveaus hervorgehoben. Dabei ergaben sich folgende Ergebnisse: Die unbehandelte 

Kontrollprobe wies den gleichen Prozentsatz lebender ML2-Zellen wie die mit einer iRFP-T-

Zell-Monotherapie behandelten Zellen auf. Der Unterschied bezüglich der Vitalität gegenüber 

allen anderen Proben war signifikant (****). Die Tumorzellen, die mit TZR-T-Zellen behandelt 

wurden, wiesen mit steigender initialer Infektionsdosis der T-Zellen immer weniger lebende 

Tumorzellen auf. Dabei zeigt sich bei TZR-T-Zellen ohne VSV nach 24h eine Vitalität der 

ML2B7-Fluc-Zellen von im Mittel ca. 30%, bei TZR-T-Zellen mit einer MOI von 0,1 ca. 20%, bei 

einer MOI von 1 ca. 15% und bei einer MOI von 10 zeigten sich praktisch keine lebendigen 

Tumorzellen mehr. Interessanterweise zeigte sich aber nur statistische Signifikanz zwischen 

nicht infizierten TZR-T-Zellen und maximal infizierten TZR-T-Zellen (**). Auch zeigte sich ein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den iRFP-T-Zellen, welche mit einer MOI von 1 

und 10 beladen wurden, gegenüber den TZR-T-Zellen (* bzw. **). Bei den iRFP-T-Zellen stieg 

mit der initialen MOI der Prozentsatz toter Leukämie-Zellen. Interessanterweise wurden aller-

dings bei den iRFP-T-Zellen, welche mit einer initialen MOI von 0,1 des rVSV-sr39tk infiziert 
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wurden, nur etwa 50% der Tumorzellen abgetötet. Damit ergab sich hier ein statistisch signi-

fikanter Unterschied zu den TZR-T-Zellen, welche mit der gleichen MOI des rVSV-sr39tk bela-

den wurden(*). Auch bei den TZR-T-Zellen, welche mit der MOI von 1 und 10 vorinfiziert wur-

den, ergab sich gegenüber den iRFP-T-Zellen mit einer initialen Infektionsdosis von MOI von 

0,1 jeweils ein signifikanter Vorteil in der Therapie (*** bzw. ****). Verglich man die mit einer 

MOI von 0,1 infizierten iRFP-T-Zellen mit den mit einer MOI von 1 bzw. 10 infizierten iRFP-T-

Zellen, so waren auch diese signifikant (****). Weitere signifikante Unterschiede bestanden 

in dieser Abbildung nicht. Damit ergeben sich folgende Erkenntnisse: Bei einer initialen MOI 

von 1 oder mehr, spielt es keine Rolle mehr, um welche T-Zellen es sich handelt, da so viele 

Viren in die Tumorzellkokultur kommen, dass diese ausreichen, die Tumorzellen nach 24h fast 

vollständig abzutöten. Bei einer niedrigen MOI von 0,1 zeigt die Kombination von TZR-T-Zellen 

und VSV einen klaren Vorteil gegenüber den iRFP-T-Zellen in Kombination mit dem VSV, was 

indiziert, dass die TZR-T-Zellen einen synergistischen tumorabtötenden Effekt zusätzlich zum 

rVSV-sr39tk haben, wenn es sich um eine relativ geringe initiale Virusdosis handelt, die auf die 

Tumorzellen von den T-Zellen übertragen werden kann. Zudem sieht man einen Vorteil der 

Kombinationstherapien gegenüber einer Therapie mit TZR-T-Zellen alleine. Man sieht hier 

auch bereits bei kleinen MOIs einen Vorteil der Kombination gegenüber der Monotherapie, 

auch wenn dieser noch nicht statistisch signifikant ist. Die statistische Signifikanz ergibt sich 

dann mit steigender MOI. Hier ist aber die Sinnhaftigkeit einer Kombinationstherapie fragwür-

dig, da es keinen Unterschied mehr zu den Kontroll-T-Zellen mit dem VSV in selber Infektions-

dosis gibt, sodass es an sich keine spezifischen T-Zellen mehr bräuchte. (Melzer, Zeitlinger et 

al. 2019) 
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Abbildung 27: Effizienz einer Kombinationstherapie aus T-Zellen und VSV zur Abtötung von 

ML2B7-Fluc-Zellen 24h nach Beginn der Therapie, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 

Gezeigt werden die MW und SD des % lebender ML2B7-Fluc-Zellen 24h nach Beginn mit der 

jeweils angegeben Therapie in einer E:T-Ratio von 1:20. Die Werte wurden gegenüber der un-

behandelten Kontrollprobe normalisiert. Signifikanz wurde mit einem One-Way-ANOVA- und 

einem Bonferroni-Post-Test ermittelt: p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001=***, p<0,0001=****. 

Aus Gründen der Übersichtlichkeit werden die meisten Signifikanzniveaus im Fließtext be-

schrieben und nur die aussagekräftigsten hier im Graphen gezeigt. Die beiden letzten Säulen 

sind untereinander nicht signifikant unterschiedlich. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

Die Zellvitalität der ML2B7-Fluc-Zellen wurde des Weiteren auch nach 48h in denselben Kul-

turbedingungen wie oben gemessen. Dabei ergab sich für alle Tumorzellproben, die mit einer 

Kombination aus TZR-T-Zellen oder iRFP-T-Zellen und dem VSV behandelt wurden, dass es 

praktisch keinen Nachweis für lebende ML2-Zellen mehr gab. Interessant ist hierbei, dass es 

bei der TZR-T-Zell-Monotherapie so scheint, als wäre bei den T-Zellen zumindest eines T-Zell-

Spenders nach 48h noch nicht genügend Zeit vergangen, um alle Tumorzellen abzutöten.  Die 

Therapieeffektivität zwischen Kontroll-T-Zell-Monotherapie und unbehandelten ML2B7-FLuc-

Zellen war nicht signifikant unterschiedlich zueinander. 
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Abbildung 28: Effizienz einer Kombinationstherapie aus T-Zellen und VSV zur Abtötung von 

ML2B7-Fluc-Zellen 48h nach Beginn der Therapie 

Gezeigt werden die MW und SD des % lebender ML2B7-Fluc Zellen 48h nach Beginn mit der 

jeweils angegeben Therapie in einer E:T-Ratio von 1:20. Die Werte wurden gegenüber der un-

behandelten Kontrollprobe normalisiert. Signifikanz wurde mit einem One-Way-ANOVA- und 

einem Bonferroni-Post-Test ermittelt: p<0,0001=****. Hier zeigte sich nur ein signifikanter Un-

terschied zwischen der iRFP-T-Zell-Monotherapie und den unbehandelten Zellen verglichen mit 

allen anderen, tatsächlich behandelten, Zellen. Zwischen unbehandelter Kontrollprobe und der 

iRFP-T-Zell-Monotherapie bestand kein signifikanter Unterschied. 

 

 

Als weitere Kontrollen wurden ML2B15-Fluc-Zellen verwendet, die mit einem anderen HLA 

transduziert waren und dadurch der Erkennung durch die mit dem TCR2.5D6-iRFP transdu-

zierten TZR-T-Zellen entgehen (Yusufi, Mall et al. 2017). Hier zeigt sich ein ganz ähnliches Er-

gebnis wie bei den ML2B7-Fluc Zellen die mit iRFP-T-Zellen behandelt werden. Wenn die T-

Zellen nicht mit Virus beladen wurden, dann waren die Ergebnisse der Leukämie-Zell-Vitalität 

nach 24h nicht wesentlich unterschiedlich zu denen der unbehandelten Kontrollprobe. Mit 

steigender initialer MOI der T-Zellen wurden dann aber auch die ML2B15-Fluc-Zellen abgetö-

tet. Interessanterweise schienen diese aber ein wenig resistenter gegenüber dem VSV zu sein, 

da bei den ML2B15-Fluc-Zellen nach 24h in den Proben die mit T-Zellen, welche mit einer MOI 

von 0,1 des rVSV-sr39tk infiziert waren, noch rund 70% lebende Zellen und mit MOI 1 noch 
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rund 20% lebendige Tumorzellen zu finden waren. Diese Unterschiede verschwanden dann 

aber nach 48h. Nach 48h waren dann nahezu alle Leukämie-Zellen tot, wenn sie mit präinfi-

zierten T-Zellen behandelt wurden. Als Ergebnisse für die Kokultur ergeben sich nach 24h: Bei 

der ML2B15-Fluc-Zell-Kultur sind die Unterschiede bei der Abtötung der ML2B15-Zellen zwi-

schen den eingesetzten TZR-T-Zellen, den iRFP-T-Zellen und Nicht-Behandlung marginal und 

nicht signifikant. Mit einer MOI von 0,1 vorinfizierte TZR-T-Zellen und iRFP-T-Zellen sind in 

ihrer Effizienz gleich. Gegenüber der TZR-T-Zell-Monotherapie und der iRFP-T-Zell Monothe-

rapie sind sie nicht signifikant unterschiedlich. Gegenüber den unbehandelten Tumorzellen 

zeigen sie beide einen kleinen, aber signifikanten Vorteil in der Tumorzellabtötung (**). Der 

Effekt der Tumorzellreduktion liegt hier bei den mit einer MOI von 0,1 vorinfizierten T-Zellen 

bei ca. 30%. Bei einer MOI von 1 liegt er bei beiden T-Zell-Therapien bei ca. 70%-80%. Es gibt 

hier aber praktisch wieder keinen Unterschied zwischen TZR-T-Zellen und iRFP-Zellen, wenn 

sie mit einer MOI von 1 infiziert wurden. Beide mit der MOI von 1 infizierten T-Zell-Therapeu-

tika sind signifikant unterschiedlich zu den nicht infizierten T-Zell-Monotherapien, zu den mit 

der MOI von 0,1 infizierten T-Zell-Therapeutika sowie zu der unbehandelten Tumorzellprobe 

(****). Gegenüber den T-Zell-Kombinationstherapien, welche mit einer MOI von 10 infiziert 

wurden, besteht hingegen kein signifikanter Unterschied. Bei einer Beladung der T-Zellen mit 

einer MOI von 10 des rVSV-sr39tk reduziert sich der Prozentsatz lebender ML2B15-Fluc-Zellen 

auf fast 0%. Beide mit der MOI von 10 infizierten T-Zell-Therapeutika sind in allen noch nicht 

genannten Vergleichen statistisch signifikant unterschiedlich zu allen anderen Gruppen 

(****). Hingegen gibt es beim Vergleich von mit einer MOI von 10 infizierten TZR-T-Zellen und 

iRFP-T-Zellen keinen Unterschied.  
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Abbildung 29: Effizienz einer Kombinationstherapie aus T-Zellen und VSV zur Abtötung von 

ML2B15-Fluc-Zellen 24h nach Beginn der Therapie 

Gezeigt werden die MW und SD des % lebender ML2B15-Fluc Zellen 24h nach Beginn mit der 

jeweils angegeben Therapie in einer E:T-Ratio von 1:20. Die Werte wurden gegenüber der un-

behandelten Kontrollprobe normalisiert. Signifikanz wurde mit einem One-Way-ANOVA- und 

einem Bonferroni-Post-Test ermittelt: p<0,01=**, p<0,0001=****. Aus Gründen der Übersicht-

lichkeit werden die Signifikanzniveaus im Fließtext beschrieben. 

 

Nach 48h sieht man bereits, dass der Prozentsatz lebender ML2B15-Fluc-Zellen, in den Pro-

ben, die mit einer Kombinationstherapie aus dem VSV, egal welcher initialen Infektionsdosis 

und T-Zellen behandelt wurden gegen 0% geht. Hingegen zeigt sich kein statistisch signifikan-

ter Unterschied zwischen TZR-T-Zell-Monotherapie, iRFP-T-Zell-Monotherapie und der unbe-

handelten Kontrollprobe. Der Unterschied zwischen TZR-T-Zell-Monotherapie und allen Kom-

binationstherapien ist statistisch signifikant (**). Ein signifikanter Unterschied im Vergleich 

zwischen allen Kombinationstherapie, unabhängig von der initialen Virusdosis, besteht nicht. 

Der Unterschied zwischen den Kombinationstherapien und den iRFP-T-Zellen als Monothera-

pie sowie der unbehandelten Kontrollprobe ist immer signifikant (**-****). 
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Abbildung 30: Effizienz einer Kombinationstherapie aus T-Zellen und VSV zur Abtötung von 

ML2B15-Fluc-Zellen 48h nach Beginn der Therapie 

Gezeigt werden die MW und SD des % lebender ML2B15-Fluc Zellen 48h nach Beginn mit der 

jeweils angegeben Therapie in einer E:T-Ratio von 1:20. Die Werte wurden gegenüber der un-

behandelten Kontrollprobe normalisiert. Signifikanz wurde mit einem One-Way-ANOVA- und 

einem Bonferroni-Post-Test ermittelt: p<0,01=**, p<0,001=***, p<0,0001=****. Aus Gründen 

der Übersichtlichkeit werden die Signifikanzniveaus im Fließtext beschrieben. 

 

Anhand der bis hierhin durchgeführten Experimente, sieht man, dass bereits TZR-T-Zellen 

ohne VSV einen starken zytotoxischen Effekt auf die ML2B7-Zellen haben. Bei den ML2B15 

Tumorzellen ist dies wie erwartet und vorbeschrieben (Yusufi, Mall et al. 2017) nicht der Fall. 

Der antileukämische Effekt kann durch die Kombination mit dem VSV verstärkt werden. Der 

Zusatzeffekt des VSV ist dabei abhängig von der Initialdosis, mit der die T-Zellen infiziert wer-

den. Wenig überraschend zeigen auch die iRFP-T-Zellen, sofern sie mit dem VSV beladen sind, 

einen antileukämischen Effekt in der Kokultur. Die nicht infizierten Kontroll-T-Zellen haben 

hingegen den gleichen Effekt wie eine Nicht-Behandlung. Für die MOIs 1 und 10 konnte kein 

Unterschied zwischen iRFP-T-Zellen und TZR-T-Zellen mehr festgestellt werden, da hier wohl 

die initiale Virusdosis so hoch war, dass der Effekt der T-Zellen nicht mehr ins Gewicht fällt. 

Interessanterweise ist aber gerade bei der MOI 0,1 ein deutlicher, sogar signifikanter Unter-
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schied 24h nach Start der Therapie in der Kokultur aus T-Zellen und ML2B7-Zellen zu beobach-

ten. Dabei zeigt sich, dass die Kombination aus spezifischen T-Zellen und VSV der Kombination 

aus Kontroll-T-Zellen und VSV überlegen ist. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Weiterhin ist zu beobachten, dass bereits nach 48h praktisch sämtliche ML2B7-Zellen mit Aus-

nahme der unbehandelten oder nur mit iRFP-T-Zellen behandelten Zellen tot sind. Auch die 

nur mit TZR-T-Zellen behandelten ML2B7-Zellen sind zu diesem Zeitpunkt überwiegend tot. 

Daher kann gefolgert werden, dass sowohl TZR-T-Zellen als auch die Kombinationstherapie 

effektiv gegenüber den ML2-Leukämie-Zellen sind, aber dass insbesondere zu frühen Zeit-

punkten die Kombination von VSV und TZR-T-Zellen einen Vorteil bezüglich der antileukämi-

schen Wirkung hat. Daher ergibt sich, dass die Kombination aus spezifischen T-Zellen und VSV 

besonders einen zeitlichen Vorteil in der Leukämie-Zell-Abtötung aufweist. 

Wenn man Leukämie-Zellen mit einem irrelevanten HLA-Molekül, wie die ML2B15-Zellen, be-

trachtet, dann stellt man fest, dass 1. diese, wenn sie mit TZR-T-Zellen behandelt werden, 

überwiegend so reagieren wie ML2B7-Leukämie-Zellen, wenn diese mit Kontroll-T-Zellen be-

handelt werden. 2. Die ML2B15-Zellen werden von der Kombination aus T-Zellen und VSV ef-

fizient abgetötet, auch wenn es hier so scheint, als wären die ML2B15-Zellen insbesondere 

gegenüber einer Kombination aus T-Zellen und einer initial geringen Virusdosis etwas resis-

tenter.  

Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass TZR-T-Zellen ihr zugehöriges Antigen spe-

zifisch erkennen und dass ein synergistischer Effekt durch die Addition des VSV zur T-Zell-The-

rapie erreicht wird.  

