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1. Einleitung 

1.1 Das Pankreaskarzinom 

„If cancer is the emperor of maladies,  

then pancreatic cancer is the emperor of emperors.” [1] 

1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie 

Das Pankreaskarzinom weist unter den Krebserkrankungen die höchste Sterberate auf und 

gehört zu den wenigen malignen Erkrankungen, in denen sich die Überlebensrate seit den 

letzten 40 Jahren nicht wesentlich verbessert hat. Seit ca. 30 Jahren entsprechen die Zah-

len der Neuerkrankungen annähernd denen der Sterbefälle und dieses Verhältnis bleibt 

konstant. Während die Inzidenz der meisten Krebserkrankungen in den letzten Jahrzehn-

ten gesunken ist, steigt die des Pankreaskarzinoms weiterhin an. Es wird prognostiziert, 

dass diese Erkrankung bis 2020 zur zweithäufigsten der Krebs-assoziierten Todesursa-

chen sowohl in den Vereinigten Staaten als auch in Europa zählen wird. Mit einer 

relativen Fünf-Jahres-Überlebensrate von ca. 8 % in Europa und 6 % in den USA hat das 

Pankreaskarzinom die schlechteste Prognose aller soliden Tumorerkrankungen. Diese re-

sultiert vor allem aus der späten Diagnosestellung, die auf die relativ lange Zeit der 

Beschwerdefreiheit zurückzuführen ist. Dadurch hat der Tumor zum Zeitpunkt der Diag-

nose meist eine Größe erreicht, die eine chirurgische Resektion nicht mehr zulässt, und es 

weiterhin bereits zu einer Fernmetastasierung in Lymphknoten und meist der Leber ge-

kommen ist. Die Resektion jedoch ist die einzige kurative Therapie, die zu 

Überlebensraten von bis zu 20-25 % führen kann, wobei auch nach erfolgreicher Resekti-

on 40 % der Patienten ein Rezidiv erleiden. [2-5]  

Im fortgeschrittenen Stadium, wenn eine Resektion durch z. B. arterielle Beteiligung oder 

fortgeschrittene Metastasierung ausgeschlossen ist, hat die Therapie des Pankreaskarzi-

noms lediglich palliativen Charakter und die Überlebenszeit beträgt meist nicht mehr als 

zehn Monate (zusammengefasst in [6]). 

Die Ätiologie des Pankreaskarzinoms ist noch immer weitestgehend unbekannt und ba-

siert vorrangig auf der Akkumulation genetischer Mutationen. Dennoch gibt es einige 

Faktoren, die das Risiko für ein Pankreaskarzinom erhöhen. Zu den wichtigsten Risiko-
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faktoren zählt das Alter, wobei 90 % der Patienten älter als 60 Jahre sind [3]. Einen weite-

ren Risikofaktor stellt das Rauchen von Zigaretten, Zigarren und Pfeifen (zusam-

(zusammengefasst in [7] und [8]) ebenso wie der Konsum von Kautabak dar [9]. Auch 

eine fettreiche Ernährung steigert zum einen direkt durch erhöhte Zufuhr von tierischen 

Nahrungsfetten das Risiko der Karzinomentstehung [10]. Zum anderen stellt diese Form 

der Ernährung ein deutlich höheres Risiko für Diabetes dar, welches wiederum das Risiko 

für die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms nahezu verdoppelt [11, 12]. Neben diesen 

vermeidbaren Lebensstilfaktoren nimmt die medizinische Familien- und eigene Vorge-

schichte eine bedeutende Rolle ein. So ist das Risiko für ein Pankreaskarzinom in 

Patienten, die an einer chronischen Pankreatitis leiden bzw. litten um ein Vielfaches er-

höht [13]. Die hereditäre Pankreatitis erhöht das Risiko auf ein Pankreaskarzinom um den 

Faktor 40 und gilt damit als der höchste Risikofaktor für die Entwicklung eines Pankreas-

karzinoms [14]. Auch für Menschen, deren Familienmitglieder bereits an einer 

Krebserkrankung litten, kann das Risiko eines Pankreaskarzinoms ansteigen [15], handelt 

es sich bei der familiären Vorbelastung bereits um ein Pankreaskarzinom, steigt das Risi-

ko um bis zu 57 % [16]. Ein Teil dieser Patienten weist vererbbare Mutationen im Breast 

Cancer 2 (brca2)-Gen auf [17-19]. Weitere Keimbahnmutationen wurden berichtet und 

zeigen variablen Einfluss auf die Inzidenz eines Pankreaskarzinoms [20]. Träger von 

nicht-0 Blutgruppen weisen ebenfalls eine höhere Wahrscheinlichkeit für die Entstehung 

des Pankreaskarzinoms auf, wobei der mechanistische Zusammenhang unklar ist [21]. 

Neben diesen Faktoren entsteht der Großteil der Pankreastumore noch immer spontan.  

1.1.2 Diagnose und Therapie 

Durch das Fehlen eindeutiger Frühsymptome wird die Diagnose beim Pankreaskarzinom 

erst in einem späten Stadium der Erkrankung gestellt, in dem das Karzinom bereits weit 

fortgeschritten ist. Die Mehrzahl der Patienten stellt sich mit unklaren Oberbauchschmer-

zen, die z. T. in den Rücken ausstrahlen können, Gewichtsverlust und einem Ikterus durch 

Behinderung des Gallenabflusses durch im Pankreaskopf lokalisierte Karzinome vor. Das 

Auftreten von Steatorrhoe (Fettstuhl), Durchfall und/oder Verstopfung stellen weitere un-

spezifische Symptome dar ebenso wie ein neudiagnostizierter Diabetes. Zur Abklärung 

des Stadiums der Erkrankung und damit der Entscheidung über die folgende Therapie 

werden bildgebende Verfahren wie Sonographie, Computertomographie oder Magnetre-
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sonanztomographie genutzt. Die anschließende Einteilung des Tumors nach der TNM-

Klassifikation (Tabelle 20, S. 197) stellen zusammen mit der Stadieneinteilung nach dem 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) die Grundlage der Therapieempfehlung dar 

(Tabelle 21, S. 197). [22]  

Die einzige kurative Therapie ist die chirurgische Resektion, die allerdings nur bei einer 

Minderheit der Patienten (15-20 %) aufgrund des bereits fortgeschrittenen Stadiums 

durchführbar ist [2]. Die Pylorus-erhaltende und die klassische Duodenopankreatektomie 

(sogenannte Operation nach Kausch-Whipple) werden bei Karzinomen, die im Kopf des 

Pankreas lokalisiert sind, durchgeführt [23-26]. Als adjuvate Therapie schließt sich eine 

Chemotherapie an, um ein Rezidiv zu verhindern, welches in 40 % der resezierten Patien-

ten auftritt [27, 28]. Diese Therapie wird ebenfalls angewandt, wenn das 

Pankreaskarzinom irresektabel, aber noch nicht metastasiert ist (15-20 % der Patienten), 

um in diesem lokal fortgeschrittenen Stadium (locally advanced pancreatic cancer, 

LAPC) eine Resektabilität zu erreichen [29-31]. Bei bereits metastasierendem Pankreas-

karzinom, das bei 60-70 % der Patienten diagnostiziert wird, hat die Chemotherapie 

lediglich palliativen Charakter und soll zu einer Verlängerung der Überlebenszeit beitra-

gen und durch Kombination mit einer umfassenden Schmerztherapie die Lebensqualität 

verbessern [32, 33]. Neben der klassischen Chemotherapie kommen seit einigen Jahren 

Kombinationstherapien zum Einsatz: Die Kombination aus 5-Fluorouracil (5-FU), Folin-

säure, Oxaliplatin und Irinotecan (FOLFIRINOX) verlängerte das Überleben von 

Patienten mit LAPC sowie bei bereits metastasierendem Pankreaskarzinom (zusammen-

gefasst in [34, 35] und [36]). Die Kombination von Gemcitabin mit nab-Paclitaxel 

(nanoparticle albumin-bound Paclitaxel) führte ebenfalls zu einer Lebensverlängerung 

bei relativ guter Verträglichkeit (zusammengefasst in [37-39]). Gezielte Therapien mit 

Arzneistoffen, die gegen bestimmte Tumor-assoziierte Merkmale gerichtet sind und damit 

im Gegensatz zu klassischen Chemotherapeutika gesunde Zellen weitestgehend unbeein-

trächtigt lassen, werden zurzeit ausschließlich in klinischen Studien evaluiert und stellen 

(noch) keine Alternative zur Chemotherapie dar. Zu diesen zählt die Kombinationsthera-

pie aus Gemcitabin und Erlotinib, einem selektiven Inhibitor der epidermal growth factor 

(EGF)-Rezeptortyrosinkinase [40, 41], ebenso wie die gegen den EGF-Rezeptor gerichte-

te Antikörpertherapie in Kombination mit Gemcitabin [42]. Ebenfalls Gegenstand 

aktueller klinischer Studien ist die gezielte Inhibition von Hyaluronidasen bzw. die Blo-

ckierung des Signalwegs, um einen effizienteren Transport des in Kombination 
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eingesetzten Gemcitabin zu ermöglichen [43]. Weitere Studien evaluieren den Einfluss 

von Inhibitoren von Matrixmetalloproteasen (MMP) [44, 45] und Farnesyltransferasen 

[46]. Auch wenn all diese Therapien zur Lebensverlängerung beitragen, beträgt die Fünf-

Jahres-Überlebensrate insgesamt nicht mehr als 8 % [2].  

1.1.3 Pathologie und histologische Pathogenese 

Mit 85-90 % stellt das duktale Adenokarzinom die häufigste Entität unter den malignen 

epithelialen Tumoren des exokrinen Pankreas dar, Karzinome der Azinuszellen dagegen 

nur 1-2 %. Das adenosquamöse Karzinom tritt mit 1-2% ebenso selten auf wie Neopla-

sien der neuroendokrinen Zellen. [47-49] 

Das duktale Adenokarzinom (im Folgenden als Pankreaskarzinom bezeichnet) entsteht 

überwiegend (60-70 %) im Kopf des Pankreas, 10-20 % der Pankreaskarzinome treten in 

Korpus, Schwanz oder unter diffuser Beteiligung des gesamten Organs auf. Makrosko-

pisch präsentieren sich die Karzinome als harte, grobkörnige, grau-weiße bis gelbliche 

Masse, die mit steigender Größe innen nekrotisch sein und durch die Invasivität schwer 

abgegrenzt werden können [49]. Histologisch lassen sich drei verschiedene Vorläuferläsi-

onen des Pankreaskarzinoms abgrenzen: pankreatische, intraephiteliale Neoplasien 

(pancreatic intraepithelial neoplasms, PanINs); muzinöse, zystische Neoplasien (muci-

nous cystic neoplasms, MCNs) sowie intraduktale, papillär-muzinöse Neoplasien 

(intraductal papillary mucinous neoplasms, IPMNs) [47]. Die Ursprungzelle(n), aus 

der/denen das Pankreaskarzinom entsteht, ist/sind noch immer umstritten und es werden 

sowohl Azinuszellen als auch Gangzellen in Betracht gezogen. Die Bezeichnung „dukta-

les“ Adenokarzinom ist daher nicht als Identifikation der Ursprungzelle zu verstehen.  

In den letzten Jahren wurde durch intensive Erforschung und Klassifizierung der 

Vorläuferläsionen die Entstehung des Pankreaskarzinoms aus PanIN charakterisiert und 

diese stellen die am häufigsten auftretenden, nicht-invasiven Neoplasien dar. Diese 

PanINs sind histologisch definierte Vorläufer des Pankreaskarzinoms und werden anhand 

ihrer Morphologie in drei Entartungsrade eingeteilt. PanIN-1 Läsionen (minimale 

Dysplasie) bestehen aus Zylinderepithelzellen mit basal angeordneten, runden Kernen. In 

PanIN-2 Läsionen (intermediäre Dysplasie) sind Kernveränderungen zu beobachten, die 

von fehlender Polarität und zunehmender Größe bis hin zu Hyperchromatismus 

gekennzeichnet sind. PanIN-3 Läsionen zeichnen sich vor allem durch (mikro-) papilläre 
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Strukturen und dem Auftreten luminaler Nekrosen auf. Die Kerne weisen keine Polarität 

auf, sind vergrößert und von variabler Größe und Form. Lediglich die fehlende Invasivität 

grenzt diese Läsionen vom Karzinom ab. [47, 49]  

1.1.4 Molekulare Pathogenese 

Somatische Mutationen im Onkogen Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (kras) 

sowie in den Tumorsuppressorgenen tumor suppressor 53 (tp53), mothers against deca-

pentaplegic homolog 4 (smad4) und cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (cdkn2A), die 

u. a. durch die oben genannten Lebensstilfaktoren entstehen können, spielen eine tragende 

Rolle in der Tumorprogression [50-54]. So weisen 95 % aller Pankreaskarzinome eine ak-

tivierende Mutation im kras-Gen auf, die sich bereits früh in PanIN-1 Läsionen ereignet 

und zur konstitutiven Aktivierung des GTP-hydrolysierenden Proteins führt [55, 56]. Die-

se Aktivierung unterstützt u. a. die Weiterleitung Rezeptor-vermittelter Signale über 

Phosphoinositid-3-Kinasen, die Zellwachstum und Proliferation sowie Migration und Ad-

häsion vermitteln [57]. Außerdem induziert KRAS den Glukose-Transporter-1 (GLUT1), 

der wiederum, bekannt als Warburg-Effekt, durch erhöhte Glukoseaufnahme die anschlie-

ßende aerobe Glykolyse unterstützt [58, 59]. Auch inaktivierende Mutationen im cdkn2A-

Gen, das u. a. für das Protein p16 kodiert, treten in bis zu 90% der pankreatischen Karzi-

nome auf, allerdings erst in PanIN-2 Läsionen [60]. Die Mutationen führen zu einer 

Inhibierung des CDKN2A, wodurch Tumorzellen trotz starker Akkumulation von Mutati-

onen in der Lage sind von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus einzutreten [61, 62]. Die 

Transkription von cdkn2A führt über einen alternativen Leserahmen (alternate reading 

frame, ARF) zu einem weiteren Protein, dem p14
ARF

, welches direkt den Tumorsuppres-

sor p53 aktiviert [63]. In PanIN-3 Läsionen treten schließlich inhibierende Mutationen in 

den Genen tp53 (75-80 %) und smad4 (30 %) auf [64-66]. Durch diese Mutationen fun-

giert der Transkriptionsfaktor p53 nicht als Tumorsuppressor, der in physiologischem 

Zustand die Replikation zugunsten der DNA-Reparatur stoppt und, bei irreparablen 

DNA-Schäden, die Apoptose induziert [67, 68]. Verstärkt wird der dadurch forcierte anti-

apoptotische Effekt des mutierten p53 durch eine deutlich höhere Stabilität und längere 

Halbwertszeit gegenüber dem Wildtyp-Protein [69]. Außerdem können die Mutationen 

neue Funktionen des Proteins induzieren, wie z. B. die Fähigkeit, die Translokation von 

GLUT-1 an die Plasmamembran zu stimulieren und damit auch zum Warburg-Effekt bei-
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zutragen [70]. SMAD4, ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, ist wesentlich an der Regulati-

on TGF-β-vermittelter Signalwege beteiligt. In physiologischem Zustand reguliert das 

Protein negativ die Expression von Genen, die mit Zellwachstum und Proliferation ein-

hergehen sowie die Fibrosierung [71]. Durch die inhibierenden Mutationen werden diese 

Mechanismen verhindert und die mutierten Proteine fördern das Wachstum der Tumore. 

Zusätzlich zu diesen Mutationen konnten zahlreiche putative Genpolymorphismen identi-

fiziert werden, deren Einfluss auf Tumorentstehung, Progression und Therapieansprechen 

z. T. noch validiert werden muss [72, 73]. 

1.2 Die Rolle des Immunsystems im Pankreaskarzinom 

Dass das Immunsystem grundsätzlich in der Lage ist, entartete Zellen zu erkennen und zu 

eliminieren, wurde bereits 1909 von Paul Ehrlich postuliert [74], von Burnet und Thomas 

Ende der 1950er Jahre bestätigt [75] und 1970 formuliert als „cancer immunosur-

veillance“ [76-78]. Zahlreiche Studien konnten seit Mitte der 1990er Jahre durch die 

Entwicklung verschiedener knock-out Mäuse die wesentliche Beteiligung einzelner Kom-

ponenten des Immunsystems bzw. deren Zusammenwirken an der Kontrolle des 

Tumorwachstums bestätigen (zusammengefasst in [79, 80]). Auch im Menschen konnte 

diese Hypothese z. B. durch das gehäufte Auftreten von Tumoren in immunsupprimierten 

Patienten nach Organtransplantationen bestätigt werden (zusammengefasst in [81-83]). 

Die Gruppe um Robert Schreiber zeigte, dass das Immunsystem nicht nur das Tumor-

wachstum begrenzt, sondern gleichzeitig auch die Immunogenität beeinflusst, indem 

durch das Eliminieren immunogener Varianten nicht-immunogene Subklone überleben, 

und führte daraufhin den Begriff des immunoediting ein (zusammengefasst in [84-86]). 

Zu den anti-Tumor Immunantworten gehört die Aktivierung von NK-Zellen, die entartete 

Zellen durch das Fehlen des major histocompatibility complex I (MHC I) auf der Tumor-

zelloberfläche als potentielle Zielzellen identifizieren und diese durch die Ausschüttung 

von Granzymen und Perforin lysieren können [87, 88]. Die gleichzeitige Sezernierung 

von Interferon-γ (IFN-γ) fördert die Aktivierung von weiteren NK- und T-Zellen, 

wodurch dieses Zytokin eine Schlüsselrolle während des immunoediting einnimmt [89]. 

CD8
+
 T-Zellen können MHC I-exprimierende Tumoren ebenfalls durch die Ausschüttung 

von Perforin lysieren [90] oder rezeptorvermittelt über Interaktion der Todesrezeptoren 

mit Fas-Ligand (FasL) [91]. Auch B-Zellen und Monozyten können über Zell-Zell-
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Interaktion, speziell über tumor-necrosis-factor-related (TNF) apoptosis-inducing ligand 

(TRAIL), Lyse in Tumorzellen auslösen [92]. 

Bei Patienten mit Pankreaskarzinom gibt es nur sehr wenige Berichte spontaner Tumorre-

gressionen, deren Verlauf zwar nur spärlich dokumentiert ist, die aber alle eine 

Gemeinsamkeit aufwiesen: das Auftreten von hohem Fieber zu unterschiedlichsten Zeit-

punkten bei oder nach Diagnosestellung (zusmmengefasst in [93]). Ob und inwieweit das 

Immunsystem in diesen Fällen einen Beitrag zur Tumorabstoßung geleistet hat, ist unklar. 

Weiterhin erschwert die späte Diagnosestellung bei Pankreaskarzinompatienten die Über-

prüfung der Hypothese des immunoediting. 

Die Entwicklung genetisch veränderter Mausmodelle für das Pankreaskarzinom hat die 

Aufklärung der Rolle des Immunsystems während der Entstehungsphase des Karzinoms  

allerdings wesentlich unterstützt. So zeigten Clark et al. in Mäusen, welche die charakte-

ristische Mutation im kras unter einem Pankreas-spezifischen Promotor trugen (KRAS
G12D 

Mäuse) [94], dass bereits während der Entstehung von PanIn-Läsionen eine Infiltration 

von Immunzellen mit vorrangig suppressivem Phänotyp stattfindet [95]. Insgesamt infilt-

rieren nur wenige CD8
+
 T-Zellen, deren Anzahl bei gleichzeitiger Zunahme von 

infiltrierenden myeloiden Suppressorzellen (myeloid-derived suppressor cells, MDSCs) 

stetig abnahm [95, 96]. Auch die Zahl infiltrierender regulatorischer T-Zellen nimmt von 

PanIN-1 Läsionen bis hin zum invasiven Karzinom zu [95] und wird durch die Sekretion 

von CC-chemokin ligand (CCL) 5 von Tumorzellen selbst vermittelt [97]. Auch in Pan-

kreaskarzinompatienten konnte neben einer generell verminderten Zahl zirkulierender 

Leukozyten [98] die Verschiebung hin zu regulatorischen T-Zellen [99] und MDSCs 

[100] sowie deren vermehrte Infiltration beobachtet werden [101]. Auch im Menschen 

korreliert die steigende Frequenz dieser Zellen mit Tumorstadium, der Metastasierung 

sowie negativ mit dem Überleben des Patienten [102]. Diese in einem sehr frühen Stadi-

um stattfindende Etablierung einer lokalen immunsuppressiven Umgebung, die in der 

Lage ist, bereits systemisch zu wirken, argumentiert verstärkt gegen ein initiales immuno-

editing, auch wenn beim Menschen die Aussage durch die späte Diagnosestellung nicht 

absolut getroffen werden kann. 
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1.2.1 Aktive Förderung der Tumorprogression durch Immunzellen 

Mit Fortschreiten des Pankreaskarzinoms nehmen sowohl die lokale als auch die systemi-

sche Immunsuppression weiter zu und beeinflussen sich dabei gegenseitig. Besonders das 

angeborene Immunsystem ist aktiver Teil der Tumorprogression. Die Infiltration von 

Mastzellen, initiiert durch Tumorzellen selbst [103], führt zu gesteigerter Freisetzung von 

vascular endothelial growth factor (VEGF) und fibroblast growth factor (FGF) von so-

wohl Mast- als auch Tumorzellen [104]. Diese Wachstumsfaktoren vermitteln die 

Stabilisierung und den Erhalt der Blutgefäße, erhöhen die Metastasierung und Invasivität 

des Pankreaskarzinoms [105] und sind assoziiert mit schlechter Prognose [106]. Ebenso 

ist der Phänotyp von Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM) vorrangig anti-

inflammatorisch (M2) (persönliche Kommunikation Ivo Partecke und [107]) und fördert 

durch die Lokalisierung an der invasiven Front des Pankreaskarzinoms sowie durch Sek-

retion von VEGF und FGF die Invasion und Metastasierung [108, 109]. Durch die 

Makrophagen-induzierte Expression der Cytidin-Desaminase in Tumorzellen wird außer-

dem die Gemcitabin-vermittelte Apoptose reduziert [110]. Die Sekretion von Elastase und 

MMP von infiltrierenden neutrophilen Granulozyten korreliert weiterhin mit Tumorgröße 

und Metastasierung [111, 112]. Grundsätzlich ist zu beobachten, dass die Zahl vollständig 

ausdifferenzierter myeloischer Zellen abnimmt, während die der MDSCs zunimmt. Diese 

heterogene Gruppe wird bei Stress, wie z. B. Tumorerkrankungen, vermehrt als unreife 

myeloische Vorläuferzellen aus dem Knochenmark rekrutiert [113] und differenziert sich 

durch Zytokine wie granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) [96], 

transforming growth factor-β (TGF-β) und Interleukin-10 (IL-10) [114] sowie VEGF 

[104], die von Tumorzellen sekretiert werden, zu supprimierenden TAM oder MDSCs 

[115]. Die erhöhte Glykolyse der Tumorzellen geht mit vermehrter Laktatproduktion ein-

her und fördert somit ebenfalls die Expansion von MDSCs [116]. Diese Zellen wiederum 

forcieren wie oben beschrieben die Tumorprogression. 

1.2.2 Funktionelle Beeinträchtigung der Immunzellen  

Die Funktionen von T-Zellen, dendritischen Zellen (dendritic cells, DCs) und NK-Zellen 

werden sowohl durch die hohe Frequenz von MDSCs und regulatorische T-Zellen als 

auch direkt durch Tumorzellen und Zellen des Tumor-assoziierten Stromas, vor allem 
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pankreatischen Sternzellen (pancreatic stellate cells, PSCs), direkt oder durch lösliche 

Mediatoren inhibiert. 

DCs zeigen während einer Tumorerkrankung oftmals einen unreifen Phänotyp und sind 

nicht in der Lage, effizient Antigene zu präsentieren [117, 118].  Dieses Unvermögen 

wird vor allem durch die von pankreatischen Tumorzellen sekretierten Zytokine gra-

nulocyte-colony stimulating factor G-CSF und IL-6 [119] sowie IL-10 [120], TGF-β 

[121] und VEGF vermittelt [122]. Weiterhin inhibieren Tumor-assoziierte Muzine die 

Reifung der DCs und induzieren ein regulatorisches Zytokinprofil, welches wiederum T-

Zellen in den Status der Toleranz versetzt [123]. Es konnte gezeigt werden, dass die An-

zahl zirkulierender DCs in den meisten Pankreaskarzinompatienten stark vermindert ist 

und dass auch diese keine effiziente T-Zellproliferation auslösen [124, 125]. Eine höhere 

Zahl zirkulierender DCs ist dagegen mit einer besseren Prognose assoziiert [126, 127]. 

Durch die fehlende Sekretion von IFN-γ [89] und die gesteigerte Sekretion von TGF-β 

und IL-10 durch Tumorzellen, PSCs und MDSCs wird sowohl die Proliferation als auch 

Migration von CD8
+
 T-Zellen gehemmt [128-130]. Dadurch sind diese Zellen sowohl in 

Patienten als auch in Mausmodellen nur spärlich im Tumor zu finden [95, 131]. Weiterhin 

wirken das von PSCs freigesetzte Fibroblasten-Aktivierungs-Protein (FAB) [132] und die 

von Tumorzellen sekretierte Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) supprimierend auf CD8
+
 

T-Zellen und induzieren die Expansion von regulatorischen T-Zellen [133]. Diese wiede-

rum vermitteln sowohl über TGF-β als auch direkt durch Zell-Zell-Kontakt über cytotoxic 

T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) die Inhibition der CD8
+
 T-Zellen [134, 

135]. Die Zunahme der MDSCs geht mit Abnahme der CD8
+
 T-Zellen einher, was darauf 

zurückzuführen ist, dass MDSCs durch Sekretion von GM-CSF, Arginase und Nitrit die 

Proliferation dieser T-Zellen hemmen [96, 101, 136]. Das auf pankreatischen Tumorzel-

len überexprimierte Muzin Muc-1 wirkt neben DCs zusätzlich direkt inhibierend auf die 

T-Zellproliferation [137, 138].  

Bereits Mitte der 1980er Jahre konnten Funa et al. zeigen, dass nicht nur die Anzahl zir-

kulierender NK-Zellen in Pankreaskarzinompatienten reduziert ist, sondern ebenfalls 

deren Fähigkeit, Zelllyse zu vermitteln und IFN-γ zu sekretieren [139]. Untersuchungen 

zur Rolle dieser Leukozytenpopulation im Pankreaskarzinom sind in der Literatur erst 

wieder Anfang der 2000er zu finden, als nach Therapie eines Pankreaskarzinompatienten 

im metastasierenden Stadium mit CTLA-4-Antikörpern eine starke Zunahme von NK-

Zellen beobachtet wurde, die in der Lage waren, sowohl autologe Tumorzellen als auch 
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pankreatische Zelllinien zu eliminieren [140]. Dass diese Zellen in Pankreaskarzinompa-

tienten die Tumorzelllyse nur gering bis gar nicht ausüben können, liegt zum einen daran, 

dass Tumorzellen durch die Laktatproduktion diese Zellen direkt inhibieren und die Inter-

nalisierung von aktivierenden NK-Zellrezeptoren NKG2D, NKp30, NKp44 und NKp46 

forcieren [116]. Zum anderen exprimieren Pankreaskarzinome nur sehr geringe Mengen 

von Liganden für diese aktivierenden Rezeptoren [141]. Eine im letzten Jahre publizierte 

Studie zeigte allerdings, dass gerade pankreatische Tumorstammzellen besonders potente 

Zielzellen für eine NK-Zell-vermittelte Lyse darstellen [142]. 

Die gegenseitige Beeinflussung von Tumorzellen, Immunzellen und Zellen des Tumor-

assoziierten Stromas führt zu einer potenten Inhibition der anti-Tumor Immunantwort be-

reits in PanIN-Läsionen und potenziert sich im Verlauf der Erkrankung.  

1.2.3 Immuntherapie 

Durch das Verständnis der Tumor-fördernden Rolle des Immunsystems hat die Modulati-

on des Immunsystems als Einzel- oder Kombinationstherapie in den letzten Jahren an 

Bedeutung gewonnen, befindet sich aber bis heute in der Phase der klinischen Studien. 

Unter anderem zeigen Vakzine, die entweder aus allogenen, pankreatischen Zelllinien 

[143-145] oder Peptiden von Tumor-assoziierten Antigenen (TAA) bestehen [145-151], 

erste positive Ergebnisse in klinischen Studien. Durch die induzierte T-Zell-Antwort 

konnte ein verlängertes Überleben der Patienten verzeichnet werden. Ebenso findet die ex 

vivo-Stimulation von dendritischen Zellen mit TAA wie z. B. Muc-1 und carcinoembryo-

nalem Antigen (CEA) Anwendung in klinischen Studien [152-156]. In diesen Studien 

zeigte sich der Ausgang sehr variabel und hing stark von der Qualität der induzierten Im-

munantwort ab. Während die in den letzten Jahren intensiv untersuchte Anwendung 

sogenannter immune check-point Inhibitoren, vorrangig Antikörper gegen CTLA-4, pro-

grammed cell death protein-1 (PD-1) und/oder ihre Liganden, in einer Vielzahl solider 

Tumorerkrankungen positive Effekte zeigte [157-159], blieben diese in Pankreaskarzi-

nompatienten aus [157, 160, 161]. Mit der kombinierten Gabe von CD40-Antikörpern 

und Gemcitabin konnte ein Therapieerfolg verzeichnet werden [162, 163]. 
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1.3 Onkolytische Viren 

Onkolytischen Viren (OV) wird die Fähigkeit zugeschrieben, selektiv in Tumorzellen zu 

replizieren und diese zu lysieren. Die Mechanismen dieser Zelllyse sind sowohl von ver-

wendetem Virus (-stamm) als auch Tumorzelle abhängig. Zu den aktuell in klinischen 

Studien angewendeten OV zählen Adenoviren, Coxsackie-Viren, Reoviren, Herpes-

simplex-Viren (HSV), Masern-Viren, Newcastle disease Viren (NDV), Parvoviren, Vacci-

nia und Vesikuläre stomatitis Viren (VSV) (zusammengefasst in [164] und [165]). Neben 

der direkten Onkolyse durch Viren steht seit einigen Jahren die Induktion der Immunant-

wort im Fokus der Forschung, da die Generierung einer sekundären anti-Tumor 

Immunantwort beobachtete wurde, die sich als potente Therapieoption herausgestellt hat.  

1.3.1 Newcastle disease Virus als onkolytisches Virus 

Das Newcastle disease Virus gehört zum Genus der Avulaviren in der Familie der Pa-

ramyxoviridae. Das Virus mit negativem, einzelstängigen RNA-Genom ist der Erreger 

der atypischen Geflügelpest, die nach der Stadt Newcastle in Schottland benannt wurde, 

in deren Nähe die Krankheit erstmals ausbrach [166]. Das Genom des NDV umfasst ca. 

15000 Nukleotide [167] und kodiert für das Nukleokapsidprotein (NP), das Phosphopro-

tein (P), das Matrixprotein (M), das Fusionsprotein (F), das Hämagglutinin-Neurami-

nidaseprotein (HN) und die RNA-abhängige RNA-Polymerase (L) [168]. Im P-Gen wird 

durch RNA-Editing die Expression zweier weiterer Proteine ermöglicht: V und W [169]. 

NDV-Stämme werden hinsichtlich ihrer Pathogenität gegenüber Vögeln als velogen 

(hoch virulent), mesogen (moderat virulent) und lentogen (nicht virulent) klassifiziert 

[168]. 

Bereits in den 1950er Jahren beschrieben Flanagan sowie Prince und Ginsberg die lysie-

rende Wirkung von NDV auf Ehrlich-Aszites-Tumorzellen [170-173]. Die Tumor-

spezifität des NDV resultiert einerseits aus einem Rezeptor-Tropismus, andererseits ba-

siert sie auf typischen Tumorzelleigenschaften. Ein Charakteristikum von 

(pankreatischen) Tumorzellen ist die Überexpression von Glykoproteinen, die reich an 

Sialinsäuren sind, [174, 175] die zum einen der Maskierung von potentiell immunogenen 

Antigenen dienen [176-178] und zum anderen die effektive Aufnahme von Chemothera-

peutika verhindern [179, 180]. Die HN des NDV weist zwei Bindungsstellen für 
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sialinisierte Glykoproteine auf [181]. Die Überexpression dieser Proteine auf Tumorzellen 

erklärt die Präferenz der Bindung von NDV an diese Zellen. Gleichzeitig wird dadurch 

die Aktivität der Neuraminidase induziert, die Sialinsäuren abspaltet und dadurch zur 

Freilegung von Antigenen und Erhöhung der Immunogenität des Tumors führt [176, 178, 

182]. Da auch gesunde Zellen sialinisierte Glykoproteine exprimieren, ist NDV grund-

sätzlich in der Lage alle humanen Körperzellen zu infizieren, wird jedoch in gesunden 

Zellen durch die Induktion der anti-viralen Antwort eliminiert. Diese umfasst nach Er-

kennung von doppelsträngiger, viraler RNA über die toll-like receptors (TLRs) 3, 7, 8 

und 9 sowie den retinoic acid inducible gene I (RIG-I) Rezeptor die Induktion der IFN 

Typ I Antwort, die wiederum in den meisten Fällen zur Apoptose führt und damit die 

Replikation des NDV stoppt [183-186]. In vitro Studien mit nicht transformierten Zellen 

bestätigen die Unfähigkeit des NDV, in gesunden Zellen zu replizieren [187-189]. Tu-

morzellen weisen nicht nur Defekte in der Erkennung von Viren und deren Abwehr auf 

[183, 190, 191], sondern stellen durch ihre etablierte Apoptoseresistenz besonders attrak-

tive Wirtszellen für NDV dar [192-194]. Die Überexpression bzw. konstante Aktivierung 

von Ras-Proteinen erleichtert zusätzlich in Tumorzellen die Neuorganisation des Zytoske-

letts der Zelle nach Infektion [195] und damit den Replikationsprozess [196, 197].  

In Abhängigkeit des verwendeten NDV-Stammes und der Tumorzelle wurden multiple 

Wege der NDV-vermittelten Onkolyse beschrieben. So konnte die Induktion von Auto-

phagie, Apoptose über den intrinsischen und extrinsischen Weg sowie Nekrose und 

Nekroptose nachgewiesen werden (zusammengefasst in [198]). Apoptose kann direkt 

durch die viralen Proteine M, L und F vermittelt werden, da diese Proteine Sequenzen 

aufweisen, welche die Bindung an die apoptotische B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) Homolo-

gie Domäne 3 (BH3) vermitteln und so in der Lage sind, Apoptose auszulösen [199]. 

Besonderer Fokus wurde in den letzten Jahren auf die Induktion des immunogenen Zell-

todes (immunogenic cell death, ICD) gelegt. Auch hinsichtlich der sekundären anti-

Tumor Immunantwort stellte sich NDV in präklinischen Studien als aussichtsreicher 

Kandidat für die Aufhebung der Tumor-vermittelten Immunsuppression heraus. So konnte 

in Modellen verschiedener Tumorerkrankungen im Zuge des ICD die Freisetzung von 

danger/damage-associated molecular pattern molecules (DAMPs) beobachtet werden, 

die zur Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems führt [185, 200-202]. 

Diese wiederum forcieren durch Sekretion von IFN Typ I und weiteren aktivierenden Zy-

tokinen, wie Tumornekrosefaktor (TNF)-α und IL-12 sowie Chemokinen wie interferon-
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γ-induced protein-10 (IP-10) und CCL 5, die Aktivierung und Proliferation des adaptiven 

Immunsystems [202-204]. Die gleichzeitige Expression von MHC I Molekülen, intracel-

lular adhesion molecules (ICAM) und lymphocyte function-associated antigen-3 (LFA-3) 

auf der Zelloberfläche infizierter Tumorzellen ermöglicht die Erkennung durch und Ko-

stimulation von T-Zellen [205, 206]. 

1.3.2 Klinische Studien mit NDV 

Die klinischen Studien zur Therapie von Tumorerkrankungen mit aktivem NDV sind rar 

und besonders die frühen Berichte weisen diverse Schwächen in der Kohortenzusammen-

stellung wie auch der Kontrolle des Langzeitverlaufs auf. So sind Berichte, in denen 

systemisch aktives NDV verabreicht wurde, meist Einzelfallberichte aus Ungarn, in de-

nen der lytische Stamm MTH-68 verwendet wurde [207-209]. Eine größere Phase II-

Studie weist z. T. große Defizite hinsichtlich Randomisierung, vergleichbarer Zusammen-

setzung der Kontrollkohorte und Begleitmedikation auf und ist daher schwierig zu werten 

[210]. Trotz dieser Mängel konnte insgesamt eine Verkleinerung des Tumors bis hin zur 

vollständigen Abstoßung bestätigt werden. In einer Phase I-Studie, die in den USA durch-

geführt wurde, verlängerte die Gabe von NDV PV701 das Überleben deutlich [196, 211]. 

Ein Großteil der Studien nutzt vorrangig zellbasierte, mit NDV-kombinierte Vakzinie-

rungsstrategien. Die ersten von Cassel und Murray durchgeführten Studien mit 

kombinierten viralen Onkolysaten des NDV Stammes 73T, Lysaten primärer Melanom-

zellen und etablierten Zelllinien in Melanompatienten stammen aus den 1980er Jahren 

[212, 213]. Die Verlaufskontrollen fanden über einen Zeitraum von mehr als 15 Jahren 

statt und zeigten eine 15-Jahres-Überlebensrate von 55 % [214, 215]. Besonders die mit 

NDV modifizierte autologe Tumorzell-Vakzine (ATV-NDV), entwickelt von Schirrma-

cher, wurde in einer Reihe klinischer Studien mit Patienten verschiedener 

Tumorerkrankungen hinsichtlich des Sicherheitsprofils und der Tumorabstoßung evaluiert 

[216]. Auch wenn sich z. T. große Unterschiede hinsichtlich der Gesamtüberlebensdauer 

aufgrund der Art und des Stadiums der Tumorerkrankung zwischen den einzelnen Studien 

ergaben, überlebten im Mittel etwa doppelt so viele ATV-NDV-behandelte Patienten wie 

in der Kontrollgruppe [216-225].  
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1.3.3 Das biologische Sicherheitsprofil von NDV 

Deutlich wurde aus den oben genannten Studien mit aktivem NDV auch, dass es im Men-

schen nur milde bis moderate Nebenwirkungen hervorruft, zu denen vor allem 

grippeähnliche Symptome, Konjuktivitis und Laryngitis zählen [165, 208, 210, 215, 226-

228]. In der Studie mit lytischem NDV PV701 zeigten die Patienten mit zunehmender 

Dosis stärkere Nebenwirkungen wie hohes Fieber, anhaltende Müdigkeit, niedrigen Blut-

druck, Kurzatmigkeit und Hypoxie, was zurückzuführen ist auf die höhere Virulenz des 

Stammes [196, 211]. Auch diverse Berichte von Geflügelzüchtern beschreiben nur milde 

Symptome wie verstärktes Auftreten von Konjunktivitis nach NDV-Ausbrüchen in der 

Geflügelpopulation, die jedoch keine dauerhaften Schäden der Bindehaut zur Folge hatten 

[229, 230]. Studien zur Evaluierung der Pathogenität von NDV bei Applikation direkt in 

die Bindehaut von Kaninchen und Primaten zeigten weiterhin, dass nur bei gleichzeitiger 

Verletzung der Bindehaut eine schwere Konjunktivitis auftrat [231]. Buijs et al. beobach-

teten bei steigender Dosisapplikation in Primaten ebenfalls keine pathologischen 

Veränderungen, weder während des Studienverlaufs noch in post-mortem Untersuchun-

gen und konnten gleichzeitig bestätigen, dass es in nicht-infizierten Tieren trotz 

Freisetzung geringer NDV-Dosen von infizierten Tieren nicht zu einer Serokonversion 

kam [232]. 
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2. Ziel dieser Arbeit 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Aufklärung folgender Fragestellungen: 

I. Besitzt das NDV R75/98 onkolytisches und immunstimulatorisches Potential in 

humanen und murinen Pankreaskarzinomzelllinien? 

II. Führt eine intravenös verabreichte Dosis des NDV R75/89 zur Abstoßung des 

Pankreastumors im murinen orthotopen Modell? 

III. Welche Komponenten des Immunsystems sind an der Abstoßungsreaktion betei-

ligt und kann ein Langzeitschutz vor einem Rezidiv erworben werden? 

Es gab Hinweise aus Vorarbeiten unserer Gruppe, dass nicht die Virulenz des verwende-

ten NDV-Stammes die Anfälligkeit einer Tumorzelle für eine Infektion bedingt, sondern 

die genetische Ausstattung und der Phänotyp der Zielzelle. 95 % aller Pankreaskarzinome 

weisen Mutationen im kras-Gen auf und zeigen eine Überexpression von Bcl-2. Damit 

weisen diese Zellen zwei Charakteristika auf, die eine erhöhte Infektionsanfälligkeit und 

Lyse durch NDV bedingen könnten. Diese Hypothese in zehn etablierten pankreatischen 

Tumorzelllinien zu überprüfen, stellte den ersten Teil dieser Arbeit dar. Im Hinblick auf 

den zweiten und dritten Teil dieser Arbeit sollte weiterhin das Potential des NDV R75/98 

zur Induktion der Expressionsänderung immunmodulatorischer Moleküle in diesen Zell-

linien ermittelt werden. 