 

5.3.4 Erhaltene T-Zell-Funktionalität in einer Kombinationstherapie 

 

Im nächsten Schritt wurde dann die T-Zell-Funktion untersucht. Dabei wurde untersucht, ob 

die Addition des VSV zur T-Zell-Monotherapie die T-Zell-Funktion vermindert oder verändert. 

Als Parameter für die T-Zell-Funktion wurde die produzierte Menge an IFN-𝛾 mittels ELISA ge-

messen. Dieser Test wurde für die Zeitpunkte 24h und 48h nach Beginn der Kokultur durch-

geführt. In diesem Experiment wurde deutlich gezeigt, dass die produzierten IFN-𝛾-Titer un-

abhängig von der Infektion der T-Zellen durch das VSV waren. So zeigte sich eine starke Akti-

vierung der TZR-T-Zellen in der Kokultur mit den ML2B7-Fluc-Zellen. Dies traf auch dann zu, 

wenn die T-Zellen mit dem VSV beladen waren. Daraus wird geschlussfolgert, dass die T-Zell-
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Funktion, gemessen an der sezernierten Menge von IFN-𝛾, nicht durch das VSV beeinträchtigt 

oder verändert wird. In allen anderen Kontrollgruppen fand keine nennenswerte IFN-𝛾-Sekre-

tion statt, sodass klar wird, dass es auch nicht zur unspezifischen Aktivierung von T-Zellen 

durch das VSV kommt. Insgesamt scheint die T-Zell-Funktion unbeeinträchtigt von der Infek-

tion durch das VSV zu sein. Die Unterschiede bei der IFN-𝛾-Produktion in den Kulturbedingun-

gen, bei denen spezifische TZR-T-Zellen mit und ohne VSV gegen ML2B7-Zellen eingesetzt 

wurden, gegenüber allen Kulturbedingungen waren dabei signifikant. Keine Signifikanz be-

stand zwischen allen TZR-T-Zell-Therapeutika untereinander, die zur Behandlung der ML2B7-

Zellen eingesetzt wurden. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 31: IFN-y-Produktion in der Mischkultur aus ML2-Zellen und infizierten T-Zellen nach 

24h, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW und SD der IFN-𝛾-Produktion für die jeweiligen Kokulturbedingungen 

nach 24h aus drei Experimenten, welche jeweils in Tripletts durchgeführt wurden. Der Titer von 

IFN-𝛾 ist in pg/ml Zellkulturüberstand angegeben. Der Zellkulturüberstand wurde 24h nach 

Kokultur eingefroren und zu einem späteren Zeitpunkt mittels ELISA auf den IFN-𝛾-Titer unter-

sucht. Signifikanz wurde mit einem One-Way-ANOVA- und einem Bonferroni-Post-Test ermit-

telt: p<0,05=* p<0,01=**, p<0,001=***. Die ersten vier Säulen waren zueinander nicht signifi-

kant unterschiedlich. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Nach 48h zeigten sich ähnliche Ergebnisse bei der IFN-𝛾-Produktion wie nach 24h. Allerdings 

ist davon auszugehen, dass zu diesem Zeitpunkt bereits kein neues IFN-𝛾 mehr produziert 

wurde, da die meisten Leukämie-Zellen bereits tot waren. Am ehesten handelt es sich hier 

also um eine Messung des noch vorhandenen IFN-𝛾. Die Standardabweichungen sind zu die-

sem Zeitpunkt bereits wesentlich größer, sodass sich keine statistische Signifikanz mehr ergab.   

 

 
Abbildung 32: IFN-	𝛾-Produktion in der Mischkultur aus ML2-Zellen und infizierten T-Zellen 

nach 48h 

Gezeigt werden die MW und SD der IFN-𝛾-Produktion für die jeweiligen Kokulturbedingungen 

nach 48h aus drei Experimenten, welche jeweils in Tripletts durchgeführt wurden. Der Titer von 

IFN-𝛾 ist in pg/ml Zellkulturüberstand angegeben. Der Zellkulturüberstand wurde 48h nach 

Kokultur eingefroren und zu einem späteren Zeitpunkt auf den IFN-𝛾-Titer untersucht. Signifi-

kanz wurde mit einem One-Way-ANOVA- und einem Bonferroni-Post-Test untersucht. 
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mehrung beeinflussen. Dazu wurden aus den gleichen Zellkulturüberständen mittels TCID50-
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48h nach Beginn der Kokultur durchgeführt. Dabei zeigte sich sehr überraschend, dass in den 

Kulturbedingungen, in denen mit dem VSV beladene TZR-T-Zellen auf ML2B7-Zellen trafen, 

sehr viel niedrigere Titer erreicht wurden als in allen anderen Kulturbedingungen, wo es zu 

keiner T-Zell-Aktivierung, gemessen am Grad der IFN-𝛾-Ausschüttung, kam. Zwar gab es hier 

einen dosisabhängigen Effekt, der zu höheren Titern in der Kokultur bei höherer initialer T-

Zell-Beladungsdosis führte, doch wurden in den Kulturen, in denen eine spezifische T-Zell-Ak-

tivierung stattfand, nur Titer im Bereich von 104-105 TCID50/ml nach 24h gemessen. In den 

anderen Mischkulturen lagen die Titer nach 24h im Bereich von 106 bist 108 TCID50/ml. Inte-

ressant ist hier auch, dass in den Kokulturen, in denen T-Zellen, unabhängig von ihrem Trans-

duktionsstatus bezüglich des TZR oder des iRFP, mit ML2B15-Zellen kultiviert wurden, die Titer 

fast eine Logarithmusstufe niedriger waren, als dort, wo Kontroll-T-Zellen auf ML2B7-Zellen 

trafen. Dies könnte ein weiterer Hinweis auf eine, wie oben bereits angesprochen, leicht hö-

here Resistenz der ML2B15-Zellen gegenüber dem VSV sein. Ein weiterer nennenswerter 

Punkt ist, dass es nach 24h eine scheinbare Dosisabhängigkeit der Virusproduktion von der 

initialen T-Zell-Infektionsdosis gibt. So finden sich die niedrigsten Titer jeweils bei der initial 

niedrigsten MOI von 0,1 und die höchsten entsprechend bei einer MOI von 10. Nach 48h ver-

kehrt sich dieser Zusammenhang ins Gegenteil. Hier sind die höchsten Titer bei der niedrigsten 

initialen Dosis zu finden. Dies mag daran liegen, dass bei den höheren MOIs bereits nach 24h 

fast alle Tumorzellen tot sind, und das bis dahin produzierte Virus wieder degradiert, wie bei 

vorigen Experimenten erwähnt. Dazu würde passen, dass die absolute Titerhöhe leicht abfällt. 

Bei der niedrigen MOI von 0,1 waren nach 24h noch lebendige ML2-Zellen vorhanden, sodass 

hier noch bis zum Zeitpunkt 48h nach Beginn der Kokultur eine weitere Virusproduktion statt-

finden kann, was erklärt, wieso dort der Titer ansteigt. Nach 48h ist der Virustiter auch in den 

Proben höher, in denen eine T-Zell-Aktivierung stattgefunden hat. Dass der Titer in den Pro-

ben mit TZR-T-Zellen und ML2B7-Zellen insgesamt trotzdem niedriger ist, mag daran liegen, 

dass die T-Zellen, wie bereits gezeigt, selbst effizient an der Tumorzellabtötung beteiligt sind, 

und daher der Nährboden, auf dem sich das Virus normalerweise vermehrt, nur spärlicher 

vorhanden ist, was zu weniger produziertem Virus führt. Eine weitere Erklärung könnte auch 

sein, dass die IFN-𝛾-Sekretion einen gewissen antiviralen Effekt auf das VSV hat, auch wenn 

das VSV eigentlich gegenüber den Typ-I-IFNs und nicht so sehr den Typ-II-IFNs sensibel ist. In 

einer anderen Arbeit wurde allerdings vorbeschrieben, dass auch IFN-𝛾 einen gewissen re-

pressiven Effekt auf das VSV hat (Tan, Derrick et al. 2005). Letzten Endes ist es aber auch nicht 
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Ziel dieser Arbeit, eine möglichst gute Kondition zu finden, bei der viel Virus produziert wird, 

sondern eine, in der die Tumorzellen effizient abgetötet werden. Das Abtöten von Leukämie-

Zellen ist der Kombinationstherapie aus TZR-T-Zellen und dem VSV sehr gut gelungen, sodass 

die niedrigen Virustiter sogar als Vorteil hinsichtlich möglicher toxischer Nebenwirkungen ge-

sehen werden können. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 33: Produktion des VSV 24h nach Beginn der Mischkultur aus ML2-Zellen und infi-

zierten T-Zellen, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW und SD der Virustiter 24h nach Beginn der Kokultur aus drei unter-

schiedlichen Experimenten, welche jeweils in Tripletts durchgeführt wurden. Der Titer des VSV 

wird in TCID50/ml Zellkulturüberstand angegeben. Der Zellkulturüberstand wurde 24h nach Ko-

kultur eingefroren und zu einem späteren Zeitpunkt gemessen. Auf eine statistische Analyse 

wird aufgrund der logarithmischen Verteilung der Werte verzichtet. (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 
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Abbildung 34: Produktion des VSV 48h nach Beginn der Mischkultur aus ML2-Zellen und infi-

zierten T-Zellen 

Gezeigt werden die MW und SD der Virustiter 48h nach Beginn der Kokultur aus drei unter-

schiedlichen Experimenten, welche jeweils in Tripletts durchgeführt wurden. Der Titer des VSV 

wird in TCID50/ml Zellkulturüberstand angegeben. Der Zellkulturüberstand wurde 48h nach Ko-

kultur eingefroren und zu einem späteren Zeitpunkt gemessen. Auf eine statistische Analyse 

wird aufgrund der logarithmischen Verteilung der Werte verzichtet. 

 

Aus all diesen Experimenten kann geschlossen werden, dass TZR-T-Zellen in Kombination mit 

dem VSV, insbesondere bei einer MOI von 0,1, einen Vorteil gegenüber einer Monotherapie 

aus TZR-T-Zellen oder einer Kombinationstherapie aus unspezifischen T-Zellen und dem VSV 

besitzen. Des Weiteren scheint schon jede der Monotherapieformen für sich alleine ein sehr 

effektives Mittel zur Anwendung gegen ML2-Leukämie-Zellen zu sein.  
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5.4 In vivo: Toxizitätstudie 

5.4.1 Testung unterschiedlicher Virusdosen im Mausmodell 

 

Nach Beendigung der in-vitro-Analysen wurde im kommenden Abschnitt der Arbeit unter-

sucht, in welcher Dosis das VSV bzw. eine Kombinationstherapie aus T-Zellen und VSV immun-

supprimierten NSG-Mäusen verabreicht werden kann. Bevor die Behandlung von ML2-Tumo-

ren in vivo untersucht wurde, wurde diese Toxizitätsstudie durchgeführt. Als limitierende To-

xizität wurde die bekannte Neurotoxizität des VSV antizipiert (Quiroz, Moreno et al. 1988, 

Hastie, Cataldi et al. 2013). Da von vorneherein nicht klar war, ob sich die Toxizität unterschei-

det, wenn das VSV an T-Zellen gebunden ist, wurden NSG-Mäuse sowohl mit VSV alleine als 

auch in Kombination mit T-Zellen behandelt. Zur Ermittlung der mit den T-Zellen verabreich-

ten Anzahl an Viren wurde die Formel aus Abbildung 24 verwendet. Da alle späteren Tu-

mortherapie-Experimente in den Mäusen mit jeweils einer einmaligen Verabreichung von 107 

T-Zellen durchgeführt werden sollte, wurde bereits in der Dosisfindungsstudie diese Anzahl 

von CD8+-Tcm verwendet. Die mit den CD8+-Tcm verabreichte Virusdosis wurde dann aus 

Gründen der Vergleichbarkeit mit der oben genannten Formel so umgerechnet, dass eine Aus-

sage über die frei verfügbare Menge des VSV zwischen der Dosis der Kombinationstherapie 

und der Dosis des als Monotherapie verabreichten VSV getroffen werden konnte. In der Do-

sisfindungsstudie wurde das rVSV-GFP verwendet. Die zu untersuchende Virusdosis wurde 

den Mäusen dann in die Schwanzvene injiziert. Anschließend wurden die Mäuse für einen 

Zeitraum von 21 Tagen beobachtet. Die Mäuse wurden dafür täglich klinisch untersucht und 

gewogen. Nach 21 Tagen wurde der Versuch beendet. Wenn die Mäuse eines der im TVA de-

finierten Abbruchkriterien erreichten, wie etwa Gewichtsverlust oder offensichtliche Krank-

heitszeichen, wurden sie euthanasiert. Bei den Mäusen, die Neurotoxizität zeigten, wurden 

unter anderem Krampfanfälle und Lähmungen beobachtet. Die CD8+-Tcm wurden mit den 

MOIs von 0,01; 0,1 und 1 des rVSV-GFP infiziert. Das VSV alleine wurde in Dosen von 104 PFU 

und 3,3*104 PFU getestet. Die einzelnen verabreichten Dosen mit und ohne T-Zellen sind in 

der untenstehenden Tabelle angegeben. Eine Versuchsgruppe enthielt initial drei Mäuse. 

Wenn nur ein toxisches Ereignis innerhalb der ersten 14 Tage der 21-tägigen Beobachtungs-

dauer auftrat, dann wurden weitere drei Mäuse zur Gruppe hinzugefügt. Trat hierbei kein er-

neutes toxisches Ereignis auf, so wurde diese applizierte Virusdosis als sicher erachtet. Ge-

sucht wurde in diesen Experimenten die sichere Dosis für 14 Tage, da abzusehen war, dass die 
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immunsupprimierten NSG-Mäuse zwangsläufig irgendwann an der VSV-Infektion sterben 

würden. Die untenstehende Tabelle listet die applizierten Dosen und die toxischen Ereignisse 

pro Gruppe auf. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

Tabelle 32: Toxische Ereignisse in unterschiedlichen Gruppen während der MTD-Studie, mo-

difiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Behandlung Entspricht Toxische Ereignisse in 21 Ta-

gen, gemessen an allen 

Mäusen der Gruppe 

104 PFU VSV-GFP 104 PFU 3/6 

3,3*104 PFU VSV-GFP 3,3*104 PFU 4/6 

107 CD8+-Tcm, MOI 0,01 3,3*103 PFU 0/3 

107 CD8+-Tcm, MOI 0,1 4,2*104 PFU 0/3 

107 CD8+-Tcm, MOI 1 5,2*105 PFU 4/6 

 

Genannt sind die unterschiedlichen getesteten Dosen von frei verfügbarem VSV als auch die 

zellgebundenen Dosen des VSV, sowie die korrespondierende Dosis an infektiösen Viren und 

die Anzahl der Mäuse pro Gruppe, so wie die toxischen Ereignisse in jeder Gruppe. (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 

 

In dieser Tabelle sieht man deutlich, dass es bei der Applikation des VSV ohne T-Zellen bei 

niedrigeren Dosen bereits zu einer höheren Toxizität kommt. Interessant ist hierbei, dass man 

bis zu 4,2*104 PFU infektiöse Viren, sofern sie an T-Zellen gebunden sind, verabreichen kann, 

ohne auch nur ein einzelnes toxisches Ereignis in der dreiwöchigen Beobachtungsdauer zu 

sehen. Wird das VSV in freier Form bereits in der geringeren Dosis von 104 PFU verabreicht, 

dann ergibt sich bereits eine Toxizitätsrate von 50% in den drei Wochen. (Melzer, Zeitlinger et 

al. 2019) 
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5.4.2 Bestimmung einer sicheren Dosis für das VSV in NSG-Mäusen 

 

In einer Kaplan-Meier-Überlebenskurve bestätigten sich diese Ergebnisse. Aus dieser Kurve, 

wurde dann letzten Endes auch die MTD für 14 Tage herausgelesen. In der Kurve zeigt sich ein 

rapider Todeseintritt bei den Mäusen, die mit dem VSV behandelt wurden. Lediglich bei den 

Mäusen, die mit 104 PFU rVSV-GFP behandelt wurden, konnte eine sichere Dosis für 14 Tage 

definiert werden. Doch auch in dieser Gruppe gab es bereits ein toxisches Ereignis in den ers-

ten 14 Tagen. Bei den T-Zell-gebundenen Viren hingegen konnte erst bei einer Beladungsdosis 

von einer MOI von 1, was einer Inkubation der T-Zellen mit initial 107 PFU während des Infek-

tionsprozesses entspricht und umgerechnet 5,2*105 PFU an sofort übertragbaren, infektiösen 

Viren entspricht, toxische Ereignisse beobachtet werden. Bei dieser Dosis zeigte sich aber, 

dass 2 der untersuchten 6 Mäuse innerhalb der ersten 14 Tage starben. Bei einer Infektions-

MOI von 0,1 zeigte sich hingegen kein einziges toxisches Ereignis in den 21 Tagen. Daher wur-

den für die weiteren Versuche die sicheren Dosen für 14 Tage wie folgt definiert: 1. Für freies, 

nicht zellgebundenes VSV wurde eine Dosis von 104 PFU als sicher gewertet. 2. Für an 107 

CD8+-Tcm gebundenes VSV wurde die Beladungsdosis der MOI von 0,1, was 4,2*104 PFU ent-

spricht, als sicher angesehen. Diese sicheren Dosen wurden dann in allen weiteren Mausex-

perimenten verwendet. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

  
Abbildung 35: Überlebenszeitkurve der MTD-Studie, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 
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Gezeigt wird eine Kaplan-Meier-Kurve der Toxizitätstudie. Jeder Abbruch bedeutet den Tod ei-

ner Maus. Nach 21 Tagen wurden die noch lebenden Mäuse zensiert. Die rote Kurve ist von der 

schwarzen überdeckt, da sich bei beiden Gruppen keine Toxizität zeigte. Für die Anzahl der 

Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 19.  (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

Das Interessante an diesen Ergebnissen ist, dass keine Maus, die mit der Kombination aus 107 

CD8+-Tcm und 4,2*104 PFU des rVSV-GFP oder weniger behandelt wurden, Toxizitätszeichen 

aufweist, obwohl die Dosis an übertragbaren Viren höher ist als die zwei niedrigeren, geteste-

ten Dosen von nicht-zellgebundenem rVSV-GFP. Es scheint, dass das VSV in Kombination mit 

T -Zellen weniger toxisch als freies Virus ist. (Melzer, Lopez-Martinez et al. 2017)  

 

5.4.3 Nachweis von VSV in bestimmten Organen der Mäuse 

 

In einem nächsten Schritt wurden bestimmte Organe der Mäuse untersucht. Die Organe wur-

den dazu gewogen, mit einem Mörser homogenisiert, in einer bestimmten Konzentration in 

Lösung gebracht und anschließend der virale Titer in ihnen gemessen. Dazu wurden das Ge-

hirn, die Leber, die Milz und die Lunge einer Maus untersucht, da das VSV für seinen Neuro-

tropismus und seine Hepatotoxizität (Shinozaki, Ebert et al. 2005, LeBlanc, Naik et al. 2013) 

bekannt ist. Milz und Lunge wurden deswegen untersucht, weil in einer früheren Arbeit am 

selben Modell beschrieben wurde, dass humane T-Zellen ein starkes Homing in die Milz und 

Lunge der NSG-Mäuse zeigen (Mall, Yusufi et al. 2016). Die Organe wurden zum Zeitpunkt der 

Tötung der Maus asserviert und später untersucht.  (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Im Gehirn der Mäuse, die früh unter Neurotoxizität litten, fand sich wenig überraschend ein 

hoher Titer von replizierenden rVSV-GFP in der TCID50-Untersuchung pro Gramm Gewebe. In-

teressanterweise zeigte sich aber auch in manchen Gehirnen von Mäusen, die an Tag 21 zen-

siert wurden, ein geringerer viraler Titer. Eine sehr auffällige Besonderheit ist weiterhin, dass 

sich in den Mäusen die mit CD8+-Tcm und der niedrigsten Dosis des VSV beladen wurden, 

überhaupt kein viraler Titer im Gehirn zeigte. Zudem zeigten sich auch bei den Mäusen, die 

nur mit dem VSV behandelt wurden, höhere viraler Titer als bei den Mäusen, die mit T-Zellen 

und dem VSV behandelt wurden. Hierbei war die initiale Beladungsdosis der T-Zellen uner-

heblich für diesen Unterschied. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Abbildung 36: Quantitativer Virusnachweis im Gehirn von Mäusen aus der MTD-Studie, modi-

fiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW, SD und Einzelwerte für die im Gehirn der Mäuse gemessenen Titer 

zum Zeitpunkt des Todes der jeweiligen Maus. Dargestellt sind die unterschiedlichen Therapie-

gruppen. Gemessen wurde der Titer als TCID50/mg Gehirn. Für die Anzahl der Mäuse pro 

Gruppe vgl. Tabelle 19. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

Insgesamt zeigte sich ein höherer Prozentsatz von Mäusen mit replizierenden rVSV-GFP im 

Gehirn in den Therapiegruppen, die mit freiem rVSV-GFP behandelt wurden. (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 37: Prozentsatz der Mäuse einer Gruppe mit nachgewiesenem Virus im Gehirn wäh-

rend der MTD-Studie, modifiziert nach  (Melzer, Zeitlinger et al. 2019)  
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Gezeigt wird der Prozentsatz der Mäuse einer Behandlungsgruppe, die einen positiven Nach-

weis von replizierendem VSV mittels der TCID50-Methode im Gehirn hatten. Für die Anzahl der 

Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 19. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

In der Leber, der Milz und den Lungen der untersuchten Mäuse wurde bei insgesamt weniger 

Mäusen replizierendes VSV nachgewiesen. Auch die Höhe der Titer war niedriger als im Ge-

hirn. Interessant ist, dass in den Lungen und der Milz, welche für ein T-Zell-Homing prädesti-

niert sind (Mall, Yusufi et al. 2016), nur gleich hohe oder sogar niedrigere Titer in den Mäusen, 

die mit einer Kombinationstherapie aus T-Zellen und dem VSV therapiert wurden, als in de-

nen, die nur das VSV bekommen hatten, gemessen wurden. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 38: Quantitativer Virusnachweis in der Leber von Mäusen aus der MTD-Studie, mo-

difiziert nach  (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW, SD und einzelnen Werte der in der Leber als TCID50/mg gemessenen 

Virustiter des rVSV-GFP. Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 19. (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 
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Abbildung 39: Quantitativer Virusnachweis in der Milz von Mäusen aus der MTD-Studie, mo-

difiziert nach  (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW, SD und einzelnen Werte der in der Milz als TCID50/mg gemessenen 

Virustiter des rVSV-GFP. Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 19. (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 40: Quantitativer Virusnachweis in der Lunge von Mäusen aus der MTD-Studie, mo-

difiziert nach  (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW, SD und einzelnen Werte der in der Lunge als TCID50/mg gemessenen 

Virustiter des rVSV-GFP. Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 19. (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 
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5.5  Behandlung von NSG-Mäusen mit ML2-Tumoren 

 

In weiteren Experimenten wurde nun untersucht, wie Tumoren, welche aus ML2-Leukämie-

Zellen bestehen, auf eine Behandlung mit zuvor beschrieben Behandlungsstrategien anspre-

chen. Eine erwähnenswerte Tatsache dabei ist, dass die ML2-Zellen bei einer subkutanen In-

jektion solide Tumoren ausbilden. Dazu wurden jeder Maus in die rechte Flanke subkutan 107 

ML2B7-Zellen gespritzt und in die linke Flanke jeder Maus wurden subkutan 107 ML2B15-Zel-

len gespritzt. Nach 10- bzw. 11-tägigem Tumorwachstum wurden die Mäuse dann mittels 

Schwanzveneninjektion behandelt. Den Mäusen, die mit einer T-Zell-Therapie behandelt wur-

den, wurde einmal wöchentlich 1µg IL-15 intraperitoneal verabreicht. Zu Beginn wurde die 

Kinetik der T-Zell- und Virusdistribution in den Mäusen untersucht.  Dazu wurden die Mäuse 

24h, 72h oder 120h nach Beginn der Therapie getötet und ihre Tumoren für bestimmte Ana-

lysezwecke entnommen. Da die ML2B7- und ML2B15-Zellen auch das GFP exprimieren, wurde 

in den folgenden Experimenten das rVSV-sr39tk verwendet.  So wurde verhindert, dass es eine 

Interferenz zwischen viralem GFP und dem GFP der ML2-Zellen gab. (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 

 

5.5.1 Bestimmung der T-Zell-Akkumulation in den ML2-Tumoren  

 

Eine erste Methode zur Auswertung der Tumoren war die FACS-Analyse. Hier wurde zu den 

genannten Zeitpunkten der Prozentsatz tumorinfiltrierender CD8+-Tcm ermittelt. Dazu wur-

den die Tumoren wie im Methodenteil beschrieben homogenisiert und dann anschließend mit 

einem Antikörper gegen das humane CD8 gefärbt. Nach Ausschluss der toten Zellen mit Vio-

bility™ Dye 405/520 zeigte sich, dass zu den Zeitpunkten 24h und 72h nach Beginn der Be-

handlung weder im ML2B15-Tumor noch im ML2B7-Zieltumor eine signifikant erkennbare An-

zahl von T-Zellen zu finden war. Diese Erkenntnis war unabhängig davon, ob TZR-T-Zellen, die 

eigentlich zum ML2B7-Tumor wandern sollten, oder Kontroll-T-Zellen verwendet wurden. So 

zeigte sich bei allen Therapiegruppen, also bei Therapie mit PBS als Kontrolle, 107 Kontroll-T-

Zellen, 107 TZR-T-Zellen, 104 PFU des freien rVSV-sr39tk, 107 Kontroll-T-Zellen und 107 TZR-T-

Zellen, wobei die beiden letztgenannten jeweils mit einer MOI von 0,1 des rVSV-sr39tk, also 

der in der MTD-Studie bestimmten sicheren Dosis, vorinfiziert wurden, in den ersten 72h keine 

wesentliche Akkumulation von CD8+-T-Zellen im Tumor. Nach 120h jedoch zeigten sich in den 
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ML2B7-Tumoren der Mäuse, die mit TZR-T-Zellen behandelt wurden, verglichen mit den Tu-

moren der Mäuse, die nicht mit TZR-T-Zellen behandelt wurden, ein signifikanter Anstieg von 

CD8+-T-Zellen im Tumor. Die Mäuse die mit der Kombination aus TZR-T-Zellen und dem rVSV-

sr39tk behandelt wurden, zeigten auch einen deutlichen Anstieg gegenüber früheren Zeit-

punkt und anderen Therapiegruppen, allerdings war dieser nicht signifikant unterschiedlich zu 

den Kontrollgruppen des Zeitpunktes 120h. Dies mag daran liegen, dass zu diesem Zeitpunkt 

bereits der größte Teil des ML2B7-Tumors tot war, wie in späteren Experimenten ausführlich 

gezeigt wird, sodass es dort auch keine lebenden T-Zellen mehr nachzuweisen gab. Eine Ursa-

che dafür könnten die hohen Virustiter in den Tumoren sein, die später dargestellt werden, 

welche auch die T-Zellen abgetötet haben, oder aber der Verlust von lebenden Tumorzellen 

mit Zielantigen, sodass einfach keine weitere T-Zell-Anreicherung im Tumor mehr stattfand. 

Alle anderen Therapie-Gruppen, welche nicht TZR-T-Zellen enthielten, zeigten auch nach 120h 

keine wesentliche Anreicherung von CD8+-T-Zellen im Tumor. Damit ist deutlich gezeigt, dass 

es eine langsame, aber sehr spezifische Akkumulation von TZR-T-Zellen im Zieltumor gibt. Kon-

troll-T-Zellen werden also nicht vom Tumor angezogen. Ob es sich hierbei insgesamt aber um 

ein spezifisches Homing der TZR-T-Zellen oder lediglich um einen stochastischen Vorgang han-

delt, bei dem die wenigen T-Zellen, die bereits zu früheren Zeitpunkten nachgewiesen wer-

den, im Tumor verbleiben und sich dort vermehren, kann in diesem Experiment nicht sicher 

differenziert werden. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 41: T-Zell-Akkumulation im ML2B7-Tumor, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et 

al. 2019) 
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Gezeigt werden die MW und SD der Prozentsätze CD8+-T-Zellen im ML2B7-Tumor zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten. Two-Way-ANOVA-Test mit Bonferroni-Post-Test. p<0,01=**. Der An-

stieg der CD8+-T-Zellen in der TZR-T-Zell-Monotherapie über die Zeit hinweg ist signifikant (**). 

Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 20. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

Auch die ML2B15-Tumoren der kontralateralen Flanken der Mäuse wurden auf die Infiltration 

mit CD8+-T-Zellen untersucht. Dabei zeigte sich wenig überraschend, dass es in diesen Tumo-

ren keine spezifische T-Zell-Infiltration gab. So zeigte sich hier in keinem der Tumoren eine 

nennenswerte Anzahl von T-Zellen, unabhängig davon ob die Mäuse mit T-Zellen oder nur mit 

dem rVSV-sr39tk bzw. der Negativkontrolle PBS behandelt wurde. Ein ganz kleiner Prozentsatz 

von 0,05% CD8+-T-Zellen im ML2B15-Tumor zeigt sich lediglich bei den Mäusen, die mit TZR-

T-Zellen ohne das rVSV-sr39tk behandelt wurden, 24h nach Beginn der Behandlung. Dieser 

fällt aber bereits nach 72h gegen null ab. Daher findet im ML2B15-Tumor weder ein Homing 

noch eine Proliferation der CD8+-T-Zellen statt. 

 

 
Abbildung 42: T-Zell-Akkumulation im ML2B15-Tumor 

Gezeigt werden die MW und SD der Prozentsätze CD8+-T-Zellen im ML2B15-Tumor zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten. Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 21. 

 

Aus der FACS Untersuchung ergibt sich also, dass es nur im Tumor, der das Ziel-HLA exprimiert 

zur Anreicherung von TZR-T-Zellen kommt. Dabei gibt es keinen signifikanten Unterschied zwi-

schen TZR-T-Zellen, die als Carrier-Zellen für das rVSV-sr39tk verwendet werden und solchen, 
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die nur als Monotherapie verabreicht werden, was dafürspricht, dass die Beladung der TZR-T-

Zellen mit dem rVSV-sr39tk nicht zu einer veränderten Tumorinfiltrations- oder Tumoranrei-

cherungskinetik führt. Andererseits lässt sich auch kein signifikanter Unterschied zwischen 

TZR-T-Zellen in Kombination mit dem VSV-sr39tk und den Kontrollgruppen im ML2B7-Tumor 

feststellen, was vermutlich an den zuvor genannten Argumenten liegt, dass der Tumor bereits 

zu großen Teilen nur noch aus toten Zellen besteht. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Die Anwesenheit der CD8+-T-Zellen in den ML2B7-Tumoren wurde mithilfe von immunhisto-

chemischen Untersuchungen an Gewebeschnitten verifiziert. Dazu wurden die ML2B7-Tumo-

ren mit einem CD3-Antikörper gegen den Pan-T-Zell-Marker CD3 immunhistochemisch ge-

färbt. Tatsächlich zeigt sich nur in den ML2B7-Tumoren der Mäuse, die mit TZR-T-Zellen als 

Mono- oder Kombinationstherapie behandelt wurden, eine Anreicherung von CD3+-T-Zellen. 