Die Vielzahl der mit NDV durchgeführten präklinischen Studien befasst sich vorrangig 

mit der direkten onkolytischen Wirkung, während die Beteiligung des Immunsystem ent-

weder nicht untersucht wurde oder die gewonnenen Erkenntnisse bedingt durch die Wahl 

der Modelle (Xenograft-Modelle oder subkutane Tumorimplantation) erhebliche Schwä-

chen aufweisen. Im orthotopen murinen Pankreastumormodell, welches zur Aufklärung 

der zweiten und dritten Frage dieser Arbeit genutzt werden sollte, werden syngene Tu-

morzellen (DT6606PDA) in das Pankreas immunkompetenter C57BL/6J Mäuse 

implantiert und diese Tiere anschließend mit NDV R75/98 infiziert. Dadurch ist die Un-

tersuchung des komplexen Zusammenspiels zwischen dem Immunsystem, der 

Tumorprogression sowie der NDV-vermittelten Reaktion und potentiellen Abstoßung 

möglich. Der Fokus lag hierbei auf der Differenzierung der Immunreaktion in der frühen 

Phase nach Infektion sowie die Evaluierung einer möglichen spezifischen, adaptiven anti-
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Tumor Immunantwort. In diesem Zusammenhang sollte evaluiert werden, ob eine Absto-

ßungsreaktion auf der Immunogenität der Tumorzelle selbst beruht oder auf einer 

potenten Immunantwort, wofür das Modell des adoptiven Transfers NDV-aktivierter Im-

munzellen verwendet wurde. Im Hinblick auf eine klinische Anwendung sollte weiterhin 

überprüft werden, ob eine anti-Tumor Immunantwort auf einem replikationsfähigen Virus 

beruht oder ob auch die Injektion von UV-inaktiviertem Virus in der Lage ist, eine Tumo-

rabstoßung zu induzieren. Die gewonnenen Erkenntnisse sollten in einem weiteren 

Modell unter Verwendung einer anderen pankreatischen Tumorzelllinie (Panc02) bestätigt 

werden.  
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3. Material  

3.1 Laborgeräte 

Analysenwaage SI-114 Sartorius, Göttingen 

Autoklav Laboklav 195 SHP Steriltechnik, Detzel Schloß 

Blotkammer TransBlot BioRad, München 

CO2-Inkubator Sanyo Instruments, Moriguchi, Japan 

Digitalwaage EMB500-I Kern & Sohn, Balingen-Frommern 

Durchflusszytometer Canto II BD, Heidelberg 

Entwicklermaschine für Röntgenfilme  SX-2 Typon Medical Systems, Burgdorf, 

Schweiz 

Fluoreszenzmikroskop DIAPHOT 300 Nikon, Tokio, Japan 

Flüssigchromatograph EASY nLC Bruker, Billerica, USA 

Fraktionskollektor PROTEINEER fc II Bruker, Billerica, USA 

Gelzubehör (Kämme, Spacer und Glasplatten)  BioRad, München 

Hamiltonspritze mit Kanüle (27G) Hamilton Syringe, Reno, USA 

IEF-Kammer 3100 OFFGEL Fractionator  Agilent Technologies, Santa Clara, 

USA 

Kryomikrotom HM 505 E Microm, Berlin 

Laufkammer Protean II xi Cell BioRad, München 

Tetra Cell BioRad, München 

Lichtmikroskop B3 Professional Series Motic, Wetzlar 

Lichtmikroskop PrimoVert Carl Zeiss AG, Oberkochen 

Lumineszenzreader Infinite 200 pro Tecan, Männerdorf, Schweiz 

Massenspektrometer UltrafleXtreme MALDI-

TOF/TOF 

Bruker, Billerica, USA 

Multi Gel Gießkammer BioRad, München 

Multipette Plus Eppendorf, Hamburg 

Nanodrop Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 
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qPCR Thermocycler Mx3000p Agilent Technologies, Santa Clara, 

USA 

pH-Meter PB-11 Sartorius, Göttingen 

Photometer Infinite F200 Pro Tecan Group, Männedorf, Schweiz 

Pipetten  Eppendorf, Hamburg 

Pipetus-akku jet Pro BRAND, Wertheim 

Präparierbesteck (Scheren, Pinzetten, Fadenhal-

ter) 

ClinicCare, Bremen 

Schüttler KS-15A Edmund Bühler, Hechingen 

Sterilwerkbank Hera Safe Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Stromversorgungsgerät BluePower 500 Serwa Electrophoresis, Heidelberg 

 PowerPac Basic BioRad, München 

Thermo-Magnetrührer RCT basic IKA Werke, München 

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 

Vakuum-Pumpe VacuBrand,  

Vortexer Labdanceer VWR 

Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York, 

USA 

UV-Lampe RU-VE Chroma 41 Vetter GmbH, Wiesloch 

Wasserbad Julabo U3 Bachofer Laboratoriumsgeräte 

Zentrifuge Universal 320R Hettich, Tuttlingen 

Rotina 380R Hettich, Tuttlingen 

Megafuge 1.0R Heraeus Instruments, Hanau 

5415D Eppendorf, Hamburg 

3.2 Verbrauchsmaterialien 

96-Well Mikrotiterplatten, Nunc, MaxiSorp 

Flachboden 

Nalge Nunc International, Roches-

ter, USA 

Chirurgisches Nahtmaterial (Nadel-Faden-

Kombination)  

Henry Schein Vet, Hamburg 
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Cryomolds Sakura, Tokyo, Japan 

FACS-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Immobilisierte pH-Gradienten (IPG)-Streifen 

ReadyStrip (7cm, pH 3-10) 

BioRad, München 

Kanülen Braun, Melsungen 

 Henry Schein Vet, Hamburg 

Mikrotiterplatten 6-Well, 12-Well, 24-Well, 48-

Well, 96-Well 

costar group, Washington, USA 

Eppendorf, Hamburg 

Nylonmembran Amersham Protran 0,2 µm GE Healthcare, München 

Pasteurpipetten NeoLab, Heidelberg 

Petrischalen Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen Greiner, Kremsmünster, Österreich 

 Starlab, Hamburg 

Reaktionsgefäß 0,5 ml; 1,5 ml und 2 ml Eppendorf, Hamburg 

 Sarstedt, Nümbrecht 

Röntgenfilme Amersham Hyperfilm MP GE Healthcare, München 

Serologische Pipetten costar group, Washington, USA 

Wattestäbchen dm, Karlsruhe 

Zellkulturflaschen T25, T75, T150 costar group, Washington, USA 

Zellsieb 70 µm BD, Heidelberg 

Zentrifugenröhrchen 15 ml und 50 ml BD, Heidelberg 

 Sarstedt, Nümbrecht 

3.3 Chemikalien und Reagenzien 

7-AAD (gebrauchsfertige Lösung) Biolegend, San Diego, USA 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth, Karlsruhe 

Ammoniumsulfat Sigma-Aldrich, Steinheim 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim 

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-

dimethylammonio]-1-propansulfonat) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Dinatriumhydogenphosphat Merck, Darmstadt 
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Eindeckmedium Dako, Glostrup, Dänemark 

Essigsäure Roth, Karlsruhe 

Ethanol Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäure Dinatirumsalz 

(EDTA) 

Serva, Heidelberg 

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Fetales Kälberserum (FKS); Batch-Nr. A 10308-

1384, Herkunftsland: Brasilien 

PAA, Pasching, Österreich 

Glycerin Merck, Darmstadt 

Harnstoff Sigma-Aldrich, Steinheim 

Isopropanol Merck, Darmstadt 

Jodacetamid (IAA) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Kaliumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 

Ketamin (100 mg/ml) Pharmanovo, Hannover 

Metacam (20 mg/ml) Boehringer Ingelheim, Ingelheim 

am Rhein 

Methanol Roth, Karlsruhe 

Milchpulver Hobbybäcker-Versand, Bellenberg 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva, Heidelberg 

Natriumchlorid Roth, Karlsruhe 

Natriumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Natriumhydrogencarbonat Roth, Karlsruhe 

Natriumhydroxid Riedel-de Haën, Seelze 

Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate, 

SDS) 

Sigma-Aldrich, Steinheim 

Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt 

Polyoxyethylenesorbitanmonolaurat (Tween 20) VWR, Radnor, USA 

Ponceau S Natriumsalz Sigma-Aldrich, Steinheim 

Propidiumiodid (gebrauchsfertige Lösung) Biolegend, San Diego, USA 

Rompun (2 %) Bayer, Leverkusen 



Material 

Kits 

 

 

21 

Rotiphorese Gel 30 (30 % Acrylamid; 0,8 % 

Bisacrylamid) 

Roth, Karlsruhe 

Thiourea Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tissue-Tek (Einbettmedium) Sakura, Tokyo, Japan 

t-Octoylphenoxypolythoxyethanol (Triton X-

100) 

Sigma-Aldrich, Steinheim 

Trifluoressigsäure (TFA) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tris Invitrogen, Karlruhe 

Urea Sigma-Aldrich, Steinheim 

Xylazin (Rompun) (20 mg/ml) Bayer, Leverkusen 

3.4 Kits 

BD Cytometric Bead Array – Mouse 

Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit 

BD, Heidelberg 

BD Mouse Immunoglobulin Isotyping Kit BD, Heidelberg 

Bright-Glo Luciferase Assay System Promega, Madison, USA 

Clarity Western ECL Substrate BioRad, München 

FoxP3 Staining Buffer Set Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

Onestep RT-PCR Kit Qiagen, Venlo, Niederlande 

RNeasy Mini Kit Qiagen, Venlo, Niederlande 

TGF-β1 ELISA Kit (mouse) Promokine, Heidelberg 

Ready-SET-Go! Kit 

(mouse/human) 

eBioscience, San Diego, USA 

True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set BioLegend, San Diego, USA 

3.5 Medien und Lösungen für die Zellkultur 

Bis auf das stable isotope labeling with amino acids in cell culture (SILAC) Medium 

(Silantes, München) wurden alle Zellkulturmedien und Lösungen von der Zellbank des 

FLI, Insel Riems, bezogen. 
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Verwendung Grundmedium/ 

Zusätze 

Zusätze bei Verwendung 

ATV (Alsever’s Trypsin-

Versen-Lösung) 

Ablösung von Zellen 

NaCl 

KCl 

Dextrose 

NaHCO3 

Trypsin 1:250 

EDTA 

A. bidest. 

8,5 g 

0,4 g 

1,0 g 

0,58 g 

0,5 g 

0,2 g 

ad 1 L 

 

Anzuchtmedium für  

QM-9 

minimum essential medium 

(MEM) + Hanks‘ Salze/MEM 

+ Earle’s Salze 

nicht-essentielle Aminosäuren 

10 % FKS 

1 % Penicillin/Streptomycin 

Anzuchtmedium für Tu-

morzellen 

Ham’s F12/Iscove’s Modified 

Dulbecco’s Medium (IMDM) 

(1:1)  

20 % FKS 

1 % Penicillin/Streptomycin 

Leukozytenmedium RPMI-1640  1 % Penicillin/Streptomycin  

10 % hitzeinaktiviertes FKS 

(30 min bei 56°C) 

0,1 % β-Mercaptoethanol 

Medium für Tumorzell-

implantation 

RPMI-1640   

Normalmedium  RPMI-1640  

10 % FKS 

1 % Penicillin/Streptomycin  

SILAC Medium 

(Isotop: 
13

C) 

RPMI-1640 (mit allen AS  

außer Lys und Arg)  

 

13
C6Lys  0.798mM 

13
C6Arg  0.398mM  

1% Penicillin/Streptomycin 

10 % hitzeinaktiviertes FKS 

(30 min bei 56°C) 
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3.6 Puffer und Lösungen 

Äquilibrierungslösung  Sammelgelpuffer 40 ml 

(Stammlösung) Urea 144 g 

 Glycerol 120 ml 

 SDS (10 %) 160 ml 

Zusatz für A DTT 0,174 g pro 50 ml 

Zusatz für B IAA 2,25 g pro 50 ml 

 Bromphenolblau einige Kristalle 

Äquilibrierungspuffer Sammelgelpuffer 2 ml 

für IPG-Streifen Glycerin  6 ml 

 Urea  7,2 g 

 SDS (10%) 2 ml 

 A. bidest. ad 20 ml 

 DTT 7 mg/2,5 ml (frisch zugeben) 

Blockpuffer  FKS 10 ml 

Immunfluoreszenz PBS (1x) 40 ml 

Blockpuffer Western Blot Milchpulver 5 g  

 1x Waschpuffer  ad 100 ml 

Coomassie-Entfärber Ethanol (96 %) 150 ml 

 Essigsäure 50 ml 

 A. dest. ad 500 ml 

Coomassie-Färbelösung Coomassie Brilliant 

Blue R250 

1 g 

 Methanol 400 ml 

 Essigsäure 100 ml 

 A. dest. ad 1 L 

Erythrozytenlyse-Puffer (10×) 

pH 7,4 

NH4Cl 8,3 g 

KHCO3 1 g 

Na4EDTA 0,37 g 

NaOH Zur pH-Wert Einstellung 

A. dest. ad 100 mL 
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FACS-Blut-Puffer BSA 0,1 % 

 EDTA (0,5 M) 1 ml 

 NaN3 0,1 % 

 Ca
2+

/Mg
2*

-freie PBS ad 500 ml 

FACS-Puffer BSA 0,1 % 

 NaN3 0,1 % 

 Ca
2+

/Mg
2*

-freie PBS ad 500 ml 

Ladepuffer SDS-Gele (2×) Tris HCL 0,5 M pH 6,9 12,5 ml 

Bromphenolblau einige Kristalle 

Glycerin 10 ml 

SDS (10 %) 10 ml  

A. dest. ad 50 ml 

β-Mercaptoethanol 70 µl/ml Puffer (frisch zuge-

ben) 

Laufpuffer SDS-Gele (10×) 

pH 8,3 

Tris 30,0 g 

Glycin 144 g 

SDS 10 g 

A. dest. ad 1 L 

Nagaraj-Puffer nach [233] Tris  0,1211 g 

 DTT 0,154 g 

 SDS (10 %) 200 µl 

 A. dest. ad 10 ml 

Narkose Ketamin (100 mg/ml) 870 µl 

 Xylazin (20 mg/ml) 650 µl 

 Isotone NaCl-Lösung  4480 µl 

Dosierung: 5 µl/g KG (entspricht 87 mg/kg KG Ketamin und 13 mg/kg KG Xylazin) 

PBS (10×) NaCl 80 g 

KCl 2 g 

Na2HPO4 14,4 g 

KH2PO4 2,4 g 

HCl Zur pH-Wert Einstellung 
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A. dest. ad 1 L 

Ponceau S Lösung Ponceau S 0,5 g 

 Essigsäure (5 %) 25 ml 

 A. dest. ad 500 ml 

Rehydratisierungpuffer  Urea 12 g 

für IPG-Streifen CHAPS 0,5 g 

 IPG-Puffer 500 µl 

 Bromphenolblau einige Kristalle 

 A. bidest. ad 25 ml 

 DTT 7 mg/2,5 ml (frisch zuge-

ben) 

Rehydratisierungpuffer  Urea 42,04 g 

für Proben Thiourea 15,32 g 

 Glycerin 5 g 

 Isopropanol 10 ml 

 CHAPS 4 g 

 IPG-Puffer 125 µl 

 Bromphenolblau einige Kristalle 

 A. bidest. ad 25 ml 

 DTT 2,5 % (frisch zugeben) 

Sammelgel (4 %) A. dest. 18,3 ml 

 Sammelgelpuffer 7,5 ml 

 Rotiphorese Gel 30 3,9 ml 

 SDS (10 %) 300 µl 

 APS 300 µl 

 TEMED 60 µl 

Sammelgelpuffer (Tris 0,5 M) Tris 60,6 g 

pH 6,8 HCl Zur pH-Wert Einstellung 

 A. dest. ad 1 L 

Stoplösung ELISA  A. dest. 9,45 ml 

(2N H2SO4) H2SO4 (konz.) 0,55 ml 
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Transferpuffer (25×) Tris 151,5 g 

pH 8,3 Glycin 723,5 g 

 HCl Zur pH-Wert Einstellung 

 A. dest. ad 5 L 

Transferpuffer (1x) 25x Transferpuffer 100 ml 

 Methanol 200 ml 

 A. dest. ad 1 L 

Trenngel (10 %) A. dest. 36 ml 

für 2 20 × 20 cm Gele Trenngelpuffer 22,5 ml 

 Rotiphorese Gel 30 30 ml 

 SDS (10 %) 900 µl 

 APS 300 µl 

 TEMED 90 µl 

Trenngele für 2D-

Gelelektrophorese  

Zur Verfügung gestellt von der AG Karger, FLI, Insel 

Riems 

Trenngelpuffer (Tris 1,5 M) Tris 182 g 

pH 8,8 HCl Zur pH-Wert Einstel-

lung 

 A. dest. ad 1 L 

UT-Puffer Urea 5,76 g 

 Thiourea 1,83 g 

 A. dest. 12 ml 

Waschpuffer (25×) Western  NaCl 219,15 g 

Blot (TBS) Tris 30,285 g 

 A. dest. 1 L 

Waschpuffer (1x) Western Blot  Waschpuffer 25x (TBS) 40 ml 

(TBS-T) Tween 20 2,5 ml 

 A. dest. ad 1 L 

Waschpuffer ELISA  10x PBS 50 ml 

 Tween 20 0,25 ml 

 A. dest. ad 500 ml 



Material 

Zellen und Zelllinien 

 

 

27 

3.7 Zellen und Zelllinien 

Alle pankreatischen Tumorzelllinien stammen aus der internen Zellbank des Labors der 

Klinik für Innere Medizin A, Universitätsmedizin Greifswald. 

Tabelle 1 Bezeichnung und Herkunft der verwendeten Zelllinien 

Bezeichnung Beschreibung 

Humane Zelllinien  

 AsPC-1 aus einem im Pankreaskopf lokalisierten Adenokarzinom einer 62-

jähigen Patientin mit weit fortgeschrittener Metastasierung, ver-

mehrt als Xenograft-Transplantat in Nacktmäusen, starke 

Muzinproduktion und Aszites [234] 

 BxPC-3 aus einem im Pankreaskopf lokalisierten Adenokarzinom einer 61-

jährigen Patientin ohne Metastasen, kaum bis moderat differen-

ziert, moderate Muzinproduktion [235] 

 MIA PaCa-2 aus einem undifferenzierten, in Pankreaskopf und Schwanz lokali-

sierten Adenokarzinom eines 65-jähigen Patienten, Infiltration der 

Aorta [236] 

 Panc-1 aus einem im Pankreaskopf lokalisierten, bereits die Darmwand in-

filtrierenden Adenokarzinom eines 56-jährigen Patienten, 

Metastasen im peripankreatischen Lymphknoten [237] 

 PaTu-8988S Isoliert aus einer Lebermetastase einer 64-jährigen Patientin mit 

pankreatischem Adenokarzinom, solides Tumorwachstum in 

Nacktmäusen, kaum Muzinproduktion, metastasiert vorrangig in 

die Lunge [238] 

 PaTu-8988T Sublinie der PaTu-8988S, wächst in tubulären Strukturen, hohe 

Muzinproduktion, kein Metastasierungspotential [238] 

Murine Zelllinien  

 7265PDA aus einem pankreatischen Adenokarzinom einer transgenen 

C57BL/6 Maus, die das p53
R172H

 und KRAS
G12D

 Allel trägt [94] 

 DT6606Liver aus einer Lebermetastase einer transgenen C57BL/6 Maus, die das 

KRAS
G12D

 Allel trägt [239] 
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 DT6606PDA aus dem pankreatischen Adenokarzinom einer transgenen C57BL/6 

Maus, die das KRAS
G12D

 Allel trägt [239] 

 Panc02 Pankreassarkom entstanden durch durch Implantation von mit 3-

Methylcholantren (3-MCA) getränkten Baumwollfäden in der Pan-

kreas einer C57BL/6 Maus [240] 

 JAWS II Unreife dendritische Zellen, ATCC CRL-11904 

Weitere Zelllinien  

 Sk6-MX-Luc Transfizierte Nierenzelllinie aus dem Hausschwein, exprimiert Lu-

ziferase unter dem Mx1-Promotor (Zellbank FLI, Insel Riems, 

Katalog Nr. CCLV-RIE 262) 

 QM-9 Sublinie der QM7-Zelllinie, die aus einem 3-MCA-induzierten Fib-

rosarkom einer japanischen Wachtel stammt (Zellbank FLI, Insel 

Riems, Katalog Nr. CCLV-RIE 999) 

3.8 Viren 

NDV Klon 30 Intervet International, Boxmeer, Niederlande 

NDV R75/98 Zur Verfügung gestellt von Dr. Römer-Oberdörfer, FLI, Insel 

Riems 

Die UV-Inaktivierung des NDV R75/98 erfolgte mittels UV-Lampe (RU-VE Chroma 41, 

Vetter GmbH) für 15 Minuten in einer offenen 6-well Platte in einem Abstand von 7 cm. 

3.9 Programme und Datenbanken 

AxioVision Zeiss, Oberkochen 

Biotools 3.2 Bruker, Billerica, USA 

ClinProTools 3.2 Bruker, Billerica, USA 

EndNote X7  Thomson Reuters, New York, USA 

FACS Diva Software v6.2 BD Biosciences, San Jose, USA  

flex Analysis 3.4 Bruker, Billerica, USA 

flex Control 3.4 Bruker, Billerica, USA 
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FlowJo 7.6.5 Tree Star Inc., Ashland, USA 

GraphPad Prism 6 GraphPad Software Inc., La Jolla, USA 

ImageJ 1.48 National Institute of Health, Bethesda, USA 

Magellan Tecan, Grödig, Schweiz 

Mascot 2.4.1 http://www.matrixscience.com 

NCBI Pubmed/BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

UniProt http://www.uniprot.org/ 
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4. Methoden 

4.1 Tierexperimentelle Methoden 

4.1.1 Haltung und Zucht 

Die in dieser Arbeit verwendeten C57BL/6J Mäuse stammen entweder aus der unter spe-

cific pathogen free (SPF)-Bedingungen durchgeführten Zucht des Friedrich-Loeffler-

Instituts, Insel Riems, oder wurden von Charles River, Sulzfeld, bezogen. Die Haltung der 

Mäuse während der Versuche erfolgte in konventionellen Tierräumen des FLI unter Ein-

haltung des deutschen Tierschutzgesetztes mit einem zwölf-stündigen Tag-Nacht-

Rhythmus und Zugang zu Wasser und Nahrung ad libitum. 

4.1.2 Orthotopes Tumormodell 

Die für die Tumorimplanation verwendeten männlichen C57BL/6J Mäuse waren zu Ver-

suchsbeginn 8-14 Wochen alt. Die Implantation erfolgte nach dem von Partecke et al. 

etablierten Vorgehen [241]. Nach intraperitoneal (i.p.) verabreichter Narkose wurde durch 

einen ca. 1 cm langen transversalen Schnitt unter dem Sternum der Bauchraum der Tiere 

eröffnet und mit Hilfe von Wattestäbchen das Pankreas freipräpariert. Es wurden pro 

Maus je 20 µL eine 1:1 Mischung aus Matrigel und einer 2,5×10
5
 DT6606PDA oder 

1×10
5
 Panc02 Zellen enthaltenden Suspension in Medium für Tumorzellimplantation mit 

einer gekühlten Hamilton-Spritze in den Pankreaskopf appliziert. Zur Verhinderung des 

Auslaufens dieser Suspension wurde mit einem Wattestäbchen die Injektionsstelle so lan-

ge verschlossen bis das Matrigel fest wurde (ca. 20-30 Sekunden). Anschließend wurde 

das Pankreas wieder im Bauchraum platziert und erst das Peritoneum und im Folgenden 

die Bauchdecke mit jeweils durchgehenden Nähten verschlossen. Die Tiere wurden bis 

zum Erwachen unter einer Rotlichtlampe bei Benetzung der Augen mit PBS gehalten, 

wobei ca. 5 % der Tiere nicht aus der Narkose erwachten. Verlaufskontrollen wurden an 

allen darauffolgenden Tagen durchgeführt (s. Tabelle 2). Grundsätzlich wurden postopera-

tiv keine Komplikationen beobachtet und die Tiere gemäß den Empfehlungen zur 

Schmerztherapie bei Versuchstieren der Gesellschaft für Versuchstierkunde nach Ein-

schätzung der verantwortlichen Tierärztin mit Metacam behandelt. 
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Tabelle 2 Klinischer Score und Abbruchkriterien Bei Erreichen einer Gesamtpunktzahl von 5 bzw. 3 

Punkten in einer Kategorie wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getötet, Aktenzeichen des Tierver-

suchsantrags: 7221.3-1-045/15 

 Kriterien   

Punkte Körpergewicht 

0 normal 

1 < 10% Verlust des Gewichts 

2 10-15% Verlust des Gewichts 

3 > 20% Verlust des Gewichts 

 Aussehen 

0 normal 

1 Kein erkennbares Fell säubern 

2 Struppiges Fell 

3 Sehr struppiges Fell, abnormale Körperhaltung 

 Erfassbare klinische Anzeichen 

0 normal 

1 Kleinere Veränderungen 

2 Temperaturveränderung und um etwa 30% steigende bzw. sinkende Puls- und 

Atemfrequenz 

3 Stark fühlbare Temperaturveränderung und um etwa 50%-60% steigende bzw. 

sinkende Puls- und Atemfrequenz 

 Verhalten 

0 normal 

1 Kleinere Veränderungen 

2 Eingeschränkte Mobilität, verringerte Aufmerksamkeit, Inaktivität 

3 Selbstverstümmelung, komplette Immobilität 

 Tumorgröße 

0 weiches Abdomen, keine Anzeichen für Druckschmerzen 

1 weiches Abdomen, geringe Schmerzreaktion 

2 tastbarer Tumor, deutliche Schmerzreaktion 

3 Großer Tumor, ausgeprägte Schmerzreaktion, Bewegungseinschränkung 
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4.1.3 NDV-Infektion  

Sieben Tage nach Implantation der Tumore wurde den Tieren intravenös (i.v.) 8×10
5
 

plaque-forming units (PFU) NDV R75/98 in 200 µl PBS über die Schwanzvene verab-

reicht. Die Kontrollgruppe erhielt das gleiche Volumen PBS. Im Versuch mit UV-

inaktiviertem Virus wurde nach UV-Bestrahlung der Virussuspension (s. 3.8), die ur-

sprünglich 4×10
6
 PFU/ml aufwies, gleichermaßen vorgegangen.  

Zur Gewinnung von NDV-induzierten Antikörpern sowie NDV-aktivierten Splenozyten 

für den ex vivo Zytotoxizitätsassay erhielten 14-20 Wochen alte männliche und weibliche 

C57BL/6J Mäuse die o.g. Dosis NDV i.v., die Kontrollgruppe erhielt PBS. Für die Ge-

winnung von NDV-aktivierten Splenozyten für den adotiven Transfer wurden nur 

weibliche C57BL/6J Mäuse verwendet. 

4.1.4 Adoptiver Zelltransfer im orthotopen Tumormodell 

NDV-infizierte Mäuse und die Kontrolltiere wurden sieben Tage nach Infektion durch 

zervikale Dislokation getötet und die Milz explantiert. Die Isolation der Splenozyten er-

folgte wie unter 4.2.1 beschrieben. Nach Vereinigen der Zellpellets von je 10 Mäusen pro 

Gruppe wurde die Zellzahl auf 2x10
7
 Zellen pro ml PBS eingestellt. 200 µl dieser Sus-

pension wurden i.v. den tumortragenden Mäusen über die Schwanzvene verabreicht. 

4.1.5 Gewinnung von Blut und Serum 

Zu ausgewählten Zeitpunkten wurden die Mäuse durch zervikale Dislokation getötet und 

anschließend entlang der linea alba mit einer Schere der Bauchraum sowie der Brustkorb 

eröffnet. Durch eine Herzpunktion wurde das Blut entnommen und einige Tropfen zur 

durchflusszytometrischen Analyse in FACS-Röhrchen, die Blut-FACS-Puffer enthielten, 

überführt und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. Der Großteil des Blutes 

wurde in Serumröhrchen transferiert. Nach einer zehnminütigen Zentrifugation bei 

14000 g wurde das Serum abgenommen und bis zur weiteren Verwendung in Aliquots bei 

-80°C gelagert.  
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4.1.6 Gewinnung von Tumor und Organen 

Nach der o.g. Gewinnung von Blut und Serum wurde zunächst das Pankreas präpariert, 

vom Tumor abgetrennt und sowohl in Tissue-Tek eingebettet als auch in Kryoröhrchen 

gegeben und unverzüglich in flüssigem Stickstoff eingefroren, um einem vorzeitigen Ver-

dau des Organs durch die Proteasen vorzubeugen. Anschließend wurde der Tumor mit 

Hilfe eines Lineals gemessen und anschließend in 2 Teile geteilt, wobei von Panc02 Tu-

moren ein zusätzliches Stück abgetrennt und in Medium mit Collagnase gegeben wurde 

(weitere Verarbeitung s. 4.2.2). Die beiden übrigen Teile des Tumores wurden wie das 

Pankreas asserviert. Ebenso wurde mit Lunge, Leber, Niere und Milz verfahren, wobei 

von der Milz ein weiterer Teil zur durchflusszytometrischen Analyse separat in PBS ent-

haltende 15 ml-Reaktionsgefäße gegeben wurde. Die mesenterialen Lymphknoten (mLK) 

wurden in PBS bei 4°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Alle in flüssigem Stickstoff 

eingefrorenen Organe wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C asserviert.  

4.2 Zellbiologische Arbeiten 

4.2.1 Gewinnung von Splenozyten und Zellen aus den mLK 

Die Teilstücke der Milz wurden in eine Petrischale mit 5 ml PBS überführt, durch ein 

Drahtsieb (Maschenweite 1 cm) gestrichen, in ein 15 ml Reaktionsgefäß gegeben, die Pet-

rischale mit weiteren 5 ml gespült und die Suspension 2 min bei Raumtemperatur stehen 

gelassen, um das Absinken grober Bindegewebsbestandteile zu ermöglichen. Die mLK 

wurden durch ein Zellsieb mit 70 µm Maschenweite gedrückt und dieses mit 10 ml PBS 

gespült. Nach Dekantieren der Splenozytensuspension wurden beide Zellsuspensionen 

fünf Minuten bei 300 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Zellpellet der 

Splenozyten wurde in 1 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und nach 3 min mit 10 

ml PBS verdünnt, erneut zentrifugiert und der Überstand verworfen. Je nach sich an-

schließender Analyse wurde das Pellet aus Splenozyten bzw. Zellen der mLK entweder in 

Splenozytenmedium für die Zellkultur oder FACS-Puffer resuspendiert.  
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4.2.2 Re-Isolation von Panc02 Tumorzellen 

Die in Collagenase gegebenen Tumorstücke der Panc02 Tumore (s. 4.1.6) wurden mit 

Hilfe einer Schere im 2 ml Reaktionsgefäß zerkleinert und für 15 Minuten bei 37°C ver-

daut. Anschließend wurde die Suspension in eine Petrischale gegeben, mit 5 ml Normal-

Normalmedium überschichtet und durch ein Drahtsieb (Maschenweite 1 mm) gestrichen. 

Anschließend wurde die Suspension durch ein 70 µm Zellsieb in ein 50 ml Reaktionsge-

fäß überführt. 500 µl dieser Zellsuspension wurden in ein FACS-Röhrchen gegeben, mit 

FACS-Puffer aufgefüllt und für zehn Minuten bei 300 g zentrifugiert. Diese Proben waren 

für die durchflusszytometrische Analyse bestimmt. Nach Zentrifugation der restlichen 

Zellsuspension für 10 Minuten bei 300 g wurde der Überstand dekantiert, die Zellen in 10 

ml Anzuchtmedium resuspendiert, in eine T25 Zellkulturflasche überführt und kultiviert. 

4.2.3 Zellkultur 

4.2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 

Die hier verwendeten Zelllinien wurden in Normalmedium bei 37°C und einem CO2-

Gehalt von 5 % im Inkubator kultiviert. In Abhängigkeit der Verdopplungsrate wurden 

die Zellen nach Ablösen mittels ATV und Abstoppen der Reaktion mit Medium in ent-

sprechender Zellzahl in T25 oder T75 Zellkulturflaschen kultiviert. Grundsätzlich wurden 

alle Zelllinien nicht mehr als 20-mal passagiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte 

stets mit der Neubauer-Zählkammer. Splenozyten oder Zellen des mLK wurden in Leu-

kozytenmedium kultiviert 

4.2.3.2 Inkubation mit NDV 

Die Inkubation von Tumorzellen oder Splenozyten mit NDV erfolgte stets mit einer mul-

tiplicity of infection (MOI) von 0,5 bei 37°C. Kontrollzellen wurden in entsprechendem 

Medium ohne Virus unter gleichen Bedingungen kultiviert. Nach drei Tagen Inkubations-

zeit wurde der Zellkulturüberstand abgenommen, die zellulären Bestandteile durch 

Zentrifugation bei 300 g abgetrennt und der Überstand bis zur weiteren Verwendung bei -

80°C asserviert. Adhärente Zellen wurden mit ATV-Lösung beschichtet und durch mehr-

maliges Schwenken abgelöst. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe des 
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doppelten Volumens Normalmedium gestoppt, die Zellsuspension in 50 ml Reaktionsge-

fäße überführt und für 10 min bei 300 g zentrifugiert. Für den Zytotoxizitätsassay wurden 

die Zellen in Normalmedium, das hitzeinaktiviertes FKS enthielt, aufgenommen. Für die 

durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen in FACS-Puffer resuspendiert. 

4.2.3.3 Markierung von Zellen mit CFSE 

Zur Analyse der Proliferation von Zellen wurden 2×10
7
 Zellen in 2 ml PBS mit einer 

Konzentration von 1 µM CFSE für 10 min bei 37 °C inkubiert. Nach Abstoppen der Re-

aktion mit Medium wurden die Zellen bei 300 g zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Für den Zytotoxizitätsassay wurden die Zellen in Normalmedium mit hitzein-

aktiviertem FKS aufgenommen, für die durchflusszytometrische Analyse in FACS-Puffer. 

4.2.3.4 Adaptation der Zellen an SILAC Medium 

Zur Vorbereitung für die SILAC Analyse mussten die Zellen zunächst auf das SILAC 

Medium umgestellt werden, um den gesamten Austausch der nicht-markierten Aminosäu-

ren Lysin und Arginin zu gewährleisten. Dafür wurden die Zellen nach Ablösen mit ATV 

dreimal mit PBS gewaschen und in SILAC Medium in einer T25 Zellkulturflasche kulti-

viert bis Konfluenz erreicht wurde. Diese Schritte wurden viermal wiederholt. Danach 

wurden die Zellen in einer 6-well Platte ausgesät und erneut kultiviert bis die Zellen kon-

fluent waren. Nach Verwerfen des Überstandes und zweimaligem Waschen mit je 1 ml 

warmem PBS pro well wurden die Zellen in 1 ml Nagaraj-Puffer lysiert, dadurch abgelöst 

und bis zur Bestimmung der Austauschrate bei -80°C gelagert. 

4.2.3.5 Zytotoxizitätsassay 

Um die Tumorzelllyse durch Splenozyten zu bestimmen, wurden Zytotxizitätsassays 

durchgeführt. Für diese Versuche wurde stets Medium mit hitzeinaktiviertem FKS ver-

wendet, um eine unspezifische durch FKS-Proteasen vermittelte Lyse auszuschließen. Zur 

Vorbereitung des Zytotoxizitätsassays wurden die explantierten Splenozyten (s. 4.2.1) mit 

CFSE-gefärbten Tumorzellen in folgenden Effektor-/Zielzellverhältnissen in 48-well 

Mikrotiterplatten ausgesät: 90:1; 30:1; 10:1; 3:1, 1:1 und 0,3:1. Zusätzlich wurden pro 
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Zelllinie 10 wells naiver und NDV-infizierter Tumorzellen ohne Splenozyten unter glei-

chen Bedingungen kultiviert. Nach vierstündiger Inkubation bei 37°C wurde der 

Überstand in FACS-Röhrchen überführt, die adhärenten Zellen mit ATV gelöst, nach Zu-

gabe von Medium in die entsprechenden FACS-Röhrchen überführt, mit FACS-Puffer 

aufgefüllt, bei 300 g für fünf Minuten zentrifugiert und der Überstand dekantiert.  

4.2.4 Durchflusszytometrie 

Soweit nicht anders beschrieben, erfolgte die Inkubation mit Primär- und Sekundäranti-

körpern sowie Sekundärreagenzien in einem Volumen von 50 µl bei 4°C im Dunkeln und 

alle Waschschritte wurden mit 1 ml FACS-Puffer und Zentrifugation bei 300 g für fünf 

Minuten durchgeführt. Zur Analyse am Canto II wurden alle Zellpellets mit 200 µl FACS-

Puffer resuspendiert und, wenn nicht anders vermerkt, 10000 Zellen aufgenommen. Die 

Auswertung der Färbungen erfolgte stets mittels FlowJo. 

4.2.4.1  Bestimmung der Zellproliferation nach NDV-Inkubation 

Um zu überprüfen, inwieweit die Inkubation mit NDV einen Effekt auf das Proliferati-

onsverhalten von Tumorzellen und humanen peripheren Blutleukozyten hat, wurden 

Zellen mit CFSE gefärbt (s. 4.2.3.3) und wie unter 4.2.3.2 kultiviert und am Canto II mit 

voreingestellter Stop-Zeit von 30 Sekunden gemessen.  

4.2.4.2  Bestimmung der Frequenz infizierter Zellen 

NDV hinterlässt nach dem Eintritt in die Zelle das virale F und HN auf der Plasmamemb-

ran und nach vollständiger Replikation werden diese Proteine im Zuge des Budding-

Prozesses erneut auf die Zellmembran transportiert. Die wie unter 4.2.3.2 kultivierten 

Zellen wurden in FACS-Puffer resuspendiert, in FACS-Röhrchen überführt, gewaschen 

und mit anti-NDV Hyperimmunserum (zur Verfügung gestellt von Dr. Jutta Veits, FLI, 

Riems) für 20 Minuten inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Zellen 

mit 1:500 in FACS-Puffer verdünntem FITC-gekoppelten Ziege anti-Kanninchen IgG(H+L) 

(life technologies, #A11008) gefärbt und ebenfalls für 30 Minuten inkubiert. Nach erneu-

tem Waschen wurden die Zellen durchflusszyometrisch analysiert.  
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4.2.4.3  Ermittlung der Infektionsanfälligkeit von Tumorzellen in Abhängigkeit des 

Zellzyklus 

Um zu überprüfen, ob die NDV-Infektion der Tumorzellen vom Zellzyklusstadium ab-

hängig ist, wurden AsPC-1 und BxPC-3 Zellen wie unter 4.2.3.2 kultiviert und die viralen 

Proteine wie unter 4.2.4.2 angefärbt. Das Zellpellet wurde nach dem letzten Waschschritt 

durch Vortexen aufgelockert. Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte durch Zugabe von 

2 ml 70 %-igem Ethanol unter dauerhaftem Schütteln und einer sich anschließenden In-

kubation auf Eis für 30 Minuten. Nach zwei Waschschritten mit FACS-Puffer und 

Zentrifugation bei 450 g wurden die Zellen für 15 Minuten in 250 µl FACS-Puffer resus-

pendiert und mit 5 µl PI-Lösung (Biolegend, # 421301) gefärbt. Die Gating Strategie 

befindet sich im Anhang (Abbildung 52, S. 221). 

4.2.4.4  Charakterisierung der Expressionsänderung immunmodulatorischer und 

apoptotischer Moleküle nach NDV-Infektion 

Zur Analyse der Expressionsänderung der aktiven Caspase-3, FasL, FoxP3, Rae-1δ bzw. 

MICA/B sowie MHC I wurden alle Tumorzelllinien wie unter 4.2.3.2 beschrieben kulti-

viert und anschließend Ansatz für eine intrazelluläre (1) und eine extrazelluläre Färbung 

(2 bzw. 3, s. Tabelle 3) resuspendiert. Permeabilisiert wurden die Zellen für Ansatz 1 mit 

TrueNuclear Transkription Buffer Set nach Herstellerangaben. Nach 30-minütiger Inku-

bation mit dem Antiköper-Mix wurden die Zellen gewaschen. Für Ansatz 2 wurden die 

murinen Zellen zunächst 20 Minuten mit biotinyliertem Primär-Antikörper inkubiert, ge-

waschen und anschließend für 30 Minuten mit dem Mix aus Sekundärreagenz und 

Fluorochrom-konjugierten Antikörpern gefärbt. Danach schloss sich ein weiterer Wasch-

schritt an. Die humanen Zellen wurden mit dem Antikörper-Mix aus Ansatz 3 20 Minuten 

inkubiert, anschließend gewaschen und durchflusszytometrisch analysiert. 

Tabelle 3 Färbungen zur durchflusszytometrischen Analyse der Expressionsänderung immunmodula-

torischer und apoptotischer Moleküle, 1 = intrazelluläre Färbung, 2 und 3 = extrazelluläre Färbung 

 Murine Tumorzellen  Humane Tumorzellen 

 BV421 FITC PE APC  PE APC PerCP-Cy5.5 

1   Caspase-3 FoxP3 1 Caspase-3 FoxP3  
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 Murine Tumorzellen  Humane Tumorzellen 

 BV421 FITC PE APC  PE APC PerCP-Cy5.5 

2 FasL MHC I Rae-1δ  3 FasL MICA/B MHC I 

Tabelle 4 Antikörper und Sekundärreagenz zur Bestimmung der Expressionsänderung immunstimu-

latorischer und apoptotischer Moleküle 

Spezifität Konjugat Isotyp Klon Hersteller Verdünnung 

Maus/human ak-

tive Caspase-3 

PE Kaninchen 

IgG 

C92-605 BD, #550914 1:20 

Maus FasL Biotin Hamster 

IgG 

MFL3 eBioscience, 

#1106603 

1:40 

Human FasL PE Maus 

IgG1 

NOK-1 eBioscience, 

#12-9919 

1:40 

Maus/human 

FoxP3 

APC Maus 

IgG1, κ 

3G3 Miltenyi, 

#130-093-013 

1:100 

Human MHC I 

(HLA-A2) 

PerCP-

Cy5.5 

Maus 

IgG2b, κ 

BB7.2 Biolegend, 

#343316 

1:40 

Maus MHC I 

(H2-D
b
) 

FITC Maus, 

IgG2a, κ 

24-14-8 eBioscience, 

#11-5999-82 

1:100 

Maus MHC I 

(H2-K
b
) 

FITC Maus, 

IgG2a, κ 

AF6-

88.5.5.3 

eBioscience, 

#11-5958-82 

1:100 

Human MICA/B APC Maus 

IgG2a, κ 

6D4 Biolegend, 

#320908 

1:30 

Maus Rae-1δ PE Maus 

IgG1 

Chalotte 

d1.23 

Biolegend, 

#133203 

1:1500 

Sekundärreagenz Konjugat Hersteller Verdünnung 

Streptavidin Brilliant Violet (BV) 421 Biolegend, #405226 1:5000 

4.2.4.5  Bestimmung der Zell-vermittelten Lyse des Zytotoxizitätsassays 

Das Zellpellet der wie unter 4.2.3.4 vorbereiteten Zellen wurden in 200 µL FACS-Puffer 

resuspendiert und 2 µl 7-AAD-Lösung zugegeben, wobei je 5 Röhrchen der ohne 
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Splenozyten kultivierten Tumorzellen vor Zugabe von 7-AAD mittels True-Nuclear 

Transcription Factor Buffer Set nach Herstellerangaben permeabilisiert wurden. Diese 

Zellen wurden zur Bestimmung der totalen Lyse herangezogen, die anderen 5 Ansätze 

ohne Splenozyten dienten der Bestimmung der spontanen Lyse. Nach zehnminütiger In-

kubation wurden die Zellen der durchflusszytometrischen Analyse (5000 events) 

unterzogen. Durch die CFSE-Färbung der Tumorzellen konnten die Zielzellen von den 

Effektoren abgegrenzt werden. Die Berechnung der spezifischen Lyse erfolgte anhand 

folgender Formel: 

Spezifische Lyse = (
% lysierter Tumorzellen der Probe − % spontane Lyse

% totale Lyse − % spontane Lyse
)  × 100 

 

Abbildung 1 Gating Strategie der spontanen und totalen Lyse zur Berechnung der spezifischen Lyse 

4.2.4.6  Bestimmung der Zellpopulationen und Grad der Aktivierung von Splenozy-

ten, Zellen des mLK und peripheren Blutleukozyten aus den Tiermodellen 

Nach Gewinnung des Blutes (s. 4.1.5) und Präparation der Einzelzellsuspensionen aus 

Milz und mLK (s. 4.2.1) wurden die Zellen mit den in Tabelle 5 aufgeführten Antikörpern 

für 20 Minuten inkubiert und anschließend gewaschen, wobei das Blut mit FACS-Blut-
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Puffer gewaschen wurde. Im Blut wurden durch Zugabe von 1 ml Erythrozytenlyse-

Puffer unter ständigem Schütteln auf dem Vortexter und einer anschließenden Inkubation 

von 5-10 Minuten bei Raumtemperatur die Erythrozyten lysiert. Nachdem sich die Lö-

sung geklärt hatte, wurden die FACS-Röhrchen mit FACS-Blut-Puffer aufgefüllt und bei 

300 g für fünf Minuten zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen aller Ansätze 

durchflusszytometrisch analysiert. Die Gating Strategie befindet sich im Anhang 

(Abbildung 53, S. 222) 

Tabelle 5 Antikörper zur Bestimmung der Zellpopulationen und dem Grad der Aktivierung einzelner 

Subpopulationen in Milz, mLK und PBL im DT6606PDA Tumormodell 

Spezifität Konjugat Isotyp Klon Hersteller Verdünnung 

Maus CD4 APC-

eFluor780 

Ratte IgG2b, κ GK1.5 eBioscience, 

#47-0041-82 

1:300 

Maus CD8α eFluor450 Ratte IgG2a, κ 53-6.7 eBioscience, 

#48-0081-82 

1:100 

Maus NK1.1 PE Maus IgG2a, κ PK136 Biolegend, # 

108708 

1:100 

Maus CD69 PE-Cy7 Hamster IgG H1.2F3 Biolegend, 

#104512 

1:100 

Tabelle 6 Antikörper zur Bestimmung der Zellpopulationen und dem Grad der Aktivierung einzelner 

Subpopulationen in Milz, mLK und PBL im Panc02 Tumormodell 

Spezifität Konjugat Isotyp Klon Hersteller Verdünnung 

Maus CD4 APC-

eFluor780 

Ratte IgG2b, κ GK1.5 eBioscience, 

#47-0041-82 

1:300 

Maus CD8 PerCP/ 

Cy5.5 

Ratte IgG2a, κ 53-6.7 eBioscience, 

#100734 

1:400 

Maus NK1.1 PE Maus IgG2a, κ PK136 Biolegend, # 

108708 

1:100 

Maus CD69 PE-Cy7 Hamster IgG H1.2F3 Biolegend, 

#104512 

1:100 
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4.2.4.7  Charakterisierung der Splenozyten für den adoptiven Transfer im Tumor-

modell 

Die an Tag 7 nach NDV-Infektion von Mäusen gewonnenen Splenozyten (s. 4.1.3 und 

4.2.1) wurden gruppenweise vereinigt und von jeder Suspension die Subpopulationen (s. 

Tabelle 8) charakterisiert. Dafür wurden je zwei Ansätze (s. Tabelle 7) mit dem biotiny-

lierten anti-Maus NKp46 Antikörper für 20 Minuten inkubiert und anschließend 

gewaschen. Nach Färbung der Zellen für 30 Minuten mit den direkt Fluorochrom-

markierten Antikörpern und dem Sekundärreagenz wurden diese erneut gewaschen und 

mit True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set™ nach Herstellerangaben permeabili-

siert. Anschließend wurden die Zellen mit 500 µl des im Kit enthaltenen Waschpuffers 

gewaschen und mit anti-Maus Perforin Antikörper (angesetzt im Waschpuffer des Kits) 

für 40 Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen durchflusszytomet-

risch analysiert. 

Tabelle 7 Färbung der Splenozytenpopulation und deren Aktivierungsmarker für den adoptiven Zell-

transfer im Tumormodell 

 BV421 FITC PE PE-Cy7 APC APC-Cy7 PerCP-Cy5.5 

1 CD107a CD8 NKp46 CD69 Perforin CD4 B220 

2 CD107a CD8 NK1.1 CD69 Perforin  NKp46 

Tabelle 8 Antikörper zur Bestimmung der Splenozytenpopulationen und deren Aktivierungsstatus für 

den adoptiven Zelltransfer im Tumormodell 

Spezifität Konjugat Isotyp Klon Hersteller Verdünnung 

Maus B220 PerCP-

Cy5.5 

Ratte IgG2a, κ RA3-

65B2 

eBioscience, 

#45-0452-82 

1:300 

Maus CD4 APC-

eFluor780 

Ratte IgG2b, κ GK1.5 eBioscience, 

#47-0041-82 

1:300 

Maus CD8α FITC Ratte IgG2a, κ 53-6.7 eBioscience, 

#11-0081-86 

1:300 

Maus NK1.1 PE Maus IgG2a, κ PK136 Biolegend, 

#108708 

1:100 
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Spezifität Konjugat Isotyp Klon Hersteller Verdünnung 

Maus CD69 PE-Cy7 Hamster IgG H1.2F3 Biolegend, 

#104512 

1:100 

Maus NKp46 Biotin Ratte IgG2a 29A1.4 Biolegend,  

# 137615 

1:100 

Maus Perfo-

rin 

APC IgG2b, κ E-

bioOM

ak-D 

eBioscience, 

#17-9392-80 

1:40 

Maus 

CD107a 

BV421 Ratte IgG2a, κ 1D4B Biolegend, 

#121617 

1:50 

Sekundärreagenzien Konjugat Hersteller Verdünnung 

Streptavidin PerCP-Cy5.5 Biolegend, #405226 1:5000 

Streptavidin PE eBioscience, #12-4317-87 1:10000 

4.2.4.8  Analyse der Panc02 Tumorzellsuspension 

Um das Verhältnis von Tumor-infiltrierenden Leukozyten (TIL) zu Tumorzellen und die 

Populationen der TIL zu bestimmen, wurde aus den explantierten Tumoren eine Einzel-

zellsuspension hergestellt (s. 4.2.2) und diese für 20 Minuten mit den Antikörpern gegen 

murine Oberflächenproteine inkubiert (s. Tabelle 9) und nach einmaligem Waschen mit 

True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set™ nach Herstellerangaben permeabilisiert. 