Da nur CD8+-Tcm, die alle auch CD3+ sind, für die Experimente verwendet wurden, ist die In-

formation aus den Gewebeschnitten eine ähnliche wie die aus der FACS-Auswertung. Tatsäch-

lich werden hier nur Ausschnitte der Tumoren gezeigt, die aber qualitativ repräsentativ dar-

stellen, ob T-Zellen im Tumor anwesend sind. Interessant war dabei die Entdeckung, dass die 

infiltrierenden T-Zellen sich meistens in Nestern zusammenfanden. Andere Tumorteile der mit 

den TZR-T-Zellen behandelten Mäuse wiesen teilweise gar keine T-Zellen auf. So zeigt sich also 

eine sehr heterogene Verteilung der T-Zellen im Tumor. Das ließe darauf schließen, dass es 

sich hier eher um proliferierende T-Zellen handelt, die von wenigen infiltrierenden T-Zellen 

abstammen. Diese These spräche für die Hypothese, dass es sich bei der T-Zell-Anreicherung 

eher um einen stochastischen Prozess handelt, bei dem vereinzelte T-Zellen einfach in der 

Tumorstrombahn verbleiben, die Gefäße verlassen und sich dann vermehren, als dass ein ge-

zieltes Homing stattfindet, bei dem viele der injizierten T-Zellen zielgerichtet zum Tumor wan-

dern. Mäuse, die keine TZR-T-Zellen erhielten, sondern Kontroll-T-Zellen in Kombination mit 

und ohne VSV, VSV in freier Form oder PBS, wiesen keine erkennbare T-Zell-Infiltration auf. 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 



 
 

111 

 
Abbildung 43: Immunhistochemischer Nachweis infiltrierender CD3+-T-Zellen im ML2B7-Tu-

mor, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden repräsentative Ausschnitte der ML2B7-Tumoren. Die Tumoren wurden mithilfe 

eines CD3-Antikörpers immunhistochemisch gefärbt. Es wurden 2µm dicke Tumorschnitte der 

Tumoren, die 120h nach Beginn der Therapie untersucht wurden, gefärbt. 1= TZR-T-Zellen, 2= 

TZR-T-Zellen, vorinfiziert mit der MOI von 0,1 des rVSV-sr39tk, 3= 104 PFU rVSV-sr39tk, in freier 

Form, 4= Kontroll-T-Zellen, 5= Kontroll-T-Zellen, vorinfiziert mit der MOI von 0,1 des rVSV-

sr39tk, 6= PBS. Die schwarzen Balken in den einzelnen Bildern zeigen 200µm an. (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 
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Abbildung 44: Immunhistochemischer Nachweis von T-Zell-Nestern im ML2B7-Tumor 

Gezeigt wird hier ein repräsentativer ML2B7-Tumor einer Maus die 120h nach der Therapie 

mit TZR-T-Zellen getötet wurde. Es wurde eine CD3-IHC durchgeführt. Die Pfeile zeigen auf 

die weiter oben angesprochenen Nester von CD3+-T-Zellen. Der Balken gibt 200µm an. 

 

5.5.2 Replikation des VSV in ML2-Tumoren 

 

Im nächsten Schritt wurde der Virustiter in den Tumoren bestimmt. Dazu wurden die Tumoren 

homogenisiert und in PBS mit Ca2+/Mg2+ in Lösung gebracht, sodass sich eine Konzentration 

von 100mg Tumor/ml PBS ergab. Der Titer wurde dann mittels TCID50-Methode gemessen. 

Zunächst wurde der ML2B7-Tumor der Mäuse untersucht. Hierbei zeigte sich bei allen Mäu-

sen, die mit einer Kombinationstherapie aus T-Zellen und dem VSV oder dem VSV alleine be-

handelt wurden, bereits nach 24h ein relativ hoher Titer des VSV in den ML2B7-Tumoren. Die 

VSV-Titer erreichten zu diesem Zeitpunkt für alle drei Virustherapiegruppen einen Wert von 

im Mittel 104-105 TCID50/mg ML2B7-Tumor. Zwar war zwischen den drei Gruppen nach 24h 

keine Signifikanz zu erkennen, jedoch waren die Titer der Tumoren der Mäuse, die mit einer 

Kombination aus dem VSV und T-Zellen, unabhängig davon, ob diese den TZR exprimierten, 

behandelt wurden, etwa eine halbe Zehnerpotenz höher. Bereits 72h nach Beginn der Be-

handlung befanden sich die Titer in den Tumoren der Mäuse, die mit T-Zellen behandelt wur-

den, im Bereich von 106-107 TCID50/mg ML2B7-Tumor. Der Titer der Tumoren der Mäuse, die 
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nur mit dem VSV behandelt wurden, waren im Mittel etwa 1,5 Zehnerpotenzen niedriger. Die-

ser Unterschied war signifikant für den Vergleich mit der Kontroll-T-Zell-Probe in Kombination 

mit dem VSV. Nach 120h befanden sich die Titer in den ML2B7-Tumoren aller Mäuse im Be-

reich von etwa 105-106 TCID50/mg. Hier waren keine signifikanten Unterschiede mehr zu er-

kennen. Bei genauerer Betrachtung erscheint es allerdings, als wären die Titer in den Tumoren 

der Mäuse, die nur mit Kontroll-T-Zellen und dem VSV und nicht mit TZR-T-Zellen und dem 

VSV behandelt wurden, etwas höher als die Titer der Tumoren, in denen TZR-T-Zellen und VSV 

für die Therapie eingesetzt wurden. Eine Erklärung dafür könnte analog derjenigen sein, die 

bereits für die in-vitro-Kokultur-Experimente gegolten hat. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 45: Titer des VSV in den ML2B7-Tumoren zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach 

Beginn der Therapie, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW und SD der als TCID50/mg gemessenen viralen Titer zu unterschiedli-

chen Zeitpunkten nach Beginn der Behandlung für die angegeben Therapiegruppen. Signifi-

kanz wurde nach 72 erreicht. Two-Way-ANOVA, Bonferroni-Post-Test, p<0,05=*. Für die An-

zahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 22. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

In einem nächsten Schritt wurden nun die Titer in den ML2B15-Tumoren der Mäuse unter-

sucht. Hierbei zeigten sich nach 24h in allen Therapiegruppen ähnliche Titer, die allerdings 

niedriger lagen als im ML2B7-Tumor. Sie lagen im Bereich von etwa 103-104 TCID50/mg 

ML2B15-Tumor. Nach 72h war auch hier ein Maximum erreicht, wobei wieder in den Tumoren 
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der Mäuse, die mit T-Zellen und dem VSV behandelt worden waren, signifikant höhere Titer 

erreicht wurden als in den Tumoren der Mäuse, die nur mit der VSV-Monotherapie behandelt 

worden waren. Die Titer lagen insgesamt im Bereich von 106-107 TCID50/mg für die Kombina-

tionstherapie und im Bereich von 105-106 TCID50/mg für das freie VSV. Nach 120h glichen sich 

die Titer aller drei Therapieformen, die das VSV enthielten, wieder an und lagen im Bereich 

von 105-106 TCID50/mg ML2B15-Tumor.  

 

 
Abbildung 46: Titer des VSV in den ML2B15-Tumoren zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach 

Beginn der Therapie 

Gezeigt werden die MW und SD der als TCID50/mg gemessenen viralen Titer zu unterschiedli-

chen Zeitpunkten nach Beginn der Behandlung für die angegeben Therapiegruppen. Signifi-

kanz wurde nach 72 erreicht. Two-Way-ANOVA, Bonferroni-Post-Test, p<0,05=*; p<0,01=**. 

Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 23. 

 

Wenn man beide Abbildungen zu den Viurstitern in den Tumoren vergleicht, fällt folgendes 

auf:  

1. Die Titer in den ersten 24h im ML2B15-Tumor liegen niedriger als im ML2B7-Tumor. 

Der Unterschied beträgt ca. eine Zehnerpotenz. Das ist eine Beobachtung, die schon 

in den Kokultur-Experimenten gemacht wurde. Dieses Ergebnis hier dürfte die These 

unterstützen, dass die ML2B15-Zellen evtl. ein wenig resistenter gegenüber dem VSV 

sind.  
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2. Es fällt auf, dass die Titer in beiden Tumoren höher sind, wenn die Mäuse mit einer 

Kombination aus T-Zellen und VSV behandelt wurden. Dabei scheint es keine Rolle zu 

spielen, ob die T-Zellen ein spezifisches Ziel haben oder ob es sich nur um Kontroll-T-

Zellen handelt. Ein Erklärungsansatz ist, dass initial in beiden Tumoren wenige T-Zellen 

anwesend sind. Diese reichen aber offenbar aus, um genügend Virus auf die Tumor-

zellen zu übertragen, damit dieser sich schnell vermehrt und hohe intratumorale Titer 

erreicht.  

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

5.5.3 Effektivität der Tumorabtötung in den NSG-Mäusen  

 

Ein weiterer essenzieller Bestandteil der Untersuchungen war, ob es Unterschiede in der Ef-

fektivität der unterschiedlichen Therapieansätze gibt. So sind zwar die Erkenntnisse in der T-

Zell- und Viruskinetik interessant, aber ein Therapieerfolg kann letztlich nur an anderen Para-

metern gemessen werden. Einer davon ist, wie effektiv die Tumoren abgetötet wurden. Es 

wurden zwei unterschiedliche Methoden verwendet, um die Tumorvitalitätsreduktion zu un-

tersuchen. Zunächst wurden die Tumoren im FACS dahingehend untersucht, welcher Anteil 

aller Zellen nach Ausschluss der toten Zellen noch GFP exprimiert. Dieser Prozentsatz stellt ein 

Parameter für den Anteil der lebendigen Tumorzellen an allen Zellen im Tumor dar. Als erstes 

werden die Daten der ML2B7-Tumoren dargelegt. Je kleiner der Prozentsatz im Tumor anwe-

sender GFP+-Zellen war, desto weniger lebende Tumorzellen waren im Tumor vorzufinden. Im 

ML2B7-Tumor ergaben sich dafür folgende Ergebnisse: Nach 24h zeigen sich erste leichte Ten-

denzen zu verminderter Vitalität im ML2B7-Tumor bei den Mäusen, die eine Therapie erhiel-

ten, die das VSV beinhaltet. Nach 72h verstärkt sich diese Tendenz und zeigt deutliche, wenn 

auch nicht signifikante Unterschiede zu anderen Therapiegruppen. Zum gleichen Zeitpunkt 

sieht man nun auch eine etwas verstärkte Tumorabtötung in den Mäusen, die mit TZR-T-Zellen 

als Monotherapie behandelt wurden. Nach 120h stellen sich nun signifikante Unterschiede in 

der Therapieeffizienz ein. Dabei zeigen sich in den Therapiegruppen, die das VSV enthalten, 

im Mittel die größten und deutlichsten Unterschiede verglichen mit den beiden Kontrollgrup-

pen PBS und den Kontroll-T-Zellen. Auch die TZR-T-Zellen erreichen eine relativ starke Tumo-

rabtötung von im Mittel rund 40%, auch wenn diese keine Signifikanz gegenüber anderen The-

rapiegruppen erreicht. Interessant ist vor allem, dass in den Mäusen, deren Tumor mit dem 
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VSV alleine behandelt wurden, sehr große Standardabweichungen festzustellen sind. Das deu-

tet darauf hin, dass die Verlässlichkeit der Therapieeffektivität bei einer Behandlung mit VSV 

geringer und insgesamt zufälliger ist als bei der Behandlung mit TZR-oder Kontroll-T-Zellen in 

Kombination mit dem VSV, bei denen die Standardabweichungen wesentlich geringer sind. 

Das bedeutet, dass der Effekt der Kombinationstherapien verlässlicher ist als der einer VSV-

Monotherapie. Da die TZR-T-Zellen vermittelte Zytotoxizität augenscheinlich später beginnt 

als die der Kombinationstherapie, ist davon auszugehen, dass die TZR-T-Zellen erst relativ spät 

einen Beitrag zur Tumorabtötung leisten, der in den ersten 120h bei einer Kombinationsthe-

rapie nur wenig ins Gewicht fällt, da die Kombinationstherapie unabhängig von der Expression 

eines transgenen TZR sehr effektiv die Tumorvitalität reduziert. Obwohl hier keine Signifikanz 

für die TZR-T-Zell-Therapie zu erreichen ist, zeigt sich trotzdem eine Tendenz zu einem ver-

stärkten Abtöten der Tumorzellen verglichen mit den Kontrollgruppen. (Melzer, Zeitlinger et 

al. 2019) 

 

 
Abbildung 47: Reduktion der GFP+-Zellen im ML2B7-Tumor zu unterschiedlichen Zeitpunkten, 

modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW und SD der Prozentsätze GFP+-Zellen im ML2B7-Tumor zu unterschied-

lichen Zeitpunkten nach Behandlung durch unterschiedliche therapeutische Ansätze. Two-

Way-ANOVA-Test mit Bonferroni-Post-Test. p<0,05=*; p<0,01=**. p=0,0565 für den Vergleich 

zwischen rVSV-sr39tk und PBS nach 120h. Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 

24. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Bei der Untersuchung der ML2B15-Tumoren durch die gleiche Methode zeigt sich wenig über-

raschend, dass weder TZR-T-Zellen, noch Kontroll-T-Zellen oder PBS im Zeitraum von 120h zu 

einer wesentlichen Verminderung der Vitalität der Tumorzellen im ML2B15-Tumor, gemessen 

am Expressionsgrad des GFP, führen. Hingegen verhalten sich hier alle Therapieansätze, die 

das VSV enthalten, sehr ähnlich wie im ML2B7-Tumor und töten effizient die meisten Tumor-

zellen in den ersten 120h nach Behandlung ab. Auch hier zeigt sich für die Monotherapie durch 

das VSV verglichen mit den Kombinationstherapien wieder eine deutlich erhöhte Standardab-

weichung, was wieder auf eine große Zufälligkeit der Ergebnisse in dieser Therapiegruppe hin-

weist. Allerdings reduzieren alle drei Therapiegruppen, die das VSV enthielten, die Tumorvi-

talität deutlich um im Mittel ca. 50%-60%. Auch dadurch, dass die ML2B15-Tumoren so effi-

zient getötet werden, bestätigt sich der Verdacht, dass die TZR-T-Zellen in den ersten fünf 

Tagen keinen wesentlich beschleunigenden Effekt auf die Abtötung des ML2B7-Tumors haben 

können. Interessanterweise zeigen sich bei den ML2B15-Tumoren keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den einzelnen Therapiegruppen. Insgesamt betrachtet gibt es aber deutliche 

Tendenzen dazu, dass die das VSV-enthaltenden Therapieansätze sehr effektiv zur Tumorab-

tötung beitragen. 

 

 
Abbildung 48: Reduktion der GFP+-Zellen im ML2B15-Tumor zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

Gezeigt werden die MW und SD der Prozentsätze GFP+-Zellen im ML2B15-Tumor zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten nach Behandlung durch unterschiedliche therapeutische Ansätze. 

Two-Way-ANOVA-Test mit Bonferroni-Post-Test. Ein Signifikanzniveau wurde nicht erreicht. 

Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 25. 
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Die zweite Methode zur Feststellung der Therapieeffektivität war die Untersuchung histologi-

sche Schnitte auf deren Anteil an nekrotischem Tumorgewebe. Dazu wurden jeweils drei 

Schnitte pro Tumor aus unterschiedlichen Tumorarealen mit H&E gefärbt, eingescannt, mit-

hilfe der ImageScope-Software die Tumoren umrandet und deren Fläche berechnet. Danach 

erfolgte die Kennzeichnung aller nekrotischen Areale im Tumor und die Addition all dieser 

Flächen. Anschließend wurde der Prozentsatz des nekrotischen Anteils am gesamten Tumor-

schnitt gebildet. Aus den drei unterschiedlichen Tumorschnitten eines Tumors wurde ein Mit-

telwert für den Prozentsatz der intratumoralen Nekrose gebildet. Ein repräsentatives Bild die-

ses Vorgehens ist untenstehend abgebildet. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 
Abbildung 49: Histologischer Schnitt zur Analyse des Anteils der Nekrose im Tumor 

Gezeigt wird ein Schnitt mit markierten Nekroseanteilen und umrandetem Gesamttumor. Der 

Gesamttumor ist in schwarz markiert, die nekrotischen Areale in blau. Hier handelt es sich um 

einen Tumor mit hohem Nekrosegrad. Das Rechteck unten rechts in der Ecke gibt 2mm Länge 

an. 
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In der quantitativen Analyse der Ausprägung der Nekrose im ML2B7-Tumor ergeben sich fol-

gende Ergebnisse: Nach 24h zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgrup-

pen und Therapiegruppen. Jedoch ist ein etwas höherer Nekrosegrad in den Tumoren der 

Mäuse, die mit TZR-T-Zellen als Mono- und Kombinationstherapie mit dem VSV oder auch 

Kontroll-T-Zellen als Kombinationstherapie behandelt wurden, erkennbar. Der Nekrosegrad 

liegt hierbei im Mittel bei etwa 15% nach 24h. Bei den anderen Therapiegruppen liegt der 

Nekrosegrad im ML2B7 Tumor nach 24h im Mittel bei unter 10%. Die Ergebnisse nach 72h 

sind in dieser Hinsicht bereits eindeutiger. Zwar unterscheiden sich TZR-T-Zellen nicht von 

Kontroll-T-Zellen oder PBS in ihrer Effektivität zu diesem Zeitpunkt und weisen einen relativ 

niedrigen Nekrosegrad auf, der bei den TZR-T-Zellen als Monotherapie bei unter 10% liegt, bei 

den Kontroll-T-Zellen bei etwa 10% und bei PBS überraschenderweise bei über 20%, aber hier 

zeigt die Kombination aus Kontroll-T-Zellen und dem VSV einen deutlichen Vorteil in der The-

rapieeffektivität gegenüber Kontroll-T-Zellen und TZR-T-Zellen als Monotherapien. Bei dieser 

Therapiegruppe liegt der Nekrosegrad im Mittel bei ca. 50% im ML2B7-Tumor. Der Nekrose-

grad der TZR-T-Zell-Kombinationstherapie liegt zu diesem Zeitpunkt ebenfalls recht hoch bei 

etwa 40%. Der Nekrosegrad 72h nach Therapiebeginn in der VSV-Monotherapiegruppe liegt 

bei ungefähr 30% und zeigt keine signifikanten Unterschiede zu anderen Therapiegruppen. 

Nach 120h zeigen sich klar erkennbare Unterschiede. So erreichen die TZR-T-Zellen eine The-

rapieeffizienz und Nekrosegrad von im Mittel ca. 40%. Die Kontroll-T-Zellen liegen bei ca. 15% 

Nekroseinduktion und PBS bei ca. 10%. Die TZR-T-Zellen in Kombination mit dem VSV errei-

chen einen Nekrosegrad von im Mittel ca. 70%. Das ist signifikant unterschiedlich gegenüber 

den Kontroll-T-Zellen und PBS. Bei den Kontroll-T-Zellen mit VSV liegt der Prozentsatz sogar 

etwas höher, nämlich bei ungefähr 80%. Das ist dann auch signifikant unterschiedlich zu TZR-

T-Zellen und Kontroll-T-Zellen als Monotherapie und PBS. Das VSV alleine erreicht einen mitt-

leren Nekrosegrad im ML2B7-Tumor von etwas über 60%. Damit ist die Therapie mit dem VSV 

alleine signifikant besser als die Therapie mit PBS. Allerdings zeigt sich bei der VSV-Monothe-

rapie, ähnlich den Daten aus der FACS Analyse, eine sehr hohe Variabilität der Ergebnisse. Das 

bedeutet wieder, dass es sich hier um einen recht hohen zufälligen Therapieerfolg handelt, 

verglichen mit den Kombinationstherapien. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Dass PBS nach 72h einen so hohen Nekrosegrad erreicht, ist wohl Zufall und mausabhängig. 

Am ehesten handelt es sich hier um ein Analyseartefakt, wo zufälligerweise Tumorschnitte 

mit überdurchschnittlich hohen Nekroseanteilen untersucht wurden. Interessant ist hier, dass 
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die TZR-T-Zellen nicht signifikant von der Kombinationstherapie aus TZR-T-Zellen und VSV zu 

unterscheiden sind, obwohl die mittleren Nekrosewert um fast 30% auseinanderliegen. Es 

entspricht allerdings den Daten aus der FACS-Analyse. Ein weiterer erwähnenswerter Punkt 

in dieser Untersuchung ist die starke Effizienz der Kontroll-T-Zellen in Kombination mit dem 

VSV. Der Unterscheid gegenüber der Kombinationstherapie aus TZR-T-Zellen und dem VSV 

liegt im Mittel bei fast 10%. Zudem ist die Kombination aus Kontroll-T-Zellen und dem VSV 

signifikant unterschiedlich von den TZR-T-Zellen als Monotherapie. Die Unterschiede hier und 

auch die Erklärung für die etwas schwächere Abtötung durch die TZR-T-Zellen in Kombination 

mit dem VSV mag daran liegen, dass das VSV und die T-Zellen hier in Konkurrenz bei der Tu-

morlyse treten. Durch die weiter oben erwähnten Mechanismen könnte es dazu kommen, 

dass die Tumorzellen durch die TZR-T-Zellen abgetötet werden und das VSV dann kein Sub-

strat für die Vermehrung mehr vorfindet. Andererseits kann es sein, dass das VSV die T-Zellen 

im Tumor abtötet und funktionsunfähig macht bzw. die Tumorzellen abtötet und deswegen 

weniger T-Zellen im Tumor verbleiben. Insgesamt zeigt sich eine sehr effiziente Tumortötung 

durch die Kombinationstherapien und durch die VSV-Monotherapie. Auch die TZR-T-Zell Mo-

notherapie ist effektiv, allerdings nicht so sehr wie die drei gerade genannten Therapien. 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 

Abbildung 50: Nekroseinduktion im ML2B7-Tumor zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach The-

rapiebeginn, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW und SD der Prozentsätze der Nekrose im ML2B7-Tumor zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten nach Beginn der Therapie. Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-
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Test. p<0,05=*; p<0,01=**; p<0,001=***; p<0,0001=****. p=0,051 für den Vergleich von Kon-

troll-T-Zellen mit dem VSV als Monotherapie nach 120h. Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe 

vgl. Tabelle 26. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

Nach der Nekroseanalyse der ML2B7-Tumoren wurden noch die ML2B15-Tumoren auf deren 

Nekrosegrad untersucht. 24h nach Beginn der Behandlung sind die Ergebnisse denen der Ana-

lyse des ML2B7-Tumors sehr ähnlich. Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Therapieformen und lediglich die Kombination aus TZR-T-Zellen und dem VSV erreicht einen 

mittleren Nekrosewert von mehr als 20%. Nach 72h kristallisieren sich erste Unterschiede her-

aus, jedoch keine signifikanten. So erreichen alle Therapiegruppen mit dem VSV höhere Werte 

als die Gruppen ohne das VSV. Nach 120h sind die Unterschiede dann sehr deutlich. So errei-

chen im ML2B15-Tumor die TZR-T-Zellen, Kontroll-T-Zellen und PBS Nekrosewerte von weni-

ger als 20%. Die Kombinationstherapien erreichen hingegen beide mittlere Nekrosewerte von 

etwa 50-60% des ML2B15-Tumors. Hierbei zeigt sich allerdings eine große Varianz der Ergeb-

nisse. Die Kombinationstherapie aus TZR-T-Zellen und dem VSV ist gegenüber der Monothe-

rapie aus TZR-T-Zellen und Kontroll-T-Zellen signifikant besser. Die Kontroll-T-Zell-Therapie in 

Kombination mit dem VSV erreicht hier keine Signifikanz. Die VSV-Monotherapie erreicht hier 

Nekrosewerte im Bereich von etwa 40% nach 120h. Auch hier zeigt sich eine große Varianz 

der Ergebnisse. Insgesamt zeigten alle Therapien, die VSV enthalten, eine starke Induktion von 

Nekrose im Tumor, wohingegen die anderen Gruppen lediglich als Kontrollen fungierten. 

 

 
Abbildung 51: Nekroseinduktion im ML2B15-Tumor zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach 

Therapiebeginn 
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Gezeigt werden die MW und SD der Prozentsätze der Nekrose im ML2B15-Tumor zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten nach Beginn der Therapie. Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-

Test. p<0,05=*. Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 27. 

 

In den nächsten beiden Abbildungen werden zur qualitativen Verifizierung der quantitativen 

Ergebnisse der Nekroseanalyse vergrößerte, repräsentative Tumoranteile gezeigt. Die Abbil-

dungen wurden von Schnitten aus den Tumoren angefertigt, die zum Zeitpunkt 120h nach 

Therapiebeginn untersucht wurden. Hier zeigt sich vitales Tumorgewebe im ML2B7-Tumor bei 

der Behandlung mit Kontroll-T-Zellen und PBS. Bei den anderen Therapiegruppen werden re-

präsentative nekrotische Areale dargestellt. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 
Abbildung 52: Histologische Nachweis von Nekrose im ML2B7-Tumor 120h nach Therapiebe-

ginn, modifiziert nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden repräsentative Schnitte aus den ML2B7-Tumoren 120h nach Beginn der The-

rapie. Die Schnitte wurden mit H&E gefärbt. 1= 107 TZR-T-Zellen als Monotherapie; 2= 107 TZR-

T-Zellen in Kombination mit dem rVSV-sr39tk (MOI 0,1); 3= 104 PFU rVSVsr39tk-Monotherapie; 

4= 107 Kontroll-T-Zellen; 5= 107 Kontroll-T-Zellen in Kombination mit dem rVSV-sr39tk (MOI 

0,1);; 6= PBS. Der schwarze Balken gibt 200µm an. In 1 ist ein repräsentatives Areal mit nekro-

tischen Arealen und Arealen mit intakter Tumorarchitektur dargestellt. 2 zeigt eine fast durch-

gehende Nekroseinduktion in einem repräsentativen Ausschnitt. 3 zeigt überwiegend nekroti-

sche Areale mit noch tlw. intakter Struktur des Tumors am rechten Bildrand. 4 stellt einen 
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nicht-nekrotischen Tumor dar. 5 zeigt vergleichbar nekrotische Areale zu 2 und 3. 6 zeigt, 

ebenso wie 2, eine intakte Tumorarchitektur. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 

Abbildung 53: Histologischer Nachweis von Nekrose im ML2B15-Tumor 120h nach Therapie-

beginn 

Gezeigt werden repräsentative Schnitte aus den ML2B15-Tumoren 120h nach Beginn der The-

rapie. Die Schnitte wurden mit H&E gefärbt. 1= 107 TZR-T-Zellen als Monotherapie; 2= 107 TZR-

T-Zellen in Kombination mit dem rVSV-sr39tk (MOI 0,1); 3= 104 PFU rVSVsr39tk-Monotherapie; 

4= 107 Kontroll-T-Zellen; 5= 107 Kontroll-T-Zellen in Kombination mit dem rVSV-sr39tk (MOI 

0,1);; 6= PBS. In 1, 4 und 6 zeigt sich eine nicht-nekrotische Tumorarchitektur. 2, 3 und 5 zeigen 

stark nekrotische Areale aus repräsentativen Tumorschnitten. Bei 5 finden sich, überwiegend 

rechts im Bild, noch vitale Tumoranteile. Der schwarze Balken gibt 200µm an. 

 

 

5.6 Gesamtüberleben und Tumorwachstum 

 

5.6.1 Tumorwachstum 

 

Im folgenden Experiment wurde das Tumorwachstum untersucht. Hierbei wurde nur das 

Wachstum der ML2B7-Tumoren untersucht. Dazu wurden die Mäuse mit den oben genannten 
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Therapien 10 Tage nach Tumorimplantation behandelt. Einen Tag vor bis zehn Tage nach The-

rapiebeginn wurden täglich die Durchmesser der Tumoren mit einem Messschieber gemessen 

und die Querschnittsfläche der Tumoren wurde dann berechnet. Dabei wurde die vereinfa-

chende Annahme zugrunde gelegt, dass die Tumoren kreisförmig bzw. ellipsenförmig wach-

sen. Interessanterweise zeigte sich hier bereits 3 Tage nach Beginn der Therapie ein sistieren-

des Tumorwachstum bei den Mäusen die mit TZR-T-Zellen als Mono- oder Kombinationsthe-

rapie und Kontroll-T-Zellen als Kombinationstherapie mit dem VSV behandelt wurden. Die 

schnellste Tumorverkleinerung war dabei überraschenderweise bei der TZR-T-Zell-Monothe-

rapie zu beobachten. So waren die Tumoren dieser Mäuse bereits 8-9 Tage nach Beginn der 

Therapie nicht mehr tastbar. Damit wurde ein klarer, signifikanter Therapievorteil gegenüber 

der VSV-Monotherapie und den beiden Kontrollgruppen erreicht. Bei den beiden Kombinati-

onstherapien verschwanden die Tumoren zwar innerhalb der elftägigen Beobachtungsdauer 

nicht komplett, allerdings sistierte das Tumorwachstum ebenfalls 3-4 Tage nach Beginn der 

Therapie. Es stellt sich hier ein stabiler Zustand ein. Die mittlere Querschnittsfläche der Tumo-

ren bei beiden Kombinationstherapiegruppen war schließlich bei ca. 40 mm2 (bei den Kontroll-

T-Zellen) bzw. ca. 29mm2 (bei den TZR-T-Zellen). Die Mäuse die mit einer VSV-Monotherapie 

behandelt wurden, zeigten zwar gegenüber den beiden Kontrollgruppen, bestehend aus PBS 

und Kontroll-T-Zellen, ein verlangsamtes Tumorwachstum, allerdings keinen vollständigen 

Stillstand. Die Unterschiede zu den beiden Kombinationstherapien waren dabei zehn Tage 

nach Therapiebeginn signifikant unterschiedlich. Die Tumoren der VSV-Monotherapiegruppe 

erreichten dabei eine mittlere Fläche von ca. 122 mm2. In den beiden Kontrolltherapiegruppen 

zeigte sich kein sistierendes Tumorwachstum. Diese Tumoren wuchsen stetig bis zum Tag 

zehn nach Therapiebeginn weiter und erreichten eine mittlere Fläche von ca. 208 mm2 (PBS) 

bzw. 223mm2 (Kontroll-T-Zellen). Beide waren damit signifikant schlechter in der Therapieef-

fizienz als alle anderen Gruppen. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Abbildung 54: Tumorwachstum der ML2B7-Tumoren nach Beginn der Behandlung, modifiziert 

nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt werden die MW und SD der Querschnittsfläche der ML2B7-Tumoren zu unterschiedli-

chen Zeitpunkten nach Therapiebeginn. d steht auf der x-Achse für Tag. Die Messungen wur-

den an Tag -1 vor Beginn der Therapie begonnen. Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test. 

p<0,0001=****. Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 28. (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 

 

5.6.2 Gesamtüberleben und Tumorrelapse nach Therapie 

 

Als Goldstandard für die Therapieeffektivität wurde das Gesamtüberleben der NSG-Mäuse 

untersucht. Dazu wurden den Mäusen jeweils nur ML2B7-Tumorzellen in die rechte Flanke 

implantiert und nach 10-tägigem Wachstum wurden die Mäuse dann analog den vorigen Ex-

perimenten behandelt. Anschließend wurden die Mäuse solange beobachtet, bis sie starben 

oder getötet werden mussten, weil entweder die Tumoren zu groß wurden oder eine VSV-

vermittelte Toxizität. Weitere Abbruchkriterien waren deutliche Krankheitszeichen oder gra-

vierender Gewichtsverlust. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Die Mäuse aus den Kontrollgruppen, die mit PBS und der Kontroll-T-Zell-Monotherapie be-

handelt wurden, mussten allesamt innerhalb der ersten 2,5 Wochen nach Therapiebeginn ge-

tötet werden, da die Tumoren eine kritische Größe erreichten. Dabei gab es ein relativ enges 
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Zeitfenster, in dem diese Tumorgröße erreicht wurde. Es gab also nur eine sehr geringe Vari-

anz, was den Todeszeitpunkt der Kontrollmäuse angeht. Das mediane Überleben betrug für 

Kontroll-T-Zell-behandelte Mäuse 11 Tage, für PBS behandelte Mäuse 13 Tage nach Therapie-

beginn. Interessanterweise starben die Mäuse, die mit einer Kombinationstherapie aus TZR-

T-Zellen oder Kontroll-T-Zellen und dem VSV (medianes Überleben 14 bzw. 19 Tage nach The-

rapiebeginn: TZR-T-Zellen VSV bzw. Kontroll-T-Zellen + VSV) behandelt wurden, nicht an der 

Tumorlast, sondern allesamt an VSV-vermittelter Neurotoxizität. Der Überlebensvorteil war 

gegenüber den Kontrollgruppen nur klein und nicht signifikant. Auch wenn einige der Mäuse, 

die mit der Kombination aus Kontoll-T-Zellen und dem VSV behandelt wurden, ein wenig län-

ger lebten als die Mäuse, die mit TZR-T-Zellen und VSV behandelt wurden, war dieser Unter-

schied doch nicht signifikant. Auch eine VSV-Monotherapie führte nicht zu einem signifikant 

verlängertem Überleben (medianes Überleben nach Therapiebeginn: 18 Tage). Die Überle-

benszeiten hier waren ähnlich der Kombinationstherapie aus Kontroll-T-Zellen und VSV. Inte-

ressanterweise musste in dieser Therapiegruppe eine Maus getötet werden, da ihr Tumor zu 

groß wurde und er die Haut durchbrach. Die anderen Mäuse dieser Therapiegruppe starben 

schließlich an Neurotoxizität. Einzig die Mäuse, die mit einer Monotherapie aus TZR-T-Zellen 

führte bei den ML2B7-Tumor tragenden Mäusen zu einem signifikant verlängertem Überleben 

(medianes Überleben: 77 Tage nach Therapiebeginn) gegenüber allen anderen Therapiegrup-

pen. Interessanterweise verschwanden alle Tumoren bei diesen Mäusen zunächst, jedoch gab 

es schlussendlich nur eine einzige Maus, die nicht unter einem Tumorrezidiv litt. Die Maus 

wurde dann 90 Tage nach Beginn der Therapie getötet. Die erste Maus, die einen Rezidiv-

Tumor zeigte, verstarb schnell daran, und bei der Analyse des Tumors im FACS zeigte sich, 

dass es sich noch immer um GFP+-Tumorzellen handelte. Hierbei handelte es sich also um ein 

Versagen der T-Zellen, die nicht in der Lage waren, die Antigen-präsentierenden Tumorzellen 

abzutöten. Bei den anderen Mäusen mit Tumorrückfall wurden nach deren Tod die ML2B7-

Tumoren in der FACS-Analyse untersucht. Ein repräsentativer Dotplot ist unten angegeben. 