Anschließend wurden die Zellen mit 500µl des im Kit enthaltenen Waschpuffers gewa-

schen und mit den Antikörpern gegen intrazelluläres FoxP3 (angesetzt im Waschpuffer 

des Kits) für 40 Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen durch-

flusszytometrisch analysiert. 

Tabelle 9 Antikörper zur Bestimmung der TIL im Panc02 Tumormodell 

Spezifität Konjugat Isotyp Klon Hersteller Verdünnung 

Maus CD4 APC-

eFluor780 

Ratte IgG2b, κ GK1.5 eBioscience, 

#47-0041-82 

1:300 

Maus CD8α FITC Ratte IgG2a, κ 53-6.7 eBioscience, 

#11-0081-86 

1:300 
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Spezifität Konjugat Isotyp Klon Hersteller Verdünnung 

Maus NK1.1 PE Maus IgG2a, κ PK136 Biolegend, 

#108708 

1:100 

Maus CD25 BV421 Ratte IgG1, λ PC61 Biolegend, 

#102042 

1:100 

Maus CD69 PE-Cy7 Hamster IgG H1.2F3 Biolegend, 

#104512 

1:100 

Maus FoxP3 APC Maus IgG1, κ 3G3 Miltenyi,  

#130-093-013 

1:100 

4.2.5 Cytometric Bead Arrays 

Mit Hilfe von cytometric bead arrays (CBAs) wurden die Konzentrationen der Zytokine 

im murinen Serum quantifiziert und die Subklassen der IgGs typisiert. Dabei wurde nach 

Herstellerangaben vorgegangen, wobei nur die Hälfte aller Reagenzien und Seren pro An-

satz verwendet wurde.  

4.2.6 Immunfluoreszenzmikroskopie 

Zur Bestimmung der TIL im DT6606PDA Tumormodell wurden von den in Tissue-Tek 

eingefrorenen Tumoren (s. 4.1.6) am Kryomikrotom Schnitte mit einer Dicke von 3 µm 

angefertigt und auf Objektträger transferiert. Nach Trocknen über Nacht wurden die 

Schnitte mit eiskaltem Aceton für 10 Minuten bei -20°C fixiert und anschließend bei 

Raumtemperatur bis zur Verdunstung des Acetons gelagert. Die Langzeitlagerung erfolgte 

bei -20°C. Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden die Schnitte zunächst auf Raum-

temperatur gebracht, anschließend für 5 Minuten mit PBS rehydratisiert und für weitere 

60 Minuten bei Raumtemperatur mit Blockpuffer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 

mit PBS für je 5 Minuten wurden die Schnitte mit Fluorochrom-markierten Antikörpern 

gegen murines CD4 und CD8 oder F4/80 (Tabelle 10) verdünnt in Blockpuffer inkubiert. 

Im Anschluss an drei Waschschritte mit PBS (je fünf Minuten) wurden die Zellkerne mit 

DAPI (Inkubation eine Minute) gegengefärbt und nach weiteren drei Waschschritten mit 

PBS für je fünf Minuten mit Eindeckmedium und Deckgläschen verschlossen. Die Auf-
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nahmen der Präparate erfolgten am Fluoreszenzmikroskop mit einem 20x Objektiv und 

motorisiertem Mikroskoptisch, der die Darstellung des gesamten Schnittes ermöglichte. 

Tabelle 10 Antikörper zur Bestimmung von TIL mittels Immunfluoreszenz im DT6606PDA Tumor-

modell 

Spezifität Konjugat Isotyp Klon Hersteller Verdünnung 

Maus CD4 PE Ratte IgG2b, κ GK1.5 eBioscience, 

#12-0041-86 

1:250 

Maus CD8α FITC Ratte IgG2a, κ 53-6.7 eBioscience, 

#11-0081-86 

1:250 

Maus F4/80 PE Ratte IgG2a, κ BM8 Biolegend, 

#123132 

1:300 

 

4.2.7 Luziferase Assay zur Bestimmung der IFN Typ I Konzentration 

Sk6-Mx-Luc-Zellen, die Luziferase unter dem Mx1 Promoter exprimieren, der durch Typ 

I Interferon induziert wird, wurden für diesen Assay genutzt. Zunächst wurden  3×10
4
 

Zellen pro well in einer 96-well Platte ausgesät und 24 Stunden später mit 100 µl der 

Überstände der wie unter 4.2.3.2 beschrieben kultivierten und/oder mit NDV-inkubierten 

Zellen in Duplikaten auf die Sk6-Mx-Luc-Zellen gegeben und 24 Stunden bei 37 °C in-

kubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Serum-freiem Medium wurden 100 µl eines 1:1-

Gemisches aus Serum-freiem Medium und Lyse-Reagenz (Bestandteil des Bright-Glo 

Luciferase Assay System Kits) auf die Zellen gegeben und dadurch lysiert. Die Aktivität 

der Luziferase wurde durch Zugabe des ebenfalls im Kit enthaltenden Bright Glo Rea-

genz am Luminometer bei einem Emissionsmaximum von 580 nm detektiert. Ein interner 

Standard ermöglichte die Quantifizierung und Berechnung der IU/ml.  

4.3 Proteinbiochemische Methoden 

4.3.1 Präparation von Zelllysaten 

Die in vitro mit NDV inkubierten Tumorzellen (s. 4.2.3.2) wurden nach Ablösen mit ATV 

dreimal mit 1 ml PBS (Zentrifugation bei 300 g für fünf Minuten) gewaschen, um Protei-
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ne aus dem Serum abzutrennen. Anschließend wurden die Zellen gezählt und je 5×10
5
 

Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, erneut zentrifugiert und der Überstand 

möglichst vollständig entfernt. Anschließend wurden die Zellen bei -20°C eingefroren. 

Für die 1D-Gelelektrophorese wurden die eingefrorenen Zellpellets aufgetaut, in 500 µl 

UT-Puffer lysiert, dreimal für 10 Sekunden auf Eis mit Ultraschall behandelt und für 10 

Minuten bei 14000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend in ein neues 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt und das Pellet verworfen. 

4.3.2 Eindimensionale Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Massen wurden die wie unter 

4.2.3.4 oder 4.3.1 präparierten Zelllysate 1:1 mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt und 20 µl 

des Probengemisches pro Tasche auf das Gel geladen. Die Auftrennung der Proteine in 

den 20×20 cm Gelen (10 %ig) erfolgte über Nacht auf Eis bei 70 V. Die Minigele liefen 

bei 100 V. Die Läufe wurden gestoppt, sobald die Lauffront aus dem Gel lief. 

4.3.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese 

Die 2D-Gelelektrophorese ermöglicht das Auftrennen von Proteinen in der ersten Dimen-

sion anhand des isoelektrischen Punktes und in der zweiten Dimension nach der 

molekularen Masse. Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit der AG Karger, 

FLI, Insel Riems durchgeführt und sollen deshalb nur kurz erwähnt werden. 

Die ohne Puffer weggefrorenen Zellen (s. 4.3.1) wurden im Proben-

Rehydratisierungspuffer aufgenommen, um die Proteine zu extrahieren. 125 µl der Probe 

wurden in die IEF-Kammer vorgelegt, die rehydratisierten IPG-Streifen mit der Gelseite 

nach unten eingelegt und so über Nacht die Proben in den Gelstreifen überführt. Die iso-

elektrische Fokussierung (IEF) erfolgte bei 20°C (maximal 500 V bis 10 kWh; current: 

50 µA, power: 200 mW).  Zur Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension wur-

den die IPG-Streifen nacheinander für 10 Minuten in Äquilibrierungslösung A und fünf 

Minuten in Lösung B inkubiert und anschließend mit Hilfe von 0,5 %iger Agarose auf 

SDS-Gelen (Gradientengele) fixiert. Die Auftrennung der Proteine nach der molaren 

Masse erfolgte bei 20 mA pro Gel bis die Lauffront die Kante des Gels erreichte. 
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4.3.4 Western Blot 

Alle in dieser Arbeit durchgeführten Western Blots erfolgten durch Übertragung der Pro-

teine auf Nitrozellulosemembranen im Tank-Blot-System. 

Direkt nach Beendigung des Laufes von sowohl 1D- als auch 2D-Gelen wurden diese in 

Transferpuffer gegeben, währen die Blot-Apparatur vorbereitet wurde. Dafür wurden die 

Membranen anodenseitig auf drei mit Transferpuffer getränkte Whatman-Papiere in den 

Blot-Kassetten gelegt. Auf diese wurden die SDS-Gele gegeben und anschließend mit 

nochmals drei in Transferpuffer getränkten Whatman-Papieren überdeckt. Nach Schließen 

der Kassetten und Überführung derselben in die Tank-Blot-Apparatur wurden die Proteine 

durch Anlegen einer 40-minütigen Stromstärke von 984 mA auf die Membran übertragen. 

Die Übertragung der Proteine wurde mit der temporären Ponceau-Färbung überprüft (In-

kubation für fünf Minuten) und anschließend durch Schütteln mit Waschpuffer entfärbt. 

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Membranen anschließend 

eine Stunde in Blocklösung inkubiert. Nach einmaligem Waschen für fünf Minuten er-

folgte die Inkubation mit dem entsprechenden Primärantikörper (Tabelle 11) oder Serum 

(Tabelle 12) über Nacht bei 4°C unter Schütteln. Nach dreimaliger, zehnminütiger Inku-

bation mit Waschpuffer wurden die Membranen mit den entsprechenden Peroxidase 

gekoppelten Sekundärantikörpern (Tabelle 13) für eine Stunde unter Schütteln inkubiert. 

Es schlossen sich erneut drei Waschschritte an, bevor die Inkubation mit ECL-Substrat für 

ca. fünf Minuten erfolgte. Die Detektion der Lumineszenz erfolgte mit Hilfe eines Rönt-

genfilms in der Entwicklermaschine.  

Tabelle 11 Verwendete Primärntikörper für Western Blots 

Spezifität Wirt/ Iso-

typ 

Klon Hersteller/zur Verfügung 

gestellt von 

Verdünnung 

Maus/human TAP1 Maus 148.3 AG Knittler, FLI, Insel 

Riems 

1:500 

Maus/human TAP2 Maus  435.3 AG Knittler, FLI, Insel 

Riems 

1:500 

Maus/human 

Tapasin 

Kaninchen R.SinE AG Knittler, FLI, Insel 

Riems 

1:500 
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Spezifität Wirt/ Iso-

typ 

Klon Hersteller/zur Verfügung 

gestellt von 

Verdünnung 

Maus/human 

GAPDH 

Maus 6C5 Merck Millipore, Darmstadt 

# CB1001-500UG 

1:1000 

Maus β-Aktin Kaninchen  Sigma-Aldrich, Steinheim 1:10000 

NDV NP Maus #36 AG Römer-Oberdörfer, AG 

Köllner, FLI, Insel Riems 

1:300 

Tabelle 12 Verwendete Seren für Western Blots 

Spezifität Wirt Verdünnung 

NDV Proteine  Kaninchen (Hyperimmunserum zur Verfügung gestellt 

von AG Veits, FLI, Insel Riems) 

1:1000 

nicht bekannt Maus naiv 1:100 

nicht bekannt Maus Tag 14 nach NDV-Infektion 1:100 

nicht bekannt Maus tumortragend Tag 21  1:100 

nicht bekannt  Maus tumortragend (Tag 21) Tag 14 nach NDV-

Infektion 

1:100 

nicht bekannt Maus tumortragend Tag 21 nach Transfer naiver 

Splenozyten 

1:100 

nicht bekannt Maus tumortragend Tag 21 nach Transfer NDV-

aktivierter Splenozyten 

1:100 

nicht bekannt Maus tumortragend Tag 21 nach Injektion von UV-

inaktiviertem NDV 

1:100 

 

Tabelle 13 Verwendete Peroxidase-gekoppelte Sekundärantikörper für Western Blots 

Spezifität Wirt Hersteller Verdünnung 

Kaninchen IgG(H+L) Ziege Dianova, # 111-035-003 1:20000 

Maus IgG(H+L) Ziege Dianova, # 111-035-003 1:20000 

Maus IgG1 Ziege SouthernBiotech, # 1071-05 1:20000 

Maus IgG2a Ziege SouthernBiotech, # 1081-05 1:30000 

Maus IgG2b Ziege SouthernBiotech, # 1091-05 1:30000 
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Spezifität Wirt Hersteller Verdünnung 

Maus IgG3 Ziege SouthernBiotech, # 1100-05 1:20000 

Ratte IgG(H+L) Maus Dianova, # 212-035-082 1:20000 

4.3.5 ELISA 

Mittels enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) wurde die Konzentration von 

TGF-β1 sowohl im Serum als auch in Zellkulturüberständen bestimmt. Dabei wurden je 

Probe Duplikate erstellt und der Assay nach Herstellerangaben durchgeführt.  

4.3.6 SILAC Analyse 

Mit Hilfe der SILAC Analyse ist es möglich Expressionsänderungen in Proteinen nach 

z. B. Virusinfektionen nachzuweisen. Zwei Populationen einer gleichen Zelllinie werden 

mit unterschiedlichen Medien kultiviert, wovon eines Aminosäuren enthält, die ein 

schweres Isotop tragen (z. B. 
13

C). Nach Adaptation an das „schwere“ Medium und Infek-

tion einer der Populationen werden beide Zelllysate vereinigt und gemessen. Die 

unterschiedlichen Massen erlauben eine Identifikation der Peptide und Zuordnung zur in-

fizierten bzw. nicht-infizierten Zellpopulation.  

Die Analyse wurde in Zusammenarbeit mit Barbara Bettin und Dr. Axel Karger, FLI, In-

sel Riems durchgeführt und soll deshalb nur kurz erwähnt werden. 

Um zu überprüfen, ob ein vollständiger Austausch der Aminosäuren gegen die 
13

C-

markierten Aminosäuren stattgefunden hat (s. 4.2.3.4), wurden die Proteine der Zelllysate 

(s. 4.3.1) in einem 1D-Gel aufgetrennt und dieses anschließend für zehn Minuten mit 

Coomassie gefärbt. Die Entfärbung des Gels erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur. 

Anschließend wurden je drei Proben von den fünf stärksten Banden ausgestochen und 

nach Extraktion und tryptischem Verdau der Proben nach Shevchenko [242] eingeengt. 

Die anschließend in 20 µl 0,1 % TFA aufgenommenen Proben wurden nach Herstelleran-

gaben mit ZipTip (Merck Millipore) aufgereinigt und mittels EASY-nLC II (Bruker) 

separiert, fraktioniert über PROTEINEER fc II und mittels UltrafleXtreme Massenspekt-

rometer (Bruker) analysiert. Anhand der Peak-Verhältnisse für die 3-5 intensivsten Peaks 

pro Protein (analysiert mit dem Programm Biootols 3.2, Bruker) wurde das Mischverhält-

nis von leicht zu schwer ermittelt, um ein Verhältnis von 1:1 zu erhalten.  
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Nachdem ein vollständiger Austausch der Aminosäuren erfolgt war, wurden die in „leich-

tem“ Medium kultivierten Zellen für drei Tage mit NDV R75/98 inkubiert (s. 4.2.3.2), die 

nicht-infizierten Zellen in „schwerem“ Medium kultiviert. Anschließend wurden alle Zel-

len in Nagaraj-Puffer aufgenommen und lysiert (s. 4.2.3.4). In Abhängigkeit des 

berechneten Mischungsverhältnisses wurden infizierte und nicht-infizierte Proben verei-

nigt und die Proteine über 1D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Es wurden je zwei Gele 

angefertigt, wovon eines der Western Blot Analyse diente, unter Verwendung von muri-

nem Serum, welches 14 Tage nach NDV Infektion gewonnen wurde. Das andere Gel 

wurde Coomassie gefärbt. Aus diesem wurde der Bereich des mittels Western Blot ermit-

telten stärksten Signals (bei ca. 53 kDa) ausgeschnitten und wie oben beschrieben, 

aufgereinigt, separiert, fraktioniert und massenspektrometrisch analysiert. Das Daten-

bank-Verfahren zur Proteinidentifikation wurde von Dr. Axel Karger, FLI, Insel Riems 

durchgeführt und ist unter 4.5 beschrieben. 

4.4 Molekularbiologische Methoden 

4.4.1 Isolierung von RNA aus Tumorgewebe 

Zunächst wurden die Tumorgewebeproben für zwei Minuten im TissueLyser bei 30 Hertz 

homogenisiert und durch eine anschließende Zentrifugation bei 14000 g für eine Minute 

von Zelltrümmern befreit. Der Überstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß über-

führt. Die Isolation der RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Die Elution der RNA erfolgte in 50 µl des im Kit enthal-

tenen Elutionspuffers. 

4.4.2 Real-time RT-PCR 

Die real-time PCR wurde vom Nationalen Referenzlabor für ND am FLI, Insel Riems 

durchgeführt und soll deshalb nur kurz erwähnt werden. 

Die Amplifizierung des NDV M Genomfragmentes erfolgte auf Basis des Onestep RT-

PCR Kits in 25 µl Gesamtvolumen. Zunächst wurde der Primer-Sonden-Mix hergestellt 

(Tabelle 14). Nach Herstellung des Mastermix (Tabelle 15) wurden je 20 µl desselben in 

sterile Eppendorf-Reaktionsgefäße vorgelegt und anschließend 5 µl der isolierten Proben-
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RNA (s. 4.4.1) zugegeben. Die real-time RT-PCR erfolgte mit dem in Tabelle 16 aufge-

führten Programm im Mx3000p qPCR-Gerät. 

Tabelle 14 Primer-Sonden-Mix für ND-M-Mix-FAM 

Volumen Bezeichnung Sequenz 

20 µl Primer 1 Wise_M-4100_Fw 

(100 pmol/µl) 

5'-AGTGATGTGCTCGGACCTTC-3' 

20 µl Primer 2 Wise_M-4220_Rev 

(100 pmol/µl) 

5'-CCTGAGGAGAGGCATTTGCTA-3' 

12 µl Sonde Wise_M-4169_FAM 

(100 pmol/µl) 

>[6~FAM]TTCTCTAGCAGTGGGACAGC

CTGC[BHQ1a~6FAM] 

148 µl 0,1× TE-Puffer (pH 8)  

 

Tabelle 15 Mastermix für NDV-M real-time RT-PCR 

Mastermix-Komponenten Eingesetztes Volumen 

pro Ansatz in µl 

Steriles A. dest. 10,95 

5× PCR-Puffer 5,0 

dNTP-Mix 0,8 

MgCl2 1,25 

Enzym-Mix 1,0 

ND-M-Mix-FAM 1,0 

 

Tabelle 16 Cycler-Programm NDV-M-real-time RT-PCR 

Schritt Temperatur  Zeit  

1) Reverse Transkription (RT) 50°C 30 Minuten  

2) Inaktivierung RT/Aktivierung Polymerase 95°C 15 Minuten  

3) Denaturierung 95°C 10 Sekunden 

40 Zyklen 4) Annealing 56°C 30 Sekunden 

5) Elongation 72°C 10 Sekunden 
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Die Auswertung der aufgenommenen Fluoreszenzdaten für den FAM-Kanal erfolgte di-

rekt am Gerät in Abhängigkeit vom cycle threshold (CT-Wert), der für mitgeführte 

Positivkontrollen erhalten wurden. Tabelle 17 zeigte die Bewertungskriterien der CT-

Werte der NDV-M real-time RT-PCR, die dem Nationalen Referenzlabor entnommen 

wurden. 

Tabelle 17 Bewertung der CT-Werte der NDV-M real-time RT-PCR 

CT-Wert Bewertung  

<35 Positiv 

36-39 Schwach positiv, kaum detektierbare Mengen der Ziel-RNA 

>39 Negativ 

4.5 Statistische Auswertung 

Die Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgten mit der Software Graph-

Pad Prism 6.0.  

Für die Darstellung von Daten, die aus Tierversuchen gewonnenen wurde, wurde die Auf-

tragung von Einzelwerten als Dotplots gewählt, wobei der Median der Gruppe als Linie 

gekennzeichnet ist. Für Daten generiert in in vitro Experimenten mit etablierten Zelllinien 

wurde die Darstellung als Box Plots mit whiskers (Antennen) nach oben und unten ge-

wählt, wobei die Box die 50 % mittleren Beobachtungen der Daten enthält und der 

Querstrich innerhalb der Box den Median kennzeichnet. Die Daten der Zytotxizitäts-

assays wurden als Einzelsymbole der Gruppenmittelwerte mit dem Standardfehler als 

whiskers nach oben und unten darestellt. 

Zur statistischen Auswertung der Gruppenunterschiede wurde zwischen zwei Gruppen 

der Mann-Whitney Test angewendet. Bei Vergleich mehrerer Gruppen wurden die Unter-

schiede mittels Kruskal-Wallis Test ermittelt und einem anschließenden Signifikanztest 

nach Dunn unterzogen. Unterschiede mit einem p-Wert <0,05 wurden als signifikant be-

wertet und graphisch durch einen Asterisk (*) gekennzeichnet  

Die Identifizierung der Proteine durch die Peptidfragmente der massenspektrometrischen 

Analysen wurde von Dr. Axel Karger durchgeführt und erfolgte durch Abgleich der ge-

wonnenen Daten mit den entsprechenden UniProt-Proteindatenbanken für mus musculus 
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oder homo sapiens und der FLI-internen Datenbank für NDV R75/98 mit der Mascot 

2.4.1 Software. Die Zuordnung der Proteine zu infizierten bzw. nicht-infizierten erfolgte 

über die durch 
13

C-markierten Aminosäuren. 
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5. Ergebnisse 

Obwohl das onkolytische Potential von Newcastle disease Viren bereits seit Mitte der 

1950er Jahre bekannt ist, wurde in den letzten Jahrzehnten deutlich, dass dieses Potential 

nicht nur von Stamm zu Stamm sehr verschieden ist, sondern auch von der zur Untersu-

chung verwendeten Art des Tumors bzw. der Karzinomzelllinie abhängt. Das 

onkolytische Potential des NDV-Feldisolats R75/98 wurde bisher nicht untersucht. Ziel 

dieser Arbeit war es das direkte onkolytische Potential des Stammes auf pankreatische 

Tumorzelllinien zu evaluieren und zu beleuchten ob und wenn ja, unter Beteiligung wel-

cher Komponenten eine anti-Tumor Immunantwort nach Infektion mit diesem Stamm im 

orthotopen Mausmodell des Pankreaskarzinoms induziert werden kann.  

5.1 In vitro Charakterisierung des onkolytischen Potentials von NDV R75/98 

auf Pankreaskarzinomzelllinien 

Zunächst sollte die Frage geklärt werden, ob und inwieweit der NDV-Stamm R75/98 in 

vitro onkolytisches Potential besitzt. Dafür wurden nicht nur der Grad der Infizierbarkeit 

zehn pankreatischer Tumorzelllinien bestimmt, sondern auch verschiedenste Parameter, 

die mit der direkten Onkolyse selbst, aber auch mit der Induktion immunstimulatorischer 

Moleküle verknüpft sind. Die Charakterisierung dieser Parameter in murinen Zelllinien 

wurde in Zusammenarbeit mit der Masterstudentin Una Janke durchgeführt. 

5.1.1 NDV Klon 30 war nicht in der Lage Pankreaskarzinomzelllinien in vitro zu 

infizieren 

Um abschätzen zu können, inwieweit der NDV Impfstamm Klon 30 ebenfalls onkolyti-

sches Potential besitzt und ob die Pathogenität eines NDV Stammes mit der 

onkolytischen Wirkung einhergeht, wurde die Infizierbarkeit der Zelllinien zunächst mit 

diesem Stamm getestet (Abbildung 2). Mit Hilfe eines NDV-spezifischen Hyperimmun-

serums wurden virale Proteine auf den Tumorzellen detektiert. Nur ca. 7 % der AsPC-3 

und 2 % der BxPC-3 Zellen konnten durch NDV Klon 30 infiziert werden. Alle anderen 

Zelllinien exprimierten keine viralen Proteine auf der Oberfläche. 
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Abbildung 2 Anfälligkeit für eine Infektion mit NDV Klon 30 von humanen und murinen Pankreas-

karzinomzelllinien. Alle Zelllinien wurden mit NDV Klon 30 (MOI 0,5) für drei Tage kultiviert. Die 

Kontrollen wurden in Medium kultiviert. Die Detektion der viralen Proteine erfolgte mit anti-NDV Kanin-

chen Hyperimmunserum, anti-Kaninchen IgG FITC und durchflusszytometrischer Analyse. Die 

unspezifischen Signale der Kontrollzellen wurden von denen der infizierten Zellen abgezogen. Dargestellt 

ist die Frequenz der Zellen, die virale Proteine auf der Oberfläche exprimierten. 

5.1.2 Alle humanen Pankreaskarzinomzelllinien konnten in vitro mit NDV R75/98 

infiziert werden 

Um die Anfälligkeit der verschiedenen Zelllinien für eine Infektion mit NDV R75/98 

festzustellen, wurden mittels Antikörpermarkierung virale Proteine auf der Oberfläche 

durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 3). Mit Ausnahme der Panc02 Zellen konn-

ten nach Inkubation mit NDV auf allen Zelllinien in unterschiedlichem Ausmaß virale 

Proteine auf der Oberfläche nachgewiesen werden. Insgesamt zeigten mit Ausnahme von 

PaTu-8988S die humanen Zellen eine größere Anzahl infizierter Zellen mit bis zu 80 % 

positiver Zellen bei AsPC-1. In den murinen Zellen waren weniger Zellen anfällig für ei-

ne Infektion. Deutlich wurde ebenfalls die starke Schwankung innerhalb der einzelnen 

humanen Zelllinien. 
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Abbildung 3 Anfälligkeit für eine Infektion mit NDV R75/98 von humanen und murinen Pankreas-

karzinomzelllinien. Alle Zelllinien wurden für drei Tage mit NDV R75/98 (MOI 0,5) kultiviert. Die 

Kontrollen wurden in Medium kultiviert. Die Detektion der viralen Proteine erfolgte mit anti-NDV Kanin-

chen Hyperimmunserum, anti-Kaninchen IgG FITC und durchflusszytometrischer Analyse. Dargestellt ist 

die Frequenz der Zellen, die virale Proteine auf der Oberfläche exprimierten. Die Daten für die murinen 

Zellen wurden in Zusammenarbeit mit Una Janke erhoben.  

5.1.3 Die Anfälligkeit der Zellen für die NDV-Infektion war unabhängig vom 

Zellzyklus 

Grundsätzlich war eine Infektion aller getesteten pankreatischen Tumorzelllinien mit 

Ausnahme der Panc02 Zellen durch NDV R75/98 möglich, die Infektionsrate variierte 

aber stark von Zelllinie zu Zelllinie. Ebenso wurde deutlich, dass selten die ganze Popula-

tion innerhalb der einzelnen Linien infiziert wurde, sondern nur ein bestimmter 

Prozentsatz und auch dieser zeigte eine starke Variation. Um ausschließen zu können, 

dass es sich dabei um einen Zellzyklus-abhängigen Effekt handelte, wurden zusätzlich 

Zellzyklusstudien aufgenommen, exemplarisch mit den AsPC-1 und BxPC-3, da diese 

Zelllinien die stärksten Varianzen aufwiesen. Hierbei konnte allerdings keine Abhängig-

keit der Infektion der Zellen vom Stadium des Zellzyklus beobachtet werden (Abbildung 

4, rechter Graph). Deutlich wurde außerdem, dass die Inkubation mit NDV nach einer 
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Stunde noch  nicht zur Akkumulation der Zellen in einer bestimmten Phase des Zellzyk-

lus führte (Abbildung 4, linker Graph). 
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Abbildung 4 Infektionsanfälligkeit mit NDV R75/98 von AsPC-1 und BxPC-3 Zellen in Abhängigkeit 

vom Zellzyklusstadium. Eine Stunde nach Infektion mit NDV R75/98 (MOI 0,5) wurden die Zellen und 

naive Kontrollen fixiert, die viralen Proteine mit anti-NDV Kaninchen Hyperimmunserum und anti-

Kaninchen IgG FITC angefärbt und unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Analyse mit PI gefärbt. 

Nach Differenzierung der einzelnen Zellzyklusstadien, wurde die Frequenz der infizierten Zellen innerhalb 

der angegebenen Zellzyklusstadien bestimmt. Die Gating Strategie befindet sich im Anhang (Abbildung 52, 

S. 221). 

5.1.4 Die Expression viraler Proteine in Tumorzellen korrelierte nur teilweise mit 

der Oberflächenexpression 

Um zu überprüfen, ob es nach Infektion mit NDV zu einer erfolgreichen Translation der 

viralen Proteine kam, wurden diese in Tumorzelllysaten im Western Blot mittels Hyper-

immunserum detektiert. Außerdem sollte überprüft werden, ob eine Diskrepanz zwischen 

extrazellulärer und intrazellulärer Expression viraler Proteine bestand. Mit Ausnahme der 

Panc02 Zellen konnten sowohl die Spaltung des F0 zu F1 sowie die Bildung der viralen 

Proteine NP und M detektiert werden (Abbildung 5). Die Expression von HN dagegen 

war außer in Panc-1 und PaTu-8988T Zellen deutlich schwächer ausgeprägt in Tumorzel-

len im Vergleich zu den QM-9 Zellen (Wachtelzellen), die als Positivkontrollen dienten. 

Das F2 konnte ausschließlich in QM-9 Zellen detektiert werden. Festzustellen war weiter-
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hin, dass die Expression der viralen Proteine nicht immer mit der Oberflächenexpression 

übereinstimmt, im Besonderen bei Panc-1 Zellen. 

 

Abbildung 5 Expression der viralen Proteine in pankreatischen Tumorzelllinien und QM-9 Zellen. 

Die Lysate von naiven und in vitro NDV-infizierten (drei Tage, MOI 0,5) pankreatischen Tumorzelllinien  

und QM-9 Zellen wurden nach Ablösen der Zellen und Angleichen der Zellzahlen gelelektrophoretische 

aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit anti-NDV Kaninchen-Hyperimmunserum inku-

biert. Als Sekundärantikörper diente Peroxidase-gekoppeltes anti-Kaninchen IgG. Die Detektion der 

Signale des ECL-Substrates erfolgte auf einem Röntgenfilm. 

5.1.5 Die Infektion mit NDV führte nicht in allen Zelllinien zur Inhibition der 

Proliferation aber zur Induktion der Apoptose 

Um zu ermitteln, ob die höhere Infektionsrate mit erhöhten zytopathischen Effekten kor-

reliert, wurden die Zellen hinsichtlich einer verstärkter Apoptoserate bzw. einer 

Proliferationsinhibition untersucht. Die Inhibition der Proliferation korrelierte mit der 

Frequenz der infizierten humanen Zelllinien AsPC-1, BxPC-3 und Panc-1 und war in den 

humanen Zellen stärker ausgeprägt als in murinen (Abbildung 6). In Panc02 Zellen wurde 

die Proliferation durch die NDV-Infektion noch gesteigert. Grundsätzlich stimmt die 

Proliferationsinhibition mit der Menge exprimierter viraler Proteine überein. 
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Abbildung 6 Proliferationsinhibition der Tumorzelllinien nach Inkubation mit NDV R75/98. Die Zel-

len wurden mit CFSE gefärbt und entweder drei Tage mit NDV R75/98 inkubiert oder mit Medium 

kultiviert. In der durchflusszytometrischen Analyse wurde die Inhibition der Proliferation in infizierten Zel-

len in Bezug auf Kontrollzellen anhand der MFI von CFSE bestimmt. Die Daten für die murinen Zellen 

wurden in Zusammenarbeit mit Una Janke erhoben. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney 

Test auf Signifikanz überprüft. *,p<0,05 

Die Anzahl der apoptotischen Zellen, identifiziert durch die Inkubation der aktiven 

Caspase-3, stieg in allen Zelllinien an nach Infektion mit R75/98, wobei die höchsten 

Frequenzen apoptotischer Zellen in den humanen Zellinien auftraten und auch hier mit 

der Frequenz infizierter Zellen korrelierten (Abbildung 7).  
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Abbildung 7 Induktion der Apoptose in Pankreastumorzelllinien nach Inkubation mit NDV R75/98. 

Nach dreitägiger Inkubation mit NDV R75/98 wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert, mit spezifischem 

anti-aktive Caspase-3 Antikörper gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Mit den nur in Medium 

kultivierten Kontrollen wurde ebenso verfahren. Angegeben ist die Frequenz apoptotischer Zellen innerhalb 

der Gesamtpopulation. Die Daten für die murinen Zellen wurden in Zusammenarbeit mit Una Janke erho-

ben. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz überprüft. *,p<0,05 

5.1.6 Die Induktion der IFN Typ I Synthese in den Zellen nach NDV Infektion 

korrelierte zum Teil mit der Proliferationshemmung 

In einem Luziferase-Assay wurde bestimmt, inwieweit die Proliferationshemmung auf ei-

ne Induktion der IFN-Antwort zurückzuführen ist (Abbildung 8). In den vier humanen 

Zelllinien AsPC-1, BxPC-3, Panc-1 und PaTu-8988S, die durch die Infektion mit NDV 

R75/98 mit einer verlangsamten Zellteilung reagierten, kam es auch zur stärksten Zunah-

me an aktivem IFN Typ I im Zellkulturüberstand nach drei Tagen. Das Ausbleiben der 

Proliferationshemmung in den murinen und den beiden humanen Zelllinien MIA PaCa-2 

und PaTu-8988T korrelierte mit einer fehlenden bzw. sogar negativ regulierten IFN Typ I-

Antwort. Insgesamt ist festzuhalten, dass in allen Tumorzelllinien eine geringe Expression 
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und Sekretion von IFN Typ I nachzuweisen war, sowohl in naivem Zustand als auch nach 

Infektion mit NDV R75/98. 
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Abbildung 8 Änderung der Sekretion und Aktivität von IFN Typ I der pankreatischen Zelllinien nach 

Inkubation mit NDV R75/98. Der Zellkulturüberstand von infizierten und nicht-infizierten Zellen wurde 

an Tag 3 nach Inkubationsbeginn abgenommen, die zellulären Bestandteile abgetrennt und die Aktivität des 

sezernierten IFN Typ I im Luziferase-Assay bestimmt. Die Daten für die murinen Zellen wurden in Zu-

sammenarbeit mit Una Janke erhoben. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test auf 

Signifikanz überprüft. *,p<0,05 

5.1.7 Die Inkubation mit NDV reduzierte die Sezernierung von TGF-β1 aber nicht 

die FoxP3-Expression 

In zahlreichen Studien mit anderen Karzinomzelllinien und verschiedenen NDV Stäm-

men konnte neben den direkten onkolytischen Effekten auch die Induktion 

immunstimulatorischer und/oder die Abschaltung immun-inhibitorischer Moleküle nach-

gewiesen werden. Zunächst sollte sowohl die basale Expression verschiedenster Moleküle 

in/auf den Zelllinien als auch der Effekt der Infektion mit NDV R75/98 charakterisiert 

werden.  
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Der Transkriptionsfaktor FoxP3 wurde von allen untersuchten Zelllinien in naivem Zu-

stand in unterschiedlichem Ausmaß exprimiert (Abbildung 9). Unter den humanen Zellen 

zeigte die PaTu-8988T Zelllinie mit einer Expression im naiven Zustand von über 90 % 

innerhalb der Population den größten Anteil. Insgesamt ist festzuhalten, dass in den muri-

nen Zellen die Expression von FoxP3 geringer war als in den humanen. Eine Reduktion 

der Expression durch NDV konnte in keiner der Zelllinien nachgewiesen werden. Ten-

denziell führte die Infektion sogar zu einer gesteigerten Expression, wobei die Panc02 

Zellen eine Ausnahme darstellten.  
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Abbildung 9 Expressionsänderung des Transkriptionsfaktors FoxP3 in pankreatischen Zelllinien 

nach NDV Infektion. Nach dreitägiger Inkubation mit NDV wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert, mit 

spezifischem Antikörper gegen FoxP3 gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Angegeben ist die 

Frequenz der FoxP3-exprimierenden Zellen. Die Daten für die murinen Zellen wurden in Zusammenarbeit 

mit Una Janke erhoben.  

Die Sekretion von TGF-β stellt einen wichtigen Bestandteil der Immunevasionsstrategie 

von Tumoren dar. Alle pankreatischen Tumorzellen waren in naivem Zustand dazu in der 

Lage, aktives TGF-β1 zu sezernieren (Abbildung 10). In murinen Zellen war dabei die 

Konzentration stets höher als 1000 pg/ml. Durch die Infektion mit NDV R75/98 kam es 
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mit Ausnahme der BxPC-3 und MIA PaCa-2 Zelllinien grundsätzlich zu einer verminder-

ten Sezernierung dieses Zytokins. Die Fähigkeit zur TGF-β Expression korrelierte nicht 

mit der Expressionsrate von FoxP3 in den Tumorzellen. 
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Abbildung 10 Sekretion von TGF-β1 von pankreatischen Tumorzelllinien nach Inkubation mit NDV. 

Der Zellkulturüberstand von infizierten und nicht-infizierten Zellen wurde an Tag 3 nach Inkubationsbeginn 

abgenommen, die zellulären Bestandteile abgetrennt und die Konzentration des aktiven TGF-β1 im ELISA 

bestimmt. Die Daten für die murinen Zellen wurden in Zusammenarbeit mit Una Janke erhoben. Gruppen-

unterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz überprüft. *,p<0,05 

5.1.8 Die Expression von FasL blieb weitestgehend unbeeinflusst durch die 

Inkubation mit NDV R75/98 

Die Expression von Fas-Ligand (FasL) auf Tumorzellen stellt eine aktive Inhibition des 

Immunsystems durch Zytolyse und damit einen effektiven Weg der Evasion dar. In den 

hier untersuchten Tumorzelllinien exprimierten die humanen Zellen in naivem Zustand 

deutlich mehr FasL verglichen mit den murinen (Abbildung 11). Die Infektion mit NDV 

R75/98 verminderte nur in PaTu-8988S Zellen die Expression des Liganden, in AsPC-1 

und PaTu-8988T Zellen war sie tendenziell erhöht. Die NDV-Infektion hatte in allen an-

deren Zelllinien keinen wesentlichen Einfluss auf die Expression von FasL. 
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Abbildung 11 Expressionsänderung des FasL auf pankreatischen Zelllinien nach NDV-Inkubation. 

Die Zellen wurden drei Tage mit NDV R75/98 inkubiert oder mit Medium kultiviert. Nach Färbung mit 

spezifischen Antikörpern gegen FasL wurde die Frequenz FasL-exprimierender Zellen durchflusszytomet-

risch analysiert. Die Daten für die murinen Zellen wurden in Zusammenarbeit mit Una Janke erhoben.  

5.1.9 Die Infektion mit NDV führte zu einer gesteigerten MHC I Expression  

Die aberrante Expression des MHC I Komplexes gehört zu den bekanntesten Evasions-

strategien von Tumorzellen. Die Expression von MHC I variierte in den hier getesteten 

Zelllinien stark, wobei in humanen Zelllinien durchschnittlich zwischen 5-30 % der Zel-

len MHC I exprimierten (Abbildung 12). Zwei Ausnahmen konnten beobachtet werden: 

In der Zelllinie Panc-1 waren im Mittel 70 % der Zellen positiv für MHC I, wohingegen 

in PaTu-8988T, wie auch unter den vier murinen Zelllinien, nur wenige Zellen innerhalb 

der Population MHC I auf der Oberfläche exprimierten. NDV R75/98 induzierte in den 

murinen Zelllinien einen Anstieg der Oberflächenexpression dieses Moleküls. Am stärks-

ten war die Induktion in den Panc02-Zellen, von denen über 80 % positiv für MHC I 

waren. In Panc-1 und PaTu-8988S wurde der Anteil MHC I-exprimierender Zellen ten-

denziell erniedrigt, in den anderen vier humanen Zelllinien dagegen tendenziell erhöht. 
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Abbildung 12 Expressionsänderung von MHC I auf pankreatischen Zelllinien nach NDV-Inkubation. 

Die Zellen wurden drei Tage mit NDV R75/98 inkubiert oder mit Medium kultiviert. Nach Färbung mit 

Spezies-spezifischen Antikörpern gegen MHC I wurde die Frequenz dieser Zellen durchflusszytometrisch 

analysiert. Die Daten für die murinen Zellen wurden in Zusammenarbeit mit Una Janke erhoben. Gruppen-

unterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz überprüft. *,p<0,05 

5.1.10 NDV stimulierte die Expression von NK-Zell-Liganden in allen Tumorzellen 

Weiterhin wurde überprüft, ob pankreatische Tumorzellen neben verminderter Expression 

von MHC I zusätzlich auch eine fehlende Expression aktivierender Liganden für NK-

Zellen aufweisen (Abbildung 13). Auf humanen Zellen wurde die Expression von MHC 

class I polypeptide-related sequence A/B (MICA/B) untersucht (Abbildung 13, linker 

Graph), auf murinen Zellen die von retinoic acid early inducible-1δ (Rae-1δ, Abbildung 

13, rechter Graph). Im naiven Zustand exprimierten alle Tumorzelllinien minimale Men-

gen dieser NK-Zell-Liganden auf der Oberfläche. Nach Infektion mit NDV dagegen stieg 

die Expression in allen Zellen z. T. deutlich an. In den PaTu-8988 Zelllinien war dieser 

Anstieg am schwächsten, in murinen Zellen konnte die prominenteste Expressionssteige-

rung beobachtet werden, wobei in Panc02 Zellen die Frequenz der Rae-1δ-positiven 

Zellen bis zu 50 % erreichte. 
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Abbildung 13 Expressionsänderung von MICA/B auf humanen und Rae-1δ auf murinen Pan-

kreastumorzelllinien nach Inkubation mit NDV R75/98. Die Zellen wurden drei Tage mit NDV R75/98 

infiziert oder in Medium kultiviert (Kontrolle). Nach Färbung mit spezifischen Antikörpern gegen MICA/B 

(linker Graph) und Rae1-δ (rechter Graph) wurde die Frequenz dieser Zellen durchflusszytometrisch analy-

siert. Die Daten für die murinen Zellen wurden in Zusammenarbeit mit Una Janke erhoben. 

Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz überprüft. *,p<0,05 

5.1.11 Zusammenfassung der Ergebnisse der in vitro Charakterisierung des 

onkolytischen Potentials von NDV R75/98 

Die in vitro Inkubation der pankreatischen Tumorzelllinien mit NDV R75/98 führte zur 

Infektion von neun der zehn getesteten Linien. Lediglich Panc02 Zellen schienen resistent 

zu sein. Die Expression der immunstimulatorischen Liganden MHC I und Rae1-δ dage-

gen war am stärksten in dieser Zelllinie, ebenso wie die Reduktion der TGF-β1-Sekretion 

nach NDV-Inkubation. Die NDV-induzierte Apoptose konnte in allen Zelllinien beobach-

tet werden. Insgesamt waren die humanen Zellen anfälliger für eine Infektion mit NDV 

R75/98, direkte Onkolyse und reagierten mit verlangsamter Proliferation. Die in murinen 
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Zellen prominente Expressionssteigerung von MHC I und Rae-1δ fiel in humanen Zellen 

deutlich geringer aus.  

5.2 Charakterisierung der Immunreaktion und des Tumorwachstums nach 

NDV-Infektion im DT6606PDA Tumormodell 

5.2.1 Die DT6606PDA Tumore von NDV-infizierten Mäusen wurden abgestoßen 

Um den in vivo Effekt von NDV R75/98 hinsichtlich Tumorabstoßung und Induktion ei-

ner anti-Tumor Immunantwort zu charakterisieren, wurde sieben Tage nach Inokulation 

von DT6606PDA Zellen in das Pankreas von C57Bl/6J Mäusen eine Dosis von 8×10
5
 

PFU NDV R75/98 i.v. injiziert. Bereits zwei Tage nach NDV-Infektion waren die Tumore 

der NDV-infizierten Mäuse mit durchschnittlich 130 mm³ etwa halb so groß wie die der 

Kontrollen mit im Mittel 240 mm³ (Abbildung 14, linker Graph). Dieser Trend wurde bis 

100 Tage nach Tumorinokulation beibehalten (Abbildung 14, rechter Graph). Ab Tag 14 

nach NDV-Infektion wurden die ersten Mäuse ohne makroskopisch erkennbare Tumore 

beobachtet. An Tag 56 trug keine NDV-infizierten Maus einen Tumor. 100 Tage nach In-

fektion konnte nur ein Tumor makroskopisch detektiert werden, wohingegen die 

Tumorgröße in den nicht behandelten Tieren durchschnittlich 2497 mm³ betrug.  
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Abbildung 14 Wachstumskinetik der DT6606PDA-Tumore nach NDV Infektion. C57BL/6J Mäusen 

wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben 

Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, n=3-5 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 PFU NDV 

R75/98 in 200 µl PBS, die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor n=3-4 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das glei-

che Volumen PBS. An den angegebenen Tagen wurden post-mortem Untersuchungen durchgeführt, die 

Tumore explantiert und vermessen. Dargestellt ist die Tumorgröße in mm³ in der frühen Phase (linker 

Graph) und bis Tag 100 nach Virusinfektion (rechter Graph). Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-

Whitney Test auf Signifikanz überprüft. *,p<0,05 

Dieser Unterschied zwischen unkontrolliertem Tumorwachstum in den Kontrolltieren und 

einem gesunden Pankreas in NDV-infizierten Mäusen ist deutlich den Bildern zu ent-

nehmen, die während der post-mortem Untersuchung an Tag 100 nach Virusinfektion 

aufgenommen wurden (Abbildung 15, linkes Bild). Das Pankreas der NDV-infizierten 

Tiere zeigte weder Anzeichen einer Entzündung noch entartetes Gewebe (Abbildung 15, 

rechtes Bild). 
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Abbildung 15 Repräsentative Fotos des DT6606PDA Tumors an Tag 100 nach Tumorinokulation. 

C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen 

aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, n=5) i.v. 8×105 PFU NDV 

R75/98, die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor, n=3-4) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. An Tag 100 

nach Tumorinokulation wurden während der post-mortem Untersuchung Aufnahmen von den Tumoren bzw. 

Pankreata der Tiere gemacht. Das linke Foto illustriert das unkontrollierte Tumorwachstum in den Kon-

trollmäuse (Tumorabgrenzung mittels schwarzer Umrandung verdeutlicht), das rechte Foto zeigt einen 

gesunden Pankreas ohne Hinweise auf einen Tumor oder entzündetes Gewebe nach NDV Infektion. 

5.2.2 Die Infektion mit NDV führte nicht zu einer persistierenden Infektion der 

tumortragenden Mäuse 

Mittels real-time PCR spezifisch für das Gen, das für das NDV M Protein codiert, konn-

ten bereits an Tag 2 nach Infektion nur wenige Genomkopien detektiert werden 

(Abbildung 16). Der CT-Wert betrug im Mittel 37 und lag damit nur minimal über dem 

cut-off von 38. An Tag 7 nach Infektion waren alle Proben negativ für virales Genom, an 

Tag 21 war eine Probe schwach positiv. Die Infektion der tumortragenden Mäuse führte 

weder zu einer persistierenden Infektion noch kam es zu einer (verstärkten) Replikation 

des Virus in DT6606PDA Tumorzellen in vivo. Die PCR wurde vom Nationalen Refe-

renzlabor für ND, FLI, Insel Riems durchgeführt. 

DT6606PDA Tumor + NDV DT6606PDA Tumor 
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Abbildung 16 Quantitative real-time PCR spezifisch für das Gen des NDV M. C57BL/6J Mäusen wur-

den DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage 

später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, n=3-5 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 

in 200 µl PBS, die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor n=3-4 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volu-

men PBS. Aus den an den angegebenen Tagen nach Virusinfektion asservierten Tumoren wurde die RNA 

isoliert und mittels real-time  PCR die relative Menge der Genkopien, die für das M Protein des NDV ko-

dieren, bestimmt. Die PCR wurde im Nationalen Referenzlabor für ND, FLI, Insel Riems durchgeführt. 

Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz überprüft. *,p<0,05 

5.2.3 Die durch den Tumor induzierte Immunsuppression via TGF-β wurde durch 

die NDV-Infektion aufgehoben 

Um zu ermitteln, inwieweit die Infektion mit NDV R75/98 die generelle Immunsuppres-

sion vermindern konnte, wurden die Serumspiegel von TGF-β1 in tumortragenden 

Mäusen und nach NDV-Infektion bestimmt (Abbildung 17). Diese Analyse demonstrierte 

zum einen die hohen Serumkonzentration von TGF-β1 von durchschnittlich 1600 pg/ml 

in tumortragenden Mäusen, zum anderen, dass die Infektion mit NDV zu einer drasti-

schen Abnahme dieses anti-inflammatorischen Zytokins bis nahe der Detektionsgrenze 

führte. Tendenziell blieben die Serumspiegel der NDV-infizierten tumortragenden Mäuse 

bis Tag 7 unter denen der nicht-infizierten Tiere. An Tag 14 nach Infektion erreichte die 
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Serumkonzentration in der NDV-Gruppe 1100 pg/ml und lag deutlich über der der Kon-

trollen (726 pg/ml). 
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Abbildung 17 Änderung der Serumkonzentration von TGF-β1 in DT6606PDA tumortragenden Mäu-

sen nach NDV-Infektion. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas 

inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + 

NDV, n=3-5 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (DT6606PDA 

Tumor n=3-4 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. Zwei, vier sieben und 14 Tage nach In-

fektion wurde den Mäusen Blut entnommen, Serum präpariert und die Serumkonzentration von TGF-β1 

mittels ELISA bestimmt. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz über-

prüft. *,p<0,05 

5.2.4 Die Frequenz von NK-Zellen im Blut stieg durch die NDV Infektion an 

Nach NDV Infektion konnte in diesem Tumormodell ein deutlicher Anstieg der NK-

Zellen im Blut in tumortragenden Mäusen verzeichnet werden (Abbildung 18, dritte Rei-

he). Um den Effekt der Tumorinokulation auf Immunzellen beleuchten zu können, wurde 

die Frequenz von NK-Zellen in naiven und naiven Mäusen nach NDV Infektion (erste 

Reihe) ermittelt: Die NK-Zell-Frequenz im Blut stieg stetig von 9,44 % (Tag 0, naive 

Maus) auf 13,6 % (Tag 2, erster Plot) und von 14,6 % an Tag 4 bis 22,6 % an Tag 7 nach 

Infektion an. Die Infektion von tumortragenden Mäusen (dritte Reihe) führte zu ver-

gleichbaren Anstiegen der NK-Zell-Frequenzen. Die Inokulation der DT6606PDA Zellen 

hatte keinen Einfluss auf die NK-Zell Verteilung im Blut (zweite Reihe).  
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Abbildung 18 NK-Zell Frequenz im Blut nach NDV Infektion in naiven und DT6606PDA tumortra-

genden Mäusen. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert 

und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, n=3-5 

pro Zeitpunkt), ebenso wie naive Mäuse (NDV R75/98, n=4-6 pro Zeitpunkt), i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 

in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor, n=3-4 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Vo-

lumen PBS. Zwei, vier und sieben Tage nach Virusinfektion wurde den Mäusen Blut entnommen, ebenso 

wie das Blut naiver, nicht-infizierter Tiere und die peripheren Blutleukozyten mit Fluorochrom-markierten 

Antikörpern gegen die murinen Oberflächenproteine CD8 und NK1.1 angefärbt und durchflusszytometrisch 

analysiert. Dargestellt sind repräsentative Dichte-Plots der NK-Zellen im Blut naiver Mäuse (erster Plot, 

erste Reihe), an Tag 2, Tag 4 und Tag 7 nach NDV Infektion (Plots 2-4 der ersten Reihe), von tumortragen-

den Mäusen ohne (zweite Reihe) und nach NDV Infektion (dritte Reihe). Ebenfalls dargestellt ist die 

Frequenz der NK-Zellen als Diagramm. pi: post infection 
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5.2.5 DT6606PDA Zellen zeigten eine verminderte, durch NDV induzierbare PLC 

und MHC I Expression  

Um zu untersuchen, ob DT6606PDA Zellen als mögliche Zielzellen für die nach NDV In-

fektion vermehrte NK-Zellpopulation in Frage kommen, wurden die Tumorzellen mittels 

Western Blot Analyse hinsichtlich ihrer MHC I, Tapasin sowie TAP1 und TAP2 Expressi-

on charakterisiert (Abbildung 19). Diese Analyse zeigte eine stark verminderte 

Proteinexpression aller Komponenten des peptide loading complex (PLC) sowie MHC I 

in DT6606PDA Zellen, die aber durch eine NDV Infektion geringfügig induzierbar war. 

Die Western Blot Analyse unterstützt damit die durchflusszytometrische Analyse (vgl. 

Abbildung 12), die aufzeigte, dass in nicht-infizierten DT6606PDA Zellen die Oberflä-

chenexpression von MHC I kaum vorhanden, durch NDV aber induzierbar war. 

 

Abbildung 19 Western Blot Analyse der Expression von PLC Proteinen und MHC I in DT6606PDA 

Zellen vor und nach NDV Inkubation. DT6606PDA Zellen wurden entweder in Medium kultiviert (Kon-

trolle) oder mit NDV mit einer MOI von 0,5 für drei Tage inkubiert (NDV infiziert). Nach drei Tagen 

wurden die Zellen lysiert, elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit spezi-

fischen Antikörpern gegen TAP2, TAP1, Tapasin und MHC I und Peroxidase-gekoppelten 

Sekundärantikörpern detektiert. Als Ladekontrolle dienten GAPDH und β-Aktin; DC-JAWSII dienten als 

Positivkontrolle. Diese Daten wurden in Zusammenarbeit mit Michael Knittler, FLI, Insel Riems erhoben. 
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5.2.6 Die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen wurde durch NDV induziert 

und führte zu einer Infiltration des Tumorgewebes 

Die gesteigerten MHC I Expression nach NDV Infektion auf DT6606PDA Zellen könnte 

die Erkennung durch T-Zellen ermöglichen. Die durchflusszytometrische Analyse von 

Blut, mesenterialen Lymphknoten (mLK) und Milz zeigte eine deutliche Steigerung der 

CD69 Expression auf CD8
+
 (Abbildung 20, linker Graph) sowie CD4

+ 
T-Zellen (rechter 

Graph) nach Infektion naiver und auch tumortragender Mäuse. Die Implantation der Tu-

morzellen verringerte die Expression des Aktivierungsmarkers dieser Zellen gering in 

Blut und Lymphknoten und stark in der Milz verglichen mit Zellen naiver Mäuse. 
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Abbildung 20 Durchflusszytometrische Analyse der Aktivierung von zytotoxischen und Helfer-T-

Zellen nach NDV Infektion im DT6606PDA Tumormodell. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA 

Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine 

Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, n=3-5 pro Zeitpunkt), ebenso wie naive Mäuse (NDV R75/98, n=3-6 

pro Zeitpunkt), i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor n=3-

4 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. Zwei Tage nach Infektion wurde den Mäusen Blut 

entnommen, eine Einzelzellsuspension aus Milz und mesenterialen Lymphknoten hergestellt, alle Zellen 

mit Fluorochrom-markierten Antikörpern gegen die murinen Proteine CD8, CD4, CD69 und NK1.1 ange-

färbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist die MFI von CD69 auf CD8+/NK1.1- und 

CD4+/CD8-  Zellen. Gruppenunterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis Test und anschließendem Test 

nach Dunn auf Signifikanz überprüft. *, p<0,05 
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Inwieweit die Aktivierung dieser Zellpopulationen zu einer Proliferation führte, wurde in 

einem durchflusszytometrischen Ansatz an Tag 7 nach NDV Infektion untersucht. Inner-

halb der T-Zellpopulation konnte ein Anstieg der Frequenz von CD8
+
 T-Zellen im 

Vergleich zu naiven Mäusen im Blut tumortragender, NDV-infizierter Tiere beobachtet 

werden (Abbildung 21, linker Graph). Im Vergleich zu tumortragenden Tieren, die keine 

Infektion erhalten hatten, war die Frequenz dieser Zellen auch in mLK und Milz erhöht. 

Außerdem führte die Inokulation des Tumors zur einer Reduktion der CD8
+
 T-

Zellfrequenz in den lymphatischen Organen, die durch die Infektion mit NDV im mLK 

wieder auf ein physiologisches Level angehoben wurde. Die Frequenz CD4
+
 T-Zellen 

stieg im Blut nach NDV-Infektion naiver und tumortragender Mäuse gleichermaßen an 

(Abbildung 21, rechter Graph), im mLK und der Milz führte sowohl die Inokulation des 

Tumors als auch die NDV-Infektion zu einer Reduktion.  
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Abbildung 21 Durchflusszytometrische Analyse der Proliferationsinduktion von CD8+ und CD4+ T-

Zellen im DT6606PDA Tumormodell an Tag 7 nach Infektion. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA 

Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine 

Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, n=3-5 pro Zeitpunkt), ebenso wie naive Mäuse (n=3-6 pro Zeitpunkt) 

i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor n=3-4 pro Zeit-

punkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. Sieben Tage nach Virusinfektion wurde den Mäusen Blut 

entnommen, eine Einzelzellsuspension aus explantierter Milz und mesenterialen Lymphknoten hergestellt 

und die Zellen mit Fluorochrom-markierten Antikörpern gegen die murinen Oberflächenproteine CD8, CD4 

und NK1.1 angefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist der Anteil der CD8+/NK1.1- 

bzw. CD4+/CD8- T-Zellen innerhalb der Leukozyten Population. Gruppenunterschiede wurden mittels 

Kruskal-Wallis Test und anschließendem Test nach Dunn auf Signifikanz überprüft. *, p<0,05 
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Mittels Immunfluoreszenzfärbung auf Tumorgewebeschnitten wurde überprüft, ob die 

Erhöhung der Frequenz der CD4
+
 T-Zellen im Lymphknoten und der CD8

+
 T-Zellen in 

Blut und Lymphkoten zu einer Infiltration dieser Zellen in das Tumorgewebe führt 

(Abbildung 22). Durch die Infektion mit NDV kam es an Tag 7 zu einer erhöhten Infiltra-

tion des Tumors durch beide T-Zellsubpopulationen (Abbildung 22, untere Reihe) 

verglichen mit Tumoren nicht-infizierter Mäuse (Abbildung 22, obere Reihe). Dabei war 

nicht nur die Anzahl infiltrierter Leukozyten erhöht, es konnte durch die Färbung auf dem 

Schnitt und Analyse des gesamten Areals gezeigt werden, dass sich die Infiltration in den 

nicht-infizierten Tieren lediglich auf den Randbereich des Tumors konzentrierte, die T-

Zellen NDV-infizierter Tiere dagegen infiltrierten fast den gesamten Tumor. 

 

Abbildung 22 Immunfluoreszenzfärbung von CD8+ und CD4+ T-Zellen an Tag 7 nach NDV Infekti-

on im DT6606PDA-Tumorgewebe. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das 

Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA 

Tumor + NDV, n=3-5 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe 

(DT6606PDA Tumor n=3-4 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. Sieben Tage nach Virusin-

fektion und Explantation der Tumoren wurden diese in TissueTek™ eingebettet und in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Kryoschnitte von 3 µm Dicke der Gewebestücke wurden mit Aceton fixiert und mit Flu-

orochrom-markierten Antikörpern gegen murines CD4 (linkes Bild, rot) und CD8 (rechtes Bild, rot) gefärbt. 

Die Färbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau). Die Bilder sind repräsentativ für 3-5 Tiere pro Gruppe. 
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5.2.7 Die Infektion mit NDV führte zu einer Erhöhung der Zytokinkonzentration 

von IL-2, IL-6 und IFN-γ im Serum 

Um zu ermitteln, ob die Aktivierung von NK- und T-Zellen durch die NDV-Infektion zu 

einer systemisch messbaren Veränderung der Zytokinkonzentration führte, wurde das Se-

rum mittels CBA-Array untersucht. Zwei Tage nach NDV-Infektion war die 

Konzentration von IFN-γ im Serum der behandelten Tiere höher als in den Kontrollen, 

ebenso wie an Tag 7 und 14 nach Infektion (Abbildung 23, dritter Graph). Die Konzentra-

tionen von IL-2 und IL-6 waren bis Tag 4 nach Infektion in den Gruppen gleich und 

stiegen an Tag 7 in den NDV-infizierten Mäusen an (Abbildung 23, erster und zweiter 

Graph). Die IL-6 Konzentration blieb bis Tag 14 erhöht im Vergleich zur Kontrolle 

(Abbildung 23, zweiter Graph). An Tag 21 nach Infektion waren die Konzentrationen von 

IL-2, IL-6 und IFN-γ im Serum der NDV-infizierten Tiere gleich denen der Kontrollen. 
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Abbildung 23 Konzentrationsänderung von Zytokinen im Serum DT6606PDA tumortragender Mäu-

se nach Infektion mit NDV R75/98. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das 

Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA 

Tumor + NDV, n=3-5 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe 

(DT6606PDA Tumor n=3-4 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. An Tag 2, 4, 7, 14 und 21 

nach Virusinfektion wurde den Mäusen Blut entnommen, Serum präpariert und mittels CBA die Serumkon-

zentration von IL-2, IL-6 und IFN-γ bestimmt. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test 

auf Signifikanz überprüft. *, p<0,05 
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5.2.8 NDV-aktivierte Splenozyten lysierten infizierte und naive DT6606PDA Zellen  

Um zu charakterisieren ob, und wenn ja, zu welchem Ausmaß, die durch NDV aktivierten 

Splenozyten in der Lage sind, Tumorzellen zu lysieren, wurde ein Zytotoxizitätsassay 

durchgeführt (Abbildung 24). Dafür wurden an Tag 14 nach Virusinfektion Splenozyten 

aus Mäusen isoliert und diese mit in vitro infizierten oder naiven Tumorzellen inkubiert. 

Zum Vergleich wurden ebenfalls Splenozyten naiver Mäuse isoliert. Dieses Experiment 

zeigte zum einen, dass eine vorangegangene Infektion der Mäuse mit NDV zu einer spe-

zifischen anti-Tumor-Antwort führte und dass sich diese Zellen 14 Tage nach Infektion in 

der Milz befanden. Zum anderen wurde deutlich, dass die Infektion der Tumorzellen zu 

einer Erhöhung der Lyse durch die aktivierten Splenozyten führte. Splenozyten von nai-

ven Mäusen zeigten eine tendenziell höhere lysierende Aktivität gegenüber nicht 

infizierten Tumorzellen. Splenozyten naiver Mäuse waren in der Lage eine spezifische 

Lyse von Tumorzellen von bis zu 30 % auszulösen. 
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Abbildung 24 Ex vivo Zytotoxizitätsassay mit DT6606PDA Zellen. C57BL/6J Mäusen wurden i.v. mit 

8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS infiziert (n=4). Die Kontrollgruppe (n=4) erhielt i.v. das gleiche 

Volumen PBS. 14 Tage nach Infektion wurden Einzelzellsuspensionen aus den Milzen präpariert und für 

vier Stunden mit zuvor mit CFSE angefärbten sowohl naiven als auch NDV infizierten DT6606PDA Zellen 

(drei Tage, MOI 0,5) inkubiert. Nach Anfärben mit 7-AAD wurden die Zellen durchflusszytometrisch ana-

lysiert. Die Berechnung der spezifischen Lyse erfolgte nach unter  4.2.4.5 beschriebener Formel. 
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5.2.9 NDV induzierte eine Verschiebung innerhalb der Subklassen der 

Immunglobuline durch verminderte der IgG1 Produktion 

Zur Untersuchung der Induktion der humoralen Immunantwort und damit einer mögli-

chen Beteiligung von Antikörpern, wurden die Serumspiegel der IgG-Subklassen (IgG1, 

IgG2a und IgG2b) mittels Bead-basierter durchflusszytometrischer Analyse bestimmt 

(Abbildung 25). Die Inokulation der DT6606PDA Tumorzellen führte zu einer Erhöhung 

der Serumspiegel von Antikörpern der Subklasse IgG1 gegenüber dem naiver Mäuse um 

das 4-fache (Abbildung 25, erster Graph). Die IgG2b Spiegel waren 21 Tage nach Tumo-

rinokulation (entspricht 14 Tage nach NDV-Infektion) um etwa das 1,5-fache erhöht 

(Abbildung 25, zweiter Graph), die der Subklasse IgG2a dagegen kaum verändert 

(Abbildung 25, dritter Graph). Verglichen mit den Serumspiegeln der nicht-infizierten 

Kontrollen konnten für IgG2a und IgG2b keine Unterschiede festgestellt werden. Die Se-

rumspiegel von IgG1 nahmen dagegen sowohl durch Inokulation des Tumors als auch 

nach folgender NDV-Infektion gegenüber naiven Tieren zu, waren jedoch in den NDV-

infizierten Tieren geringer als in tumortragenden Mäusen ohne Infektion. Das physiologi-

sche Verhältnis von IgG2a und b zu IgG1 von 3:1 lag dadurch in tumortragenden Tieren 

bei 1:1 (Abbildung 25, vierter Graph). Durch Infektion der Tiere mit NDV wurde das 

Verhältnis zugunsten von IgG2a und b verschoben und lag bei 2:1. 
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Abbildung 25 Serumspiegel der einzelnen IgG Subklassen in naiven und tumortragenden Mäusen 

nach NDV Infektion. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas inoku-

liert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, 

n=5) i.v. 8×105 PFU NDV R75/98. Die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor n=3-4) erhielt i.v. das gleiche 

Volumen PBS. 14 und 21 Tage nach Virusinfektion wurde den Mäusen Blut entnommen, Serum gewonnen 

und dieses Bead-basiert mittels BD IgG Isotyping kit durchflusszytometrisch auf die Verteilung der Subty-

pen IgG1 (erster Graph), IgG2a (zweiter Graph) und IgG2b (dritter Graph) analysiert. Dargestellt ist 

außerdem das Verhältnis der MFI von IgG2a+b zu IgG1 (vierter Graph). Gruppenunterschiede wurden mit-

tels Kruskal-Wallis Test und anschließendem Test nach Dunn auf Signifikanz überprüft.  *, p<0,05 

5.2.10 Die Antikörper NDV-infizierter Mäuse banden Proteine auf Tumorzellen 

Um die Bindungsfähigkeit der Antikörper auf den DT6606PDA Zellen grundsätzlich und 

hinsichtlich ihrer Subklassen zu charakterisieren, wurden die Zellen mit Seren von tumor-

tragen und NDV-infizierten tumortragenden Mäusen inkubiert. Die Antikörper aus dem 

Serum NDV infizierter Mäuse konnten Proteine auf der Tumorzelloberfläche binden 

(Abbildung 26, Graph 1-3). Das Verhältnis der Subklassen IgG2a/b zu IgG1 unter den 
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gebundenen Antikörper bewegte sich bei infizierten Mäusen zwischen 2 und 1, bei nicht 

infizierten tumortragenden Mäusen war lag es bei 0,6 (Abbildung 26, vierter Graph). 
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Abbildung 26 Frequenz und Verhältnis der IgG-Subklassen von auf DT6606PDA Zellen gebunden 

Antikörpern. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in 

zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, n=5-8 pro 

Zeitpunkt) i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor n=3-4 

pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. 7, 14 und 21 Tage nach Virusinfektion wurde den 

Mäusen Blut entnommen, daraus Serum gewonnen und dieses mit naiven DT6606PDA Zellen inkubiert und 

anschließend mit Fluorochrom-markierten Antikörpern zur spezifischen Detektion der Subklassen IgG1 

(erster Graph), IgG2a (zweiter Graph) und IgG2b (dritter Graph) angefärbt und einer durchflusszytometri-

schen Analyse unterzogen. Dargestellt sind die MFI der einzelnen Subklassen der IgGs, die auf den 

Tumorzellen binden konnten, sowie das Verhältnis von IgG2a/b zu IgG1 (vierter Graph). Gruppenunter-

schiede wurden mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz überprüft. *, p<0,05 

5.2.11 Die Tumore NDV-infizierter Mäuse sind stark von Makrophagen infiltriert 

Die Mehrzahl der Antikörper nach NDV Infektion gehörten der Klassen IgG2a und b an 

und waren in der Lage Proteine auf der Oberfläche von Tumorzellen zu binden. Daher 
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wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung von F4/80 im Tumorgewebe die Infiltration von 

Makrophagen untersucht (Abbildung 27). Vergleichbar mit den Ergebnissen der Infiltrati-

on von T-Zellen kam es in den NDV-infizierten Tieren zu einer deutlich stärkeren Infilt-

Infiltration des Tumors durch Makrophagen (Abbildung 27, rechtes Bild), die nicht nur 

auf die Randbereiche begrenzt blieb, sondern das gesamte Tumorareal betraf verglichen 

mit den weniger infiltrierten Tumoren der Kontrolltiere (Abbildung 27, linkes Bild). 

 

Abbildung 27 Immunfluoreszenzfärbung von Makrophagen im DT6606PDA-Tumorgewebe 

C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen 

aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, n=3-5 pro Zeitpunkt) i.v. 

8×105 PFU NDV R75/98. Die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor n=3-4 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das 

gleiche Volumen PBS. An Tag 7 nach Virusinfektion wurden die Tumore explantiert, in TissueTek™ einge-

bettet und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Kryoschnitte des Tumorgewebes von 3 µm Dicke wurden mit 

Aceton fixiert und mit Antikörpern gegen murines F4/80 (rot) angefärbt. Die Färbung der Kerne erfolgte 

mit DAPI (blau). Die Bilder sind repräsentativ für je 3-5 Tiere.  

5.2.12 Zusammenfassung der Ergebnisse der Infektion mit NDV R75/98 im 

DT6606PDA Tumormodell 

Bereits zwei Tage nach Infektion mit NDV R75/98 kam es zur Onkolyse. Bis Tag 4 nach 

Infektion konnte virales Genom im Tumor nachgewiesen werden. Gleichzeitig kam es zu 

einer Rekrutierung von NK-Zellen sowie einer Aktivierung von vor allem zytotoxischen 

T-Zellen, die zu einer Proliferation derselben führte. Diese Zellen waren in der Lage Tu-

morzellen, unabhängig davon ob sie infiziert waren oder nicht, zu lysieren. Sowohl CD4
+ 

als auch CD8
+
 T-Zellen infiltrierten verstärkt das gesamte Tumorgewebe. Begleitet wurde 

DT6606PDA Tumor DT6606PDA Tumor + NDV
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dieses zelluläre Immunantwort von einem Klassenwechsel der Immunglobuline hin zur 

Subklasse IgG2a und b, die ihrerseits Proteine auf sowohl infizierten als auch nicht-

infizierten DT6606PDA Zellen binden konnten. Die Infiltration des Tumors von Makro-

phagen wurde durch die Infektion mit NDV ebenfalls forciert.  

5.3 Charakterisierung des Antigens in vitro 

Die NDV Infektion von DT6606PDA tumortragenden Mäusen führte zur Produktion von 

Antikörpern. Um zu ermitteln, ob diese bei der Vermittlung des Langzeitschutzes eine 

wesentliche Rolle spielen könnten, wurde in folgenden Experimenten die Spezifität dieser 

Antikörper untersucht. 

Ein Teil der in diesem Abschnitt (5.3) dargestellten experimentellen Arbeiten (2D-Gele, 

SILAC-Analyse und die massenspektrometrische Analyse selbst) wurden gemeinsam mit 

Barbara Bettin und die Auswertung von Dr. Axel Karger durchgeführt. 

5.3.1 Das Bindungsspektrum von NDV induzierten Antikörper auf DT6606PDA 

Zellen unterscheidet sich deutlich von dem naiver und tumortragender 

Mäuse 

Um die Bindung von physiologischen murinen Serumantikörpern an DT6606PDA Zellen 

zu untersuchen und Hinweise auf eine mögliche Veränderung im Bindungsmuster nach 

NDV Infektion der Tumorzellen zu erhalten, wurden für alle folgenden Western Blot je-

weils Zelllysate von sowohl naiven (Abbildung 28, NDV -) als auch mit einer MOI von 

0,5 NDV-infizierten DT6606PDA Zellen verwendet (NDV +)). Die Analysen ergaben 

zum einen, dass im Serum von naiven Mäusen bestimmte Antikörper existierten, die eine 

Reihe von Proteinen in naiven und infizierten Tumorzellen erkannten, mit zwei prominen-

ten Banden im Western Blot in Höhe von ca. 55 und 57 kDa, von denen Letztere nach 

Infektion der Zellen ein stärkeres Signal zeigte (Abbildung 28, erster Blot). Durch die 

Implantation von DT6606PDA Zellen kam es in den Mäusen zur Bildung von Antikör-

pern, die deutlich stärker mit nicht infiziertem Tumorzelllysat reagierten (Abbildung 28, 

zweiter Blot). Im Serum von NDV infizierten, nicht tumortragenden Mäusen wurde ne-

ben den beiden Banden bei 55 und 57 kDa, ein sehr starkes Signal bei ca. 53 kDa in 

infizierten Tumorzellen detektiert, welches auf naiven Zellen kaum vorhanden war 
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(Abbildung 28, dritter Blot) und mit Serum von NDV-infizierten tumortragenden Mäusen 

schwächer war (Abbildung 28, vierter Blot). Bis auf diese prominente Bande ähnelte das 

Bindungsspektrum stark dem der Serum-Antikörper naiver Mäuse. Auch hier erfolge eine 

weitere Charakterisierung der Subklassen, die ergab, dass tendenziell zwar mehr Immun-

globuline der Subklassen 2a/b (Abbildung 28, sechster Blot) im Vergleich zu IgG1/3 

dieses Protein erkannten (Abbildung 28, fünfter Blot), der Effekt aber nicht sehr stark 

ausgeprägt war. Dadurch dass das Serum in diesem Fall mit sekundären Antikörpern de-

tektiert wurden, die spezifisch gegen die Subklassen von IgG gerichtet waren, wurde 

durch diesen Blot deutlich, dass die Antikörper, die die Proteine bei 55 und 57 kDa er-

kannten, vom Typ IgM waren. Zu frühen Zeitpunkten nach NDV-Infektion (Tag 2 und 4) 

konnte die prominente Bande auf infizierten Zellen nicht nachgewiesen werden 

(Abbildung 28, sechster Blot).  

 

Abbildung 28 Bindungsspektren der Serumantikörper von naiven, tumortragenden, NDV-infizierten 

und tumortragenden Mäusen nach NDV-Infektion. Die Lysate von naiven (NDV -) und in vitro infizier-

ten DT6606PDA Zellen (NDV +) wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Transfer auf eine 

Nylonmembran mit folgenden Seren als erster Antikörper (1. Ak) inkubiert: Seren naiver Mäuse (1. Blot), 

Seren tumortragender Mäuse 21 Tage nach Inokulation (2. Blot), Seren NDV-infizierter Mäuse 14 Tage 

nach Infektion (3. Blot, sowie Blot 5 und 6) und Seren tumortragender, NDV-infizierter Mäuse (4. Blot). 

Als zweiter Antikörper (2. Ak) diente in den ersten vier sowie dem sechsten Blot Peroxidase-gekoppeltes 

anti-Maus IgG(H+L). Zur Unterscheidung der Subklassen im fünften Blot wurden Peroxidase-gekoppeltes an-

ti-Maus IgG1 und 3, sowie im sechsten Blot anti-Maus IgG2a und b verwendet. Detektiert wurden die 

Signale des ECL-Substrates auf einem Röntgenfilm. d: day, pi: post infection 
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5.3.2 Die NDV-induzierten Antikörper erkannten spezifisch ein Protein mit einer 

Größe von ca. 53 kDa auf infizierten pankreatischen Tumorzelllinien 

Um zu überprüfen, ob die spezifische Bindung NDV-induzierter Antikörper an ein Pro-

tein in infizierten Zellen grundsätzlich auftrat oder spezifisch nur in den DT6606PDA 

Zellen, wurden je naive (NDV -) und infizierte Lysate (NDV +) der murinen 

(DT6606PDA, DT6606Liver, Panc02 und 7265PDA) und der humanen Zelllinien (AsPC-

1, BxPC-3, MIA PaCa-2, Panc-1, PatTu-8988T und S) sowohl mit Seren naiver als auch 

NDV-infizierter Mäuse im Western Blot analysiert. Das Bindungsmuster der Antikörper 

naiver Seren zeigte sich in allen Zelllinien sehr ähnlich, lediglich die Signalstärke variier-

te (Abbildung 29, linker Blot). Mit Ausnahme der Panc02 Zelllinie reagierten die NDV-

induzierten Antikörper auf allen infizierten Zellen mit einem Protein der Größe von 53 

kDa sehr stark im Western Blot (Abbildung 29, rechter Blot). Die Signalintensität war 

zwischen den Zelllinien sehr ähnlich.  

 

Abbildung 29 Western Blots mit Seren naiver und NDV-infizierter Mäuse aller humanen und muri-

nen pankreatischen Zelllinien. Die Lysate von naiven und in vitro mit NDV inkubierten (drei Tage, MOI 

0,5) pankreatischen Tumorzelllinien wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Transfer auf eine 

Nylonmembran mit folgenden Seren inkubiert: Seren naiver Mäuse (linker Blot) und Seren NDV-infizierter 

Mäuse 14 Tage nach Infektion (rechter Blot). Als zweiter Antikörper diente Peroxidase-gekoppeltes anti-

Maus IgG(H+L). Detektiert wurden die Signale des ECL-Substrates auf einem Röntgenfilm. 
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5.3.3 Die NDV-Infektion induzierte die Expression immunstimulatorischer 

Proteine in Tumorzellen in vitro 

DT6606PDA, Panc02 sowie die humanen BxPC-3 und PaTu-8988T  Zellen wurden einer 

SILAC Analyse unterzogen, um mögliche Veränderungen in der Expression der Proteine 

zu detektieren, die in einem Bereich von 45-60 kDa lagen, um das Auftreten der spezifi-

sche Bande durch Bindung von Antikörpern NDV-infizierter Mäuse in den infizierten 

Zellen erklären zu können. Diese Zelllinien wurden aufgrund der verschiedenen Bin-

dungsmuster der NDV-induzierten Serumantikörper (vgl. Abbildung 29, rechter Blot) aus 

folgenden Gründen ausgewählt: Auf Panc02 Zellen war das Bindungsmuster der Antikör-

per auf naiven Zellen gleich dem auf infizierten Zellen und lieferte kein Signal bei ca. 53 

kDa; auf naiven PaTu-8988T Zellen konnte keine, auf infizierten Zellen dagegen eine 

starke Bande bei ca. 53 kDa detektiert werden; naive DT6606PDA Zellen zeigten bereits 

in naivem Zustand ein schwaches Signal bei ca. 53 kDa, welches nach Infektion stark zu-

nahm; naive wie auch infizierte BxPC-3 Zellen lieferten die stärksten Signale mit NDV-

induzierten Antikörpern auf der Höhe von 53 kDa.  

Unter anderem konnte festgestellt werden, dass die NDV Infektion zu einer starken In-

duktion von Zytoskelettproteinen führte; so zeigten verschiedene Isoformen von Tubulin 

und Keratin einen bis zu 20- bzw. 47-fachen Anstieg gegenüber nicht infizierten Zellen 

(Tabelle 18). Zum anderen führte die Infektion auch zur Expression von Proteinen, denen 

eine immunmodulatorische Wirkung zugeschrieben wird, und deren Expression in nicht-

infizierten Zellen z. T. unter dem Detektionslevel lag. Zu diesen zählen z. B. das Protein 

Calreticulin, das interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 (IFIT-1) so-

wie verschiedene Proteine der Gruppe der heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 

(hnRNPs). Außerdem wurde insgesamt die Expressionssteigerung von Proteinen beo-

bachtete, die an der Transkription sowie Translation beteiligt sind. Tabelle 18 zeigt die 

durch die SILAC Analyse identifizierten Proteine, die über Sequenzabgleich mit den 

UniProt Datenbankeinträgen für mus musculus erhalten wurden, exemplarisch für 

DT6606PDA Zellen. Die identifizierten Proteine stellten damit jedoch alle mögliche Ziel-

proteine der nach NDV-Infektion gebildeten Antikörper dar. Die SILAC Analysen der 

anderen drei Zelllinien zeigten vergleichbare Ergebnisse (s. Anhang; Tabelle 22, S. 198 

(PaTu-8988T), Tabelle 24, S. 203 (Panc02), Tabelle 26, S.213 (BxPC-3)). 
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Tabelle 18 Identifizierte Proteine mit einer molekularen Masse von 45-60 kDa in DT6606PDA Zellen nach Sequenzabgleich mit der UniProt Datenbank für mus 

musculus; % SC = % sequence coverage (Sequenzabdeckung) anhand der Anzahl eindeutig identifizierter Peptidfragmente (# Peptide), # IOM = infected over mock (relative 

Expressionsstärke des Proteins in infizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen) 

Protein Biologische Funktion/assoziiert mit UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

 Nur in Kontrollzellen identifiziert 

ATP-abhängige RNA Helikase DDX39A  mRNA splicing Q8VDW0 172.3 5 8.0  

Phenylalanin-tRNA Ligase (α-Untereinheit) Proteinbiosynthese Q8C0C7 37.2 2 3.7  

Keratin-6α Zellmembranorganisation P50446 338.0 7 8.1  

Tubulin α (1B Kette)  Zytoskelettorganisation P05213 552.8 11 23.5  

 Nur in NDV-infizierten Zellen identifiziert 

Mixed lineage kinase domain-like protein  ATP-Bindung Q9D2Y4 47.2 2 5.1  

Pyrin and HIN domain-containing protein 1  Interferon-β-Antwort Q8BV49 47.5 2 7.4  

Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase  Pyridinnukleotid-Synthese Q99KQ4 63.1 2 3.5  

Uridin-5'-monophosphat-Synthase  Pyrimidinbiosynthese P13439 43.1 2 3.7  

Keratin-2e  Zytoskelettorganisation Q3TTY5 126.8 3 2.7  

Tubulin α (1A Kette) Zytoskelettorganisation, GTP-bindend P68369 544.8 10 21.5  
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Protein Biologische Funktion/assoziiert mit UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

 Expressionsänderung nach Infektion relativ zur Kontrolle 

D-3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase  Aminosäurebiosynthese Q61753 654.0 15 15.0 7 

Interferon-induced protein with tetratricopeptide 

repeats 1  

Anti-virale Abwehr, RNA-bindend Q64282 326.8 9 17.3 6 

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding 

protein  

Apoptoseregulation, RNA-bindend Q9CY58 108.3 3 5.7 2 

Serine/Threonine-Proteinphosphatase 2A 55 kDa 

regulatory subunit B γ-isoform  

Assoziiert mit viralen Proteinen Q8BG02 67.6 2 2.5 1 

ATP-Synthase α-Untereinheit, mitochondrial  ATP-Synthese, 

ATP-/RNA-/MHC I-bindend 

Q03265 1019.5 28 31.8 17 

ATP-Synthase β-Untereinheit, mitochondrial  ATP-Synthese, ATP-/MHC I-bindend P56480 603.6 18 23.3 10 

UDP-Glucose-6-Dehydrogenase  Biosynthese von Glykosaminoglykanen O70475 522.0 14 17.0 7 

Calreticulin  Chaperon P14211 421.8 12 12.5 6 

Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase FKBP4  Chaperon, interagiert mit HSP90, ATP-

/GTP-/RNA-bindend 

P30416 75.3 3 3.7 2 
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Protein Biologische Funktion/assoziiert mit UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Proteindisulfidisomerase A3  Chaperon, Proteinfaltung P27773 74.7 2 2.2 1 

Proteindisulfidisomerase A6  Chaperon, Proteinfaltung Q922R8 379.7 10 13.9 6 

Proteindisulfidisomerase Chaperon, Proteinfaltung P09103 391.1 11 14.5 7 

T-complex protein 1 subunit β Chaperon, Proteinfaltung P80314 473.1 16 19.1 10 

T-complex protein 1 subunit δ Chaperon, Proteinfaltung P80315 366.8 15 16.9 9 

T-complex protein 1 subunit η Chaperon, Proteinfaltung P80313 137.0 6 5.0 3 

Hitzeschock Protein HSP 90 β Chaperon, Stress-reguliert P11499 89.1 3 4.4 3 

Hitzeschock-assoziiertes 71 kDa Protein  Chaperon, Transkriptionsregulation, 

ATP-/Nuklotid-bindend 

P63017 144.7 4 6.3 3 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12  Degradation ubiquitinierter Proteine Q9D8W5 171.8 8 11.2 5 

Pyruvatkinase PKM  Glykolyse, 

ATP-/Mg
2+

/RNA-MHC I-bindend 

P52480 192.7 8 9.6 5 

Glucose-6-Phosphatisomerase  Glykolyse, Glukoneogenese P06745 368.3 10 10.0 7 

α-Enolase  Glykolyse, GTP-bindend P17182 254.5 9 10.8 6 

V-type proton ATPase subunit B, brain isoform  Ionentransport, ATP-bindend P62814 53.2 2 2.2 40 



Ergebnisse 

Charakterisierung des Antigens in vitro 

 

 

91 

Protein Biologische Funktion/assoziiert mit UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Hydroxymethylglutaryl-CoA-Synthase  Lipid-/Steroidbiosynthese Q8JZK9 87.8 4 3.5 2 

β-Aktin  Membranorganisation, ATP-bindend P60710 125.1 4 10.9 2 

Aldehyddehydrogenase, dimeric NADP-preferring  Metabolische Prozesse P47739 70.7 3 7.1 2 

Aldehyddehydrogenase, mitochondrial  Metabolische Prozesse P47738 831.1 20 20.8 13 

Glutamatdehydrogenase 1, mitochondrial  Metabolische Prozesse, 

ADP-/ATP-/GTP-/NAD
+
-bindend 

P26443 294.0 10 15.1 6 

Glutathionrreduktase, mitochondrial  Metabolische Prozesse, NADP-bindend P47791 248.0 7 7.8 4 

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6  mRNA decapping, ATP-/RNA-bindend P54823 87.9 3 5.2 1 

Spliceosome RNA helicase Ddx39b  mRNA splicing und Transport, 

ATP-/RNA-bindend 

Q9Z1N5 348.7 10 10.7 6 

Serine/arginine-rich splicing factor 6 mRNA splicing, RNA -bindend Q3TWW8 340.6 12 22.7 8 

Polypyrimidine tract-binding protein 1  mRNA splicing, RNA-/Nukleotid-

bindend 

P17225 221.2 6 6.5 4 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H  mRNA splicing, RNA-bindend O35737 425.1 13 16.0 7 

Aspartate-tRNA Ligase, zytoplasmatisch Proteinbiosynthese, ATP-/RNA-bindend Q922B2 189.8 7 11.2 6 
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Protein Biologische Funktion/assoziiert mit UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Elongationsfaktor 1-α1 Proteinbiosynthese, GTP-/RNA-bindend P10126 405.6 14 19.5 9 

Elongationsfaktor 2  Proteinbiosynthese, GTP-/RNA-bindend P58252 152.8 6 4.1 4 

Eukaryontischer  Translationsinitiationfaktor 2 Un-

tereinheit 3, X-linked 

Proteinbiosynthese, GTP-/RNA-bindend Q9Z0N1 164.4 6 8.7 4 

Adenylosuccinat-Lyase  Purinbiosynthese P54822 110.5 4 5.8 3 

Nucleolin  Transkriptionselongation, RNA-bindend P09405 107.5 3 2.7 2 

Histone-binding protein RBBP4  Transkriptionsregulation Q60972 116.4 4 4.0 2 

Non-POU domain-containing octamer-binding pro-

tein  

Transkriptionsregulation, DNA-

Reparatur, DNA-/RNA-bindend 

Q99K48 146.3  5 5.5 3 

Keratin-10 Zellmembranorganisation P02535 142.7 3 4.9 2 

Keratin-1 Zellmembranorganisation P04104 423.1 7 6.4 5 

Annexin A11  Zellzyklus-assoziiert P97384 80.6 3 4.2 2 

Septin-11  Zellzyklus-assoziiert Q8C1B7 127.7 5 7.0 3 

Protein RCC2  Zellzyklus-assoziiert, 

RNA-/GTP-bindend 

Q8BK67 270.3 10 12.9 5 
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Protein Biologische Funktion/assoziiert mit UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

RuvB-like 1  Zellzyklus-assoziiert, DNA-Reparatur P60122 98.0 3 5.5 2 

RuvB-like 2  Zellzyklus-assoziiert, DNA-Reparatur Q9WTM5 104.5 4 5.6 3 

Vimentin  Zytoskelettoragnisation, RNA-bindend P20152 3913.9 80 62.4 1 

Keratin- 7  Zytoskelettorganisation Q9DCV7 1451.6 35 34.8 20 

Keratin-8  Zytoskelettorganisation P11679 3931.1 84 57.3 47 

β-Tubulin-4B  Zytoskelettorganisation, 

GTP-/RNA-bindend 

P68372 1096.0 30 26.3 17 

β-Tubulin-5  Zytoskelettorganisation, 

GTP-/MHC I-bindend 

P99024 1082.3 28 23.0 16 

Adenylylcyclase-assoziiertes Protein 1  Zytoskelettorganisation, Aktin-bindend P40124 152.2 6 7.0 4 

Fascin  Zytoskelettorganisation, Aktin-bindend Q61553 208.9 6 6.3 3 

α-Tubulin-1C  Zytoskelettorganisation, GTP-bindend P68373 1097.6 21 23.6 11 

α-Tubulin-4A  Zytoskelettorganisation, GTP-bindend P68368 847.1 20 19.2 10 

β-Tubulin-6  Zytoskelettorganisation, GTP-bindend Q922F4 562.0 15 15.7 8 

Moesin  Zytoskelettorganisation, RNA-bindend P26041 151.0 4 3.1 2 
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5.3.4 Die NDV induzierten Antikörper reagierten mit dem Nukleoprotein von 

NDV 

Neben der Expressionsänderung verschiedener Wirtszellproteine wurden in DT6606PDA 

Zellen auch die viralen Proteine F und NP des NDV detektiert, wobei das NP mit 11 ein-

deutig identifizierten Peptiden und einer Sequenzabdeckung von 22,7 % eines der 

abundantesten Proteine in der Analyse darstellte (Tabelle 19). Für PaTu-8988T (Tabelle 

23, S. 202) und BxPC-3 Zellen (Tabelle 27, S. 218) ergaben sich sehr ähnliche Werte.  

Tabelle 19 Identifizierte Proteine mit einer molekularen Masse von 40-65 kDa nach Sequenzabgleich 

mit der FLI-internen Proteindatenbank für NDV R75/98; % SC = % sequence coverage (Sequenzabde-

ckung) anhand der Anzahl identifizierter Proteine, # IOM = infected over mock (relative Expressionsstärke 

des Proteins in infizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen); NDV Proteine sind hellgrau unterlegt. 