Die homogenisierten Tumoren wurden unter anderem mit einem CD45-Antikörper zur Erken-

nung humaner Zellen im Tumor angefärbt. Tatsächlich waren die meisten Zellen in den Re-

zidiv-Tumoren mit dem Antikörper gegen humanes CD45 anffärbbar, also human. Auffällig 

war, dass alle Rezidiv-Tumoren, bis auf den ersten, keine Expression von GFP mehr zeigten. 

Sie hatten also das HLA-B07:02 verloren und exprimierten damit die MPO nicht mehr erkennt-

lich für die TZR-T-Zellen. So kam es also zu einem Immunescape-Mechanismus. Der Tumor der 
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am längsten überlebenden Maus konnte nicht untersucht werden, da er zum Zeitpunkt der 

Beendigung der Überlebensstudie bei der Autopsie der Maus nicht mehr aufzufinden war. Da 

der erste Rezidiv-Tumor noch GFP exprimierte, wurde jedoch ein erneuter Therapieversuch 

bei allen Mäusen am Tag 52 nach Beginn der ersten Therapie versucht. Dazu wurden den 

Mäusen nochmals 107 TZR-T-Zellen verabreicht. Wie sich aber zeigte, war dieser zweite The-

rapie nicht erfolgreich. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 
Abbildung 55: Überlebenskurve der NSG-Mäuse mit ML2B7-Tumor nach Therapie, modifiziert 

nach (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

Gezeigt wird die Überlebenskurve der Mäuse nach Behandlungsbeginn für die unterschiedli-

chen Therapiegruppen. Die lilafarbene Linie gibt den Zeitpunkt des Wiederauftretens der 

ML2B7-Tumoren bei den NSG-Mäusen an, die mit der TZR-T-Zell-Monotherapie behandelt wur-

den. Sie gibt also nicht den Zeitpunkt des Ablebens einer Maus an.  Log-Rank-Test: 

p<0,0001=****. Für die Anzahl der Mäuse pro Gruppe vgl. Tabelle 29. (Melzer, Zeitlinger et al. 

2019) 
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Abbildung 56: HLA-B07:02-Verlust bei ML2B7-Tumoren in vivo, modifiziert nach (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 

Repräsentative FACS Dotplots der Tumoren von Mäusen, die in der Überlebensstudie mit TZR-

T-Zellen behandelt wurden. Links ein Dotplot eines Tumors mit GFP-Verlust. Rechts eine Posi-

tiv-Kontrolle eines Tumors mit erhaltener GFP-Expression. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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6 Diskussion 

 

6.1  Identifizierung der am besten geeigneten T Zell Population für VSV Transport 

 

In den ersten Experimenten wurde untersucht, welche Interaktionen zwischen VSV und un-

terschiedlichen T-Zell-Populationen stattfinden. Als T-Zellen wurden dabei Pan-T-Zellen, CD4+- 

und CD8+-T-Zellen untersucht. Ein interessantes Ergebnis war, dass die unterschiedlichen T-

Zellen eine donorabhängige virale Genexpression zeigten. So war bei der Untersuchung der 

Expression des viralen GFP eine große Streuung zu erkennen. Ein Paradoxon an diesen Ergeb-

nissen stellt die Tatsache dar, dass das VSV überhaupt in den primären, humanen T-Zellen 

replizieren konnte, da zu Beginn dargelegt wurde, dass das VSV als onkolytisches Virus vor-

nehmlich in Tumorzellen repliziert. Dass das VSV trotzdem in den T-Zellen replizierte und zur 

viralen Genexpression führte, ist wahrscheinlich tatsächlich auf die Eigenschaft des VSV zu-

rückzuführen, in proliferierenden T-Zellen zu replizieren (Oliere, Arguello et al. 2008), wobei 

in der zitierten Arbeit ausdrücklich darauf hingewiesen wird, dass die T-Zellen sich im Zellzyk-

lus befinden müssen, um eine Replikation des VSV zu unterstützen. Die qualitative Untersu-

chung der GFP-Expression in der Fluoreszenzmikroskopie bestätigte hier die These von Oliere 

et al. Hier zeigte sich, wie im Ergebnisteil beschrieben, die GFP-Expression in den proliferie-

renden Clustern der T-Zellen. Auch wenn also zu erklären war, dass das VSV in den primären 

T-Zellen replizieren kann, so fand dies auf einem relativ niedrigen Niveau statt. Die durch-

schnittlichen Werte der viralen GFP-Expression nach 24h lagen über alle T-Zell-Populationen 

hinweg bei lediglich ca. 10%-15%, was nur einen Bruchteil der viralen Replikation in der T-Zell-

Zelllinie J76 darstellt. Das bestätigt die Tatsache, dass das VSV bevorzugt in Tumorzellen repli-

ziert. Erwähnenswert ist hier auch, dass die virale Genexpression in CD8+-T-Zellen im Mittel 

etwas niedriger war als in CD4+- und Pan-T-Zellen, auch wenn dieses Ergebnis kein Signifikanz-

niveau erreichte. Eine Hypothese zur Erklärung dieser Unterschiede könnte die Tatsache sein, 

dass CD8+-T-Zellen bekanntermaßen als zytotoxische T-Zellen virusinfizierte Körperzellen be-

seitigen (Koszinowski, Reddehase et al. 1991) und dadurch möglichweise einen intrinsischen 

Schutz gegenüber einer viralen Replikation besitzen, der hier dazu führt, dass sie minimal re-

sistenter erscheinen. Diese Unterschiede zeigen sich nicht nur bei der Untersuchung der vira-

len Genexpression, sondern auch bei der Zellvitalität nach einer VSV-Infektion. Hier finden 

sich 24h nach der Infektion der unterschiedlichen T-Zell-Populationen ca. 10% mehr lebendige 
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Zellen bei den CD8+-T-Zellen, was einen deutlichen Unterschied darstellt. Insgesamt scheinen 

also die CD8+-T-Zellen, wie zuvor erwähnt, etwas resistenter gegenüber einer Infektion mit 

dem VSV zu sein. Überraschend ist, dass die Virusproduktion durch die verschiedenen T-Zellen 

annähernd gleich ausfällt. So zeigen sich hier bei allen Populationen Virustiter im Bereich von 

ca. 107 TCID50/ml nach 24h. Das ist insoweit verwunderlich, als man aus den Ergebnisse der 

vorhergehenden Experimente schließen könnte, dass weniger CD8+-T-Zellen sterben und des-

wegen weniger neu synthetisiertes VSV freisetzen können. Allerdings sollte beachtet werden, 

dass die Virustiter mit einer Methode erfasst werden, die Ergebnisse liefert, welche sich im 

Bereich von Zehnerpotenzen befinden. Daher ergibt sich bei der Virustiterbestimmung mit der 

TCID50-Methode kein ganz exakter Wert. Der absolute Fehler bei dieser Bestimmung wird 

umso größer, je höher die Titer insgesamt ausfallen. Da wir hier bereits im Bereich von 107 

TCID50/ml und mehr nach 24h Inkubation liegen, fallen einige Millionen TCID50/ml nicht mehr 

so sehr ins Gewicht. Man sieht also nur wenige Unterschiede bei den viralen Titern.  Deswegen 

kann man aus den geringen Unterschieden bei der Titerbestimmung nur den Schluss ziehen, 

dass das Virus überraschenderweise in allen T-Zell-Populationen in ähnlichem, quantitativem 

Umfang repliziert. Ebenfalls erklärt sich so, wieso 10% mehr lebende Zellen und damit weniger 

potentielle Virusproduktion und -freisetzung bei dieser Art der Virustiterbestimmung nicht so 

sehr ins Gewicht fallen. Es könnte aber natürlich auch sein, dass CD8+-T-Zellen tatsächlich re-

sistenter gegenüber dem VSV sind und zugleich mehr Virus produzieren. Da sich die CD8+-T-

Zellen auch über einen längeren Zeitpunkt etwas resistenter gegenüber dem VSV als die bei-

den anderen T-Zell-Populationen zeigten, wurden sie für weitere Experimente und Detailana-

lysen verwendet. Ihr Ziel sollte es in späteren Experimenten sein, möglichst viel VSV zu einem 

Tumor zu bringen, ohne dabei selbst ihr Funktion zu verlieren. Da CD8+-T-Zellen als zytotoxi-

sche T-Zellen Tumorzellen abtöten können, schienen sie ohnehin gut als synergistischer Kom-

binationspartner für die onkolytische Virotherapie geeignet. Die Untersuchung der Sensitivität 

der J76-T-Zell-Zelllinie gegenüber dem VSV bestätigte, dass die primären, humanen T-Zellen, 

egal welcher Population, im Vergleich zu einer Tumorzelllinie relativ resistent sind. Bei dem 

hier durchgeführten Screening zeigen sich also die CD8+-T-Zellen als wenigstens nicht unter-

legen, was ihre Verwendung als möglichen Zell-Carrier angeht. Natürlich sind noch weiterge-

hende Studien notwendig, um abschließend alle Mechanismen zu klären und signifikant zu 

zeigen, dass die CD8+-T-Zellen auch überlegen sind, wenn man sie als Zell-Carrier für das VSV 

nutzen will. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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In weiteren Untersuchungen wurden CD8+-Tcm aus den in der Einleitung genannten Gründen 

weiterverwendet.  

 

6.2 Interaktion des VSV mit CD8+-Tcm 

 

Bei der Untersuchung der Interaktion des VSV mit CD8+-Tcm zeigten sich interessante Ergeb-

nisse. Hier war erstaunlich, dass sich 24h nach der Infektion der CD8+-Tcm, auch mit hohen 

MOIs des rVSV-GFP, noch kein signifikanter Unterschied zu nicht infizierten CD8+-Tcm bei Be-

trachtung der Vitalität der Zellen zeigte. Auch wenn diese Unterschiede kein Signifikanzniveau 

erreichten, zeigten sich trotzdem vor allem bei der MOI von 10 klare Tendenzen in Richtung 

verminderter Zellvitalität zu diesem Zeitpunkt. Dieser Ergebnisse lassen vermuten, dass auch 

CD8+-Tcm eine gewisse Resistenz gegenüber dem VSV besitzen. Vor allem, dass nach 72h 

überhaupt noch lebende CD8+-Tcm nachzuweisen waren, weist auf diese Resistenz hin. Folg-

lich scheint es auch in vitro einen Resistenzmechanismus gegenüber einer viralen Infektion zu 

geben. Umso überraschender war es, dass bereits nach 24h bei den MOIs von 1 und 10 und 

etwas später bei der MOI von 0,1 ein Plateau der produzierten Virustiter erreicht worden war. 

Aus den Beobachtungen der Vitalität und der Virusproduktion lässt sich der Schluss ziehen, 

dass ein kleiner Anteil virusproduzierender CD8+-Tcm in der Lage ist, viel Virus in kurzer Zeit 

zu produzieren. Dazu lässt sich die Überlegung anstellen, ob es innerhalb der CD8+-Tcm auf 

der einen Seite eine anfällige Subpopulation gibt, die die Virusproduktion unterstützt und auf 

der anderen Seite eine sehr resistente Population, die gegenüber dem VSV komplett resistent 

ist und über längere Zeit in einem Kulturmedium mit hohen Virustitern überleben kann. Dass 

zu Beginn der Messungen des Virustiters, also zum Zeitpunkt null, bereits replikationskompe-

tentes VSV vorlag, ließ den Verdacht aufkommen, dass nicht das komplette Virus in die T-

Zellen eintritt, sondern evtl. auch einfach nur an deren Oberfläche angelagert wird. Eine Er-

klärung könnte sein, dass das VSV tatsächlich nicht in alle T-Zellen endozytiert werden kann 

und an deren Oberfläche haften würde, bis das VSV einen besseren Wirt findet. Ein alternati-

ver Erklärungsansatz ist, dass das VSV einfach eine gewisse Zeit und Temperatur braucht um 

in die Zellen zu gelangen. Der leicht abfallende Virustiter in der T-Zell-Kultur nach 4h würde 

für den zweiten Erklärungsansatz sprechen, da das Virus dann noch Zeit hat, unter günstigeren 

Bedingungen die T-Zellen zu infizieren. Dass bereits 6h nach der Infektion wieder ein Titeran-

stieg stattfindet, deutet darauf hin, dass bereits innerhalb der ersten 6h nach Infektion eine 
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erste Virusproduktion in den T-Zellen stattfindet. Diese Beobachtung ist vereinbar mit der be-

kannten Replikationszyklusdauer des VSV von 6-8h. Zur Festlegung wie viele Zellen tatsächlich 

vom VSV nach der einstündigen Inkubationszeit befallen waren, wurden noch zwei Methoden 

zur Anwendung gebracht. Bei der immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zeigte 

sich, dass offenbar nicht eine komplett gleichmäßige Verteilung der Viren auf die Zellen vor-

handen war, da bei manchen Zellen mehrere Signale vorhanden waren. Am ehesten ist dies 

als Hinweis dafür zu werten, dass manche T-Zellen von mehreren Viren befallen wurde. Wenig 

überraschend hierbei ist, dass es zu einem dosisabhängigen Anstieg der Anzahl infizierter Zel-

len kommt. Bestätigend für die Behauptung, dass mehrere Viren an einer Zelle anhaften, ist, 

dass es keinen linearen Anstieg der infizierten Zellen gibt. Vielmehr zeigt sich hier ein verlang-

samter Anstieg. Des Weiteren fällt auf, dass der Prozentsatz von infizierten Zellen sehr klein 

ausfällt, wenn man ihn mit der Menge des VSV vergleicht, die man ursprünglich zu den T-

Zellen gegeben hatte. Da die immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung auch nur eine 

gewisse Sensitivität zur Detektion viraler Partikel besitzt, wurde dann die FACS-Analyse zur 

Berechnung der infizierten T-Zellen durchgeführt. Auch in der FACS-Untersuchung zeigt, sich 

ein eher kleiner Anteil virustragender T-Zellen. Hierbei gibt es allerdings einen nahezu ver-

zehnfachten Anstieg der infizierten bzw. virustragenden T-Zellen bei verzehnfachter MOI. Eine 

Mehrfachinfektion bestimmter Zellen würde die Diskrepanzen zu den Ergebnissen aus der im-

munfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung erklären. Die Formel zur Berechnung infizier-

ter CD8+-Tcm wurde dann mithilfe von Excel errechnet. Hierbei wurde die am besten passende 

Formel automatisch in Excel bestimmt. Bei drei Wertepaaren muss man die Validität der For-

mel für MOIs, die über oder unter dem untersuchten Bereich liegen, sicherlich hinterfragen, 

aber da in den folgenden Experimenten überwiegend mit den MOIs von 0,1 bis 10 gearbeitet 

wurde, kann angenommen werden, dass die Formel für diesen Wertebereich durchaus zur 

Anwendung kommen darf, um die Anzahl infizierter T-Zellen bei einer bestimmten initialen 

MOI zu bestimmen.  Eine Erklärung für die schlechte Infektionseffizienz der T-Zellen könnte 

sein, dass die T-Zellen nicht besonders empfänglich für die Infektion durch das VSV sind. Mög-

licherweise besitzen sie nicht das optimale Expressionsniveau an LDL-Rezeptoren, die für die 

Virusinfektion notwendig sind. Alternativ könnten sie Abwehrmechanismen besitzen. Aller-

dings war es nicht das Ziel der Arbeit herauszufinden, wie der mechanistische Ansatz für die 

Resistenz von CD8+-Tcm gegenüber dem VSV ist, sondern es war eher von Bedeutung wie die 

Zellen mit dem VSV interagieren. Hierbei war ein Schwerpunkt auf der T-Zell-Vitalität und der 
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Produktion des VSV durch die CD8+-Tcm. Insgesamt zeigen die CD8+ Tcm also ein sehr interes-

santes Verhalten gegenüber dem VSV und scheinen als Kombinationspartner für die Virothe-

rapie aufgrund ihrer Resistenz geeignet. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

 

6.3  Behandlung von ML2-Leukämie-Zellen in vitro 

 

In den ersten beiden Experimenten zur Behandlung von ML2-Leukämie -Zellen zeigte sich eine 

enorme Sensitivität der ML2-Zellen gegenüber dem VSV. Allerdings zeigten sich hier 4h nach 

der Infektion nicht erst abfallende Virustiter, sondern bereits ansteigende Virustiter, was da-

rauf hinweisen könnte, dass der Replikationszyklus in dieser Zelllinie etwas kürzer sein könnte 

als eingangs erwähnt und bei den T-Zellen demonstriert.  