Protein UniProt / FLI 

Bezeichnung 

Meta 

Score 

# Pep-

tide 

% 

SC 

# 

IOM  

cDNA FLJ54081, highly similar 

to Keratin, type II cytoskeletal 5 

B4E1T1 352.5  9 5.9 5 

Keratin-1 P04264 309.3  7 14.0 4 

Keratin-10 P13645 239.1  8 11.8 3 

Keratin-2e P35908 470.0  12 15.6 8 

Keratin-3 P12035 447.4  9 5.3 4 

Keratin-6B P04259 674.5  13 9.2 8 

Keratin-7 P08729 721.2  15 12.2 8 

Keratin-71 G3ER53 325.8  7 5.7 3 

Keratin-8 P05787 2263.6  51 35.6 30 

Keratin-80 Q6KB66 20.7  1 2.0 1 

Keratin-9 K7EQQ3 73.5 2 8.7 1 

R75_F R75_F 15.6 1 1.6  

R75_NP R75_NP 347.5  11 22.7  

 

Nur in Panc02 Zellen konnten keine viralen Proteine detektiert werden (Tabelle 25, S. 

212). Die NDV-induzierten Antikörper zeigten auf allen anderen infizierten Zellen ein 

sehr starkes Signal, welches bei Panc02 Zellen, die nicht infiziert waren, nicht detektiert 
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werden konnte. Um die Hypothese zu überprüfen, dass die Antikörper gegen das NP des 

NDV gerichtet waren, wurden 2D-Gele der Proteinlysate von naiven und infizierten 

DT6606PDA Zellen, sowie Lysat von gereinigtem NDV R75/98 angefertigt und sowohl 

mit Serum NDV-infizierter Mäuse (Abbildung 30, obere Reihe) als auch einem Hybrido-

müberstand spezifisch für das NP inkubiert (untere Reihe). Die Western Blots zeigten 

zum einen, dass das Serum nach Infektion ein fast identisches, jedoch stärkeres Signal lie-

ferte als die monoklonalen Antikörper gegen NP (Abbildung 30, zweite Spalte). Zum 

anderen konnte ein deutlicher Unterscheid in den angefärbten Spots auf reinem Viruslysat 

(Abbildung 30, erste Spalte) verglichen mit dem infiziertem Tumorzelllysat detektiert 

werden (zweite Spalte). In Übereinstimmung mit den Western Blots der 1D-Gele kam es 

zu einer schwachen Reaktion der Serumantikörper mit Proteinlysat naiver Zellen und 

auch die monoklonalen Antikörper gegen NP zeigten eine minimale unspezifische Bin-

dung (Abbildung 30, dritte Spalte). 

 

Abbildung 30 2D-Western Blots von Seren infizierter Mäuse und dem Hybridomüberstand spezifisch 

gegen das NP des NDV. Lysat von gereinigtem NDV R75/98 (erste Spalte) und Proteinlysat naiver (dritte 

Spalte) und infizierter DT6606PDA Zellen (zweite Spalte; Infekion: drei Tage, MOI 0,5) wurden in einer 

2D-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit Seren NDV-infizierter 

Mäuse 14 Tage nach Infektion (untere Reihe) oder mit dem Hybridomüberstand spezifisch für das NP des 

NDV (obere Reihe) inkubiert. Als zweiter Antikörper diente Peroxidase-gekoppeltes, anti-Maus IgG(H+L). 

Die Signale des ECL-Substrates wurden auf einem Röntgenfilm detektiert. Die 2D-Gelelektrophorese wur-

de in Zusammenarbeit mit Barbara Bettin (AG Karger, FLI, Insel Riems) durchgeführt. 
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5.3.5 Die Inkubation von DT6606PDA Zellen mit den NDV-Seren führte nicht zu 

einer erhöhten Lyse der Tumorzellen 

Die Bindung der Antikörper auf den infizierten DT6606PDA Zellen sollte zu einer Induk-

tion der antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) vermittelt durch NK-Zellen 

und/oder Makrophagen und Neutrophilen führen. Um dies zu überprüfen, wurden naive 

und infizierte DT6606PDA Zellen mit Seren naiver und/oder NDV-infizierter Mäuse in-

kubiert, bevor diese einem Zytotoxizitätassay mit Splenozyten naiver und NDV-

infizierter Mäuse (Tag 14 pi) bei einem Effektor-/Zielzellverhältnis von 30:1 unterzogen 

wurden (Abbildung 31). Dieses Verhältnis wurde basierend auf den Ergebnissen des vo-

rangegangenen Zytotoxizitätsassays (vgl. Abbildung 24, S.79) gewählt. Die 

durchflusszytometrische Analyse ergab ein sehr heterogenes Bild, jedoch war grundsätz-

lich festzuhalten, dass die vorherige Inkubation mit Seren NDV-infizierter Mäuse nicht zu 

einer Erhöhung der spezifischen Lyse führte. Unterschiede zeigten sich hier zwischen Ef-

fektorzellen naiver (Abbildung 31, Graphen erste Reihe) und NDV-infizierter Tiere 

(Graphen zweite Reihe). Die spezifische Lyse durch naive Splenozyten mit 100 µg/ml 

IgG (unabhängig von Infektions- oder naivem Serum) lag bei etwa 30%, wohingegen ak-

tivierte Splenozyten bei gleicher IgG-Konzentration eine spezifische Lyse von etwa 20 % 

ausgelösten. Unter Verwendung von 0,01 µg/ml IgG lag die spezifische Lyse in allen 

Kombinationen bei 25-35 % und entsprach damit der Lyse vermittelt durch naive 

Splenozyten ohne vorherige Inkubation mit Serum-IgG (vgl. Abbildung 24, S.79).  
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Abbildung 31 Ex vivo Zytotoxizitätsassay zur Bestimmung der ADCC. C57BL/6J Mäuse wurden i.v. 

mit 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS infiziert (n=4 pro Zeitpunkt). Die Kontrollgruppe (n=4 pro 

Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. 14 Tage nach NDV Infektion wurde den Mäusen Milz und 

Blut entnommen. Aus den Milzen wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt und Serum aus dem Blut ge-

wonnen. Dieses wurde hitzeinaktiviert und anschließend der IgG-Gehalt per Nano-Drop bestimmt. Die 

CFSE angefärbten naiven und NDV-infizierten DT6606PDA Zellen (drei Tage, MOI 0,5) wurden für zwei 

Stunden mit den Seren der Mäuse inkubiert. Es schloss sich eine vierstündige Inkubation mit den Splenozy-

ten an (Effektor-/Zielzellverhältnis von 30:1). Nach Färben mit 7-AAD wurden die Zellen 

durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist die spezifischen Lyse (Berechnung s. 4.2.4.5). 

5.3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der in vitro Charakterisierung des 

Antigens 

Das Protein, das spezifisch durch NDV-induzierte Antikörper erkannt und gebunden wur-

de, konnte nicht eindeutig identifiziert werden. Es konnte aber festgestellt werden, dass 

das Bindungsmuster des NDV-Serums dem des spezifischen Antikörpers gegen NP stark 

ähnelte. Weiterhin beeinflusste die Infektion mit NDV die Proteinexpression in 

DT6606PDA, Panc02, BxPC-3 und PaTu-8988T Zellen stark. Zum einen wurde die Ex-
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pression von Zytoskelettproteine induziert, zum anderen führte die Infektion zur Indukti-

on von Proteinen, welche die Immunogenität der Zellen beeinflussen. Die Bindung der 

NDV-induzierten Antikörper an die Tumorzellen führte nicht zu einer gesteigerten Lyse 

vermittelt durch NDV-aktivierte Immunzellen in vitro unabhängig davon, ob die Zielzel-

len zuvor in vitro mit NDV-infiziert worden waren. 

5.4 Injektion von UV-inaktiviertem NDV R75/98 im DT6606PDA 

Tumormodell  

Aus den vorangegangenen Versuchen entwickelte sich die Frage, ob eine Infektion mit 

aktivem NDV R75/98 nötig ist, um eine Immunantwort zu induzieren. Besonders im Hin-

blick auf eine klinische Anwendung, die mit einem nicht replikationsfähigen Virus mit 

deutlich weniger Quarantänemaßnahmen verbunden wäre, wurde daher in einem nächsten 

Modell überprüft, ob das Immunsystem auch durch UV-inaktiviertes, nicht replikations-

fähiges NDV aktiviert werden und sich daraus eine anti-Tumor Immunantwort etablieren 

kann, die zu einer Abstoßungsreaktion im DT6606PDA Tumormodell führt. Außerdem 

sollte untersucht werden, ob die Antikörper auch nach Injektion von UV-inaktiviertem 

NDV gebildet werden und so den Langzeitschutz vermitteln. Aufgrund der Erkenntnisse 

aus dem vorangegangen Versuch wurde dieser Versuch zeitlich kürzer angesetzt, da be-

reits ab Tag 28 nach Infektion mit NDV signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen 

hinsichtlich Tumorgröße beobachtet werden konnten (vgl. Abbildung 14, S.69) 

5.4.1 Das DT6606PDA Tumorwachstum wurde durch UV-inaktiviertes NDV nicht 

inhibiert 

Zwei Tage nach Injektion des UV-inaktivierten NDV R75/98 waren die Tumore der be-

handelten Tiere tendenziell kleiner als in den Kontrollen, die PBS erhalten hatten. Bereits 

sieben Tage nach der Injektion und auch an Tag 21 waren die Tumore in beiden Gruppen 

jedoch gleich groß (Abbildung 32). Die Langzeitbeobachtung bis Tag 35 nach Injektion 

bestätigte diesen Trend, auch wenn die Tumore in den NDV-behandelten Tieren mit im 

Mittel 585 mm³ etwas kleiner waren verglichen mit den Tumoren der Kontrolltiere (im 

Mittel 750 mm³). 
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Abbildung 32 Wachstumskinetik der DT6606PDA Tumore nach Injektion des UV-inaktivierten NDV 

R75/98 C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei 

Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + NDV, n=4-5 pro Zeit-

punkt) i.v. 200 µl der UV-inaktivierten Virussuspension (ursprünglich: 4×106 PFU/ml). Die Kontrollgruppe 

(DT6606PDA Tumor n=4-5 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. An den angegebenen Ta-

gen wurden post-mortem Untersuchungen durchgeführt und die Tumorgröße gemessen, die in mm³ 

dargestellt ist.  

5.4.2 UV-inaktiviertes NDV löste keine messbare zelluläre Immunantwort aus 

Im Gegensatz zu der Infektion mit aktivem NDV R75/98 konnte weder an Tag 2 noch an 

Tag 7 nach Injektion des UV-inaktivierten NDV die Rekrutierung der NK-Zellen ins Blut 

der Tiere beobachtet werden (Abbildung 33). Die Frequenz dieser Zellen fiel zwar insge-

samt an Tag 7 auf die Hälfte ab verglichen mit Tag 2 nach Injektion, jedoch konnte diese 

Abnahme in beiden Gruppen beobachtet werden. 
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Abbildung 33 NK-Zell Frequenz im Blut nach Injektion von UV-inaktiviertem NDV R75/98 im 

DT6606PDA Tumormodell. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in Matrigel in das Pankreas 

inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (DT6606PDA Tumor + 

NDV, n=4-5 pro Zeitpunkt) i.v. 200 µl der UV-inaktivierten Virussuspension (ursprünglich: 4×106 PFU/ml). 

Die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor n=4-5 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. Zwei 

und sieben Tage nach Virusinfektion wurde den Mäusen Blut entnommen und die peripheren Blutleukozy-

ten mit Fluorochrom-markierten Antikörpern gegen die murinen Oberflächenproteine CD8 und NK1.1 

angefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind repräsentative Dichte-Plots der NK-Zell-

Frequenz im Blut in tumortragenden Mäusen (erste Reihe) und nach Injektion des UV-inaktivierten NDV 

(zweite Reihe) an Tag 2 (erste Spalte) und Tag 7 (zweite Spalte) sowie als Graph. 

Weiterhin wurde untersucht, ob die Injektion von UV-inaktiviertem NDV zu einer Akti-

vierung von CD4
+
 (Abbildung 34, erste Reihe, zweiter Graph) und CD8

+
 T-Zellen (erste 

Reihe, erster Graph) führt. Die MFI des Aktivierungsmarkers CD69 zeigte sich jedoch 

zwei Tage nach Injektion der inaktivierten Virussuspension unverändert. Ebenso konnte 

keine Erhöhung der Frequenz von T-Zellen an Tag 7 nach Injektion in Blut, mLK und 

Milz beobachtet werden (Abbildung 34, zweite Reihe, dritter und vierter Graph). 
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Abbildung 34 Aktivierungsgrad und Frequenz von CD8
+
 und CD4

+
 T-Zellen nach Injektion von UV-

inaktiviertem NDV im DT6606PDA Tumormodell. C57BL/6J Mäusen wurden DT6606PDA Zellen in 

Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe 

(DT6606PDA Tumor + NDV, n=4-5 pro Zeitpunkt) i.v. 200 µl der UV-inaktivierten Virussuspension (ur-

sprünglich: 4×106 PFU/ml). Die Kontrollgruppe (DT6606PDA Tumor n=4-5 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das 

gleiche Volumen PBS. Zwei und sieben Tage nach Injektion wurde den Mäusen Blut, mLK und Milz ent-

nommen, Einzelzellsuspensionen hergestellt und die Leukozyten mit Fluorochrom-markierten Antikörpern 

gegen die murinen Oberflächenproteine CD8, CD4, NK1.1 und CD69 angefärbt und durchflusszytomet-

risch analysiert. Dargestellt ist die MFI von CD69 an Tag 2 nach Injektion der inaktivierten Virussuspension 

(erste Reihe) auf CD8+/NK1.1- (erster Graph) und CD4+/CD8-  T-Zellen (zweiter Graph) sowie die Fre-

quenz dieser Zellen an Tag 7 (zweite Reihe; CD8+/NK1.1-: erster Graph; CD4+/CD8-: zweiter Graph).  
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5.4.3 UV-inaktiviertes NDV führte zur Bildung spezifischer Antikörper 

Um zu überprüfen, ob eine humorale Immunantwort nach Injektion des UV-inaktivierten 

NDV stattgefunden hatte, wurden die Seren der Mäuse 21 Tage nach Injektion im Wes-

tern Blot auf ihre Bindungsspezifität untersucht. Es wurde deutlich, dass das Serum 

tumortragender Kontrollmäuse eine Vielzahl von Antikörpern enthält, die Proteine von 

Tumorzellen binden können, im Besonderen von nicht-infizierten Zellen (Abbildung 35, 

linker Blot, NDV -). Auf Lysaten von Panc02 und PaTu-8988S Zellen banden die meisten 

der Antikörper unabhängig davon ob die Zellen infiziert waren. Auf der Höhe von ca. 

53 kDa konnte nur eine sehr schwache Bande auf infizierten Zelllysaten beobachtet wer-

den. Das Serum der Mäuse, welche die inaktivierte NDV-Suspension erhalten hatten, 

zeigte dagegen ein deutlich anderes Bindungsmuster (rechter Blot). Insgesamt banden 

weniger Antikörper an die Proteine und mit Ausnahme der Panc02 Zellen konnte in allen 

infizierten Linien die charakteristische Bande bei ca. 53 kDa detektiert werden. 

 

Abbildung 35 Western Blots der murinen Seren 21 Tage nach Injektion des UV-inaktivierten NDV im 

DT6606PDA Tumormodell. Proteinlysate naiver (NDV -) und infizierter (NDV +; drei Tage, MOI 0,5) 

muriner und humaner Pankreastumorzelllinien wurden gelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonmemb-

ranen transferiert. 21 Tage nach i.v. Injektion der inaktivierten NDV-Suspension bzw. PBS als Kontrolle 

wurde den Mäusen Blut entnommen und Serum präpariert. Die Seren tumortragender Kontrollmäuse (linker 

Blot) und Seren tumortragender Mäuse 21 Tage nach Injektion der inaktivierten NDV-Suspension (rechter 

Blot), dienten als erster Antikörper. Als zweiter Antikörper diente Peroxidase-gekoppeltes anti-Maus 

IgG(H+L). Detektiert wurden die Signale des ECL-Substrates auf einem Röntgenfilm. Anmerkung: Im Gel 

für den rechten Blot war die Reihenfolge, in der die Zellen auf das Gel aufgetragen wurden, eine andere als 

im linken Blot. Zur besseren Übersicht wurde der rechte Blot zerschnitten und so die gleiche Reihenfolge in 

der Darstellung gewährleistet. Der Original-Blot befindet sich im Anhang (Abbildung 51, S. 220) 
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5.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des Versuchs mit UV-inaktivierten NDV 

R75/98 im DT6606PDA Tumormodell 

Die Injektion des UV-inaktivierten NDV R75/98 konnte weder das DT6606PDA Tumor-

wachstum inhibieren noch führte die Injektion zu einer erfolgreichen Rekrutierung von 

NK-Zellen oder der Aktivierung und Proliferation von T-Zellen. Trotzdem kam es zur 

Bildung von spezifischen Antikörpern gegen das Protein mit einer Größe von ca. 53 kDa 

nach Injektion der inaktivierten Virussuspension, die in der Kontrollgruppe nicht detek-

tiert werden konnten.  

5.5 Der adoptive Zelltransfer im DT6606PDA Tumormodell  

Basierend auf den vorangegangenen Ergebnissen und zur Validierung dieser in vivo wur-

de in einem weiteren Experiment untersucht, ob und inwieweit es durch adoptiven 

Zelltransfer von (NDV-aktivierten) Splenozyten zur Verkleinerung oder Abstoßung von 

DT6606PDA Tumoren kommen kann. Mit Hilfe dieses Versuchs konnte die Frage geklärt 

werden, ob die Infektion der Tumorzellen für eine erfolgreiche Tumorabstoßung notwen-

dig ist. 

5.5.1 Splenozyten NDV-infizierter Mäuse unterschieden sich kaum von denen 

naiver Mäuse 

Die für den Transfer eingesetzten Splenozyten naiver und NDV-infizierter Mäuse wurden 

zunächst näher charakterisiert. Sowohl der Anteil von CD4
+
 und CD8

+
 T-Zellen als auch 

von NK- und B-Zellen zeigten an Tag 7 nach NDV-Infektion keine Unterschiede zu nai-

ven Mäusen (Abbildung 36, Graph obere Reihe). Die Charakterisierung von Effektor- 

und Aktivierungsproteinen der Milzsubpopulationen zeigte keine Unterschiede in CD4
+
 

und CD8
+
 T-Zellen und NK-Zellen in der Expressionsstärke des Degranulationsmarker 

CD107a, des aktivierenden Rezeptors NKp46 und des Effektorzytokins Perforin. Es 

konnte lediglich ein Unterschied in der MFI von CD69 beobachtet werden, die in NDV-

infizierten Mäusen auf CD8+ T-Zellen erhöht (Abbildung 36, zweiter Graph, untere Rei-

he) und auf CD4+ T-Zellen (erster Graph, untere Reihe) sowie auf NK-Zellen (dritter 

Graph, untere Reihe) verringert war im Vergleich zur den Splenozyten der Kontrollen. 
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Abbildung 36 Charakterisierung der für den Transfer eingesetzten Splenozytensubpopulationen. 

C57BL/6J Mäusen wurden i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 injiziert (n=10), die Kontrollgruppe (n=10) erhielt 

i.v. das gleiche Volumen PBS. Sieben Tage nach Virusinfektion wurde eine Einzelzellsuspension aus ex-

plantierten Milzen präpariert, alle Suspensionen einer Gruppe vereinigt und die Zellen mit Fluorochrom-

markierten Antikörpern gegen die murinen Oberflächenproteine CD8, CD4, NK1.1, B220, CD69, CD107a, 

NKp46 und, nach Permeabilisierung, Perforin angefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt 

ist die Frequenz der CD4+ und CD8+ T-Zellen, NK- und B-Zellen (erste Reihe) sowie die MFI von CD69, 

CD107a, NKp46 und Perforin auf den entsprechenden Subpopulationen (zweite Reihe; CD4+ T-Zellen: ers-

ter Graph, CD8+ T-Zellen: zweiter Graph und NK-Zellen: dritter Graph).  
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5.5.2 Der Transfer NDV-aktivierter Splenozyten bewirkte eine Abstoßung von 

DT6606PDA Tumoren 

Je 4×10
6
 Splenozyten von naiven bzw. NDV-infizierten Mäusen (Infektion an Tag -7) 

wurden i.v. tumortragenden Mäusen injiziert (Tumorinokulation an Tag -7). Der Transfer 

von NDV aktivierten Splenozyten verhinderte ein Auswachsen der Tumore (Abbildung 

37). An Tag 14 nach Zelltransfer betrug die Durchschnittsgröße der Tumore 44 mm³ und 

halbierte sich bis Tag 21 auf 24 mm³. An Tag 56 war noch in einem Tier ein Tumor mak-

roskopisch detektierbar. Durch den Transfer naiver Splenozyten konnte dieser Effekt 

nicht erreicht werden, die Tumoren waren aber mit einer Durchschnittgröße von 432 mm³ 

an Tag 56 nur etwa halb so groß wie die Tumoren der Kontrollen (i.v. PBS) an diesem 

Tag aus dem ersten Tierversuch (Durchschnittsgröße 1100 mm³, vgl. Abbildung 14, S.69).  
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Abbildung 37 Wachstumskinetik der DT6606PDA Tumore nach adoptivem Zelltransfer. C57BL/6J 

Mäusen wurde i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 injiziert (n=10), die Kontrollgruppe (n=10) erhielt i.v. das glei-

che Volumen PBS. Zeitgleich wurde einer anderen Gruppe C57BL/6J Mäusen DT6606PDA Zellen in 

Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage nach Virusinfektion wurde 

eine Einzelzellsuspension aus explantierten Milzen präpariert und alle Suspensionen einer Gruppe gepoolt 

und am selben Tag (Tag 7 nach Tumorinokulation) 200 µl der Zellsuspension (2×107 Zellen/ml) naiver oder 

NDV-infizierter Mäuse i.v. den tumortragenden Mäusen (n=5-6 pro Zeitpunkt und Gruppe) injiziert. An den 

angegebenen Tagen wurden post-mortem Untersuchungen durchgeführt und die Tumorgröße gemessen, die 

hier in mm³ dargestellt ist. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz über-

prüft. *, p<0,05 
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5.5.3 Nach Zelltransfer kam es nicht zur Bildung von spezifischen Antikörpern 

gegen ein Protein mit einer molekularen Masse von 53 kDa 

Obwohl die Splenozyten ohne vorherige Sortierung, also auch inklusive B-Zellen transfe-

riert wurden, kam es in den tumortragenden Mäusen nicht zur Produktion von 

Antikörpern, die spezifisch mit einem Protein mit einer molaren Masse von 53 kDa rea-

gierten (Abbildung 38). Der Western Blot zeigte lediglich Signale auf Höhe von ca. 57 

und 65 kDa, die jedoch in ihrer Intensität annähernd gleich waren zwischen NDV-

infizierten und naiven Zellen (Abbildung 38, rechter Blot). Die Serumantikörper von tu-

mortragenden Mäusen, denen naive Splenozyten transferiert wurden, zeigten ein 

ähnliches Bindungsspektrum (Abbildung 38, linker Blot). 

 

Abbildung 38 Western Blots der murinen Seren 21 Tage nach adoptivem Zelltransfer im DT6606PDA 

Tumormodell. Proteinlysate naiver (NDV -) und infizierter (NDV +; drei Tage, MOI 0,5) muriner und hu-

maner Pankreastumorzelllinien wurden gelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonmembranen 

transferiert. Seren von Tag 21 des Transferversuches aus tumortragenden Mäusen, die naive (linker Blot) 

bzw. NDV-aktivierte Splenozyten (rechter Blot) erhalten hatten, dienten als erster Antikörper. Als zweiter 

Antikörper diente Peroxidase-gekoppeltes anti-Maus IgG(H+L), detektiert wurden die Signale des ECL-

Substrates auf einem Röntgenfilm. 

5.5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des adoptiven Zelltransfers im 

DT6606PDA Tumormodell 

Der Transfer von NDV-aktivierten Splenozyten führte zu einer vollständigen Abstoßung 

des DT6606PDA Tumors. Dies geschah ohne Induktion und Beteiligung von spezifischen 

NDV - + - + - + - + - + - + - + - + - + - +- + - + - + - + - + - + - + - + - + - + kDa
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Antikörpern. Die direkte Onkolyse durch NDV selbst, sowie auch Effekte, die durch die 

Infektion in den DT6606PDA Zellen ausgelöst wurden, die eine Immunantwort zusätzlich 

stimulierten, konnten in diesem Modell ausgeschlossen werden. Diese in vivo Ergebnisse 

bestätigten die in vitro Zytotoxizitätsassays, bei denen die spezifische Lyse am höchsten 

bei Aktivierung der Immunzellen war, die Infektion der Zielzellen nur tendenziell die 

Frequenz der Lyse erhöhte bzw. die Verwendung von Antikörpern nur bei naiven 

Splenozyten als Verstärkung der Lyse durch ADCC stattfand.  

5.6 Charakterisierung der Immunantwort und des Tumorwachstums nach 

NDV Infektion im Panc02 Tumormodell 

Die Panc02 Zelllinie ist unter den verwendeten murinen Zellen die einzige, die chemisch 

induziert wurden und nicht anfällig für eine Infektion mit NDV war. Außerdem konnte 

auf diesen Zelllysaten kein Unterschied im Bindungsmuster zwischen Antikörpern naiver 

Mäuse und NDV-induzierten Antikörpern festgestellt werden. Trotzdem stieg nach in vit-

ro Inkubation mit NDV sowohl die Apoptoserate als auch die Expression von MHC I und 

Rae-1δ an. Gleichzeitig kam es zu einer verminderten Sezernierung von TGF-β1. Des 

Weiteren zeigten bereits vorangegangene Experimente im Rahmen der Masterarbeit von 

Una Janke im in vitro Zytotoxizitätsassay eine spezifische Lyse von bis zu 55 % dieser 

Zellen durch aktivierte Immunzellen. Diese Ergebnisse und die vorangegangen Erkennt-

nisse aus dem Transferversuch im DT6606PDA Tumormodell waren die Grundlage für 

ein weiteres in vivo Modell unter Verwendung von Panc02 Zellen, um zu überprüfen, in-

wieweit die NDV-vermittelte DT6606PDA-Tumorabstoßung in vivo übertragbar auf 

chemisch induzierte Tumorzellen ist, die ihrerseits nicht infizierbar waren.  

5.6.1 Der initialen Abstoßungsreaktion der Panc02 Tumore folgte ein Rezidiv 

Innerhalb der ersten Woche nach NDV Infektion verringerte sich die Größe von Panc02 

Tumoren stark (Abbildung 39), sogar schneller als die der DT6606PDA Tumore (vgl. Ab-

bildung 14, S. 69). An Tag 4 nach Infektion waren in 3 von 5 Mäusen und an Tag 7 in nur 

2 von 5 Mäusen Tumore makroskopisch sichtbar, während die Tumore der Kontrolltiere 

bis dahin bereits eine durchschnittliche Größe von 250 mm³ erreichten. Ab Tag 10 nach 



 Ergebnisse 

Charakterisierung der Immunantwort und des Tumorwachstums nach NDV Infektion im 

Panc02 Tumormodell 

 

 

108 

Infektion traten jedoch in den NDV-infizierten Mäusen Tumoren mit wachsender Größe 

auf, die bis Tag 14 nach Infektion eine mittlere Größe von 490 mm³ erreichten. Die Studie 

musste vorzeitig beendet werden – für die Kontrollgruppe an Tag 14 und für NDV infi-

zierte Tiere an Tag 21 nach Infektion – da bereits zu diesen Zeitpunkten die 

Abbruchkriterien (s. Tabelle 2, S.32) erreicht waren.  
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Abbildung 39 Wachstumskinetik der Panc02 Tumore nach Infektion mit NDV R75/98. C57BL/6J 

Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sie-

ben Tage später erhielt eine Gruppe (Panc02 Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 PFU NDV 

R75/98 in 200 µl PBS, die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor n=5-10 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Vo-

lumen PBS. An den angegebenen Tagen wurden post-mortem Untersuchungen durchgeführt, die Tumoren 

explantiert und vermessen. Dargestellt ist die Tumorgröße in mm³. Gruppenunterschiede mittels Mann-

Whitney Test auf Signifikanz überprüft.  *, p<0,05 

Exemplarische Bilder, die während der post-mortem Untersuchung an Tag 10 nach Infek-

tion aufgenommen wurden, illustrieren das massive Wachstum des Panc02 Tumors in den 

Kontrolltieren (Abbildung 40, linkes Bild) in deutlichem Kontrast zu kleinen Tumoren 

(Mittelwert 14,8 mm³) in NDV-infizierten Tieren (rechtes Bild). 
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Abbildung 40 Repräsentative Aufnahmen des Panc02 Tumors an Tag 10 nach NDV Infektion. 

C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen auf-

geteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (Panc02 Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 

PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS, die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor n=5-10 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das 

gleiche Volumen PBS. An den angegebenen Tagen wurden post-mortem Untersuchungen durchgeführt und 

Aufnahmen der Tumore gemacht. Das linke Foto illustriert das unkontrollierte Tumorwachstum in den Kon-

trollmäuse, die zu diesem Zeitpunkt die Abbruchkriterien erreichten. Im Pankreas der NDV-infizierten 

Maus ist an Tag 10 nach NDV Infektion ein kleiner Tumor auszumachen (rechtes Foto). Auf beiden Bildern 

ist der Tumor durch eine schwarze Umrandung gekennzeichnet. 

5.6.2 Die durch Inokulation des Panc02 Tumors verringerte Zahl zirkulierenden 

NK-Zellen wurde durch die NDV Infektion wieder hergestellt 

Die Infektion mit NDV führte in naiven Mäusen zu einer erhöhten Frequenz zirkulieren-

der NK-Zellen im Blut (Abbildung 41, Plots in der zweiten Spalte). In Panc02 

tumortragenden Mäusen war diese durch die Tumorinokulation in den ersten Wochen (bis 

Tag 7 nach Infektion) um die Hälfte reduziert (Abbildung 41, Plots in der dritten Spalte) 

wohingegen die Virusinfektion tumortragender Tiere zu einer Wiederherstellung der phy-

siologischen Frequenz von im Mittel 9,8 % dieser Zellen im Blut führte (Plots in der 

vierten Spalte). An Tag 7 nach Virusinfektion war die Frequenz zirkulierender NK-Zellen 

in beiden Gruppen wieder vergleichbar, lag jedoch mit im Mittel 6 % niedriger als unter 

Panc02 Tumor Panc02 Tumor + NDV
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physiologischen Bedingungen (naive Mäuse) und bei einem Drittel der Frequenz von  

nicht-tumortragenden Mäusen an Tag 7 nach NDV Infektion.  

0 2 4 7

0

1 0

2 0

3 0

4 0

naiv

N D V  R 75 /98

P a n c 0 2  T u m o r

P a n c 0 2  T u m o r +  N D V

T a g e  n a c h  V iru s in fe k tio n

%
  

N
K

1
.1

+
/C

D
8

-
Z

e
ll

e
n

v
o

n
 L

e
u

k
o

z
y

te
n

*

 

Abbildung 41 NK-Zell Frequenz im Blut nach NDV Infektion in naiven und Panc02 tumortragenden 

Mäusen. C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei 

Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (Panc02 Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeitpunkt), 

ebenso wie 4 naive Mäuse, i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor 

n=5-10 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. Zwei, vier und sieben Tage nach Virusinfektion 

wurde den Mäusen Blut entnommen und die Zellen mit Fluorochrom-markierten Antikörpern gegen die 

murinen Oberflächenproteine CD8 und NK1.1 angefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt 

sind repräsentative Dichte-Plots der NK Zellen im Blut von naiven Mäusen (erster Plot, erste Spalte), an 

Tag 4 (obere Reihe) und Tag 7 nach NDV Infektion (untere Reihe) von nicht-tumortragender Mäuse (zweite 

Spalte), tumortragender Mäusen ohne (dritte Spalte) und nach NDV Infektion (vierte Spalte), sowie als Di-

agramm. Gruppenunterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis und anschließendem Test nach Dunn auf 

Signifikanz überprüft.  *, p<0,05; pi: post infection 
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5.6.3 Im Panc02 Tumormodell blieb die NDV-induzierte Aktivierung und 

Proliferation von T-Zellen aus 

In einem nächsten Ansatz wurde die Induktion der T-Zell-Antwort untersucht. Hierbei 

konnte mittels Durchflusszytometrie zwar eine relative Änderung der CD69-Expression 

auf CD4+ (Abbildung 42, linker Graph) und CD8+ T-Zellen (rechter Graph) verglichen 

mit nicht-infizierten Panc02 tumortragenden Mäusen verzeichnet werden, jedoch war die-

se in den mLK und in der Milz deutlich geringer als in nicht-tumortragenden Mäusen 

nach NDV Infektion und ebenfalls geringer als in physiologischem Zustand in naiven 

Mäusen.  
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Abbildung 42 Durchflusszytometrische Analyse der Aktivierung von zytotoxischen und Helfer-T-

Zellen nach NDV Infektion im Panc02 Tumormodell. C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen in Mat-

rigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe 

(Panc02 Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeitpunkt), ebenso wie 4 naive Mäuse, i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 

200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor n=5-10 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen 

PBS. Zwei Tage nach Virusinfektion wurde den Mäusen Blut, Milz und die mesenterialen Lymphknoten 

(mLK) entnommen, eine Einzelzellsuspension aus Milz und mLK hergestellt und die Zellen mit Flu-

orochrom-markierten Antikörpern gegen die murinen Oberflächenproteine CD8, CD4, CD69 und NK1.1 

angefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist die MFI von PE-Cy7 (CD69) auf 

CD8+/NK1.1- und CD4+/CD8- T-Zellen. Gruppenunterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis Test und an-

schließendem Test nach Dunn auf Signifikanz überprüft.  *, p<0,05 
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Durch das Ausbleiben der ersten Aktivierung kam es auch nicht zur Proliferation und da-

mit Zunahme der Frequenz spezifischer CD8
+
 (Abbildung 43, linker Graph) und CD4

+
 T-

Zellen (rechter Graph) weder in Blut noch in den mLK und der Milz. 
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Abbildung 43 Durchflusszytometrische Analyse der Frequenz von zytotoxischen und Helfer-T-Zellen 

nach NDV Infektion im Panc02 Tumormodell. C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in 

das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (Panc02 

Tumor + NDV n=5-10 pro Zeitpunkt), ebenso wie 4 naive Mäuse, i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl 

PBS. Die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor n=5-10 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. Sie-

ben Tage nach Virusinfektion wurde den Mäusen Blut, Milz und die mesenterialen Lymphknoten  (mLK) 

entnommen, eine Einzelzellsuspension aus Milz und mLK hergestellt und die Zellen mit Fluorochrom-

markierten Antikörpern gegen die murinen Oberflächenproteine CD8, CD4, CD69 und NK1.1 angefärbt 

und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist die MFI von PE-Cy7 (CD69) auf CD8+/NK1.1- und 

CD4+/CD8- T-Zellen. Gruppenunterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis Test und anschließendem Test 

nach Dunn auf Signifikanz überprüft.  *, p<0,05 

5.6.4 Die NDV-induzierten TIL unterlagen ab Tag 7 der Tumorprogression 

Sowohl die Frequenz zirkulierender NK-Zellen als auch die der T-Zellen an Tag 7 nach 

NDV Infektion war vergleichbar zur Kontrollgruppe. Dennoch waren die Tumore der 

NDV-behandelten Tieren deutlich kleiner bzw. makroskopisch nicht mehr zu detektieren. 

Die durchflusszytometrische Analyse der Tumore machte deutlich, dass an Tag 7 das Ver-

hältnis von TIL zu Tumorzellen im Mittel bei 4 lag, bei den Kontrollen dagegen 

verhältnisgleich war (Abbildung 44). Die Zunahme der Tumorgröße ab Tag 7 war nicht 
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begleitet von verstärkter Infiltration von Leukozyten, sodass bis Tag 14 nach Infektion 

das Verhältnis von TIL zu Tumorzellen bei im Schnitt 0,2 lag und damit gleich dem der 

Kontrollen war.  
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Abbildung 44 Verhältnis von TIL zu Tumorzellen im Panc02 Tumormodell Tag 7 und 14 nach NDV-

Infektion. C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei 

Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (Panc02 Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeitpunkt) 

i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor n=5-10 pro Zeitpunkt) er-

hielt i.v. das gleiche Volumen PBS. Sieben und 14 Tage nach Virusinfektion wurde aus den explantierten 

Tumoren eine Einzelzellsuspension hergestellt und diese durchflusszytometrisch analysiert. Repräsentative 

Dichte-Plots zeigen das Verhältnis von TIL zu Tumorzellen an Tag 7 (linke Spalte) und Tag 14 nach Infekti-

on (rechte Spalte) in tumortragenden Mäusen ohne (obere Reihe) und mit NDV-Infektion (untere Reihe). 

Dargestellt ist ebenfalls das Verhältnis von TIL zu Tumorzellen als Diagramm. pi: post infection 

5.6.5 Die Inokulation von Panc02 Zellen verringerte die Kapazität von Splenozyten 

zur Tumorzelllyse  

Dadurch dass eine starke Tumorinfiltration stattfand, es jedoch nicht zu einer andauern-

den anti-Tumor Antwort kam, wurde die Kapazität der Splenozyten Panc02 

tumortragender Mäuse sowie Panc02 tumortragender Mäuse nach NDV-Infektion analy-

siert (Abbildung 45). Die Implantation von Panc02 führte zu einer vollständigen 

Hemmung der Effektoren hinsichtlich der Tumorzelllyse. Die Effektoren tumortragender 
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Mäuse nach NDV-Infektion konnten eine spezifische Lyse von 15 % auslösen, unabhän-

gig davon, ob die Zielzellen infiziert waren oder nicht. Damit wiesen die Splenozyten 

Panc02 tumortragender Mäuse 14 Tage nach NDV-Infektion eine um 50 % verringerte 

Fähigkeit zur Tumorzelllyse im Vergleich zu Splenozyten naiver Mäuse bei einem Effek-

tor-/Zielzellverhältnis von 90:1 auf. 
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Abbildung 45 Ex vivo Zytotoxizitätsassay auf Panc02 Zellen. C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen 

in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Grup-

pe (Panc02 Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die 

Kontrollgruppe (Panc02 Tumor n=5-10 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. 14 Tage nach 

NDV Infektion wurden aus den Milzen sowie Milzen naiver Mäuse Einzelzellsuspensionen hergestellt und 

für vier Stunden mit zuvor mit CFSE angefärbten naiven bzw. mit NDV inkubierten Panc02 Zellen (drei 

Tage, MOI 0,5) inkubiert. Nach Anfärben mit 7-AAD wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. 

Dargestellt ist die spezifische Lyse bei unterschiedlichen Effektor-/Zielzellverhältnissen (Berechnung der 

spezifischen Lyse s. 4.2.4.5). Die Daten für die Kontrollen wurden in Zusammenarbeit mit Una Janke erho-

ben. 

5.6.6 Die Inhibition der TIL wurde nicht von regulatorischen T-Zellen vermittelt 

Die genauere Charakterisierung der TIL zeigte zum einen den deutlichen Unterschied in 

der Frequenz von CD8
+
 (Abbildung 46, erster Graph) und CD4

+
 T-Zellen (zweiter Graph) 

an Tag 7 zwischen den beiden Gruppen auf, zum anderen auch, dass diese Unterschiede 

bis zum Tag 14 nach NDV Infektion nivelliert waren. Die Vermutung, dass die Inhibition 
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der anti-Tumor Immunantwort auf eine erhöhte Frequenz infiltrierter regulatorischer T-

Zellen zurückzuführen war, konnte nicht bestätigt werden (Abbildung 46, dritter Graph).  
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Abbildung 46 Frequenz der zytotoxischen und Helfer-T-Zellen unter den TIL sowie die Frequenz re-

gulatorischer T-Zellen im Panc02 Tumormodell. C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in 

das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (Panc02 

Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeitpunkt), ebenso wie 4 naive Mäuse, i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl 

PBS. Die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor n=5-10 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. Sie-

ben und 14 Tage nach Infektion wurde aus den explantierten Tumoren eine Einzelzellsuspension hergestellt 

und die Zellen mit Fluorochrom-markierten Antikörpern gegen die murinen Oberflächenproteine CD8, 

CD4, NK1.1 und CD25, und nach Permeabilisierung, FoxP3, angefärbt und durchflusszytometrisch analy-

siert. Dargestellt ist die Frequenz von CD8+/NK1.1- und CD4+/CD8- T-Zellen von TIL, sowie die Frequenz 

regulatorischer T-Zellen von infiltrierenden Helfer-T-Zellen. Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-

Whitney Test auf Signifikanz überprüft.  *, p<0,05 

5.6.7 Die Konzentration von Serum-TGF-β1 stieg eine Woche nach NDV-Infektion 

stark an 

Die Quantifizierung von TGF-β1 im Serum unterstützte die bisherigen Ergebnisse. So 

führte die NDV-Infektion zu einem starken Abfall dieses Zytokins an Tag 2 nach Infekti-

on, jedoch stieg die Serumkonzentration schon zwei Tage später wieder auf die der 

Kontrollen an (Abbildung 47). Im Mittel war sie in NDV-infizierten Tieren an Tag 7 und 

14 höher als in nicht-infizierten Tieren. 
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Abbildung 47 Kinetik der Serumspiegel von TGF-β1 im Panc02 Tumormodell nach NDV-Infektion. 

C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen auf-

geteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (Panc02 Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 

PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor, n=5-10 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. 

das gleiche Volumen PBS. An Tag 2, 4, 7 und 14 nach Infektion wurde den Tieren Blut entnommen, Serum 

präpariert und mittels ELISA die Konzentration von TGF-β1 quantifiziert. Gruppenunterschiede wurden 

mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz überprüft.  *, p<0,05 

5.6.8 Re-isolierte Panc02 Zellen wiesen einen nicht-immunogenen Phänotyp auf 

Um die Frage zu klären, wie trotz makroskopisch kaum mehr erkennbarer Tumore und 

des überproportionalen Verhältnisses von TIL zu Tumorzellen an Tag 7 nach Infektion ei-

ne massive Tumorprogression stattfand, wurden an Tag 14 und 21 nach NDV Infektion 

aus Tumoren Panc02 Zellen re-isoliert und hinsichtlich immunregulatorischer Charakte-

ristika untersucht. Außerdem wurden die Re-Isolate in vitro erneut mit NDV inkubiert, 

um zu evaluieren, ob diese Zellen Unterschiede hinsichtlich der Stimulierbarkeit mit 

NDV gegenüber den parentalen Zellen zeigten und weiterhin, ob eine zweite Dosis NDV 

R75/0998 in vivo einer Tumorprogression vorbeugen könnte. 

Konnte in den parentalen Panc02 Zellen noch eine geringe, durch NDV induzierbare Ex-

pression von Rae-1δ nachgewiesen werden, war die Expression dieses Moleküls in den 

Re-Isolaten weder in naivem noch infiziertem Zustand in der durchflusszytometrischen 

Analyse messbar (Abbildung 48, erster Graph). Auch die NDV-induzierte MHC I Expres-
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sion in parentalen Zellen war in den re-isolierten Zellen unterbunden und glich der von 

naiven parentalen Panc02 Zellen (Abbildung 48, zweiter Graph). 
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Abbildung 48 Veränderte Oberflächenexpression von Rae-1δ und MHC I der Re-Isolate. C57BL/6J 

Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Sie-

ben Tage später erhielt eine Gruppe (Panc02 Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeitpunkt) i.v. 8×105 PFU NDV 

R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor n=5-10 pro Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche 

Volumen PBS. 14 und 21 Tage nach Infektion wurden aus den explantierten Tumoren Einzelzellsuspensio-

nen hergestellt und diese Zellen wieder kultiviert (Re-Isolate). Nach drei Tagen Inkubation mit NDV 

R75/98 mit einer MOI von 0,5 wurden die Zellen und naive Kontrollen, sowie parentale Panc02, die entwe-

der in Medium oder in Medium mit NDV (MOI 0,5) für drei Tage kultiviert wurden, mit Fluorochrom-

markierten Antikörpern gegen die murinen Oberflächenproteine Rae-1δ und MHC I angefärbt und durch-

flusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist die Frequenz Rae-1δ- (linker Graph) bzw. MHC I-

exprimierender Zellen (rechter Graph). Gruppenunterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis Test und an-

schließendem Test nach Dunn auf Signifikanz überprüft.  *, p<0,05 

Die Western Blot Analysen der PLC Proteine zeigten ein sehr heterogenes Bild hinsicht-

lich der Expression von TAP1 und TAP2, die in Re-Isolaten aber grundsätzlich höher war 

als in den parentalen Zellen (Abbildung 49, linker Blot). Nach Infektion der Re-Isolate 

kam es zu einem zeitabhängigen Rückgang der TAP1 und TAP2 Expression (Abbildung 

49, rechter Blot). Die veränderte Expression der PLC Proteine in Re-Isolaten war vergli-

chen mit parentalen Zellen weniger stark durch NDV induzierbar. 
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Abbildung 49 Western Blot der PLC Proteine in parentalen und re-isolierten Panc02 Zellen. 

C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in zwei Gruppen auf-

geteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (n=5-10) i.v. 8×105 PFU NDV R75/98. Die Kontrollgruppe 

(n=5-10) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. 14 und 21 Tage nach Infektion wurden aus den explantierten 

Tumoren  Einzelzellsuspensionen hergestellt und diese Zellen wieder kultiviert (Re-Isolate). Drei Tage nach  

Inkubation mit NDV R75/98 mit einer MOI von 0,5 wurden die Zellen und naive Kontrollen, sowie paren-

tale Panc02, die entweder in Medium oder in Medium mit NDV (MOI 0,5) inkubiert wurden, lysiert. Nach 

gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgte der Transfer auf Nylonmembranen, die mit spezifischen Anti-

körpern gegen TAP2, TAP1 und Tapasin (TPSN) inkubiert wurden. Als zweiter Antikörper dienten Spezies-

spezifische, Peroxidase-gekoppelte Antikörper. Detektiert wurden die Signale des ECL-Substrates auf ei-

nem Röntgenfilm. Als Ladekontrolle diente GAPDH. 

Der in parentalen Zellen beobachtete Effekt der verminderten TGF-β1 Expression nach 

Inkubation mit NDV war in den Re-Isolaten zum einen weniger stark ausgeprägt, zum 

anderen war die Menge der sezernierten TGF-β1 von bis zu 3700 pg/ml in naivem Zu-

stand nahezu doppelt zu hoch wie bei parentalen Zellen, die durchschnittlich 1900 pg/ml 

TGF-β1 sezernierten (Abbildung 50, linker Graph). In Übereinstimmung mit diesen Er-

gebnissen waren unter den Re-Isolaten auch doppelt so viele FoxP3-exprimierende Zellen 

wie in den parentalen Panc02 Zellen (Abbildung 50, rechter Graph). Die in vitro Inkuba-

tion mit NDV bewirkte in den parentalen Zellen eine Verringerung der FoxP3
+
 Zellen, in 

den Re-Isolaten dagegen eine Steigerung.  
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Abbildung 50 Sekretion von TGF-β1 und Expression von FoxP3 in parentalen sowie re-isolierten 

Panc02 Zellen. C57BL/6J Mäusen wurden Panc02 Zellen in Matrigel in das Pankreas inokuliert und in 

zwei Gruppen aufgeteilt. Sieben Tage später erhielt eine Gruppe (Panc02 Tumor + NDV, n=5-10 pro Zeit-

punkt) i.v. 8×105 PFU NDV R75/98 in 200 µl PBS. Die Kontrollgruppe (Panc02 Tumor n=5-10 pro 

Zeitpunkt) erhielt i.v. das gleiche Volumen PBS. 14 und 21 Tage nach Infektion wurde aus den explantierten 

Tumoren der NDV-infizierten Mäuse eine Einzelzellsuspension hergestellt und diese Zellen wieder kulti-

viert (Re-Isolate). Nach drei Tagen Inkubation mit NDV R75/98 (MOI 0,5) wurde im Überstand der Zellen 

mittels ELISA das sezernierte TGF-β1 quantifiziert (linker Graph). Die Zellen wurden permeabilisiert und 

mit Fluorochrom-markierten Antikörpern gegen murines FoxP3 gefärbt und durchflusszytometrisch analy-

siert. Dargestellt ist die Frequenz FoxP3-positiver Zellen (rechter Graph). Gruppenunterschiede wurden 

mittels Kruskal-Wallis Test und anschließendem Test nach Dunn auf Signifikanz überprüft.  *, p<0,05 

5.6.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Infektion mit NDV R75/98 im Panc02 

Tumormodell 

Unter Verwendung von Panc02 Zellen konnte die Infektion mit NDV im murinen Modell 

des Pankreaskarzinoms eine Tumorabstoßungsreaktion zwar erfolgreich einleiten, jedoch 

unterlagen die initial rekrutierten Immunzellen der überhandnehmenden Tumorprogressi-

on. Die einzig messbar NDV-induzierte Immunzellpopulation war die der NK-Zellen 

verglichen mit Panc02 tumortragenden Mäusen, die keine Infektion erhalten hatten. Im 

Gegensatz zum DT6606PDA Tumormodell führte die NDV Infektion Panc02 tumortra-

gender Mäuse nicht zur Ausprägung einer adaptiven Immunantwort. Dieses verminderte 

Ansprechen bzw. die verminderte Reaktionsfähigkeit war durch die Panc02 Zellen selbst 
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und den damit einhergehenden hohen TGF-β Konzentrationen bedingt. Das Fehlen der 

adaptiven Immunantwort sowie das dadurch ungehinderte Wachstum von Panc02 Zellen, 

die dem initialen Immunangriff durch eine geringe Immunogenität entgangen waren, 

führten zu einem Rezidiv. Die re-isolierten Panc02 Zellen stellten eine eigene Zelllinie 

dar, die nicht nur einen nicht-immunogenen Phänotyp, sondern auch immunsupprimie-

rende Wirkung aufwiesen.  
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6. Diskussion 

Der Einsatz onkolytischer Newcastle disease Viren als alternative Therapieform verschie-

denster Tumorerkrankungen zeigte in präklinischen und klinischen Studien z. T. 

kontroverse Ergebnisse. Diese Beobachtung ist in vielen Fällen darauf zurückzuführen, 

dass das gewählte Tiermodell die humane Situation nur unzureichend darstellen konnte, 

wie es z. B. bei Xenograft-Modellen oder syngener Tumorimplantation der Fall ist. Diese 

Modelle wurden meist im Hinblick auf die Charakterisierung des direkten onkolytischen 

Potentials der Viren auf humane Tumorzelllinien oder Biopsien gewählt. Bis heute fokus-

siert sich ein Großteil der Forschung im Bereich der onkolytischen Viren auf die 

Erhöhung der Replikationsfähigkeit der meist rekombinanten Viren, die dadurch verstärke 

Tumorzelllyse auslösen. (Zusammengefasst in [198])  

Entgegen der früher verbreiteten Annahme, das Immunsystem stelle ein Hindernis in der 

Virotherapie dar, zeigen neuere Studien das Gegenteil: direkte Onkolyse in Kombination 

mit Virus-vermittelter anti-Tumor Immunantwort führte zu größeren Therapieerfolgen 

(zusammengefasst in [243, 244]). Die Aufklärung der zugrunde liegenden Mechanismen 

steht noch weitestgehend am Anfang und ist sowohl abhängig vom Virusstamm als auch 

von der Art des untersuchten Tumors selbst. In dieser Arbeit wurde sowohl das direkte 

onkolytische Potential des NDV Feldisolats R75/98 untersucht als auch der Einfluss einer 

Infektion mit diesem Stamm im murinen Modell des Pankreastumors unter Verwendung 

von zwei verschiedenen Zelllinien evaluiert. Der Fokus lag dabei auf der Charakterisie-

rung der NDV-induzierten Immunantwort im Hinblick auf die Ausbildung einer 

sekundären anti-Tumor Antwort. 

6.1 Das onkolytische Potential des NDV R75/98 in vitro 

6.1.1 Direkte NDV-vermittelte Onkolyse  

Zunächst sollte die Frage geklärt werden, ob das onkolytische Potential eines NDV 

Stammes auf Basis der Einteilung in lentogene, mesogene und velogene Stämme anhand 

der Pathogenität für Vögel vorhergesagt werden kann. Vorversuche in der Arbeitsgruppe 

konnten bereits zeigen, dass das hoch pathogene NDV R5/08 kein stärkeres onkolytisches 
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Potential aufweist als der in dieser Arbeit charakterisierte Stamm R75/98. Diese Beobach-

tung ist besonders im Hinblick auf eine klinische Anwendung positiv zu bewerten, da die 

Verwendung eines hochpathogenen Virus mit kostenintensiven Quarantänemaßnahmen 

und Weiterbildungen für das Personal verbunden wäre. Weiterhin wurde der lentogene, 

als Impfstamm eingesetzte Klon 30 ausgewählt. Bei dem aus einer Taube isolierten NDV 

R75/98 handelt es sich um einen mesogenen Stamm, der die charakteristische polybasi-

sche Spaltstelle im F-Protein trägt [245]. Diese ermöglicht die Spaltung des Proteins 

durch ubiquitär vorhandene Furin-ähnliche Proteasen und damit den Eintritt des Virus 

auch in Säugerzellen [246, 247]. Bei dem lentogenen, als Impfstamm eingesetzten NDV 

Klon 30 ist die Spaltstelle monobasisch, wodurch die Fusion nur in Gegenwart einer 

Trypsin-ähnlichen Protease, die das F-Protein spaltet, erfolgen kann. In diesem Zusam-

menhang konnten Walter et al. unter Zugabe von exogenem Trypsin in sieben humanen 

pankreatischen Tumorzelllinien zeigen, dass auch das lentogene NDV Hitchner B1 

Apoptose in allen Zellen auslöste [248]. In den humanen Zelllinien AsPC-1 und BxPC-3 

ist eine Expression von Trypsinogen nachweisbar [249]. Entgegen der Erwartung, eine er-

folgreiche Infektion dieser beiden humanen pankreatischen Tumorzelllinien könne auch 

mit Klon 30 erreicht werden, wurden nur 7 % der AsPC-1 und 3 % der BxPC-3 Zellen in-

fiziert. Dass auf MIA PaCa-2 und Panc-1 Zellen dagegen keine viralen Proteine detektiert 

wurden, ist in Übereinstimmung mit der fehlenden Trypsinexpression [249]. Die in vitro 

Charakterisierung des onkolytischen Potentials des NDV R75/98 auf pankreatische Tu-

morzelllinien dagegen zeigte, dass dieser Stamm Eigenschaften ausweist, die der 

klassischen Tumorzelllyse durch NDV zugeordnet werden können. Die prominentesten 

dieser Eigenschaften sind die Hemmung der Proliferation sowie Induktion verschiedener 

Arten des Zelltodes in Tumorzellen [185, 187, 188, 250]. NDV R75/98 war in der Lage, 

beide Effekte in unterschiedlichem Ausmaß in den verwendeten pankreatischen Tumor-

zelllinien auszulösen. Insgesamt zeigten humane Zelllinien eine stärkere NDV-induzierte 

Proliferationshemmung als murine Zellen, die zum einen darauf zurückzuführen ist, dass 

innerhalb der Zellpopulation mehr Zellen infiziert waren und die Expression der viralen 

Proteine prominenter war. Zum anderen kam es in diesen Zellen nach NDV Infektion zu 

einer IFN Typ I Expression. Diese Induktion zählt zu den Hauptbestandteilen der klassi-

schen zellulären anti-viralen Antwort bei NDV-Infektionen [251, 252]. Im natürlichen 

Wirt des R75/98 wird diese zelluläre Abwehr durch die Bindung des NDV V-Proteins an 
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STAT-1 und damit die Translokation desselben in den Kern sowie die Transkription von 

IFN-α und -β verhindert [253-255]. Eine Vielzahl von Tumorzellen weist in diesem Sig-

nalweg Defekte auf, durch die es ebenfalls nicht zur IFN Typ I Ausschüttung kommt. 

Defekte im anti-viralen Signalweg galten lange als wesentlicher Faktor für die tumorspe-

zifische Replikation von onkolytischen Viren und die damit verbundene Tumorzelllyse 

[183, 190, 191]. Dass die Infektion mit einem ebenfalls als lentogen klassifizierten NDV 

Stamm in pankreatischen Tumorzelllinien die IFN Typ I Produktion induziert, konnten 

Buijs et al. in 11 humanen Zelllinien, darunter auch AsPC-1, BxPC-3, Panc-1 und – im 

Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit – MIA PaCa-2 zeigen, wobei in dieser Studie 

keine Korrelation zwischen IFN-Produktion und Infektionsanfälligkeit durch NDV be-

stand [256]. Grundsätzlich ist die IFN-Produktion in humanen wie auch in murinen 

pankreatischen Tumorzelllinien zwar induzierbar, jedoch nur in sehr geringen Mengen 

zwischen 0 und 1 IU/ml. MIA PaCa-2 und PaTu-8988S Zellen zeigen mit 3 bzw. 2 IU/ml 

noch die größte Sekretionsmenge. Man könnte nun spekulieren, dass diese Mengen aus-

reichen, um einer NDV-induzierten Proliferationshemmung vorzubeugen, jedoch ist 

zweifelhaft, ob die geringen Mengen einen physiologischen Effekt haben. So zeigen 

Makrophagen von C57BL/6J Mäusen eine basale IFN Sekretion von 0-4 IU/ml, die nach 

NDV-Stimulation aber bis auf das 1000-fache ansteigt [257]. In Studien, in denen Tumor-

zellen mit IFN Typ I vorbehandelt wurden, waren zwischen 500 und 1000 IU/ml IFN 

nötig, um einen messbaren Einfluss auf die Anfälligkeit der Zellen für eine NDV-

Infektion nachzuweisen, wohingegen endogen sekretierte Mengen keinen Effekt zeigten 

[191, 256]. In welchem Bereich die IFN-Sekretion nach NDV-Infektion der von Buijs et 

al. getesteten Tumorzelllinien liegt, ist nicht beschrieben. Unabhängig davon, ob die in 

dieser Arbeit beobachtete IFN-Induktion den Schwellenwert überschreiten konnte, der zu 

einer Inhibition der Zellproliferation führt, zeigte die SILAC Analyse von vier repräsenta-

tiv ausgewählten Zelllinien (BxPC-3, PaTu-8988T, DT6606PDA und Panc02), dass in 

allen die Expression des IFIT-1 anstieg. Dieser Anstieg impliziert zum einen, dass trotz 

der Defekte in der IFN-Produktion in den Zellen, zumindest die Initiation der IFN-

Antwort über die Signalwege der interferon-stimulated genes (ISGs) stattfand, da die Ex-

pression von IFIT-1 bereits durch die Erkennung von viraler RNA durch RIG-I induziert 

wird [258]. Eine aktuelle Studie, die sich mit den genetischen Unterschieden zwischen 

murinem und humanem IFIT-1 beschäftigt, deckte auf, dass sowohl die Erkennungsse-
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quenzen, die das Protein im jeweiligen System zeigt als auch die Bindungsstellen am 

Komplex des eukaryotischen Initiationsfaktors 3 (eIF-3-Komplex) z. T. voneinander dif-

ferieren [259]. Grundsätzlich nimmt IFIT-1 jedoch in der Erkennung von Fremd-RNA ei-

eine bedeutende Rolle ein und führt zu einem Translationsstop [259-261]. Damit ist auch 

der NDV-induzierte Translationsstop in den untersuchten Tumorzelllinien sehr wahr-

scheinlich. Weiterhin wird dieses Protein als prognostischer Marker eingesetzt und seine 

Expression korreliert mit einem insgesamt verlängerten Überleben von Patienten mit 

Brustkrebs, Glioblastomen und Plattenepithelkarzinomen [262, 263]. Daneben konnten 

verschiedene Studien in den letzten zehn Jahren aufdecken, dass die verminderte Fähig-

keit zur IFN-Produktion nicht zwingend mit der Anfälligkeit einer Zelle gegenüber NDV-

Infektionen korreliert [193, 194, 197]. So stellten Lorence et al. fest, dass nicht-

infizierbare Fibroblasten nach Transformation mit NRAS, einem Protein der Ras-Familie, 

die als Onkoproteine bezeichnet werden, eine bis zu 1000-fach erhöhte Infektionsanfäl-

ligkeit für NDV zeigen. Nahezu 95 % aller pankreatischen Tumore weisen aktivierende 

Mutationen im kras-Gen auf [264, 265]. Auch die Zelllinien AsPC-1, MIA PaCa-2 und 

Panc-1 sowie die murinen Zelllinien DT6606PDA, DT6606Liver und 7265PDA tragen 

Mutationen im kras-Gen [94, 266]. Die BxPC-3, PaTu-8988S bzw. T und die Panc02 

Zelllinie dagegen tragen die Wildtyp-Variante [266-268]. Unter Berücksichtigung dieser 

Tatsache sollten letztere Zellen verminderte Infektionsraten zeigen, was jedoch nur z. T. 

beobachtet werden konnte. Die Anfälligkeit der Zelllinien ist jedoch nicht ausschließlich 

auf konstitutiv aktiviertes Ras zurückzuführen, was ebenfalls durch Puhlmann et al. be-

stätigt wurde [197]. Neben den bereits genannten tumorspezifischen Eigenschaften gehört 

die etablierte Apoptoseresistenz zu den bedeutendsten. Dass diese wiederum ebenfalls zu 

einer erhöhten Infektionsanfälligkeit durch NDV und vermehrter Replikation führt, ist be-

reits belegt und resultiert aus der vermehrten Synzytien-Bildung [194, 201]. Die 

Apoptoseresistenz wird auch in pankreatischen Tumoren und Tumorzelllinien unter ande-

rem durch die Überexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL vermittelt. 

Besonders Panc-1, PaTu-8988T und Panc02 Zellen zeigen eine prominente Überexpressi-

on dieses Proteins [193]. Die hier verwendeten Zelllinien bieten durch die genetische 

sowie phänotypische Transformation eine Vielzahl von Angriffspunkten für eine Infektion 

mit NDV. Entgegen dem sehr heterogenen Bild der IFN-Antwort und Proliferationshem-

mung in den verschiedenen Tumorzellen, führte die Infektion mit R75/98 in allen 
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Zelllinien zur Aktivierung der Caspase-3. Da die Aktivierung dieser Effektorcaspase bei 

sowohl extrinsischer als auch intrinsischer Apoptoseinitiation stattfindet, werden bei Mes-

sung dieser alle apoptotischen Zellen unabhängig des Initiationswegs erfasst [269, 270]. 

Auf humane pankreatische Tumorzelllinien zeigte R75/98 eine insgesamt stärkere 

Apoptoseinduktion, generell korrelierte diese jedoch in allen Zelllinien mit der Frequenz 

infizierter Zellen, bzw. der Menge der gebildeten viralen Proteine. Eine Ausnahme stellt 

die Panc02 Zelllinie dar. Die auf den ersten Blick der Apoptoseresistenz von Tumorzellen 

widersprechenden Ergebnisse werden durch folgenden mechanistischen Zusammenhang 

erklärt: Aufgrund dieser etablierten Resistenz kommt es zu einer länger andauernden Rep-

likation des NDV, starker Zunahme viraler RNA und der korrespondierenden Proteinen, 

die wiederum verstärkt Signale über RIG-I und melanoma differentiation antigen 5 

(MDA5) vermittelt, wodurch die pro-apoptotischen Signale den anti-apoptotischen über-

wiegen [192]. Neben diesen zytolytischen Mechanismen, die z. T. eine erfolgreiche 

Replikation des NDV oder die Translation der Proteine in den Zellen voraussetzen, beo-

bachtete eine Studie auch die Induktion von Apoptose bereits zwei Stunden nach 

Infektion, wohingegen virales Genom erst nach 6 h nachzuweisen war [271]. In einer 

weiteren Studie konnten Ghrici at el. zeigen, dass die Transfektion von MCF-7 Zellen mit 

einem für die NDV HN codierenden Vektor in diesen Zellen Apoptose auslöste [272]. 

Diese Ergebnisse stimmen überein mit einer früheren Studie von Ravindra et al. in chick 

embryo fibroblasts (CEF) [273]. Die Vielzahl der möglichen Wege, über die eine Tumor-

zelllyse nach NDV-Infektion stattfinden kann, macht deutlich, dass die NDV-vermittelte 

Onkolyse ein multifaktorielles Geschehen darstellt. Festzuhalten ist in diesem Zusam-

menhang aber auch, dass pankreatische Tumorzellen eine Vielzahl von Angriffspunkten 

bieten. Welche der beschriebenen Mechanismen in welcher Zelle bzw. Zelllinie im Ein-

zelnen oder in Kombination auftreten, kann an dieser Stelle nicht eindeutig beantwortet 

werden. Die Versuche zur Aufklärung dieser Mechanismen werden gegenwärtig in unse-

rer Arbeitsgruppe durchgeführt. Deutlich wird aber, dass die hier verwendeten 

Tumorzelllinien pankreatischen Ursprungs durch ihre genetische Prädisposition ein be-

sonders attraktives Ziel für das NDV R75/98 darstellen. Damit zeigt diese Arbeit auch, 

dass die für die Tumorentstehung verantwortlichen Mutationen und die damit einherge-

henden phänotypischen Veränderungen gleichzeitig ein Indikator für die Anfälligkeit 

einer Zelllinie für eine NDV Infektion und nachfolgende Zytolyse darstellen. 
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6.1.2 Erhöhung der Immunogenität der Tumorzellen durch NDV R75/98 

Nicht nur die unmittelbaren onkolytischen Effekte, sondern auch die Expression immun-

modulatorischer Moleküle der Zelllinien vor und nach NDV-Infektion wurden in dieser 

Arbeit bestimmt, um die Immunogenität der einzelnen Zelllinien zu charakterisieren. 

Dass Tumorzellen in der Lage sind, den Transkriptionsfaktor FoxP3 zu exprimieren, wur-

de in den letzten 10 Jahren sowohl durch Untersuchungen von Patientenproben als auch 

in etablierten Karzinomzelllinien deutlich [274-276]. Dabei zeigten die Untersuchungen 

von Patientenmaterial kontroverse Ergebnisse bezüglich des Zusammenhangs zwischen 

FoxP3-Expression und der Prognose in Abhängigkeit des Ursprungsorgans [277, 278]. 

Zur Charakterisierung dieses Proteins in Tumorzelllinien pankreatischen Ursprungs gibt 

es nur spärliche Informationen [274, 277]. Hinz et al. zeigten in einer in vitro Analyse 

von vier pankreatischen Tumorzelllinien, darunter der hier verwendeten Panc-1, dass die-

se Zellen nicht nur in der Lage waren FoxP3 zu exprimieren und TGF-β zu sezernieren, 

was sich wiederum gegenseitig regulierte, sondern auch, dass durch diesen Mechanismus 

T-Zellen direkt inhibiert wurden [274]. In der vorliegenden Arbeit konnte keine direkte 

Korrelation zwischen der Expression des Transkriptionsfaktors und der sezernierten 

Menge an TGF-β1 beobachtet werden, was daran liegen könnte, dass auch hier physiolo-

gische endogene Mengen des Zytokins auf die Zellen wirkten, wohingegen in der Studie 

von Hinz et al. 5 ng/ml exogenes TGF-β zugesetzt wurde [274]. Die bedeutende Rolle 

von TGF-β im Pankreaskarzinom ist unumstritten und grundsätzlich mit schlechter Prog-

nose behaftet [279-282]. Umso erstaunlicher ist es, dass sich nur zwei Studien mit der 

Charakterisierung der für in vitro Versuche unverzichtbaren pankreatischen Karzinomzell-

linien hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur TGF-β-Sekretion befassen, wobei auch in diesen 

Studien nur zwei bzw. vier Zelllinien verwendet wurden [274, 283]. Die Ergebnisse dieser 

Arbeit komplettieren die Charakterisierung um weitere neun etablierte Pankreaskarzi-

nomzelllinien, in denen grundsätzlich ein unerwartet hoher Prozentsatz vor allem in 

humanen Zellen existiert, die nicht nur FoxP3 exprimieren, sondern auch in der Lage 

sind, große Mengen TGF-β zu sezernieren. Die Serumkonzentration von TGF-β in Pan-

kreaskarzinompatienten ist meist stark erhöht [284]. Ob das zirkulierende TGF-β 

ursprünglich vom Tumor selbst oder durch Immunzellen sezerniert wurde, ist dabei noch 

unbekannt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass pankreatische Tumorzellli-
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nien dieses Zytokin selbst produzierten und sezenieren und damit wahrscheinlich einen 

wesentlichen Anteil des zirkulierenden TGF-β beisteuern. Diese Ergebnisse sind vor al-

lem in Anbetracht der Tatsache wichtig, dass die NDV-Infektion zu einer drastischen 

Verringerung der sezernierten TGF-β1 Menge führte. Damit wird direkt in den Tumorzel-

len ein Weg der Immunsuppression inhibiert. Dass pankreatische Tumorzelllinien neben 

der generellen Suppression durch TGF-β ebenfalls einen aktiven Weg der Lyse von infilt-

rierenden Immunzellen durch die Expression des FasL akquiriert haben, konnten bereits 

von Bernstorff et al. zeigen [285, 286]. Auch bezogen auf dieses Protein tragen die Er-

gebnisse dieser Arbeit zur Vervollständigung der Charakterisierung pankreatischer 

Tumorzelllinien bei und zeigen erstmals für murine Linien Ergebnisse, die die Immuno-

genität der Zellen selbst betreffen. Die NDV-Infektion hat kaum Einfluss auf die 

Expression des Liganden mit Ausnahme in PaTu-8988T Zellen. 

Eine der wichtigsten Evasionsstrategien von Tumorzellen ist die verminderte Expression 

von MHC I auf der Oberfläche, die meist in der fehlenden oder verringerten Expression 

von Proteinen des PLC begründet ist [287-289]. Alle hier untersuchten Tumorzelllinien 

zeigen eine stark verminderte Expression von MHC I, im Besonderen die murinen Zellli-

nien. Durch die Infektion mit NDV konnte in den murinen Linien eine deutliche 

Steigerung der MHC I Expression induziert werden, die am prominentesten in den 

Panc02 Zellen war. Die in der Literatur vielfach beschriebene durch IFN Typ I induzierte 

MHC I Expression, kann hier ausgeschlossen werden. Die SILAC Analyse der 

DT6606PDA, BxPC-3, PaTu-8988T und Panc02 Zellen zeigte aber eine verstärkte Ex-

pression von Calreticulin, welches die Stabilisierung von Peptiden auf MHC I-

Komplexen verstärkt, die dadurch auf der Zelloberfläche verbleiben [290-292]. Es ist na-

heliegend, dass es sich dabei um einen generellen Mechanismus nach NDV-Infektion 

handelt, wobei zu beachten ist, dass in den humanen Zelllinien weitere Defekte vorliegen 

müssen, da die alleinige Calreticulin-Expression nur bedingt zur Steigerung der MHC I 

Oberflächenexpression führte. Eine Analyse der PLC Proteine könnte auch hier zur Auf-

klärung beitragen. Der zugrundeliegende Mechanismus wird zurzeit genauer in unserer 

Arbeitsgruppe charakterisiert.  

Die verminderte Expression von MHC I auf der Oberfläche führt zur Erkennung der Tu-

morzellen durch NK-Zellen [88], löst allerdings nur dann die Ausschüttung von 

zytolytischen Molekülen aus, wenn gleichzeitig NK-aktivierende Liganden auf der Tu-
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morzelle exprimiert werden [293]. Die Inkubation der pankreatischen Tumorzellen mit 

NDV R75/98 induzierte in allen murinen Zelllen die Expression von Rae-1δ stark und in 

allen humanen Zellen die Expression von MICA/B. Diese Moleküle zählen zu den akti-

vierenden Liganden für NK-Zellen [141] und wurden von allen in der vorliegenden Arbeit 

verwendeten Tumorzelllinien im naiven Zustand kaum exprimiert. Dadurch entgehen die-

se Zellen trotz verminderter MHC I Expression der NK-Zell-vermittelten Lyse.  

Es konnte insgesamt gezeigt werden, dass NDV R75/98 in vitro onkolytisches Potential 

gegenüber humanen und murinen Pankreastumorzelllinien besitzt und eine Induktion 

immunstimulatorischer Moleküle fördert.  

6.1.3 Die Heterogenität innerhalb der Zelllinien bedingte die  Intragruppenvarianz 

Vorangegangene, in unserer Arbeitsgruppe durchgeführte Experimente zeigten, dass eine 

höhere MOI nicht zu höheren Infektions- und Apoptoseraten führte (persönliche Mittei-

lung Ulrike Blohm). Diese Beobachtung und die Tatsachen, dass die Anfälligkeit für eine 

NDV-Infektion unabhängig vom Zellzyklus und die Intragruppenvarianz z. T. sehr hoch 

war, deuten darauf hin, dass es sich bei den Zelllinien um sehr heterogene Populationen 

handelt. Diese Annahme ist in Übereinstimmung mit den Ergebnissen neuester Studien, 

die nicht nur die Heterogenität zwischen Pankreastumoren verschiedener Patienten, son-

dern auch zwischen Metastasen und dem Primärtumor eines einzelnen Patienten 

aufzeigten [294-298]. Gleichzeitig belegten die Studien von Campbell et al. und Yachida 

et al., dass Tumorzellen zwar bedingt durch ihre genetische Instabilität eine ständige 

Transformation durchlaufen, dass aber innerhalb des Primärtumors bereits die Zellen 

existierten, die genetisch und phänotypisch vergleichbar waren mit den Zellen, aus denen 

die Metastasen vornehmlich bestanden [297, 298]. Da es sich mit Ausnahme der Panc02 

bei den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien um solche handelt, die ursprünglich aus 

spontan entstandenen Tumoren bzw. Metastasen von Patienten oder Mäusen isoliert wur-

den, ist die Heterogenität innerhalb der einzelnen Linien wahrscheinlich und führt zur 

hohen Intragruppenvarianz in den in vitro Ergebnissen dieser Arbeit. Gleichzeitig spiegelt 

dies aber auch die Situation im Patienten realistisch wieder. Welche Folgen die durch 

NDV-Infektion ausgeübte Selektion bestimmter Tumorzellen und deren Auswachsen in 

vivo haben kann, wurde im Panc02 Modell des Pankreaskarzinoms deutlich und wird in 

Abschnitt 6.3.3, S.144 detailliert diskutiert.  
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6.2 Die NDV-induzierte spezifische anti-Tumor Immunantwort führte zur 

Abstoßung der DT6606PDA Tumore in vivo  

Die in vitro Arbeiten konnten zeigen, dass DT6606PDA Zellen grundsätzlich infiziert 

wurden, jedoch nur in etwa 5 % der Zellen direkt durch NDV R75/98 Zytolyse ausgelöst 

wurde. Die Charakterisierung der immunmodulatorischen Moleküle deckte auf, dass die 

Infektion mit NDV zu einer Induktion von MHC I sowie der Expression viraler Proteine 

auf der Oberfläche und einer verminderten Sekretion von TGF-β einhergeht. Die zentra-

len Fragestellungen dieser Arbeit sollten erklären, ob und wie durch eine Infektion mit 

NDV R75/98 eine anti-Tumor Immunantwort ermöglicht wird. 

Es konnte gezeigt werden, dass eine einzige Injektion von 8×10
5
 PFU des NDV R75/98 

nicht zu einer persistierenden Virusinfektion, aber zur vollständigen Abstoßung von 

DT6606PDA Tumoren und der Verhinderung eines Rezidivs im murinen Modell des Pan-

kreaskarzinoms führte. 

6.2.1 Die Rekrutierung und Aktivierung von NK-Zellen führt zur initialen 

Onkolyse  

Bereits zwei Tage nach NDV-Infektion konnte eine Verringerung der Tumorgröße in den 

infizierten Tieren beobachtet werden. Zeitgleich kam es zu einer Zunahme der NK-Zellen 

im Blut, die bis sieben Tage nach Infektion anhielt. Die verstärkte Infiltration von 

NKp46-exprimierenden NK-Zellen in das Tumorgewebe konnte in unserer Arbeitsgruppe 

durch Una Janke im Rahmen ihrer Masterarbeit bestätigt werden [299]. Die verminderte 

Expression von MHC I in vitro, vermittelt durch die verminderte Expression von Tapasin, 

steht in Einklang mit den Ergebnissen anderer Studien, in denen (pankreatische) Karzi-

nomzelllinien hinsichtlich der Expression von MHC I und PLC-Proteinen charakterisiert 

wurden [289, 300, 301]. Das Erkennen der Abwesenheit von MHC I auf der Oberfläche 

gehört zu den potentesten Erkennungs- und Aktivierungsmechanismen von NK-Zellen 

[87, 88]. Dieser als missing-self bezeichnete Mechanismus führt aber nur bei gleichzeiti-

ger Anwesenheit von aktivierenden Liganden zur vollständigen Aktivierung der Zellen 

(zusammengefasst in [293]). Die virale HN, die nach Infektion auf der Oberfläche von 

DT6606PDA Zellen detektiert werden konnte, zählt zu den aktivierenden Liganden der 
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Rezeptoren NKp44 und NKp46 [302]. Ebenso konnten Jarahin et al. in dieser Studie zei-

gen, dass NK-Zellen durch NDV-infizierte Melanomzellen über die Bindung von HN an 

NKp46 zur vermehrten Ausschüttung von IFN-γ und TNF-α angeregt werden [302]. Im 

Serum der DT6606PDA Mäuse konnte an Tag 2 nach Infektion der Anstieg von IFN-γ 

verzeichnet werden. Neben der Expression von HN führte die in vitro Infektion mit NDV 

R75/98 zur gesteigerten Oberflächenexpression von Rae-1δ. Dieses zur Familie der RIG-I 

Helikasen gehörenden Protein dient als Ligand für einen weiteren aktivierenden NK-

Zellrezeptor – NKG2D [303, 304]. Die Expression von Rae-Proteinen in Tumorzellen 

wird kontrovers diskutiert und scheint kein gemeinsames Merkmal darzustellen [305-

307]. Jung et al. beschrieben eine konstitutive Expression des Proteins in proliferierenden 

Zellen in Abhängigkeit des Transkriptionsfaktors E2F, welcher gleichzeitig den Zellzyk-

luseintritt reguliert, und konnten damit eine direkte Verbindung zum unkontrollierten 

Wachstum transformierter Zellen knüpfen [308]. Die Analyse der Oberflächenexpression 

des Rae-1δ auf murinen pankreatischen Karzinomzelllinien ergab dagegen, dass nur etwa 

5 % der Zellen innerhalb der Population positiv für dieses Protein sind. Erst die Infektion 

mit NDV R75/98 führte zu einem deutlichen Anstieg Rae-1δ-positiver Zellen, die damit 

einen weiteren NK-Zell-aktivierenden Liganden exprimierten. Cerwenka et al. beschrie-

ben, dass nach Rae-1δ Induktion sogar MHC I exprimierende Tumore von NK-Zellen 

abgestoßen werden konnten [309]. Die in dieser Arbeit gezeigte, durch NDV-induzierte 

MHC I Expression stellt somit nicht zwingend ein Hindernis für eine NK-Zell-vermittelte 

Onkolyse dar. Außerdem spielt die enzymatische Aktivität der viralen HN eine wichtige 

Rolle in der Spaltung von Sialinsäuren, die einerseits auf Tumorzellen stark überexpri-

miert sind und mit Metastasierung und Invasivität korrelieren [175], und andererseits als 

Rezeptoren für die Bindung an und den Eintritt des NDV in die Zellen fungieren [310]. 

Durch die Spaltung werden aktivierende Liganden für NK-Zellen freigelegt [178]. Die 

Tumorabstoßung in den ersten Tagen nach NDV-Infektion war demnach auf die Expres-

sion von NK-aktivierenden Liganden in den Tumorzellen selbst und damit einer 

Induktion der NK-Zell-vermittelten Lyse zurückzuführen, die auch in Anwesenheit von 

MHC I stattfinden konnte. Die in vitro verminderte TGF-β Sekretion der Tumorzellen 

nach NDV-Infektion konnte auch in vivo mit einem Abfall der Serumkonzentration auf 

ein kaum detektierbares Level bestätigt werden und trägt weiterhin zu einer erfolgreichen 
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Immunantwort bei. Im Gegensatz dazu sezernierten nicht-infizierte DT6606PDA Zellen 

in vitro durchschnittlich 1220 pg/ml TGF-β und auch die Serumkonzentration tumortra-

gender Mäuse war mit 650 pg/ml Serum 20-fach erhöht gegenüber NDV-infizierten 

Tieren an Tag 2 nach Infektion. Dass dadurch wiederum die Aktivierung von NK-Zellen 

verhindert wird, konnten auch Dasgupta et al. in einem Modell des Hals-Kopf-

Plattenepithelkarzinoms nachweisen [311]. Zusammen mit der fehlenden Expression ak-

tivierender Liganden erklären diese Beobachtungen, warum trotz fehlender MHC I 

Expression der DT6606PDA Tumore in nicht-infizierten Tieren keine Lyse durch NK-

Zellen stattfinden und die Tumoren ungehindert proliferieren konnten. 

6.2.2 Die durch NDV aktivierten T-Zellen etablierten eine spezifische anti-Tumor 

Immunantwort 

Nach initialer Aktivierung konnte in NDV-infizierten Mäusen ebenfalls der Anstieg der 

T-Zell-Frequenz beobachtet werden. Diese Aktivierung des adaptiven Arms des Immun-

systems stellt einen bekannten Mechanismus nach viralen Infektionen dar. Überraschend 

war in diesem Zusammenhang jedoch die Feststellung, dass die Aktivierung der CD8
+
 T-

Zellen in den tumortragenden Tieren in mLK und Milz deutlich stärker ausgeprägt war, 

als in naiven Tieren nach NDV-Infektion. Das ist vor allem ungewöhnlich vor dem Hin-

tergrund, dass Tumore eine Inhibition des Immunsystems vermitteln (zusammengefasst in 

[312]). Auch in dem hier verwendeten Modell konnte eine verminderte CD69 Expression 

auf T-Zellen im Blut und in mLK in tumortragenden Mäusen bestätigt werden, die u. a. 

auf die hohen TGF-β Serumspiegel zurückzuführen war. Die Infektion mit NDV führte zu 

einer kaum mehr detektierbaren Menge dieses Zytokins im Serum der tumortragenden 

Tiere. Diese drastische Reduktion ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass APCs 

nach Kontakt mit NDV vermehrt IFN-γ ausschütten. Die Konzentration dieses Zytokins 

war nach NDV-Infektion ebenso wie IL-6 im Serum erhöht. Zusätzlich dazu führte die 

NK-Zell-vermittelte Lyse nicht nur zur Ausschüttung von Perforinen und Granzymen, 

sondern auch zu pro-inflammatorischen Zyto- und Chemokinen [313], die wiederum 

ebenfalls die Aufhebung des anti-inflammatorischen Immunstatus bewirken. Dieser Me-

chanismus kann in nicht-tumortragenden Mäusen ausgeschlossen werden. Zusammen 

ermöglichen diese Mechanismen die Aufhebung des supprimierenden Milieus und damit 
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die erfolgreiche Aktivierung der CD8
+
 T-Zellen und erklären, wieso diese stärker ausfällt 

als in naiven Tieren nach NDV-Infektion. An Tag 7 nach Infektion war die Frequenz die-

ser Zellen in Blut, mLK und Milz gegenüber tumortragenden Tieren deutlich erhöht. Dies 

spricht für die klonale Expansion auf ein bestimmtes Antigen. Es darf an dieser Stelle 

nicht unerwähnt bleiben, dass die Messung der Frequenz einer Subpopulation innerhalb 

einer Zellpopulation nichts über die absolute Zahl aussagt und somit im Umkehrschluss 

auch die Abnahme einer anderen Subpopulation der Grund für die Verschiebung sein 

könnte. Auch in dieser Arbeit kann dies nicht ausgeschlossen werden, dennoch gibt es ei-

ne Reihe von Hinweisen, die für die spezifische Proliferation der CD8
+
 T-Zellen nach 

NDV-Infektion tumortragender Mäuse und gegen die Abnahme einer anderen Subpopula-

tion sprechen. So konnte ein Anstieg der Serumkonzentration von IL-2 an Tag 7 nach 

Infektion in den NDV-infizierten Tieren verzeichnet werden. Die initiale Aktivierung von 

CD8
+
 T-Zellen kann zwar unabhängig von IL-2 erfolgen, jedoch ist dieses Zytokin essen-

tiell, um die Expansion der Zellen aufrecht zu erhalten [314]. IL-2 wird vornehmlich von 

stimulierten CD8
+
 T-Zellen sezerniert und wirkt sowohl para- als auch autokrin und kann 

sogar in Abwesenheit eines Antigens zur Proliferation von T-Zellen in vitro führen, wobei 

diese bystander-Aktivierung hohe Mengen des Zytokins voraussetzt [315]. Als weiteren 

Hinweis auf eine Proliferation ist die speziell im Blut erhöhte Frequenz der CD8
+
 T-

Zellen an Tag 7 nach Infektion zu nennen, was wiederum impliziert, dass es sich um ge-

primte T-Zellen handelt auf der Suche nach ihrem spezifischen Antigen. Naive T-Zellen 

verleiben nur wenige Stunden im Blut, bevor sie erneut in die primären und sekundären 

lymphatischen Organe abwandern, ohne dass sich dadurch Unterschiede in der Frequenz 

in den Organen und dem Blut nachweisen lassen [316]. Weiterhin führte die NDV-

induzierte Aktivierung, Expansion und Rekrutierung der CD8
+
 T-Zellen bereits ab Tag 7 

nach Infektion zur Infiltration des gesamten Tumorgewebes. Diese Akkumulation ist nur 

damit zu erklären, dass dort Antigene lokalisiert sind, die den T-Zellen nach NDV-

Infektion von antigenpräsentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APCs) präsentiert 

worden waren. Die nicht-behandelten Tiere wiesen dagegen deutlich geringer infiltrierte 

Tumore auf. Warum aber führt die NDV-Infektion zu einer sekundären, spezifischen 

CD8
+
 T-Zell-Antwort gegen den Tumor? Im Wesentlichen kann diese Frage durch vier 

(ineinandergreifende) Mechanismen erklärt werden. Studien die ebenfalls mit NDV-
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Stämmen durchgeführt wurden, die aber eine deutlich stärkere direkte onkolytische Wir-

kung auslösten, konnten eine zytotoxische T-Zell-Antwort über die Induktion des 

immunogenen Zelltodes (immunogenic cell death, ICD) beobachten (zusammengefasst in 

[317]). Auch wenn in vitro nur eine minimale Lyse der DT6606PDA Zellen beobachtet 

werden konnte, bestätigte die SILAC Analyse eine starke Induktion immunstimulatori-

scher Moleküle, welche wiederum durch die Lyse der Zelle zugänglich für Immunzellen 

werden. So wurden durch die NDV-Infektion unter anderem vermehrt die Hitzeschock-

proteine HSP90 und HSC70 sowie Calreticulin exprimiert. Diese Moleküle werden bei 

immunogener Apoptose sowohl auf die Zelloberfläche transportiert als auch auf abge-

schnürten, apoptotischen Vesikeln präsentiert und vermitteln potente danger-/eat-me-

Signale [318, 319]. Hierbei ist anzumerken, dass die Detektion dieser Proteine auf der 

Höhe von 53 kDa nicht auf eine fehlerhafte Zuordnung der Peptide zurückzuführen ist, 

sondern vielmehr darauf, dass die Proteine durch Calpain bereits in den Zellen degradiert 

wurden [320]. Diese Cysteinprotease wird über den intrinischen Apoptoseweg aktiviert 

und spaltet ihrerseits sowohl Caspase-3 als auch Hitzeschockproteine [321]. Indirekt be-

stätigt die Existenz der Spaltprodukte damit auch, dass in den hier verwendeten 

Tumorzellen die Apoptose über den intrinsischen Weg initiiert wurde. Der ATPase-

tragende, abgespaltene C-Terminus der Hitzeschockproteine wird durch die Spaltung 

nicht mehr durch den inhibitorisch wirkenden N-Terminus reguliert [322, 323]. Der ex-

zessive ATP-Verbrauch, der zur Depletion desselben führt, limitiert zunächst das 

Zellwachstum und fördert auf diese Weise zusätzlich die Apoptose [324]. Andere NDV-

basierte Studien zeigen einen weiteren Mechanismus auf, in welchem die Induktion einer 

CD8
+
 T-Zell-Antwort nicht zwingend vom ICD abhängt, sondern auf der generellen Er-

höhung der Immunogenität der Tumorzelle durch Induktion immunstimulatorischer 

Moleküle beruht – allen voran die Expression von MHC I [203, 205, 206]. Diese Indukti-

on konnte in der vorliegenden Arbeit in infizierten DT6606PDA Zellen bestätigt werden. 