Die Behandlung der HLA-B07:02 transduzierten ML2-Zellen zeigte, dass die TZR-T-Zellen als 

Monotherapie einen effektiven Ansatz darstellen. Interessant war hier, dass ein gewisser The-

rapievorteil durch die Kombination mit dem VSV zu erkennen war. Hierbei beziehe ich mich 

auf die MOI von 0,1. Dieser Therapievorteil war zwar nicht signifikant, dennoch konnte eine 

Tendenz zu einer besseren ML2-Zell-Abtötung demonstriert werden. Die Unterschiede zu 

Kombinationstherapien, bei denen die TZR-T-Zellen mit den MOIs von 1 und 10 des rVSV-tk 

infiziert wurden, bevor sie zu den Leukämie-Zellen gegeben wurden, waren zwar signifikant, 

allerdings zeigte sich das auch bei Kombinationen aus Kontroll-T-Zellen und dem VSV in den 

gleichen Dosierungen. Daher ist wohl kaum von einem synergistischen Effekt auszugehen, 

sondern vielmehr davon, dass einfach das VSV in so hoher Dosierung vorlag, dass es unabhän-

gig von den T-Zellen sehr effektiv zur Tumorzellabtötung führte. Ganz besonders erwähnens-

wert ist hier aber, dass TZR-T-Zellen in Kombination mit einer MOI von 0,1 gegenüber Kontroll-

T-Zellen in Kombination mit einer MOI von 0,1 des rVSV-tk einen signifikanten Therapievorteil 

bringen. Daraus kann geschlossen werden, dass bei einer niedrigeren Infektionsdosis der T-

Zellen, die Expression eines spezifischen TZR in einer Kombinationstherapie zu einem klaren 

Therapievorteil führt. Dieser Vorteil besteht abzüglich des VSV in dieser Therapiegruppe in der 

Expression des spezifischen TZR. Folglich unterstützen in diesem Versuch die TZR-T-Zellen das 

VSV bei der Abtötung der ML2-Zellen. Bei höheren initialen MOIs des VSV geht dieser syner-

gistische Effekt wieder verloren, da zu viel Virus dazu führt, dass es einer Ergänzung der The-



 
 

134 

rapie durch spezifische T-Zellen nicht mehr bedarf. Auch wenn es hier keine signifikanten Un-

terschiede zwischen der TZR-T-Zell-Monotherapie und der Kombination aus TZR-T-Zellen und 

einer MOI von 0,1 gibt, erkennt man trotzdem einen Trend in die Richtung, dass der Synergis-

mus auch anders herum funktioniert und das VSV die TZR-T-Zellen unterstützt. Betrachtet 

man nun einmal die absoluten Zahlen, so sieht man, dass hier 100.000 ML2-Zellen durch 5000 

T-Zellen abgetötet werden. Errechnet man nun für die MOI von 0,1 mithilfe der Formel, die 

bei der Charakterisierung der CD8+-Tcm ermittelt worden war, die Dosis an Virus, die sofort 

an andere Zellen weitergegeben werden kann, so erkennt man, dass es sich hier lediglich um 

ca. 21 PFU handelt. Setzt man diese 21 PFU ins Verhältnis zu den ML2-Zellen so ergibt sich 

eine MOI von 0,00021. Diese MOI entspricht nur einem Fünftel der MOI, die die niedrigste 

MOI bei der alleinigen Behandlung der ML2-Zellen durch das VSV war. Dennoch wird bei die-

ser niedrigen MOI, vergleicht man den Graphen der Kombinationstherapie mit dem der Mo-

notherapie zur Behandlung der ML2B7-Fluc-Zellen, ein besseres Therapieergebnis erreicht. 

Auch wenn es sich hier um zwei unterschiedliche Experimente handelt und vermutlich auch 

noch Virus durch die T-Zellen produziert wird, sodass die Berechnung der Virusdosis nicht zu 

100% korrekt ist, so lässt sich bei diesem einfachen Vergleich in gewissen Grenzen ein weiteres 

Mal der Synergismus der Kombinationstherapie gegenüber der VSV-Monotherapie erkennen.  

Bei der Untersuchung der HLA-B15:01 transduzierten ML2-Zellen ergab sich ein ganz ähnliches 

Bild wie bei der Behandlung von ML2B7-Zellen durch Kontroll-T-Zellen. Lediglich die durch das 

VSV vermittelten zytotoxischen Effekte führten hier zur dosisabhängigen Tumorabtötung. Hier 

schienen die ML2B15-Zellen allerdings ein wenig resistenter zu sein, als bei den ML2B7-Zellen. 

Dies mag daran liegen, dass sich die Zellkulturzelllinien marginal unterscheiden, weil sie nicht 

zum gleichen Zeitpunkt mit dem jeweiligen HLA transduziert wurden, sondern unabhängig 

voneinander. So kann es durchaus sein, dass eine der Zelllinien insgesamt länger in Zellkultur 

waren und sich ihr Phäno- und Genotyp durch genetische Modifizierung geringgradig verän-

dert hat. Letztlich handelt es sich hier aber nur um kleine Unterschiede in der Sensitivität ge-

genüber dem VSV, sodass auf eine eingehende Untersuchung verzichtet wurde, zumal in die-

ser Arbeit nicht die Sensitivität der ML2-Zelllinie gegenüber dem VSV in allen Einzelheiten un-

tersucht werden sollte, sondern die Kombinationstherapie zur spezifischen Behandlung von 

ML2-Zellen mit Zielantigenen analysiert werden sollte. Die ML2B15-Zellen dienen hier viel-

mehr als zusätzliche Kontrolle. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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Zur Überprüfung, ob die TZR-T-Zellen durch die Kombination mit dem VSV in ihrer Aktivität 

gegenüber den ML2-Zellen kompromittiert wurden, wurde die Produktion von IFN-𝛾 als Sur-

rogatparameter für funktionierende T-Zellen genommen. In der Analyse ergab sich im IFN-𝛾-

ELISA keine Veränderung der T-Zell-Funktion durch das VSV. Ähnlich hohe IFN-𝛾-Werte konn-

ten hier in der Mischkultur aus TZR-T-Zellen und ML2B7-Fluc Zellen nachgewiesen werden. 

24h nach Beginn des Experimentes waren diese signifikant höher als in allen Kontrollgruppen. 

Dass die Signifikanz nach 48h wieder verloren geht, liegt an den hohen Standardabweichun-

gen der produzierten IFN-𝛾-Titer durch die TZR-T-Zellen. Dass es zu so hohen Standardabwei-

chung allgemein kommt, liegt vermutlich daran, dass es sich hier um T-Zellen von unterschied-

lichen Spendern handelt, die jeweils eine individuelle Menge an IFN-𝛾 produzieren. Da bereits 

nach 24h nahezu alle ML2-Zellen tot waren, ist es zudem unwahrscheinlich, dass zwischen den 

beiden Zeitpunkten 24h und 48h nach Beginn der Experimente weiteres IFN-𝛾 produziert 

wurde. Vielmehr dürfte es sich hier um noch nicht abgebautes IFN-𝛾 handeln, sodass die für 

die Behauptung, die T-Zell-Funktion sei durch das VSV nicht verändert worden, die Werte der 

IFN-𝛾-Produktion nach 24h relevant sind. Insgesamt ergibt sich hieraus, dass die T-Zellen auch 

in einer Kombinationstherapie ihre eigene Funktion in sehr potenter Weise gegenüber den 

Leukämiezellen ausüben können. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

In den weiteren Untersuchungen wurde dann die gegenteilige Beeinflussung der Therapie-

partner untersucht. Bei der Untersuchung der produzierten Virustiter zeigte sich, dass bei Ak-

tivierung von TZR-T-Zellen eine deutlich reduzierte Virusproduktion stattfand. Mögliche Erklä-

rungen sind bereits im Ergebnisteil angeklungen. Weiter oben wurde bereits diskutiert, dass 

die TZR-T-Zellen insbesondere, aber wahrscheinlich nicht nur bei der niedrigsten untersuchten 

Infektionsdosis, nämlich der MOI von 0,1, bereits einen großen Beitrag zur Abtötung von 

ML2B7-Zellen leisten. Dadurch stehen dann weniger ML2-Zellen für eine maximale Viruspro-

duktion zur Verfügung. Es erscheint also wahrscheinlich, dass die TZR-T-Zellen das Substrat für 

eine starke Virusvermehrung zerstören. Daher erscheint es logisch, dass es nur zu einer gerin-

geren Produktion kommen kann. Ein weiterer Erklärungsansatz wäre, dass das VSV sensibel 

gegenüber IFN-𝛾 (Tan, Derrick et al. 2005) reagiert und seine Replikation durch diese Sensiti-

vität eingeschränkt wird. Interessant ist aber dann, dass sich die Titer nach ca. 48h nahezu 

angleichen. Da aber bereits nach 24h kaum mehr Tumorzellen vorhanden sind, stellt sich die 

Frage, wie es zu dieser Vermehrung kommt. Eine Erklärung dafür wäre, dass das VSV nun die 

T-Zellen zur Replikation nutzt. Insgesamt betrachtet sehe ich die niedrigeren Titer nicht als 
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Nachteil, sondern sogar als Vorteil einer Kombinationstherapie. Das Ziel der Arbeit ist nicht 

die Optimierung der Virusproduktion durch ML2-Zellen, sondern deren Abtötung. Mit der 

Kombinationstherapie werden die Zellen schnell zerstört. Hierbei wird aber keine überschie-

ßende Menge an freien Viren produziert, wie man es bei den Kontrollgruppen beobachten 

kann. In Hinblick auf die Neurotoxizität des VSV erscheint es sinnvoll, wenn nur eine begrenzte 

Menge freier Viren bei zugleich suffizienter Tumorabtötung entsteht. Nach dieser umfassen-

den in vitro Untersuchung der Kombinationstherapie ist der nächste logische Schritt nun die 

Testung dieser Therapie in vivo. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

6.4  MTD 

 

Bei der Studie zur Findung der maximal tolerierten Dosis des VSV bei den NSG-Mäusen zeigte 

sich, dass es für freies VSV im Prinzip keine sichere Dosis gibt, deren Applikation die Mäuse 

dauerhaft überleben. Das ist eine Schwäche im Model, da so keine Untersuchungen über an-

dauernde Therapieeffekte möglich sind. Da aber humane T- und Leukämie-Zellen in vivo ver-

wendet werden, lässt sich am Modellsystem nicht viel ändern, da es immunsupprimierter 

Mäuse bedarf, um humane Zellen in vivo bei Mäusen zu verwenden. Da bereits in Vorarbeiten 

gezeigt wurde, dass dieses Modell mit diesen spezifischen T- und Leukämie-Zellen bei NSG-

Mäusen erfolgreich funktioniert, wurde in dieser Doktorarbeit mit NSG-Mäusen gearbeitet, 

um zu gewährleisten, dass das Immuntherapiemodell funktioniert. Der Vorteil dieser immun-

depletierten NSG-Mäuse besteht darin, dass humane Zellen im Detail in vivo untersucht wer-

den können, was zu einem näheren Bezug zu einer klinischen Anwendung führt als ein kom-

plett murines Modell. Ein Novum dieser Arbeit ist, dass es nach ausführlichen Recherchen zum 

Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit noch keine publizierten Arbeiten zur in-vivo-Unter-

suchung im humanisierten Mausmodell zu dieser speziellen Kombinationsstrategie gibt. Le-

diglich in vitro Untersuchungen sind für das VSV und seine Interaktionen mit humanen T-Zel-

len publiziert (VanSeggelen, Tantalo et al. 2015). Zudem gibt es bereits Vorarbeiten zur Kom-

bination aus murinen T-Zellen und VSV in vivo (Qiao, Wang et al. 2008). Insgesamt stellt das 

verwendete System also einen Kompromiss der Durchführbarkeit von Untersuchungen an hu-

manen T-Zellen in Kombination mit dem VSV in vivo dar. In weiteren Studien wäre es wün-

schenswert die Interaktionen des VSV mit einem kompletten humanen Immunsystem zu ana-

lysieren. Hierzu könnten in Zukunft Mäuse mit humanem Immunsystem verwendet werden. 
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Da das Modell naturgemäß keine große Toleranz gegenüber dem VSV haben kann, ist es wenig 

verwunderlich, dass die MTD für freies VSV über einen Zeitraum von 14 Tagen bei lediglich 104 

PFU rVSV-GFP liegt. Schon bei einer Verdreifachung dieser Dosis treten dann so viele toxische 

Effekte innerhalb der ersten 14 Tage auf, dass es unmöglich wird, noch eine sichere Dosis für 

diesen Zeitraum zu definieren. Überraschend hingegen ist, dass zellgebundenes VSV in höhe-

rer Dosis als freies VSV als sicher angesehen werden kann. Erklärungen dazu verbleiben in 

dieser Arbeit hypothetischer Natur. Eine mögliche Erklärung wäre, dass die T-Zellen das an 

ihre Oberfläche gebundene VSV in vivo noch endozytieren, weil sie aber einen so großen Un-

terschied zu ihren sonstigen Zellkulturbedingungen vorfinden, die Proliferation weitgehend 

einstellen und damit eine Virusreplikation minimieren. Eine ähnliche Erklärung könnte lauten, 

dass viele T-Zellen bei Eintritt in das murine System sterben, weil sie dort keine optimalen 

Kulturbedingungen vorfinden. Wenn sie dabei durch Apoptose zugrunde gehen, so wäre denk-

bar, dass sie kein VSV freisetzen können. Alternativ kann es auch sein, dass die T-Zellen, wie 

zuvor beschrieben, in Lunge und Milz akkumulieren (Mall, Yusufi et al. 2016).  Dort können sie 

das VSV zwar freisetzen bzw. an die dort ansässigen Zellen weitergeben, aber denkbar wäre, 

dass das VSV dort auf Zellen trifft, die eine starke Replikation nicht unterstützen. Auf der an-

deren Seite kann es sein, dass freies VSV evtl. eher direkt ins Gehirn kommt und dort zur Neu-

rotoxizität führt. Für letztere Hypothese würde sprechen, dass sich bei mehr Mäusen, die mit 

nicht-zellgebundenem VSV behandelt wurden, ein replikationskompetentes Virus im Gehirn 

fand als bei den Mäusen, die mit einer Kombination therapiert wurden. Damit verglichen wur-

den insgesamt gesehen nur bei relativ wenigen Mäusen überhaupt replikationskompetentes 

VSV in der Milz gefunden. Das würde dafürsprechen, dass es sich hier um ein eher resistentes 

Gewebe handelt. Verglichen mit den Gehirnen wurde auch insgesamt in weniger Lungen ein 

replizierendes VSV gefunden. Dass im Gehirn überhaupt replizierendes Virus gefunden wurde, 

zeigt erneut, dass das Modell nicht ideal für Untersuchungen mit replikationskompetentem 

VSV ist. Auch zeigt sich dadurch, dass man keine MTD für längere Studien definieren kann. 

Insgesamt betrachtet ist es aber dennoch erstaunlich, dass die Kombinationstherapie aus T-

Zellen und VSV besser verträglich ist als die Verabreichung freien VSVs. (Melzer, Zeitlinger et 

al. 2019) 
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6.5 Kinetik in den ML2-Tumoren 

 

Dass TZR-T-Zellen in diesem Modell im Zieltumor akkumulieren, ist wenig überraschend und 

konkordant mit vorbeschriebenen Ergebnissen (Mall, Yusufi et al. 2016, Yusufi, Mall et al. 