Unter anderem ist sie zurückzuführen auf die induzierte Calreticulinexpression, welche 

die erfolgreiche Bindung der Peptidantigene auf MHC I vermittelt [290-292]. Auch im 

Kolonkarzinom führt die Expression von Calreticulin zu verstärkter Infiltration von T-

Zellen und begünstigt damit die Prognose [325]. Neben der Aktivierung von NK-Zellen 

fungiert HN ebenfalls als potenter Aktivator von CD8
+
 T-Zellen und vermittelt durch die 
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Proteaseaktivität die Abspaltung von Sialinsäuren und sorgt damit für die Freilegung von 

Strukturen, die als mögliche Antigene dienen [176, 326]. Die Infektion der Mäuse mit 

NDV R75/98 führte ebenfalls zu einer Steigerung der spezifischen Lyse von Tumorzellen 

durch die NDV-aktivierten Splenozyten. Dieser Effekt war besonders ausgeprägt, wenn 

die Tumorzellen zuvor mit NDV inkubiert worden waren. Es kann nicht ausgeschlossen 

werden, dass auch NK-Zellen an der Lyse beteiligt sind, jedoch machen diese lediglich 

bis zu 4 % der Splenozyten aus, wohingegen bis zu 12 % CD8
+
 T-Zellen in der Milz der 

infizierten Mäuse detektiert wurden. Die Expression NK-Zell-aktivierender Liganden auf 

infizierten DT6606PDA Zellen könnte allerdings eine verstärkte NK-Zell-vermittelte Ly-

se ermöglichen und so den Unterschied der spezifischen Lyse zwischen naiven und 

infizierten Tumorzellen erklären. In vivo scheint die Infektion der Zielzelle jedoch eine 

eher untergeordnete Rolle zu spielen. Diese These wird durch die Ergebnisse des Trans-

ferversuches bestätigt, da hier eine Erhöhung der Immunogenität durch NDV 

ausgeschlossen werden konnte, die Tumore jedoch mit gleicher Kinetik vollständig abge-

stoßen wurden. Dies legt einen anderen Mechanismus zu Grunde, der schlichtweg die 

Überschreitung eines zur Aktivierung notwenigen Schwellenwertes impliziert. In tumor-

tragenden Tieren bzw. Patienten ist dieser verhältnismäßig hoch durch die generelle 

Tumor-assoziierte Immunsuppression (zusammengefasst in [312] und [327]). So konnte 

gezeigt werden, dass in jeder tumortragenden Maus und jedem Tumorpatienten spezifi-

sche T-Zellen existieren, deren Aktivierung jedoch gehemmt und die Ausübung der 

Effektorfunktionen inhibiert ist [328, 329]. Eine virale Infektion führt initial in den aller-

meisten Fällen zu einer Aktivierung des Immunsystems. In tumortragenden Mäusen oder 

Tumorpatienten induziert eine Infektion die Aufhebung der Suppression und könnte so 

den kritischen Schwellenwert überschreiten, sodass CD8
+
 T-Zellen TAA erneut erkennen 

und eine anti-Tumor Immunantwort auslösen könnten. Die Voraussetzungen für diesen 

Mechanismus sind in dem hier verwendeten pankreatischen Tumormodell nach NDV-

Infektion gegeben und werden vom ex vivo Zytotoxizitätsassay unterstützt. Deutlich wur-

de außerdem, dass ca. 30 % der naiven Tumorzellen durch naive Splenozyten lysiert 

werden können, was wiederum zeigt, dass naive Immunzellen durchaus in der Lage sind, 

eine Tumorzelllyse auszulösen. Die Proliferation der Tumorzellen in vivo jedoch läuft ei-

nerseits offensichtlich schneller ab als ihre Abstoßung, andererseits inhibiert der 
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wachsende Tumor die Immunzellen. Unterstützend ist in diesem Zusammenhang eben-

falls die verringerte Tumorgröße an Tag 56 des Transferexperiments der tumortragenden 

Mäuse zu nennen. Diesen Mäusen wurden Splenozyten naiver Mäuse transferiert, wohin-

gegen nicht-infizierten, tumortragenden Mäusen im ersten Experiment i.v. PBS 

verabreicht wurde. Die Tumoren letzterer Mäuse erreichten an Tag 56 nach Injektion be-

reits eine Durchschnittgröße von 1400 mm³. 56 Tage nach Transfer naiver Splenozyten 

dagegen wurde eine durchschnittliche Tumorgröße von 432 mm³ detektiert. Dieser Unter-

schied ist im Wesentlichen darauf zurückzuführen, dass die Mäuse durch den Transfer 

naiver Splenozyten mit einem nicht-supprimierten Immunsystem ausgestattet wurden, 

welches ebenfalls in der Lage war, das Tumorwachstum zumindest einzudämmen. Eine 

ähnliche Beobachtung machten Chiarella et al.: Die ineffiziente anti-Tumorantwort wurde 

durch eine Vorbehandlung tumortragender Mäuse mit Dexamethason unterbrochen, das 

Immunsystem dadurch in einen naiven Zustand zurückgesetzt, welches daraufhin eine 

spezifische anti-Tumor Immunantwort einleitete, die jedoch nicht zur vollständigen Ab-

stoßung führte [330]. Unterstützend sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse des 

Versuchs mit UV-inaktiviertem NDV zu nennen. Hier konnte keine Induktion der zellulä-

ren anti-Tumor Immunantwort beobachtet werden und die Inhibition des 

Tumorwachstums blieb aus. Schirrmacher et al. konnten durch die UV-Inaktivierung von 

NDV Ulster dagegen keine Beeinträchtigung der Qualität der T-Zell-Antwort beobachte-

ten und postulierten, dass diese auf eine intakte HN des NDV zurückzuführen ist, da 

hitzeinaktiviertes Virus keine Immunantwort auslösen konnte  [326]. Die Ursache für die-

se kontroversen Beobachtungen könnte in Art und Dauer der Bestrahlung begründet sein, 

da längere und intensivere Bestrahlung ebenfalls zu Hitzeentwicklung führt, durch die 

wiederum auch virale Proteine sowohl hinsichtlich der Proteinstruktur als auch enzymati-

schen Aktivität geschädigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde NDV nach dem 

Protokoll zur Inaktivierung von NDV des Nationalen Referenzlabors für ND, FLI, Insel 

Riems, für fünfzehn Minuten einer UV-Lampe (254 nm) in einer offenen 6-well Platte im 

Abstand von 7 cm ausgesetzt, wobei die Intensität der Lampe unbekannt ist. Schirrmacher 

et al. verwendeten eine Intensität von 2 mW/cm² für zehn Minuten [326].  Es bleibt spe-

kulativ, ob und inwieweit die Intensität der in dieser Arbeit verwendeten UV-Lampe von 

den 2 mW/cm² abwich, da jedoch keine messbare Induktion der zellulären Immunantwort 
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beobachtet wurde, ist anzunehmen, dass es zur Schädigung bzw. Inaktivierung der Vi-

rusproteine kam, wodurch diese wiederum nicht in der Lage waren die IFN-, IP-10- und 

TNF-α-Synthese zu induzieren [205, 272]. Weiterhin blieb die HN-vermittelte Spaltung 

von Sialinsäureresten auf der Tumorzelle durch die Hitzeinaktivierung des Enzyms aus 

und unterstützt das Ausbleiben der zellulären Immunantwort. Die NDV-spezifischen An-

tikörper dagegen konnten auch mit dieser UV-inaktivierten Virussuspension gebildet 

werden, jedoch keine Tumorabstoßung forcieren. Der letzte Mechanismus, der zur Aus-

bildung einer anti-Tumor Immunantwort nach NDV-Infektion führen könnte und hier 

nicht unerwähnt bleiben soll, zielt auf die Möglichkeit der molekularen Mimikry ab. 

Aufmerksamkeit erlangte dieser Mechanismus vor allem durch die Induktion verschiede-

ner Autoimmunerkrankungen als pathologische Konsequenz auf eine Virusinfektion 

(zusammengefasst in [200, 331]). Betrachtet man diese jedoch im Kontext einer Tumo-

rerkrankung, ist genau dieser Mechanismus das angestrebte Ziel: das Immunsystem durch 

einen externen Stimulus über molekulare Mimikry zum (Wieder-)Erkennen von veränder-

tem „Selbst“ – in diesem Fall TAA – anzuleiten. Die vergleichende Analyse zwischen 

dem NDV- und dem murinen Proteom hinsichtlich potentiell auf MHC I präsentierter 

Peptidfragmente ergab zwei Treffer: Übereinstimmende Bereiche einer Länge von 8-10 

Aminosäuren konnten zwischen der NDV HN und der murinen Polyserin Protease 2 

(PRSS36; UniProt: Q5K4E3) sowie dem NDV V-Protein und der murinen Phosphoribo-

sylformylglycinamidin-Synthase (PFAS; UniProt: O15067) nachgewiesen werden. 

Potentiell ist über molekulare Mimikry also eine Aktivierung von T-Zellen nach Infektion 

mit NDV R75/98 möglich. Interessanterweise zeigen pankreatische Karzinomzellen und 

Zelllinien außerdem nicht nur eine Überexpression der Serinproteasen, sondern auch de-

ren transmembrane Lokalisation, welche zudem die Metastasierung begünstigt [332]. 

Eine molekulare Mimikry stellt somit ebenfalls einen möglichen Mechanismus der T-

Zell-vermittelten Tumorzelllyse nach NDV-Infektion im DT6606PDA Tumormodell dar. 

Im Kontext der aktuellen Forschung unterstreichen die Ergebnisse dieser Arbeit nicht nur 

den wesentlichen Einfluss des in tumortragenden Tieren oder Tumorpatienten fehlgeleite-

ten bzw. inhibierten Immunsystems. Es konnte auch gezeigt werden, dass die NDV-

induzierte Aktivierung zu einer vollständigen Tumorabstoßung führt. Diese ist vorrangig 

zellulär vermittelt und basiert auf dem Ineinandergreifen folgender Mechanismen: 
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1. Induktion des ICD 

2. Erhöhung der Immunogenität vitaler Tumorzellen 

3. Aufhebung der Tumor-induzierten Immunsuppression 

4. Molekulare Mimikry 

Durch die Ergebnisse des Transferversuches konnte gezeigt werden, dass die beiden ers-

ten Punkte zwar förderlich, aber nicht Voraussetzung einer erfolgreichen Abstoßung der 

DT6606PDA Tumore sind. Die Injektion von UV-inaktiviertem Virus dagegen konnte 

keine Immunantwort auslösen, wodurch auch das Tumorwachstum nicht inhibiert wurde. 

Die Induktion der adaptiven, spezifischen anti-Tumorantwort ist essentiell, was ebenfalls 

am Beispiel des Panc02 Tumormodells deutlich wird und in Abschnitt 6.3.2, S. 142 de-

tailliert diskutiert wird. 

6.2.3 NDV-induzierte Antikörper – Epiphänomen oder Grundvoraussetzung der 

DT6606PDA Tumorabstoßung? 

Neben T-Zellen spielen auch B-Zellen unter anderem durch spezifische Antikörper eine 

große Rolle sowohl in Tumorprogression als auch Regression. Nicht nur die Spezifität des 

Antikörpers ist dabei von Bedeutung, sondern vielmehr die durch die Subklasse bedingte 

ausgelöste Immunantwort. Die Studien von Nimmerjahn leisteten einen wesentlichen Bei-

trag zur Aufklärung der immunologischen Effekte, die durch die verschiedenen 

Subklassen ausgelöst werden [333-336]. So werden die pro-inflammatorischen IgGs der 

Klassen 2a und b von FcγRIII, FcγRIIB  und selektiv von FcγRI sowie FcγRIV gebunden, 

wovon die drei Letztgenannten zu den aktivierenden Rezeptoren gehören. IgG1 und 3 

zeigen weniger Aktivität in vivo, wobei IgG1 von FcγRIII sowie dem inhibitorischen 

FcγRIIB gebunden wird, wohingegen IgG3 generell nur schwach mit Fcγ-Rezeptoren in-

teragiert (zusammengefasst in [336]). Vor diesem Hintergrund bestätigte die Analyse der 

Subklassen der Serum-Antikörper im DT6606PDA Tumormodell erneut den immunsupp-

rimierten Status tumortragender Mäuse. Diese wiesen deutlich höhere IgG1-Spiegel auf, 

was dazu führte, dass das Verhältnis von aktivierenden zu inhibierenden IgGs gleich war. 

In gesunden Mäusen dagegen betrug dieses 3:1. Dass hohe Titer von IgG1-Antikörpern, 

die spezifisch gegen ein bekanntes TAA, das Muc-1, gerichtet waren, im Serum von tu-
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mortragenden Mäusen mit progressivem Tumorwachstum korrelierten, zeigten Morikane 

et al. bereits im Panc02 Modell [337]. Im DT6606PDA Tumormodell der vorliegenden 

Arbeit konnten keine deutlichen Unterschiede in gebundenen Antikörpermengen bezogen 

auf die Isotypen beobachtet werden. Dadurch dass die Bindungsaffinität von IgG1 zum 

inhibierenden Rezeptor FcγRIIB jedoch 10-fach höher ist als zum aktivierenden FcγRIII 

[335], vermittelt die Bindung ein inhibitorisches Signal. Obwohl auch in tumortragenden 

Mäusen die Bindung von IgG2a und 2b an DT6606PDA Zellen nachgewiesen werden 

konnte, überwiegen bei einem Verhältnis von IgG2/IgG1 von ca. 1:1,3 die inhibitorischen 

Signale offenbar die aktivierenden. Die NDV-Infektion führte zu einer Verschiebung des 

Verhältnisses der IgG-Isotypen im Serum hin zu den Subklassen IgG2a und IgG2b. 

Dadurch änderte sich ebenfalls das Verhältnis von an Tumorzellen gebundenen IgG-

Isotypen zueinander. An Tag 7 nach Infektion lag das Verhältnis von IgG2a/b zu IgG1 bei 

1:0,5. Die hohe Bindungsaffinität von IgG2a zu FcγRIV, die 70-fach stärker ist als zum 

inhibitorischen Rezeptor FcγRIIB [335], und die niedrige Frequenz von gebundenem 

IgG1 ermöglichte die Weiterleitung der Aktivierungssignale. Die Bindung der aktivieren-

den IgGs auf den Tumorzellen ermöglicht ADCC und complement-mediated cytolysis 

(CDC) (zusammengefasst in [338]). Durch die Antikörper aus dem Serum des 

DT6606PDA Tumormodells konnte auch nach NDV-Infektion allerdings keine gesteiger-

te Tumorzelllyse in vitro erreicht werden. Dabei ist aber folgendes zu berücksichtigen: 

Die Untersuchung der CDC lieferte im Rahmen dieser Arbeit keine verlässlich reprodu-

zierbaren Ergebnisse, da die Gewinnung der Komplement-Komponenten aus murinem 

Serum stets mit der Aktivierung derselben einherging (persönliche Kommunikation 

Matthias Sendler und eigene Beobachtungen) und die Verwendung einer anderen Kom-

plement-Quelle die Aussage verfälscht hätte. Da jedoch in pankreatischen 

Karzinomgewebeproben und Karzinomzelllinien eine massive Überexpression von Kom-

plement-inhibitorischen Molekülen vorliegt [279, 339-343], ist anzunehmen, dass dieser 

Mechanismus in vivo eine untergeordnete Rolle spielt. Dass das Serum von Pankreaskar-

zinompatienten erhöhte Serumspiegel der Komplement-Proteine aufweist, die wiederum 

mit schlechterer Prognose einhergehen, zeigt weiterhin, dass hier eine Störung im Me-

chanismus vorliegt [344-346]. Eine gesteigerte Lyse der DT666PDA Zellen durch ADCC 

konnte in vitro nicht festgestellt werden, was auf die niedrige Frequenz von NK-Zellen 
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von durchschnittlich 4 % in der Milz zurückzuführen sein könnte. Die Antikörper schei-

nen vorrangig der Opsonierung von Tumorzellen durch die infiltrierten Makrophagen zu 

dienen. Diese Mechanismen unterstützen die Abstoßung der DT6606PDA Tumoren in vi-

vo. Darüber hinaus widerlegen die Ergebnisse dieser Arbeit die bis vor kurzem weit 

verbreitete Annahme, neutralisierende Antikörper seien ein Hindernis in der Virotherapie 

(zusammengefasst in [347] und [348]). Die Kinetik der Tumorabstoßung in NDV-

infizierten Mäusen ist vergleichbar mit der nach Transfer NDV-infizierter Splenozyten, in 

denen keine NDV-spezifischen Antikörper detektiert werden konnten. Dass die Antikör-

per jedoch nicht obligat sind, zeigte die erfolgreiche Abstoßung der Tumore nach Transfer 

NDV-aktivierter Splenozyten. An Tag 21 nach Transfer konnten keine spezifischen Anti-

körper im Serum von Mäusen, denen NDV-aktivierte Splenozyten transferiert wurden, 

detektiert werden. Die Bindungsmuster der Serum-Antikörper nach Transfer waren auf 

den Tumorzelllysaten ähnlich, unabhängig davon, ob naive oder NDV-infizierte 

Splenozyten transferiert wurden. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die 

Sekretion NDV-spezifischer Antikörper nach Transfer der Plasmazellen in tumortragende 

Mäuse entweder inhibiert wurde oder aber die durch den Transfer unterbrochene Affini-

tätsreifung während der Keimzentrumsreaktion die Bildung von memory-Plasmazellen 

verhinderte. Weiterhin konnte durch die Injektion von UV-inaktiviertem NDV der humo-

rale Arm des Immunsystems aktiviert werden und es wurden spezifische Antikörper 

gegen NDV gebildet. Diese führten jedoch nicht zu einer Inhibition des DT6606PDA 

Tumorwachstums. Zurückzuführen ist diese Tatsache darauf, dass UV-inaktiviertes NDV 

weder NK-Zellen rekrutieren konnte, noch zu einer Aktivierung und klonalen Expansion 

von CD8
+
 T-Zellen führte, die eine Zell-vermittelte Tumorlyse hätten forcieren können. 

Die NDV-induzierten Antikörper, die in DT6606PDA tumortragenden Mäusen nach 

NDV-Infektion gebildet werden, sind somit begünstigender Teil aber nicht Bedingung der 

Tumorabstoßung, die eine zelluläre Immunantwort voraussetzt.  
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6.3 Das Ausbleiben der adaptiven Immunantwort bedingt das Rezidiv der 

Panc02 Tumore 

6.3.1 Die Rekrutierung von NK-Zellen durch NDV vermittelt die initiale 

Abstoßung der Panc02 Tumore 

Um einschätzen zu können, inwieweit die Ergebnisse aus den Versuchen mit der Zelllinie 

DT6606PDA einen generellen Mechanismus der NDV-vermittelten Tumorabstoßung in 

vivo darstellen, wurde im orthotopen Tumormodell die chemisch induzierte Zelllinie 

Panc02 verwendet. Ausgewählt wurde diese Zelllinie, da es sich hierbei um die einzige 

der vier murinen Zelllinien handelt, die nicht einem spontan in einer genetisch veränder-

ten C57BL/6 Maus entstandenen Tumor abstammt, sondern durch Implantation von mit 

3-Methylcholanthren (3-MCA) getränkten Baumwollfäden in das Pankreas induziert 

wurde [240]. Die auf diese Weise entstandenen Tumore zeigen einen sarkomatoiden Phä-

notyp und können damit klar vom Karzinom abgegrenzt werden [240, 241]. 

Pankreassarkome sind mit einer Inzidenz von 0,1 % äußerst selten, aber auch extrem ag-

gressiv [349]. Auch wenn die Panc02 Zellen damit nicht dem klassischen 

Pankreaskarzinom entsprechen, stellen sie einen interessanten Gegenspieler zu den 

DT6606PDA Zellen dar, vor allem weil sie eine sehr geringe Sensitivität gegenüber 

Chemotherapeutika zeigen, was wiederum charakteristisch für diese Erkrankung ist. Aus 

den in vitro Versuchen wurde bereits deutlich, dass die Kapazität zur Expression NDV-

induzierter immunstimulatorischer Moleküle nicht nur grundsätzlich deutlich höher war 

als in den drei anderen murinen Zelllinien, sondern paradoxerweise nicht mit der kaum zu 

detektierenden Frequenz infizierter Zellen korrelierte. Diese Veränderungen waren dem-

nach unabhängig davon, ob die Zellen infiziert waren. Dies bestätigten ebenfalls sowohl 

die Western Blots als auch die SILAC Analyse, mittels derer zwar wesentliche Verände-

rungen in der Proteinexpression nach Infektion (im weiteren Verlauf als NDV-Inkubation 

bezeichnet) zu verzeichnen waren, virale Proteine jedoch nicht detektiert werden konnten. 

Bereits 1997 konnte die Gruppe um Schirrmacher zeigen, dass nur durch die Bindung und 

enzymatische Aktivität der HN des NDV eine potente T-Zell-Antwort induziert werden 

konnte [326]. Diese Ergebnisse wurden in zahlreichen darauffolgenden Studien auf unter-

schiedliche Arten unterstützt [350-352]. Die deutlichen durch NDV in vitro ausgelösten 
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Effekte in den Panc02 Zellen, wie die verstärkte Oberflächenexpression von MHC I und 

Rae-1δ, sowie die verminderte TGF-β-Sekretion, machten diese zu einer auch in vivo po-

tentiell immunogeneren Zelllinie. Diese Hypothese schien sich in der ersten Woche nach 

NDV-Infektion zu bestätigen, denn die Panc02 Tumore wurden deutlich schneller abge-

stoßen als die DT6606PDA Tumore. Aufgrund des aggressiveren Wachstums der Panc02 

Zellen wurden hier nur die Hälfte der Zellen implantiert, was den Unterschied zwischen 

den Tumorgrößen der Kontrolltiere DT6606PDA und Panc02 Tiere an Tag 2 nach Infekti-

on erklärt (240 mm³ vs. 121 mm³), wobei bereits an Tag 7 nach Infektion kein 

Unterschied mehr auszumachen war. Diese Beobachtung unterstreicht das aggressive 

Wachstum der Panc02 Zellen, was letztlich dazu führte, dass die Kontrolltiere bereits an 

Tag 14 nach Infektion aus dem Versuch genommen werden mussten. Bereits Partecke et 

al., die dieses Tumormodell etablierten, beschrieben eine mittlere Überlebensrate der 

Mäuse von 28 Tagen bei Implantation von 2,5×10
6
 Zellen in das Pankreas mit einer 

durchschnittlichen Tumorgröße von 1500 mm³ an Tag 21 nach Implantation [241]. Ab 

Tag 10 nach Infektion konnte die Überschreitung der Tumorgröße von 1000 mm³ be-

obachten werden, woraufhin diese Tiere aus dem Versuch genommen wurden. Somit 

stimmt die Wachstumskinetik mit der von Partecke et al. beschriebenen überein und ver-

deutlicht die gute Reproduzierbarkeit des Modells. Die initiale Abstoßungsreaktion nach 

NDV-Infektion ist auch in diesem Modell auf die NK-Zell-vermittelte Lyse zurückzufüh-

ren. So kam es zu einer Rekrutierung der NK-Zellen im Blut, die am deutlichsten 

ausgeprägt an Tag 4 nach Infektion war. Dabei konnte jedoch beobachtet werden, dass 

dieser Anstieg die Frequenz zirkulierender NK-Zellen in naiven Mäusen nicht überstieg. 

Deutlich wurde ebenfalls, dass in Panc02 tumortragenden Mäusen grundsätzlich die Fre-

quenz der NK-Zellen niedriger war als in naiven Mäusen ohne Tumor. Die Implantation 

von Panc02 Zellen führte demnach zu einer stärkeren Immunsuppression als die der 

DT6606PDA Zellen, auch wenn die Serumkonzentration von TGF-β geringer als in 

DT6606PDA tumortragenden Mäusen war. Nach NDV-Infektion wurde auch in diesem 

Modell die Reduktion auf ein Minimum dieses Zytokins zwei Tage nach Infektion beo-

bachtet. Unter anderem konnte dadurch eine Rekrutierung der NK-Zellen stattfinden, die 

jedoch lediglich zur Wiederherstellung der physiologischen Frequenz zirkulierender NK-

Zellen führte. Diese schien allerdings bereits zur Infiltration und rapiden Abstoßungsreak-

tion der Tumore zu führen. Dies wird durch die verstärkte Oberflächenexpression von 
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Rae-1δ vermittelt, das u. a. die Aktivierung der NK-Zell-vermittelten Lyse forciert [303, 

304]. Dadurch dass fast 50 % der Panc02 Zellen nach NDV-Inkubation in vitro dieses 

Molekül exprimierten, war die Frequenz der potentiellen Zielzellen für NK-Zell-

vermittelte Lyse um ein Vielfaches höher als in DT6606PDA Tumoren. Aufgrund der 

schnelleren Abstoßung hatten bereits vier Tage nach NDV-Infektion nur noch drei von 

fünf und weitere drei Tage später sogar nur zwei von fünf Mäusen makroskopisch detek-

tierbare Tumore. Die NK-Zell-vermittelte Lyse der Panc02 Tumore ist damit deutlich 

potenter verglichen mit DT6606PDA Zellen. Dies konnte bereits durch in vitro Zytotoxi-

zitätsassays durchgeführt von Una Janke beobachtet werden [299]. Der Anstieg der 

Serumkonzentration von TGF-β kann in diesem Zusammenhang als physiologische Reak-

tion gewertet werden, um ein Überschießen der Immunantwort zu verhindern – in diesem 

Fall mit nachteiligen Folgen. 

6.3.2 Die fehlende adaptive Immunantwort bedingt das Rezidiv im Panc02 

Tumormodell 

Im Gegensatz zum DT6606PDA Tumormodell fiel die Aktivierung von CD8
+
 sowie 

CD4
+
 T-Zellen nach NDV-Infektion verschwindend gering aus, wodurch eine klonale 

Expansion der T-Zellen gänzlich ausblieb. Die an Tag 14 nach Infektion isolierten 

Splenozyten der tumortragenden NDV-infizierten Mäuse zeigten verringerte Kapazitäten 

der Tumorzell-vermittelten Lyse, die Splenozyten der tumortragender Mäuse waren völlig 

unfähig, die Zell-vermittelte Lyse auszulösen. Dieses Unvermögen könnte auf die sehr 

hohen Serumkonzentrationen von TGF-β zurückgeführt werden, das durch die Tumorzel-

len sezerniert wurde. Dabei ist jedoch zu beachten, dass solche hohen Konzentrationen im 

in vitro Zytotoxizitätsassay nicht gegeben waren. Thomas et al. beschrieben, dass durch 

die Depletion von TGF-β die Fähigkeit von T-Zellen zur Tumorzelllyse wiederhergestellt 

werden konnte [353]. Die Inhibition der T-Zellen von Panc02 tumortragenden Mäusen 

kann also nicht ausschließlich auf dieses Zytokin zurückgeführt werden, sondern muss in 

einem weiteren Mechanismus begründet liegen. Dass die Implantation der Panc02 Zellen 

bereits zu einer Hemmung der T-Zellfunktionen führte, konnte durch die verminderte 

spezifische Tumorzelllyse im ex vivo Zytotoxizitätsassay nachgewiesen werden. Panc02 

Zellen besitzen einen schwach ausgeprägten immunogenen Phänotyp und sind zudem in 

der Lage immunsuppressive Mediatoren freizusetzen. Dadurch werden potentielle TAAs 
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als „selbst“ erkannt und die für diese Antigene spezifischen T-Zellen in den Status der To-

leranz versetzt. Zu den Mechanismen der Toleranzinduktion gehört die sogenannte 

Erschöpfung der T-Zellen. Die Aufklärung der exakten Ursache dieser verminderten Sti-

mulierbarkeit in Tumorpatienten gestaltet sich bis heute schwierig. Häufig wird der Status 

des Immunsystems von Tumorpatienten mit dem in chronischen, viralen Infektionen ver-

glichen, was auf den gleichen Phänotyp der isolierten CD8
+
 T-Zellen zurückzuführen ist. 

In chronischen Virusinfektionen wird dieser durch persistierende virale Antigene hervor-

gerufen, in Tumorpatienten bedingt die hohe Antigenlast im Tumor den erschöpften 

Phänotyp (zusammengefasst in [250]). Deutlich wurde in diesem Zusammenhang, dass 

speziell TIL funktionelle Defizite durch stark verminderte Expression der CD3ζ-Kette 

und Induktion inhibierender Moleküle wie PD-1 aufweisen, wobei TIL von Pankreastu-

morpatienten keine Ausnahme darstellen [130]. Auch in dieser Arbeit konnte im Panc02 

Modell zwar die Infiltration von T-Zellen beobachtet werden, doch auch diese exprimier-

ten keine Aktivierungsmarker. Dies galt ebenso für die T-Zellen in der Milz, die im ex 

vivo Zytotoxizitätsassay eingesetzt wurden, was wiederum die systemische Störung der 

T-Zell-Antwort impliziert. Dabei bleibt unklar, ob diese Toleranzinduktion durch die Er-

schöpfung der T-Zellen verursacht wurde. Beachtet man jedoch die Zeitspanne von Tag 

14-21 zwischen Tumorimplantation und Versuchsende, während derer keine messbare 

Aktivierung und Proliferation der T-Zellen beobachtet werden konnte, ist der Mechanis-

mus der Erschöpfung eher unwahrscheinlich. Dadurch dass es sich bei den Panc02 Zellen 

um nur gering immunogene Zellen handelt, kann die Toleranzinduktion ebenfalls durch 

Anergie in den T-Zellen ausgelöst worden sein. Dieser Mechanismus unterscheidet sich 

insofern von dem der Erschöpfung, dass er relativ früh in der Tumorentstehung auftritt 

und somit auch auf das Panc02 Tumormodell zutreffen könnte [354]. Anergie in T-Zellen 

wird ausgelöst, wenn bei Stimulation über den T-Zell-Rezeptor keine zusätzlichen positi-

ven, kostimulatorischen Signale vermittelt werden. Die Expression dieser ist in 

pankreatischen Tumorzellen stark vermindert, wohingegen vorrangig inhibitorische Mo-

leküle exprimiert werden [355-357]. Im Kontext dieser Tatsachen ist es naheliegend, dass 

die Toleranz über die Anergieinduktion in T-Zellen Panc02 tumortragender Mäuse eine 

verminderte Kapazität zur Zell-vermittelten Lyse bedingte. Diese konnte zwar in gewis-

sem Maße durch die NDV-Infektion aufgehoben werden, da die spezifische Lyse der 

Tumorzellen durch NDV-aktivierte Splenozyten um 10 % höher war als durch nicht-
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infizierte Splenozyten. Die spezifische Lyse von naiven Splenozyten aus nicht-

tumortragenden Mäusen konnte jedoch nicht wiederhergestellt werden. Im Gegensatz 

zum DT6606PDA Tumormodell konnte die NDV-Infektion die Immunsuppression, ver-

mittelt durch die Implantation von Panc02 Zellen, nicht aufheben. Dadurch wurde die 

Induktion der adaptiven anti-Tumor Immunantwort verhindert. 

6.3.3 Die rezidivierenden Panc02 Zellen sind nicht-immunogen und zeigen einen 

verstärkt immunsuppressiven Phänotyp 

Die Toleranzinduktion zeitnah nach Implantation, welche die erfolgreiche anti-Tumor T-

Zell-Antwort in Panc02 tumortragenden Mäusen verhinderte, wurde im weiteren Verlauf 

der Studie durch die rezidivierenden Panc02 Tumorzellen weiter forciert. Die Reisolate 

waren gekennzeichnet durch einen immunologisch unsichtbaren Phänotyp (fehlende Ex-

pression von MHC I und Rae-1δ), der dem der parentalen Panc02 Zellen entsprach, sowie 

vermehrter FoxP3-Expression und TGF-β-Sekretion, welche die der parentalen Zellen 

weit überstieg. Nicht nur über den Terminus Immunevasion, sondern ebenso dem aktiven 

escape von Tumorzellen nach initialem Ansprechen auf eine Therapie wird kontrovers 

diskutiert, da beide Termini eine aktive Beteiligung bzw. Strategie von Tumorzellen zu-

grunde legen. Die Zellen innerhalb eines Tumors stellen durch ihre genetische Instabilität 

eine sehr heterogene Population dar, in der die am besten angepassten Zellen den größten 

„Überlebensvorteil“ haben. Dass das Immunsystem in immunkompetenten Tieren grund-

sätzlich in der Lage ist, die Induktion von Tumoren zu verhindern bzw. deren Wachstum 

zu begrenzen, zeigten die Studien von Dunn und Schreiber eindrucksvoll (zusammenge-

fasst in [84, 86, 358]). Ebenso wie eine erfolgreiche Eliminierung bestimmter Zellen 

durch eine Therapie führt dieses immunoediting zu einer zunächst weniger heterogenen 

Zellpopulation, da nur die Zellen weiter proliferieren, die durch die Therapie oder das 

Immunsystem nicht eliminiert worden waren. Es konnte gezeigt werden, dass rezidivie-

rende Zellen einen Geno- bzw. Phänotyp aufwiesen, der auch in gewisser Frequenz 

bereits in parentalen Zellen auftrat, ähnlich wie zwischen Metastasen und dem Primärtu-

mor in Tumorpatienten [297, 298, 359]. Im Panc02 Modell wurde durch die NDV-

vermittelte Aktivierung der NK-Zellen und die damit einhergehende Tumorzelllyse ein 

massiver Selektionsdruck auf die Tumorzellen ausgeübt, welcher zur fast vollständigen 

Abstoßung der Tumore führte. Es stellte sich jedoch heraus, dass nicht alle Zellen vom 
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Immunsystem erkannt und eliminiert worden waren. Diese immunologisch unsichtbaren 

Subklone wuchsen ungehindert und unkontrolliert aus, was zur Tumorprogression führte. 

Die in vitro Analyse der Reisolate zeigte, dass diese Zellen einen mit den parentalen Zel-

len vergleichbaren Phänotyp hinsichtlich MHC I und Rae-1δ Expression aufwiesen. Dies 

ist zunächst unerwartet, da die in vitro Inkubation mit NDV in parentalen Zellen eine Ex-

pressionssteigerung dieser Moleküle induzierte, dies also auch durch eine in vivo 

Infektion anzunehmen war. Das Fehlen dieser Moleküle ist entweder darauf zurückzufüh-

ren, dass die in vivo Infektion diese Effekte nicht auslösen konnte oder aber, was 

wahrscheinlicher ist, die re-isolierten Panc02 Zellen Selektionsvarianten darstellten, die 

der NK-Zell-vermittelten Lyse nach NDV-Infektion entgangen waren. Letzterer Mecha-

nismus wird unterstützt durch die Tatsache, dass innerhalb der parentalen Zellen stets ein 

gewisser Prozentsatz auch nach NDV-Inkubation keine Expression der oben genannten 

Moleküle zeigte. Außerdem nimmt die virale HN durch ihre enzymatische Aktivität ge-

genüber Sialinsäuren ebenfalls Einfluss auf die Immunogenität des Tumors. So 

beobachteten Cohen et al. eine gesteigerte NK-Aktivität gegenüber Sialidase-

vorbehandelten Tumorzellen, konnten jedoch keine Lyse von stark sialysierten Zellen be-

obachten [178]. Die NDV-Infektion führte dazu, dass NK-Zellen den Panc02 Tumor 

formten, indem stark immunogene Tumorzellvarianten eliminiert wurden, und stellt damit 

eine Form des immunoediting dar. Die aggressive Tumorprogression im Panc02 Modell 

ab Tag 7 nach NDV-Infektion wird vorrangig durch diese nicht-immunogenen, immun-

suppressiv wirkenden Selektionsvarianten der Panc02 Zellen erreicht, auf die das 

Immunsystem keinen Einfluss nehmen kann. Weiterhin zeigten die re-isolierten Zellen 

keine Sensitivität gegenüber einer erneuten Stimulation mit NDV hinsichtlich vermehrter 

Expression immunstimulatorischer Moleküle bzw. der verminderten TGF-β Sekretion. 

Ein ähnliches Phänomen beobachteten Mazzolini et al. nach subkutaner Implantation von 

CT26 (eine murine kolorektale Karzinomzelllinie) oder Panc02 Zellen und folgender in-

tratumoraler Infektion mit rekombinanten Adenoviren: Nach initialer Abstoßung lösten 

nur Panc02 Zellen ein Rezidiv aus und die re-isolierten Zellen waren nicht mehr sensitiv 

gegenüber einer erneuten in vitro Stimulation durch Adenoviren im Gegensatz zu parenta-

len Panc02 Zellen [359]. Diese Ergebnisse und die der in vitro Stimulation der re-

isolierten Zellen aus dem Panc02 Pankreastumormodell legen nahe, dass auch eine zweite 

Dosis NDV ein Rezidiv im Panc02 Modell nicht verhindert hätte.  
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Zusammengenommen stehen die Ergebnisse des Panc02 Tumormodells nicht nur in star-

kem Kontrast zu den Ergebnissen unter Verwendung von DT6606PDA Zellen im 

Pankreastumormodell nach NDV-Infektion, sondern ebenfalls zu einer Studie im Modell 

des Glioblastoms von Koks et al., in der die intratumorale Gabe von NDV zur kompletten 

Remission der ebenfalls durch 3-MCA induzierten GL261 Zellen führte [202]. Neben den 

offensichtlichen Unterschieden wie dem Ursprungsorgan der Zelllinie und dem Gehirn als 

Implantationsort, liegen mögliche Ursachen der konträren Verläufe der Modelle in der 

sechsfach höheren und intratumoral applizierten Dosis, die zum ICD führte und dadurch 

eine spezifische T-Zell-Antwort induzierte [202]. Im Panc02 Pankreastumormodell blieb 

diese adaptive Immunantwort aus. Auch Koebel et al. beschrieben Rezidive in 3-MCA 

subkutan induzierten Tumoren und bestätigten, dass diese nicht durch Zellen verursacht 

wurden, die durch fortwährende Transformation entstanden waren, sondern aufgrund ge-

ringerer Immunogenität für das Immunsystem unsichtbar blieben und daraufhin die 

besten Überlebenschancen hatten [360]. Durch diese Studie wird ebenfalls deutlich, dass 

das adaptive Immunsystem den entscheidenden Beitrag im editing von Tumoren leistet 

und dieses sowohl dazu führen kann, eine Tumorprogression zu verhindern, gleichzeitig 

aber auch die Möglichkeit beinhaltet, dadurch die Immunogenität des Gesamttumors her-

abzusetzen [360]. 

Neben den oben beschriebenen Mechanismen, welche die unterschiedliche Pathogenese 

nach NDV-Infektion zwischen den beiden Pankreastumormodellen erklären könnten, 

spielt die Replikationskinetik der Tumorzellen selbst eine große Rolle. Panc02 Zellen 

proliferieren in vitro ca. 1,5-mal so schnell wie DT6606PDA Zellen (eigene Beobachtun-

gen und [241]). Ebenso zeigte der Vergleich der in vivo Wachstumskinetik von Tumoren 

ohne NDV-Infektion, dass die Größe der DT6606PDA Tumore 21 Tage nach Implantati-

on der Tumorzellen durchschnittlich 209 mm³ betrug, die der Panc02 Tumore dagegen 

bereits 1000 mm³, obwohl in diesem Modell nur halb so viele Ausgangszellen implantiert 

wurden.  

Durch die Evaluation der Immunantwort nach Infektion im Panc02 Tumormodell konnte 

festgestellt werden, dass wird initiale Abstoßung der Panc02 Tumore durch NK-Zellen 

vermittelt wurde. Dadurch wurde die Selektion von nicht-immunogenen Varianten der 

Panc02 Zellen gefördert, die wiederum durch einen immuninhibitorischen Phänotyp die 



Diskussion 

Limitationen der Modelle hinsichtlich der Übertragbarkeit auf den Menschen 

 

 

147 

Tumorprogression forcierten. Dieses multifaktorielle Geschehen wird hauptsächlich 

durch vier Faktoren getragen: 

1. Verminderte Stimulierbarkeit des adaptiven Immunsystems auf eine NDV-

Infektion durch die Implantation der Panc02 Zellen 

2. Formen des Tumors durch NK-Zellen und damit Progression von nicht-

immunogenen Selektionsvarianten 

3. Generierung eines noch stärkeren anti-inflammatorischen Tumormilieus durch 

diese Varianten 

4. Wachstumskinetik der Panc02 Zellen 

6.4 Limitationen der Modelle hinsichtlich der Übertragbarkeit auf den 

Menschen 

Werden zur Evaluation neuer Therapieansätze für humane Erkrankungen Tiermodelle 

eingesetzt, stellt sich immer die Frage, inwieweit die gewonnenen Erkenntnisse auf den 

Menschen übertragbar sind.  

Auch wenn die grundsätzliche Zusammensetzung des murinen und humanen Immunsys-

tems viele Ähnlichkeiten aufweist, bestehen auch z. T. große Unterschiede. Einen 

wesentlichen Unterschied stellen die Liganden von NKG2D der NK-Zellen dar. So er-

kennt dieser Rezeptor im Menschen MHC I-ähnliche Moleküle (MICA/B), murines 

NKG2D dagegen H-60 und Rae-1 (zusammengefasst in [361]). Vor allem in Anbetracht 

der prominenten NK-Zell-Antwort nach NDV-Infektion in den Mäusen, die eine große 

Rolle in der Tumorabstoßung spielte, könnten sich im Menschen Abweichungen ergeben. 

So konnte in humanen Zelllinien durch NDV-Infektion ebenfalls nur marginal die 

MICA/B Expression induziert werden. Möglicherweise wird dieser Effekt jedoch von vi-

ralen Proteinen kompensiert, die über NKp44 und NKp46 auch im Menschen zur 

Aktivierung der NK-Zell-vermittelten Lyse führen [362]. Allerdings zeigte das Transfer-

experiment auch, dass dieser Mechanismus der Tumorabstoßung eine untergeordnete 

Rolle spielt. Dabei soll die förderliche Rolle dieser Zellen in der Abstoßungsreaktion 

nicht bestritten werden, sondern lediglich unterstützt werden, dass eine möglicherweise 
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verminderte Beteiligung dieser Zellen im humanen System kein Ausschlusskriterium für 

eine erfolgreiche Tumorabstoßung darstellt.  

NDV ist ein potenter Induktor von Typ I Interferon, welches einen wesentlichen Unter-

schied bezüglich der Differenzierung von CD4
+
 T-Zellen zwischen Maus und Mensch 

zeigt: Humanes IFN-α führt zur Ausbildung einer Th1-Antwort, die in der Maus nicht be-

obachtet werden konnte [363]. Inwieweit diese Verschiebung einen Einfluss auf die 

Immunantwort auf NDV bzw. eine Tumorabstoßung hat, kann zu diesem Zeitpunkt nicht 

definiert werden.  

Dadurch dass murines P-Selectin durch pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-α indu-

ziert werden kann und so das rolling der Leukozyten über E-Selectin fördert [364], im 

Menschen diese Induktion nicht ausgelöst werden kann, ist naheliegend, dass die Infiltra-

tion des Tumors im Menschen geringer auffallen könnte. Möglicherweise wird dies 

jedoch durch das im Menschen induzierbare E-Selectin, das auf Leukozyten exprimiert 

wird, kompensiert [365]. 

Die durch die Inokulation des Tumors in den Modellen der vorliegenden Arbeit etablierte 

Inhibition des Immunsystems spiegelt die Situation in Patienten realistisch wieder und 

stellt damit bezogen auf eine der stärksten Einflussgrößen einer erfolgreichen Therapie 

ein adäquates Modell zur Untersuchung der NDV-vermittelten Onkolyse des Pan-

kreastumors dar. 

Abgesehen von den Unterschieden einzelner Komponenten des Immunsystems, dürfen 

auch die offensichtlichen Unterschiede wie durchschnittliche Lebensdauer, Körpergröße 

und die Umgebungseinflüsse nicht unerwähnt bleiben. Die Mäuse, die für diese Arbeit 

ausgewählt wurden, waren zwischen 8 und 14 Wochen alt. Bei einer Lebensdauer von 1-2 

Jahren entspricht dies bezogen auf den Menschen einem Alter von ca. 12 Jahren beim 

Menschen. Pankreaskarzinompatienten sind allerdings im Schnitt zwischen 60 und 75 

Jahre alt [366]. Altern hat einen wesentlichen Einfluss sowohl auf Tumorprogression als 

auch auf das Immunsystem (zusammengefasst in [367]). Durch die deutlich längere Le-

bensdauer des Menschen muss auch das breite erworbene Immungedächtnis bis zu 40-

mal länger als in Mäusen aufrechterhalten werden und wird dadurch deutlich anders ge-

formt [368, 369]. Dass dies ebenso Auswirkungen auf die NDV-vermittelte 

Immunstimulation haben kann, kann nicht bestritten werden. Ebenso wurden in dieser 
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Arbeit ausschließlich C57BL/6J Mäuse verwendet, womit eine Heterogenität des Immun-

systems wie es zwischen Patienten der Fall ist, nicht gegeben ist. 

Neben diesen Limitationen, welche die Translation von Ergebnissen aus tierexperimentel-

len Ansätzen auf den Menschen erschweren, bieten diese Modelle wesentliche Vorteile 

gegenüber der Zellkultur, die gerade komplexe Zusammenhänge wie sie in dieser Arbeit 

untersucht wurden, nur spärlich abbilden können. Das orthotope Modell des Pankreaskar-

zinoms in immunkompetenten Mäusen zeigt im Gegensatz zu früheren Modellen wie 

Xenograft-Modellen oder der subkutanen Implantation von Tumoren wesentliche Vortei-

le. So ermöglicht dieses Modell die Untersuchung des Einflusses des NDV-aktivierten 

Immunsystems auf syngen implantierte Tumorzellen, die im Mikromilieu des Pankreas 

wachsen.  

Doch auch dieses Modell zeigt Limitationen hinsichtlich der Vergleichbarkeit mit dem 

humanen Pankreaskarzinom. Die wohl größte Schwäche dieses Modells liegt in der Zu-

sammensetzung des eigentlichen Tumors. Ein großer Teil der humanen Tumormasse 

besteht aus Stroma, welches sich wiederum neben extrazellulärer Matrix u. a. aus PSCs, 

Endothelzellen sowie Perizyten und Zellen des Immunsystems zusammensetzt. Dieses 

Stroma zeichnet sich durch eine starke fibrotische Reaktion aus, die als Desmoplasie be-

zeichnet wird, und nimmt wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung des Tumors u. a. 

durch die Sekretion und Bildung von Laminin, Fibronektin, Hyaluronsäure und verschie-

dener anderer Komponenten der extrazellulären Matrix [370]. Dadurch kommt es zu einer 

Verhärtung des Tumors und im Folgenden zu steigendem extrazellulären Flüssigkeits-

druck, der wiederum die Blutgefäße kollabieren lässt. Gleichzeitig werden 

Wachstumsfaktoren und immuninhibitorische Moleküle freigesetzt (zusammengefasst in 

[371]). Es existiert eine Vielzahl molekularer Interaktionen zwischen Tumor und Tumor-

stroma, die z. T. noch nicht aufgeklärt sind. Die bedeutende Rolle in der 

Tumorprogression und dem verminderten Ansprechen auf Chemotherapeutika durch die 

mechanische Barrierefunktion des Stromas ist jedoch unumstritten (zusammengefasst in 

[372]). Durch die orthotope Implantation der Tumorzelllinien in das Pankreas wie sie in 

dieser Arbeit durchgeführt wurde, kommt es nur zu einer minimalen Stromareaktion, die 

der humanen Situation nur spärlich entspricht [373]. Inwieweit das Tumorstroma Einfluss 

auf den Ausgang der DT6606PDA Tumorstudie gehabt hätte, lässt sich nur spekulieren. 