2017). Ein wenig überraschender ist hingegen, dass es erst nach 5 Tagen zu einer signifikanten 

Akkumulation der T-Zellen kommt. Das würde, wie im Ergebnisteil kurz erwähnt, dafürspre-

chen, dass es sich hier weniger um ein spezifisches Homing als vielmehr um eine zufällige Ak-

kumulation der in der Kapillarstrombahn des Tumors schwimmender T-Zellen mit anschlie-

ßender Proliferation handelt. Ein weiteres Indiz für diese Hypothese ist, dass in der IHC Nester 

von T-Zellen in bestimmten Tumorteilen auffallen und in anderen Teilen nur wenige T-Zellen 

zu finden sind. Der Schluss, der sich aus diesen inhomogen verteilten Nestern ergibt, ist, dass 

eine T-Zelle ihr Zielantigen erkennt und anfängt, dort zu proliferieren. Die fehlende Signifikanz 

des Prozentsatzes der im ML2B7-Tumor akkumulierten TZR-T-Zellen der Kombinationsthera-

pie gegenüber den anderen Therapien, obwohl im Mittel deutlich mehr T-Zellen im Tumor 

nachweisbar sind, kann möglicherweise darauf zurückgeführt werden, dass manche Tumoren 

bereits so stark nekrotisch waren, dass es schwer möglich war, überhaupt lebende Zellen 

nachzuweisen. Bei diesen Tumoren ist anzunehmen, dass sich dort entweder keine T-Zellen 

mehr aufhalten oder alle T-Zellen bereits tot sind. Es folgt der Schluss, dass der mittlere Pro-

zentsatz der CD8+-T-Zellen im Tumor bei dieser Therapieform geringer ist als bei der Mono-

therapie aus TZR-T-Zellen. Weiterhin zeigt sich keine Signifikanz gegenüber den Kontrollen, da 

in manchen Tumoren keine lebenden T-Zellen mehr zu finden waren, sodass sich manche 

Werte nicht von denen der Kontrollgruppen unterschieden und deswegen keine Signifikanz 

erreicht wird. Die nicht nachweisbare Akkumulation von T-Zellen im ML2B15-Tumor ist wenig 

überraschend, da der ML2B15-Tumor das Zielantigen „MPO5“ nicht auf dem richtigen HLA-

Molekül präsentiert. Bei der Untersuchung der viralen Titer im ML2B7-Tumor und im ML2B15-

Tumor ergaben sich bereits 24h nach Injektion der Therapien recht hohe Titer bei allen drei 

Therapiegruppen, die VSV erhielten. Die Titer in den Tumoren der Mäuse, die eine Kombina-

tionstherapie erhielten, schienen dabei tendenziell etwas höher zu sein. Nach 72h erreichte 

dieser Unterschied bis auf die ML2B7-Tumoren, die mit einer Kombinationstherapie aus TZR-

T-Zellen und VSV behandelt worden waren, eine Signifikanz. Allerdings gibt es auch bei dieser 

Bedingung einen Trend gegenüber der Monotherapie mit dem VSV zu einem höheren intra-
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tumoralen Titer. Insoweit sind die Ergebnisse paradox, als man höhere Titer bei der Kombina-

tion aus TZR-T-Zellen und VSV erwarten würde, da man dort das spezifische Homing erwartet. 

Aber wie oben genannt scheint es sich eher um ein stochastisches Ereignis zu handeln, bei 

dem die Tumoren eher zufällig von T-Zellen erreicht werden, die dann das VSV an Tumorzellen 

abgeben können. Nach 120h fallen die Titer in beiden ML2-Tumoren der Mäuse, die mit einer 

Kombinationstherapie aus T-Zellen und VSV behandelt wurden, dann wieder ab. Vermutlich 

liegt dies daran, dass es sich hier bereits überwiegend um nekrotisches, nicht mehr viruspro-

duzierendes Tumorgewebe handelt und die Viren vom Blutstrom fortgetragen werden. Dass 

der Titer in den Tumoren der Mäuse, die mit freiem VSV behandelt wurden, noch ansteigt, 

weist darauf hin, dass hier noch vitales Tumorgewebe für die Virusproduktion vorhanden ist. 

Insgesamt zeigt sich hier also ein paradoxes Ergebnis, wenn man die der Arbeit zugrundelie-

gende Hypothese betrachtet, dass TZR-T-Zellen das Homing des VSV zum Tumor spezifisch 

verbessern sollten. Vielmehr scheint es für den Virustransport irrelevant, ob die T-Zellen einen 

spezifischen TZR haben oder nicht. Auch dass die Tumorvitalität sehr schnell und reproduzier-

bar schwindet, wenn ML2B7- oder auch ML2B15-Tumoren mit einer systemischen Kombina-

tionstherapie aus T-Zellen, egal ob transduziert oder nicht und dem VSV behandelt werden, 

weist daraufhin, dass es hier keine Rolle spielt, ob es sich um spezifische oder unspezifische T-

Zellen handelt, da die ML2B15-Tumoren das Zielantigen nicht für die TZR-T-Zellen erkennbar 

präsentieren und trotzdem suffizient abgetötet werden. Vielmehr scheint die Kombination 

aus unspezifischen T-Zellen und VSV sogar einen kleinen Therapievorteil bezüglich der produ-

zierten Virustiter und der induzierten Nekrose gegenüber der Kombination aus TZR-T-Zellen 

und VSV im ML2B7-Tumor zu haben. Möglicherweise ist dies auf die Tatsache, dass die TZR-T-

Zellen, die im Tumor akkumulieren, bereits eine signifikante Anzahl an Tumorzellen abgetötet 

haben und so dem Virus das Substrat für die Vermehrung entziehen, zurückzuführen. Insge-

samt scheinen die Kombinationstherapien im ML2B7-Tumor effektiver zu sein als eine Mono-

therapie aus TZR-T-Zellen oder VSV. Für das tendenziell bessere Therapieansprechen gemes-

sen an der Nekroseinduktion scheint primär das VSV verantwortlich zu sein. Andererseits ist 

das VSV als Monotherapie zwar effektiv, aber die Varianz der Ergebnisse gestaltet sich bei 

dieser Therapieform deutlich größer als bei den Kombinationstherapien, sodass die Zweifel an 

der Reproduzierbarkeit der Tumorabtötung durch diese Therapieform bei jeder Maus ange-

bracht sind, wenn es bei einer Maus funktioniert und bei der nächsten nicht mehr. Anschei-
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nend verhelfen also die T-Zellen, seien sie spezifisch oder unspezifisch, auch dem VSV zu ei-

nem Vorteil, indem sie dessen zytotoxische Effekte auf den Tumor reproduzierbarer machen. 

Dass es sich bei der Untersuchung des Therapieansprechens nicht um ein Analyseartefakt han-

delt, wird durch die simultane Untersuchung der Tumoren durch zwei unterschiedliche Me-

thoden bewiesen. Hierbei besteht eine inverse Korrelation zwischen dem Anteil nekrotischen 

Tumorgewebes und dem Prozentsatz GFP+ Tumorzellen in den Tumoren.  Insgesamt wird also 

gezeigt, dass die Tumoren durch eine Kombinationstherapie, seien es dabei TZR- oder Kon-

troll-T-Zellen, schnell und reproduzierbar abgetötet werden. Abschließend bleibt hier der in-

vivo-Beweis aus, dass eine Kombination aus VSV und spezifischen T-Zellen am effizientesten 

zur Tumorzellabtötung führt. Gezeigt werden kann hier nur, dass T-Zellen und VSV zu einem 

guten Therapieansprechen führen, leider unabhängig von der Transduktion der T-Zellen. 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

6.6  Tumorwachstum 

 

Bei der Beobachtung des Tumorwachstums nach Einleitung der Therapie zeigt sich wenig 

überraschend ein stetes Wachstum in den Kontrollgruppen. Die wohl interessantesten Punkte 

sind, dass durch eine Kombinationstherapie aus spezifischen oder unspezifischen T-Zellen und 

VSV das Tumorwachstum effizienter gebremst wird als bei einer Monotherapie mit VSV. Inte-

ressant ist hier auch, dass die Tumoren der Mäuse, die mit einer Monotherapie aus VSV be-

handelt wurden, überhaupt noch wuchsen, anstatt zu stagnieren, wie die mit einer Kombina-

tionstherapie behandelten Tumoren. Dies bedeutet, dass es bei diesen Mäusen noch vitale 

Tumorzellen gab. Am überraschendsten ist hier aber wohl, dass die TZR-T-Zellen als Monothe-

rapie vollkommen ausreichen, um den Tumor bereits nach kurzer Zeit komplett verschwinden 

zu lassen. Dies widerspricht eigentlich den Ergebnissen aus der Abtötungskinetik der Tumo-

ren. Hier wäre ja zu erwarten, dass die Kombinationstherapien am effektivsten wären, den 

Tumor abzuräumen, da sie am schnellsten und reproduzierbarsten zu einem signifikanten An-

stieg an totem Tumorgewebe führen. Allerdings mag dies mit dem Sterbemechanismus ein-

zelner Tumorzellen zusammenhängen. Evtl. können hier nur die von den T-Zellen getöteten 

Tumoren abgeräumt werden, und die durch das VSV getöteten Tumoren verbleiben einfach 

als Narbengewebe dort bestehen. Dazu würde passen, dass bei der Autopsie der Mäuse, die 

gleichzeitig im Überlebensexperiment verwendet wurden, beobachtet werden konnte, dass 
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die verbliebenen Tumorreste weißlich und nicht durchblutet erschienen. Dies würde bedeu-

ten, dass es sich um totes Gewebe handelt, das nicht abgeräumt werden kann. Dass es nicht 

abgeräumt werden kann, ist bei den NSG-Mäusen nach weiteren Überlegungen nur bedingt 

verwunderlich, da diese über praktisch kein eigenes Immunsystem verfügen, das diese Auf-

gabe ausführen könnte. An diesen Beobachtungen ist festzumachen, dass in diesem Tumor-

modell nicht die Tumorgröße als einziges Erfolgskriterium gewertet werden sollte. Zudem ist 

stark davon auszugehen, dass die Tumoren tot sind, da man in den Kinetikexperimenten be-

reits gesehen hat, wie schnell sie durch die Kombinationstherapien abgetötet werden. In wei-

teren Projekten wäre es sicher interessant zu untersuchen, inwieweit sich die Todesart der 

Tumorzellen in Abhängigkeit von der Therapie unterscheidet und inwieweit dies auf die Tum-

orgröße Einfluss hat. Insgesamt kann aus diesen Ergebnissen der Schluss gezogen werden, 

dass die Kombinationstherapien zu einer stabilen Tumorkontrolle führen und einer Monothe-

rapie mit dem VSV deutlich überlegen sind. Es scheint hier so, als wäre die TZR-T-Zell-Mono-

therapie am effizientesten bezüglich der Tumorreduktion. In der statistischen Analyse ergibt 

sich hier aber auch keine signifikante Überlegenheit gegenüber der Kombinationstherapie. 

(Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 

 

6.7  Überleben 

 

Ein großer Kritikpunkt an der gesamten Studie ist bereits weiter oben angeklungen. Dabei 

handelt es sich um das fehlende Immunsystem der NSG-Mäuse, das die Findung einer MTD 

unmöglich macht. Daher war die Hoffnung bei der Durchführung des Überlebensexperimen-

tes, bei dem nur ML2B7-Tumoren implantiert worden waren, dass sich bereits innerhalb der 

ersten 14 Tage, für die eine sichere Dosis für das VSV definiert werden konnte, gravierende 

Unterschiede zeigen. Leider war es aber so, dass besonders bei den Kombinationstherapien 

eine rasch einsetzende Neurotoxizität zur Beendigung des Überlebensexperimentes führte, 

obwohl die Tumoren in ihrer Größe stagnierten. So fand sich bei allen mit dem VSV behandel-

ten Mäusen insgesamt kein großer Unterschied im Gesamtüberleben gegenüber den Kontroll-

gruppen. Dass hier die eigentlich sichereren Kombinationstherapien auch keinen Unterschied 

gegenüber der Monotherapie mit VSV zeigten, mag darauf zurückzuführen sein, dass im 

ML2B7-Tumor große Mengen an Virus produziert wurden, die dann auch systemisch zur Ver-

fügung standen und schnell ins Gehirn gelangten und dort die Neurotoxizität verursachten. 
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Am effektivsten war hier die TZR-T-Zell-Monotherapie. Sie führte zu einem signifikanten Ge-

samtüberlebensvorteil. Allerdings ist bei dieser Therapiegruppe interessant, dass alle bis auf 

eine Maus ein Tumorrezidiv erlitten, das therapierefraktär war, da es die Expression des HLA-

B07:02 verloren hatte, und so keinen Angriffspunkt für die TZR-T-Zellen mehr bot. Da das VSV 

auch für seine immunstimulatorischen Wirkungen bekannt ist (Melzer, Lopez-Martinez et al. 

2017), ist hier zu hoffen, dass das VSV in einem anderen, immunkompetenten Modell eine 

polyklonale Immunantwort hervorrufen würde, sodass der Verlust eines einzigen Zielmoleküls 

nicht so sehr ins Gewicht fällt. Ein weiterer spekulativer Effekt in einem immunkompetenten 

Modell wäre, dass das VSV alle Tumorzellen, unabhängig von deren Antigen-  oder HLA-Ex-

pression, abtötet und so die eventuelle Lücke, die die TZR-T-Zellen nicht abdecken, schließen 

kann. Aber diese Hypothesen müssten in einem anderen Modell überprüft werden. (Melzer, 

Zeitlinger et al. 2019) 
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7 Fazit und Ausblick 

 

In dieser Doktorarbeit konnte eindrucksvoll gezeigt werden, wie humane T-Zellen mit dem 

VSV interagieren und dessen Replikation unterstützen.  Auch wenn es bereits zuvor Studien 

gab, die die Behandlung von Tumoren mit einer Kombinationstherapie aus transgenen T-Zel-

len und onkolytischen Viren untersucht hatten, so war das Novum dieser Studie die Behand-

lung von humanen Leukämie-Zellen mit einer Kombinationstherapie aus humanen T-Zellen 

und dem VSV in vivo, wobei der Fokus hier auf dem Humanen in vivo lag.  Zwar waren letzten 

Endes die Limitationen des humanisierten Mausmodells sehr groß, aber es konnte doch ge-

zeigt werden, dass die Therapie von ML2-Tumoren mit einer Kombinationstherapie aus T-Zel-

len und VSV zu einer raschen Tumorabtötung führt. Dass hierbei auch nicht-spezifische T-Zel-

len den Effekt des VSV unterstützen konnten, war überraschend. In dieser Proof-of-Principle-

Studie wurde aber klar, dass die Kombination aus humanen TZR-T-Zellen und VSV zumindest 

in vitro Sinn macht. Die in vivo Daten müssten in weiterführenden Studien in einem humani-

sierten Mausmodell mit etabliertem humanen Immunsystem validiert werden, um zu zeigen, 

dass auch tatsächlich eine Abschirmung der VSV durch die TZR-T-Zellen vor dem Immunsys-

tem stattfindet. Auf der anderen Seite könnte dann auch untersucht werden, inwiefern das 

VSV die Funktion der TZR-T-Zellen bei einem immunsuppressiven Tumormilieu verstärkt bzw. 

den TZR-T-Zellen hilft, sich diesem Milieu zu widersetzen. Zu Bedenken gilt es auch, dass be-

sonders Patienten mit einer akuten Leukämie stark immunsupprimiert sind und die hier un-

tersuchte Therapie bei ihnen evtl. in ähnlichem Maße zu einer Toxizität führt wie bei den NSG-

Mäusen. Andererseits gibt es andere Tumorentitäten, bei denen die Anwendung einer Kom-

binationstherapie wahrscheinlich effektiv wäre, ohne dass es dabei zu so toxischen Nebenwir-

kungen kommt. Insgesamt betrachtet sind die Untersuchungen in dieser Doktorarbeit also als 

gelungener Proof-of-Principle einer Kombinationstherapie zur Behandlung von Neoplasien zu 

sehen, aber keineswegs als direkte Therapieempfehlung für die AML. Weiterführende Studien 

bei anderen Tumorentitäten, in anderen Tiermodellen und in Modellen mit funktionierendem 

Immunsystem sind daher obligat zur weiteren Evaluation einer solchen Kombinationsthera-

pie. (Melzer, Zeitlinger et al. 2019) 
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