Möglich ist, dass das NDV die Tumorzellen nicht erreicht und somit die direkte Onkolyse 
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und die damit einhergehenden Erhöhung der Immunogenität und die Stimulation des Im-

munsystems innerhalb des Tumors nicht stattgefunden hätte. Jedoch findet die Aufnahme 

und Präsentation des NDV durch APCs nicht im Tumor statt, eine Aktivierung des Im-

munsystems sollte demnach trotzdem stattfinden. Die Frage, ob die Immunzellen den 

Tumor infiltrieren könnten, stellt sich ebenso für die transferierten, NDV-aktivierten 

Splenozyten. Da jedoch die Inhibition von TGF-β sowohl Stroma- als auch Tumorpro-

gression hemmt [374] und diese Inhibition ebenfalls in beiden in dieser Arbeit 

verwendeten Modellen nach NDV-Infektion stattfand, liegt nahe, dass die damit einher-

gehende Auflockerung des Stromas den Transport von NDV bzw. die Infiltration NDV-

aktivierter Splenozyten in den Tumor ermöglicht hätte. Außerdem wurde in den letzten 

Jahren deutlich, dass sowohl Tumor als auch Tumor-assoziiertes Stroma eine beachtliche 

Anzahl verschiedenster, im Allgemeinen immunsupprimierender Leukozyten aufweist 

(zusammengefasst in [375]). Das Stroma stellt somit zwar durch unzureichende Durch-

blutung eine Barriere für chemische Therapeutika dar, die Infiltration von Leukozyten 

scheint allerdings nur wenig gehemmt zu sein. Die Infektion mit NDV könnte dazu füh-

ren, dass aktivierte Leukozyten nicht nur Tumor und Stroma infiltrieren, sondern dadurch 

gleichzeitig das anti-inflammatorische Milieu zu einem gewissen Grad aufheben und so 

die Tumor-fördernde Wirkung vermindern. Das Stroma, das als eines der größten Hinder-

nisse einer erfolgreichen Therapie des Pankreaskarzinoms gilt, stellt im Kontext einer 

NDV-Infektion nicht nur kein Hindernis dar, sondern möglicherweise einen aussichtsrei-

chen Kandidaten zur Reprogrammierung des Tumormilieus. 

Zwar wurde durch die Verwendung der DT6606PDA Zelllinie gewährleistet, dass die Zel-

len eine aktivierende Mutation im kras-Gen aufweisen, die mit bis zu 95 % aller humanen 

Pankreaskarzinome assoziiert ist, die genetischen und epigenetischen Anomalien, die in 

humanen Tumoren auftreten, konnten jedoch in diesem System nicht nachgestellt werden. 

Dass allerdings auch murine Tumorzellinien eine große Heterogenität aufweisen, wurde 

in den in vitro Versuchen dieser Arbeit bestätigt. Ebenso deutlich wurde aber auch, dass 

diese nicht zwingend ein Hindernis in der erfolgreichen NDV-Therapie darstellt. Auch die 

DT6606PDA Zelllinie besteht aus unzähligen Subklonen, die ihrerseits verschiedenste 

Mutationen aufweisen, in vivo kam es trotzdem zu einer vollständigen Abstoßung. In 

Panc02 Zellen, die in vitro insgesamt deutlich stärker auf die NDV-Inkubation reagierten, 

kam es zur Selektion von Tumorzellvarianten, die das Rezidiv vermittelten. Hierbei darf 
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nicht vergessen werden, dass es sich bei den Panc02 Zellen um sarkomatoide Tumorzel-

len ohne kras-Mutation handelt. Möglicherweise ist dieses ein entscheidender Faktor für 

das verminderte Ansprechen auf eine Virotherapie mit NDV R75/98. Eine generelle Aus-

sage darüber unter welchen Voraussetzungen – von Seiten der Tumorzelle – eine NDV-

Infektion in vivo zu einer Tumorabstoßung führt, kann zu diesem Zeitpunkt nicht getrof-

fen werden.  

Weiterhin konnte unter Verwendung des orthotopen Tumormodells die eigentlich schritt-

weise Entstehung des Pankreastumors nicht nachgestellt werden. Dadurch dass die 

Fragestellung in dieser Arbeit jedoch nicht an die Entstehung des Pankreaskarzinoms 

adressiert war, sondern an die Evaluation einer möglichen Therapie mit NDV R75/98 und 

des therapeutischen Wirkmechanismus, spielt diese Schwäche des Modells in dieser Ar-

beit eine untergeordnete Rolle. Die Implantation von 1×10
5
 Panc02 bzw. 2,5×10

5
 

DT6606PDA Zellen erzeugte einen soliden Tumor mit einer Größe von 50-100 mm³ bei 

Therapiebeginn im Pankreas mit einer Organmasse in der Maus von 15×2×2 mm³. Da die 

Durchschnittsgröße von humanen Pankreaskarzinomen bei Diagnosestellung 2-5 cm³ be-

trägt (persönliche Kommunikation Ivo Partecke und Julia Mayerle), stellt, bezogen auf 

eine Organmasse von ca. 18×3×2 cm³, das gewählte Modell die Situation in Patienten 

recht gut dar. 

Der Vergleich zwischen in vitro und in vivo Versuchen zeigt eindeutig die Diskrepanz 

zwischen den Ergebnissen, die aus den jeweiligen Ansätzen gewonnen wurden. Zellkul-

tursysteme können die Komplexität des in dieser Arbeit untersuchten Zusammenspiels 

von Tumor, NDV und dem Immunsystem nur unzureichend nachbilden. Auch wenn kein 

Tiermodell die Situation in der humanen Erkrankung in allen Punkten zu 100 % wieder-

spiegeln kann, wird ebenso deutlich, dass Tiermodelle ein unverzichtbarer Teil in der 

Evaluation neuer Therapieansätze sind. Dabei müssen sowohl die Wahl des Modells so-

wie die Interpretation der Ergebnisse im Kontext der jeweiligen Limitationen 

wohlüberlegt sein.  
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6.5 Bedeutung der Erkenntnisse im Hinblick auf eine alternative 

Therapieoption des humanen Pankreaskarzinoms 

Die Verwendung von zwei verschiedenen murinen Pankreastumorzelllinien zeigte einen 

deutlich unterschiedlichen Verlauf der Tumorabstoßung bzw. des Rezidivs nach Infektion 

mit NDV R75/98. Auch wenn dies zunächst enttäuschend scheint, lassen sich durch die 

Kombination der Erkenntnisse aus beiden Studien zuverlässigere Ergebnisse ableiten. Die 

Induktion der adaptiven, zellulären Immunantwort ist maßgeblich für eine erfolgreiche 

Abstoßung von Pankreastumoren im Mausmodell, denn selbst wenn eine NK-Zell-

vermittelte Lyse des Tumors stattfindet, gewährleistet diese keinen Schutz vor einem Re-

zidiv. Ausschlaggebend für die konträren Verläufe in beiden Modellen nach NDV 

Infektion war der Immunstatus der Maus. Die immer größer werdende Zahl von Biomar-

kern ermöglicht eine umfassende Beurteilung des Immunstatus von Patienten. Die 

dadurch gewonnenen Erkenntnisse sollten nicht nur für die Anpassung der Dosis heran-

gezogen werden, sondern auch zur Beurteilung einer möglichen Begleittherapie. Das 

immer mehr an Bedeutung gewinnende Konzept der individualisierten Therapie wird 

durch die Ergebnisse aus den zwei Studien mit verschiedenen Zelllinien dieser Arbeit un-

terstützt. Es gibt bereits Hinweise darauf, dass der alleinige Einsatz von Inhibitoren 

sogenannter immune check-points wie CTLA-4 und PD-1 nicht zu einer Abstoßung von 

Pankreastumoren führte [161, 376], in Kombination mit Tumorvakzinen wurden jedoch 

positive Resultate erzielt [160, 377, 378]. Durch diese check-point Inhibitoren wird nicht 

sowohl die etablierte Toleranz des Immunsystems aufgehoben als auch das Tumorstroma 

verändert [379]. Dadurch könnte die Infiltration der NDV-aktivierten Splenozyten er-

leichtert werden. Ein großer Vorteil des NDV R75/98 gegenüber Zell-basierten Vakzinen 

besteht in der Fähigkeit des Virus direkt Onkolyse auszulösen und gleichzeitig die nicht 

lysierten Tumorzellen zur Expression immunstimulatorischer Moleküle anzuregen. Wei-

terhin vermittelt die Expression von mutierten KRAS, welches in 95 % aller 

pankreatischen Tumore auftritt, die Anfälligkeit für die Infektion und damit die Induktion 

der Lyse. Möglicherweise ist die Therapie von Tumoren, die diese Mutation nicht aufwei-

sen, weniger erfolgreich und vergleichbar mit der Panc02 Studie, wobei die Anpassung 

der Dosis eine Induktion der adaptiven Immunantwort möglich gemacht hätte. In einem 
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vorläufigen in vitro Experiment, in dem human periphere Blutleukozyten mit NDV inku-

biert wurden, konnte keine Apoptose, jedoch eine Aktivierung von CD8
+
 T-Zellen 

beobachtet werden. Zusammengenommen überwindet die NDV-Infektion zwei wesentli-

chen Hürden der erfolgreichen Therapie des Pankreaskarzinoms an: die Stimulation des 

toleranten/suppressiven Immunsystems bei gleichzeitiger Erhöhung der Immunogenität 

der Tumorzellen. Die Kombination mit beispielsweise PD-1 Inhibitoren würde weiterhin 

das Tumor-assoziierte Stroma beeinflussen und zu einer Forcierung der anti-Tumor Im-

munantwort beitragen. Auch die Möglichkeit der ex vivo Generation von spezifischen 

anti-Tumor T-Zellen durch Inkubation der peripheren Blutlymphozyten von Pankreastu-

morpatienten stellt ein denkbares Szenario dar, da die Stimulation von Splenozyten eine 

Tumorzelllyse bewirken konnte. Zurzeit beruht die Mehrzahl dieser ex vivo Stimulationen 

auf der vorherigen chirurgischen Resektion eines Teils oder des gesamten Tumors, wobei 

in den letzten Jahren deutlich wurde, dass solche Eingriffe oftmals die Metastasierung 

fördern (zusammengefasst in [380]). In anderen Ansätzen werden allogene Tumorzellen 

bzw. Lysate zur Stimulation genutzt, was immer die Möglichkeit beinhaltet, damit nicht 

die autologen, spezifischen, anti-Tumor T-Zellen des einzelnen Patienten zu aktivieren 

[160, 377-379]. Dass die durch NDV R75/98 aktivierten Immunzellen von Mäusen dage-

gen unabhängig von der Tumorzelllinie Onkolyse auslösen, konnte Una Janke im Rahmen 

ihrer Masterarbeit in unserer Arbeitsgruppe zeigen. Dadurch wird nochmals die Schlüs-

selrolle des durch den Tumor toleranten Immunsystems deutlich, da in Panc02 Zellen in 

vitro die höchste spezifische Lyse ausgelöst werden konnte, der Transfer von ex vivo sti-

mulierten Immunzellen möglicherweise eine Tumorabstoßung induziert hätte, die durch 

die NDV-Infektion der tumortragenden Mäuse nicht erreicht werden konnte. 

Die Biosicherheit von NDV-Stämmen wurde mehrfach untersucht (zusammengefasst in 

[228]) und bereits in Abschnitt 1.3.3 erläutert. Zwar weist jeder Stamm ein leicht unter-

schiedliches Infektionsprofil auf, die Fülle der bereits getesteten Stämme in (prä-) 

klinischen Studien, wie auch die Beobachtung von Geflügelzüchtern, zeigt, dass NDV 

zwar potentiell auch Menschen infizieren kann, dabei aber nur milde Symptome auftreten 

(zusammengefasst in [229]). Auch wenn in dieser Arbeit keine Versuche im Menschen 

hinsichtlich des Sicherheitsprofils des NDV R75/98 durchgeführt wurden, ist aufgrund 

der bisherigen Erkenntnislage davon auszugehen, dass auch dieser Stamm nicht über ein 
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breiteres Wirtsspektrum verfügt und damit nicht mit schwereren Komplikationen zu rech-

nen ist. Auch in Anbetracht der Limitationen bedingt durch das Tiermodell stellen die 

Ergebnisse dieser Arbeit die Basis einer möglichen Alternativtherapie des Pankreaskarzi-

noms dar, die selbstverständlich weiterer Untersuchungen bedarf.  
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7. Zusammenfassung 

Das Pankreaskarzinom gehört zu den wenigen malignen Erkrankungen mit einer Fünf-

Jahres-Überlebensrate im nur einstelligen Bereich, die sich seit mehr als dreißig Jahren 

nicht wesentlich verändert hat. Trotz intensiver Forschung, auf die allerdings nur ca. 1-

2 % der Förderungsgelder entfallen, sind die Therapieerfolge bei Patienten mit Pankreas-

karzinom noch immer unzureichend. Die in den letzten Jahren in den Fokus gerückten 

Immuntherapien zeigen erste vielversprechende Ergebnisse. Die Virotherapie hat bereits 

bei verschiedenen Tumorerkrankungen positive Resultate erzielt, steht allerdings das 

Pankreaskarzinom betreffend noch am Anfang. Außerdem richtet sich ein Großteil der 

Forschung auf die Generierung rekombinanter Viren, die sich durch eine starke direkte 

onkolytische Wirkung auszeichnen. Die resultierende Immunantwort, die sich zu einer 

sekundären anti-Tumor Antwort ausbilden kann, ist nur wenig charakterisiert. 

Die onkolytische Wirkung des NDV Feldisolates R75/98 wurde bisher nicht untersucht. 

Daher wurden in dieser Arbeit zunächst das direkte onkolytische Potential sowie die 

NDV-induzierte Expressionsänderung immunmodulatorischer Moleküle in sechs huma-

nen und vier murinen Tumorzelllinien pankreatischen Ursprungs evaluiert. Nach in vitro 

Inkubation der Zelllinien mit NDV R75/98 waren, mit Ausnahme der murinen Panc02 

Zelllinie, alle Zelllinien zu unterschiedlichem Ausmaß infiziert. In humanen Zellen löste 

die NDV Infektion neben einer Proliferationsinhibition weiterhin Apoptose aus. Diese Ef-

fekte waren in murinen Zelllinien weniger stark ausgeprägt, dafür reagierten diese 

Zelllinien auf die Infektion mit deutlich gesteigerter Expression von MHC I und Rae-1δ 

sowie verminderter TGF-β Sekretion. Dass diese Veränderungen in der Expression im-

munmodulatorischer Moleküle jedoch nicht zwangsläufig eine Infektion voraussetzen, 

wurde anhand der Panc02 Zelllinie deutlich, die nur durch die Inkubation mit NDV 

R75/98 die stärkste Expressionsänderung der oben genannten Moleküle unter allen getes-

teten Zelllinien aufwies. Mit Hilfe der SILAC Analyse konnte weiterhin gezeigt werden, 

dass die NDV-Infektion bzw. Inkubation zur Erhöhung der Immunogenität der Tumor-

zelllinien führte. Die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen stellen eine Verbindung 

zwischen den für die Tumorentstehung verantwortlichen Mutationen und dem dadurch 

bedingten Phänotyp mit der Anfälligkeit für eine NDV-Infektion dar und zeigen auf, dass 

diese Zellen aufgrund der genetischen Disposition besonders anfällig für eine Infektion 

mit NDV sind. So weisen Panc02 Zellen, die als einzige nicht spontan entstanden, son-
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dern durch 3-MCA induziert wurden, keine der für Pankreaskarzinome typischen kras-

Mutationen auf und haben einen sarkomatoiden Phänotyp, was erste Erklärungen der feh-

lenden Anfälligkeit für eine Infektion mit NDV liefert. Neben den NDV-induzierten 

Effekten komplettiert dieser Teil der Arbeit ebenfalls die Charakterisierung von unstimu-

lierten pankreatischen Tumorzelllinien hinsichtlich der Expression 

immunmodulatorischer Moleküle. Das bessere Verständnis der durch den Phänotyp be-

dingten Immunogenität der Zelllinien und die Möglichkeit der Modulation derselben 

liefern Hinweise, die bei der Entwicklung neuer Therapieansätze unverzichtbar sind. 

Im Fokus dieser Arbeit stand die Charakterisierung der Immunantwort nach NDV-

Infektion hinsichtlich der Induktion einer sekundären anti-Tumor Immunantwort. Zur 

Evaluation dieser wurde ein murines, orthotopes Pankreastumormodell genutzt, in wel-

chem zwei verschiedene syngene Zelllinien in das Pankreas implantiert wurden. Die 

Infektion von Mäusen mit NDV R75/98, denen spontan entstandene DT6606PDA Zellen 

implantiert wurden, führte bereits zwei Tage nach Infektion zu einer Verkleinerung des 

Tumors. Diese erste Tumorzelllyse ist zum einen auf direkte Onkolyse und zum anderen 

auf die zeitgleiche Induktion der NK-Zell-Antwort zurückzuführen. Außerdem wurde das 

durch TGF-β vermittelte inhibitorische Milieu durch die NDV-Infektion aufgehoben. Die 

NK-Zellen wurden durch das Fehlen von MHC I und die Expression viraler Proteine und 

Rae-1δ auf den DT6606PDA Zellen zur Zell-vermittelten Lyse aktiviert. Durch diese Art 

der Zelllyse wurden weiterhin pro-inflammatorische Effektormoleküle und Zytokine frei-

gesetzt und damit die erfolgreiche Aktivierung des adaptiven Arms des Immunsystems 

ermöglicht. Die NDV-Infektion führte zur klonalen Expansion von sowohl CD8
+
 als auch 

CD4
+
 T-Zellen, die wiederum verstärkt das Tumorgewebe infiltrierten und durch die 

NDV-vermittelte MHC I Expression in DT6606PDA Zellen Zell-vermittelte Lyse auslös-

ten. Die Bildung von NDV-spezifischen Antikörpern, die in der Lage waren Proteine auf 

naiven sowie infizierten Tumorzellen zu erkennen, ermöglichte zudem die Opsonierung 

der Zellen durch Makrophagen, die ebenfalls in großer Zahl das Tumorgewebe infiltrier-

ten. Diese Einbindung der humoralen Immunantwort stellte jedoch keine 

Grundvoraussetzung einer erfolgreichen Tumorabstoßung dar, sondern ist begünstigender 

Teil. Der adoptive Transfer NDV-aktivierter Splenozyten machte weiterhin deutlich, dass 

die Erhöhung der Immunogenität durch NDV zwar förderlich ist, jedoch keine Vorausset-

zung für eine erfolgreiche Tumorabstoßung darstellen. So ist in diesem Modell die 

Aktivierung der Immunsystems durch NDV und damit die Aufhebung der Tumor-
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assoziierten Immuninhibition der Schlüssel zu einer erfolgreichen Tumorabstoßungsreak-

tion. Die adaptive, spezifische anti-Tumor Immunantwort verhindert weiterhin das Re-

Rezidiv im murinen Modell des Pankreaskarzinoms.  

Diese Erkenntnisse wurden weiterhin durch die Verwendung von Panc02 Zellen im Pan-

kreastumormodell bestätigt. So führte die NDV-vermittelte Rekrutierung und Aktivierung 

von NK-Zellen zwar zu einer starken Reduktion der Tumormasse innerhalb der ersten 

Woche nach Infektion, jedoch blieb die Induktion der adaptiven Immunantwort aus. Zu-

rückzuführen war dieses Ausbleiben der spezifischen anti-Tumor Immunantwort auf die 

verminderte Stimulierbarkeit der Immunzellen, vermittelt durch die Panc02 Zellen selbst. 

Die Implantation dieser Zellen führte zum einen zu einer generellen Immunsuppression 

durch TGF-β, zum anderen weisen Panc02 Zellen nur einen schwach immunogenen Phä-

notyp auf. Dieser konnte zwar durch die NDV-Infektion zunächst aufgehoben werden und 

bedingte die NK-Zell-vermittelte Lyse, die nicht-immunogenen Subklone, die dieser Lyse 

jedoch entgingen, vermittelten die Tumorprogression. Dieses immunoediting, welches 

durch den Selektionsdruck forciert wurde, führte zur Bildung eines nicht-immunogenen 

Tumors, der weiterhin ein noch deutlich stärker anti-inflammatorisch und immunsuppres-

siv wirkendes Milieus etablierte. Dadurch wurde nicht nur die Induktion der adaptiven 

Immunantwort verhindert, sondern auch eine anhaltende NK-Zell-vermittelte Lyse unter-

bunden. Diese Faktoren vermittelten letztendlich das Rezidiv im Panc02 Tumormodell. 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass pankreatische Karzinomzelllinien ein 

attraktives Ziel für eine NDV-Infektion darstellen und NDV R75/98 in der Lage ist, so-

wohl direkte Onkolyse auszulösen, als auch die Immunogenität der Tumorzellen zu 

erhöhen. Diese wiederum steigert die Zell-vermittelte Tumorzelllyse und fördert so ein 

pro-inflammatorisches Milieu. Die NDV-vermittelte Induktion der adaptiven Immunant-

wort und damit die Aufhebung der Tumor-assoziierten Immunsuppression stellen jedoch 

die Grundvoraussetzung der erfolgreichen Ausbildung einer anti-Tumor Immunantwort 

dar und gewährleisten gleichzeitig die Verhinderung eines Rezidivs.  

Trotz aller Limitationen, die sich aus Versuchen mit Tiermodellen hinsichtlich der Über-

tragbarkeit auf den Menschen ergeben, sind die Ergebnisse dieser Arbeit vor allem im 

Hinblick auf die Evaluation neuer Immuntherapien für das Pankreaskarzinom interessant. 

In Anbetracht der unzureichenden Therapieerfolge mit klassischen Chemotherapien durch 

die damit verbundene Schwächung des Immunsystems und die ersten Erfolge immunmo-

dulatorischer Therapien, sollte die NDV-vermittelte Tumorabstoßung weiter aufgeklärt 
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und als mögliche Alternative in klinischen Studien in Betracht gezogen werden. Vor allem 

hinsichtlich des breiten Wirkspektrums in neun von zehn Zelllinien und des biologischen 

Sicherheitsprofils, stellt NDV R75/98 einen aussichtsreichen Kandidaten für eine Virothe-

rapie dar.   
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11. Anhang 

Tabelle 20 TNM-Klassifikation von Pankreaskarzinomen 

T Primärtumor 

TX Beurteilung des Tumors nicht möglich 

T0 Tumor nicht nachweisbar 

Tis in situ Karzinom (nur Zellen der Schleimhaut sind betroffen) 

T1 Tumor < 2cm, begrenzt auf das Pankreas 

T2 Tumor > 2cm, begrenzt auf das Pankreas 

T3 Invasion des Tumors in umliegendes Gewebe ohne arterielle Beteiligung 

T4 Invasion des Tumors in die Arterien des Oberbauchs 

N Lymphknoten 

NX Beurteilung des Lymphknotenbefalls nicht möglich 

N0 Kein Lymphknotenbefall 

N1 Befall der benachbarten Lymphknoten 

M Metastasen 

MX Beurteilung der Fernmetastasen nicht möglich 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen vorhanden 

 

Tabelle 21 Stadieneinteilung der Pankreaskarzinome nach dem AJCC 

Stadium T  N  M  

0 Tis N0 M0 

IA T1 N0 M0 

IB T2 N0 M0 

IIA T3 N0 M0 

IIB T1-3 N1 M0 

III T4 alle N M0 

IV alle T alle N M1 
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Tabelle 22 Identifizierte Proteine mit einer molekularen Masse von 45-60 kDa in PaTu-8988T Zellen 

nach Sequenzabgleich mit der UniProt Datenbank für homo sapiens; % SC = % sequence coverage 

(Sequenzabdeckung) anhand der Anzahl identifizierter Proteine, # IOM = infected over mock = relative Ex-

pressionsstärke des Proteins in infizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen 

Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Nur in Kontrollzellen identifiziert 

C-C chemokine receptor type 7  P32248 18.6 1 4.0 

Elongation factor 1-alpha 1  P68104 170.5 5 10.6 

Eukaryotic translation initiation fac-

tor 2 subunit 3 

P41091 51.5 2 4.9 

Fatty aldehyde dehydrogenase  P51648 30.5 1 2.5 

Heat shock cognate 71 kDa protein  P11142 55.3 3 6.3 

Heat shock protein HSP 90-alpha  P07900 42.9 2 4.0 

Inosine-5'-monophosphate dehydro-

genase 2  

P12268 57.6 2 5.4 

Intersectin-1  Q15811 30.7 1 0.9 

Transcription factor SPT20 homolog  Q8NEM7 21.2 1 1.7 

UDP-glucose 6-dehydrogenase  O60701 49.0 2 4.7 

UV excision repair protein RAD23 

homolog B  

P54727 106.5 4 13.0 

Nur in infizierten Zellen identifiziert 

60 kDa heat shock protein, mito-

chondrial  

P10809 46.8 2 6.5 

Actin, cytoplasmic 1  P60709 49.7 2 7.5 

Annexin A11  P50995 62.1 2 4.2 

Calreticulin OS P27797 286.8 8 22.5 

Glucose-6-phosphate 1-

dehydrogenase  

P11413 46.6 2 5.0 

Heterogeneous nuclear ribonucleo-

protein H2  

P55795 208.9 5 16.7 

Histidine-tRNA ligase,  cytoplasmic  P12081 52.1 2 3.3 
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Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Interferon-induced protein with tetra-

tricopeptide repeats 1  

P09914 105.1 2 6.5 

Keratin, type I cytoskeletal 10  P13645 575.1 17 29.5 

Keratin, type I cytoskeletal 9  P35527 382.8 8 21.5 

Keratin, type II cytoskeletal 1  P04264 575.5 12 23.4 

Keratin, type II cytoskeletal 2 epider-

mal  

P35908 382.3 10 19.4 

Keratin, type II cytoskeletal 5  P13647 136.3 5 5.8 

Nicotinamide phosphoribosyltrans-

ferase  

P43490 76.1 3 6.5 

Pre-mRNA-processing factor 19  Q9UMS4 65.9 3 5.0 

Putative elongation factor 1-alpha-

like 3  

Q5VTE0 226.6 7 14.1 

Pyruvate kinase  P14618 106.0 4 9.4 

Expressionsänderung nach Infektion relativ zur Kontrolle 

26S protease regulatory subunit 4  P62191 71.6 2 2.7 1 

60 kDa heat shock protein, mito-

chondrial  

P10809 46.8 2 6.5 1 

Adenylyl cyclase-associated protein 1  Q01518 172.0 7 14.3 3 

Alpha-enolase  P06733 549.2 16 22.8 10 

Annexin A11  P50995 97.6 4 6.5 3 

Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic  P14868 483.8 16 24.4 9 

ATP synthase subunit alpha, mito-

chondrial  

P25705 1375.1 33 36.3 19 

ATP synthase subunit beta, mitochon-

drial  

P06576 1084.6  27 32.7 17 

Calreticulin  P27797 325.4  10 22.5 7 

Coronin-1B  Q9BR76 37.3  2 1.8 1 

Coronin-1C  Q9ULV4 89.2  3 4.0 2 
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Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Cytosol aminopeptidase  P28838 297.6  9 18.1 4 

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  O43175 207.2  5 7.3 3 

Elongation factor 1-alpha 1  P68104 397.1  12 14.1 6 

Eukaryotic translation initiation fac-

tor 2 subunit 3  

P41091 51.5 2 4.9 2 

Fascin  Q16658 231.3  9 9.3 5 

Glucose-6-phosphate isomerase  P06744 987.9 26 26.5 13 

Glutamate dehydrogenase 1, mito-

chondrial  

P00367 231.9 7 13.8 5 

Glutathione reductase, mitochondrial  P00390 42.5 2 2.3 1 

Heat shock protein HSP 90-beta  P08238 207.7 7 6.5 4 

Heterogeneous nuclear ribonucleo-

protein H  

P31943 551.4  15 27.8 8 

Heterogeneous nuclear ribonucleo-

protein H2  

P55795 356.7 9 17.8 4 

Heterogeneous nuclear ribonucleo-

protein K  

P61978 63.5 2 3.7 1 

Importin subunit alpha-1  P52292 238.8 8 12.9 5 

Inosine-5'-monophosphate dehydro-

genase 2  

P12268 103.3  4 9.1 3 

Interferon-induced protein with tetra-

tricopeptide repeats 1  

P09914 105.1  2 6.5 1 

Keratin, type I cytoskeletal 10  P13645 575.1  17 29.5 9 

Keratin, type I cytoskeletal 9  P35527 382.8 8 21.5 3 

Keratin, type II cytoskeletal 1  P04264 575.5  12 23.4 6 

Keratin, type II cytoskeletal 2 epider-

mal  

P35908 437.3  12 19.4 7 

Keratin, type II cytoskeletal 8  P05787 2562.8 64 56.1 34 
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Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Nicotinamide phosphoribosyltrans-

ferase  

P43490 100.7 4 6.5 3 

Non-POU domain-containing octam-

er-binding protein  

Q15233 126.3 3 4.2 1 

Nucleosome assembly protein 1-like 1  P55209 126.0 4 6.9 2 

Polypyrimidine tract-binding protein 

1  

P26599 362.7  11 14.3 6 

Pre-mRNA-processing factor 19  Q9UMS4 65.9 3 5.0 3 

Protein disulfide-isomerase A3  P30101 620.7 20 24.2 12 

Protein disulfide-isomerase A6  Q15084 384.9 11 19.5 6 

Pyruvate kinase PKM  P14618 121.4  5 9.4 3 

RuvB-like 1  Q9Y265 156.1 4 8.8 2 

RuvB-like 2  Q9Y230 133.9  5 7.3 3 

Serine hydroxymethyltransferase, mi-

tochondrial  

P34897 147.4 4 6.7 3 

Spliceosome RNA helicase DDX39B  Q13838 148.1 5 7.2 3 

T-complex protein 1 subunit beta  P78371 560.1 16 23.7 11 

T-complex protein 1 subunit delta  P50991 260.3 9 9.1 5 

Tubulin alpha-1B chain 1 P68363 2079.1 38 48.1 20 

Tubulin beta chain  P07437 1541.5  35 30.9 18 

Tubulin beta-2A chain  Q13885 1116.6 27 22.7 14 

Tubulin beta-3 chain Q13509 1235.4 31 25.8 16 

Tubulin beta-4B chain  P68371 1472.1 37 30.8 20 

Tubulin beta-6 chain  Q9BUF5 828.2 20 19.3 11 

UDP-N-acetylhexosamine pyrophos-

phorylase  

Q16222 246.1  7 10.9 5 

UV excision repair protein RAD23 

homolog B  

P54727 106.5  4 13.0 4 

Vimentin  P08670 1661.1 44 54.5 25 
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Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

V-type proton ATPase subunit B, 

brain isoform  

P21281 107.3  3 6.5 1 

Tabelle 23 Identifizierte Proteine mit einer molekularen Masse von 45-60 kDa in PaTu-8988T Zellen 

nach Sequenzabgleich mit der FLI-internen Proteindatenbank für NDV R75/98; % SC = % sequence 

coverage (Sequenzabdeckung) anhand der Anzahl identifizierter Proteine, # IOM = infected over mock = 

relative Expressionsstärke des Proteins in infizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen; NDV Proteine 

sind hellgrau unterlegt. 

Protein UniProt/FLI 

Datenbank 

Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM 

cDNA FLJ16494 fis, highly similar 

to Keratin, type I cytoskeletal 15  

B3KVF5 53.2 2 3.1 1 

cDNA FLJ16494 fis, highly similar 

to Keratin, type I cytoskeletal 15 

B3KVF5 373.0 10 7.6 6 

cDNA FLJ54081, highly similar to 

Keratin, type II cytoskeletal 5 

B4E1T1 221.9  8 6.1 5 

Keratin, type I cytoskeletal 10 P13645 575.1 17 29.5 9 

Keratin, type I cytoskeletal 9 P35527 382.8 8 21.5 3 

Keratin, type II cytoskeletal 1 P04264 575.5 13 23.6 6 

Keratin, type II cytoskeletal 2 epi-

dermal 

P35908 437.3  13 20.8 7 

Keratin, type II cytoskeletal 6B P04259 437.8  12 9.2 8 

Keratin, type II cytoskeletal 8 P05787 2562.8 65 56.1 34 

R75_F R75_F 38.1 2 4.0  

R75_NP R75_NP 2219.9  30 61.1  

R75_P R75_P 336.7 8 31.6  

Trypsin  P00761 123.3 2 12.1 1 
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Tabelle 24 Identifizierte Proteine mit einer molekularen Masse von 45-60 kDa in Panc02 Zellen nach 

Sequenzabgleich mit der UniProt Datenbank für mus musculus; % SC = % sequence coverage (Se-

quenzabdeckung) anhand der Anzahl identifizierter Proteine, # IOM = infected over mock = relative 

Expressionsstärke des Proteins in infizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen 

Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Nur in Kontrollzellen identifiziert 

26S proteasome non-ATPase regulatory 

subunit 5  

Q8BJY1 42.1 2 5.0  

4-trimethylaminobutyraldehyde dehyd-

rogenase  

Q9JLJ2 41.7 1 3.0  

55 kDa erythrocyte membrane protein  P70290 44.0 2 4.9  

Apoptosis inhibitor 5  O35841 29.1 1 2.6  

ATP-dependent RNA helicase DDX19A  Q61655 24.3 1 1.3  

Bile acid-CoA:amino acid N-

acyltransferase  

Q91X34 28.8 1 1.7  

Coiled-coil domain-containing protein 

124  

Q9D8X2 24.4 1 3.2  

Corepressor interacting with RBPJ 1  Q9DA19 28.2 1 1.3  

Coronin-1C  Q9WUM4 89.0 4 8.9  

Cullin-associated NEDD8-dissociated 

protein 1  

Q6ZQ38 26.3 1 1.0  

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--

protein glycosyltransferase subunit 

STT3A  

P46978 64.3 2 2.0  

Fatty acyl-CoA reductase 1 Q922J9 64.5 3 5.0  

Glutaminase kidney isoform, mitochond-

rial  

D3Z7P3 50.0 2 4.3  

Heat shock protein 75 kDa, mitochondri-

al  

Q9CQN1 56.9 1 2.0  

Heterogeneous nuclear ribonucleopro-

tein U  

Q8VEK3 28.5 1 1.9  
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Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Lysine-specific demethylase 5B  Q80Y84 24.8 1 0.5  

Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta 

chain, mitochondrial  

Q3ULD5 38.4 1 2.3  

Mitochondrial-processing peptidase sub-

unit alpha  

Q9DC61 62.5 3 6.9  

Mitogen-activated protein kinase 14  P47811 30.7 1 2.2  

Prenylcysteine oxidase  Q9CQF9 76.0 3 7.5  

Probable aminopeptidase NPEPL1  Q6NSR8 51.5 2 4.8  

Protein FAM98A  Q3TJZ6 15.3 1 4.3  

Rab GDP dissociation inhibitor alpha  P50396 76.5 3 11.9  

Receptor-type tyrosine-protein phospha-

tase kappa  

P35822 16.9 1 0.8  

Solute carrier family 2, facilitated glu-

cose transporter member 1 

P17809 51.8 2 3.7  

Sorting and assembly machinery compo-

nent 50 homolog  

Q8BGH2 105.8 5 12.2  

Spliceosome RNA helicase Ddx39b  Q9Z1N5 105.4 3 6.3  

Splicing factor, proline- and glutamine-

rich  

Q8VIJ6 92.1 3 4.4  

Src kinase-associated phosphoprotein 2  Q3UND0 34.0 1 3.9  

Uncharacterized aarF domain-

containing protein kinase 1  

Q9D0L4 55.8 2 5.7  

UTP--glucose-1-phosphate uridylyltrans-

ferase  

Q91ZJ5 31.6 1 2.4  

WD repeat and SOCS box-containing 

protein 1  

O54927 33.6 1 1.7  

Nur in infizierten Zellen identifiziert 

2'-5'-oligoadenylate synthase-like protein 

1  

Q8VI94 153.9 6 15.5  



Anhang 

 

 

205 

Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

26S protease regulatory subunit 8  P62196 50.8 2 5.2  

60S ribosomal protein L3  P27659 32.7 1 2.2  

ATP-dependent RNA helicase DDX39A  Q8VDW0 97.7 3 7.5  

Band 4.1-like protein 2  O70318 23.4 1 1.0  

Basal body-orientation factor 1  Q3V079 26.5 1 1.5  

BUB3-interacting and GLEBS motif-

containing protein ZNF207 

Q9JMD0 32.9 1 2.6  

Coiled-coil domain-containing protein 

186  

Q8C9S4 41.0 1 0.8  

Coronin-1B  Q9WUM3 29.9 1 1.9  

Dynactin subunit 1  O08788 50.0 2 1.1  

Dynein heavy chain 2, axonemal  P0C6F1 23.0 1 0.2  

F-box-like/WD repeat-containing protein 

TBL1XR1  

Q8BHJ5 29.0 1 2.9  

Filamin-A  Q8BTM8 67.8 3 1.4  

Gap junction alpha-3 protein  Q64448 28.0 1 1.7  

Golgi reassembly-stacking protein 2  Q99JX3 77.6 3 9.8  

Heat shock protein HSP 90-beta  P11499 82.9 3 5.5  

Histone-binding protein RBBP4  Q60972 141.1 4 10.8  

Importin subunit alpha-1 P52293 28.9 1 2.8  

Importin-5  Q8BKC5 29.7 1 0.8  

Interferon-induced protein with tetratri-

copeptide repeats 1  

Q64282 671.6 14 34.1  

Keratin, type I cytoskeletal 10 P02535 94.3 4 6.5  

Lymphoid-restricted membrane protein  Q60664 37.3 1 1.5  

Na(+)/H(+) exchange regulatory cofac-

tor NHE-RF1  

P70441 63.8 2 10.4  

Nuclear pore complex protein Nup160  Q9Z0W3 50.3 1 0.6  

Nucleosome assembly protein 1-like 4  Q78ZA7 76.8 2 6.7  
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Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Peroxisomal membrane protein PEX14  Q9R0A0 29.2 1 2.7  

Pleiotropic regulator 1  Q922V4 44.6 2 7.8  

Polypyrimidine tract-binding protein 2  Q91Z31 23.7 1 4.9  

Regulator of G-protein signaling 8  Q8BXT1 27.1 1 4.4  

Serine/threonine-protein kinase D2  Q8BZ03 29.1 1 0.9  

SHC-transforming protein 2 Q8BMC3 19.4 1 2.1  

Tubulin polyglutamylase TTLL11  A4Q9F4 20.6 1 0.8  

Ubiquitin-60S ribosomal protein L40  P62984 88.4 3 21.9  

Y-box-binding protein 3  Q9JKB3 26.8 1 5.3  

Expressionsänderung nach Infektion relativ zur Kontrolle 

2'-5'-oligoadenylate synthase-like protein 

1 

Q8VI94 153.9 6 15.5 5 

26S protease regulatory subunit 4  P62192 394.3 13 24.3 8 

26S protease regulatory subunit 6A  O88685 83.5 3 5.9 2 

4-trimethylaminobutyraldehyde dehyd-

rogenase  

Q9JLJ2 78.6  3 4.3 2 

60S ribosomal protein L3  P27659 54.8  2 2.2 1 

Actin, cytoplasmic 1  P60710 318.1 5 12.5 3 

Adenylosuccinate lyase  P54822 232.9 7 8.9 5 

Adenylyl cyclase-associated protein 1  P40124 549.0 15 28.9 10 

Aldehyde dehydrogenase, dimeric 

NADP-preferring  

P47739 1615.4 37 37.7 19 

Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial  P47738 1596.1 32 41.8 19 

Alpha-actinin-1  Q7TPR4 282.2 8 5.9 5 

Annexin A11 OS=Mus musculus 

GN=Anxa11 PE=1 SV=2 

P97384 339.8 10 13.7 6 

Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic  Q922B2 1106.5  31 41.3 19 

Atlastin-3  Q91YH5 689.1 19 25.0 12 
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Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

ATP synthase subunit alpha, mitochon-

drial  

Q03265 2374.6  43 54.8 25 

ATP synthase subunit beta, mitochondri-

al  

P56480 1763.0 38 43.9 21 

ATP-citrate synthase  Q91V92 55.8 2 1.4 1 

ATP-dependent RNA helicase DDX39A  Q8VDW0 203.7 6 9.1 4 

Basigin  P18572 245.1 8 16.5 5 

BUB3-interacting and GLEBS motif-

containing protein ZNF207  

Q9JMD0 57.7  2 2.6 1 

Calreticulin  P14211 1974.8 39 54.6 20 

cAMP-dependent protein kinase type II-

alpha regulatory subunit  

P12367 73.9 3 8.7 2 

Catalase  P24270 100.0  3 4.7 2 

COP9 signalosome complex subunit 1  Q99LD4 175.6 7 10.8 5 

Copine-3  Q8BT60 122.7  4 4.7 2 

Corepressor interacting with RBPJ 1  Q9DA19 28.2 1 1.3 1 

Coronin-1B  Q9WUM3 29.9 1 1.9 1 

Coronin-1C  Q9WUM4 142.6 6 8.6 4 

Cullin-associated NEDD8-dissociated 

protein 1  

Q6ZQ38 26.3 1 1.0  

Cytosol aminopeptidase  Q9CPY7 223.4 6 12.1 5 

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  Q61753 1103.5  24 30.8 14 

Dihydrolipoyl dehydrogenase, mito-

chondrial  

O08749 438.9 12 16.5 7 

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--

protein glycosyltransferase subunit 

STT3A  

P46978 64.3 2 2.0 2 

Drebrin-like protein  Q62418 327.7 11 20.0 6 

Dynactin subunit 1  O08788 50.0 2 1.1 2 
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Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Dynactin subunit 4  Q8CBY8 82.3 3 4.9 2 

Elongation factor 1-alpha 1  P10126 173.5 5 7.6 3 

Elongation factor 2  P58252 591.6  22 17.7 13 

Endoplasmin  P08113 173.7  5 5.1 3 

Envoplakin  Q9D952 41.5  2 0.7 2 

F-box-like/WD repeat-containing protein 

TBL1XR1  

Q8BHJ5 29.0 1 2.9  

FAS-associated factor 2  Q3TDN2 125.1  5 10.6 4 

Fascin  Q61553 1439.3 34 46.7 18 

Fatty acyl-CoA reductase 1  Q922J9 87.3 4 5.0 3 

Fatty aldehyde dehydrogenase  P47740 306.9 6 9.1 4 

Filamin-A  Q8BTM8 103.6  5 1.7 4 

Gap junction alpha-3 protein  Q64448 28.0 1 1.7  

Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X  Q00612 2130.2  50 57.3 28 

Glucose-6-phosphate isomerase  P06745 1802.5 47 48.7 26 

Glutamate dehydrogenase 1, mitochond-

rial  

P26443 755.0 17 24.0 10 

Glutathione reductase, mitochondrial  P47791 299.2 7 11.2 4 

Golgi reassembly-stacking protein 2  Q99JX3 112.2 5 9.8 3 

Heat shock cognate 71 kDa protein  P63017 242.6  8 11.8 6 

Heat shock protein HSP 90-beta  P11499 139.8 4 5.5 3 

Heterogeneous nuclear ribonucleopro-

tein H  

O35737 191.1  5 9.4 3 

Heterogeneous nuclear ribonucleopro-

tein K 

P61979 169.4 6 10.4 3 

Histidine--tRNA ligase, cytoplasmic  Q61035 251.3 6 8.1 4 

Histone-binding protein RBBP4  Q60972 252.8 8 10.8 4 

Histone-binding protein RBBP7  Q60973 270.6 8 10.8 4 

Importin subunit alpha-1 2 P52293 28.9 1 2.8  
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Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Importin-5  Q8BKC5 29.7 1 0.8 1 

Inosine-5'-monophosphate dehydrogena-

se 2  

P24547 504.8  18 26.7 11 

Interferon-activable protein 205-B  Q08619 387.7 10 29.4 7 

Interferon-induced protein with tetratri-

copeptide repeats 1  

Q64282 671.6 14 34.1 6 

Interferon-stimulated 20 kDa exonucle-

ase-like 2  

Q3U1G5 47.8 1 2.2  

Keratin, type I cytoskeletal 10 P02535 94.3 4 6.5 3 

Keratin, type II cytoskeletal 7  Q9DCV7 1852.9  47 54.0 26 

Keratin, type II cytoskeletal 8  P11679 2124.1  51 47.3 28 

Lamina-associated polypeptide 2, 

isoforms beta/delta/epsilon/gamma  

Q61029 737.6  16 31.2 9 

Lanosterol 14-alpha demethylase  Q8K0C4 105.2  5 6.8 3 

Lymphoid-restricted membrane protein  Q60664 37.3 1 1.5  

Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta 

chain, mitochondrial  

Q3ULD5 38.4  1 2.3 1 

Mitochondrial-processing peptidase sub-

unit alpha  

Q9DC61 62.5 3 6.9 3 

Mitogen-activated protein kinase 14  P47811 30.7 1 2.2 1 

Mixed lineage kinase domain-like protein  Q9D2Y4 109.9  4 7.6 2 

Myosin-9  Q8VDD5 240.8  9 3.1 6 

Na(+)/H(+) exchange regulatory cofac-

tor NHE-RF1  

P70441 99.4 4 16.1 3 

Nicotinamide phosphoribosyltransferase  Q99KQ4 293.4  9 16.5 7 

Non-POU domain-containing octamer-

binding protein  

Q99K48 742.2  21 33.6 17 

Nuclear pore complex protein Nup160  Q9Z0W3 70.7  2 0.6  

Nucleolin  P09405 101.2  4 2.5 2 
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IOM  

Nucleosome assembly protein 1-like 1  P28656 243.3  6 8.4 3 

Nucleosome assembly protein 1-like 4  Q78ZA7 116.5  3 6.7 2 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 

FKBP4 

P30416 900.0 24 38.9 15 

Perilipin-3  Q9DBG5 300.3 4 7.3 2 

Peroxisomal membrane protein PEX14  Q9R0A0 44.2 2 2.7 1 

Phenylalanine--tRNA ligase alpha subu-

nit  

Q8C0C7 237.3 7 11.6 6 

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-

binding protein  

Q9CY58 801.0  24 30.7 15 

Polymerase I and transcript release fac-

tor  

O54724 543.0  13 21.2 9 

Polypyrimidine tract-binding protein 1  P17225 1116.1 20 28.3 10 

Pre-mRNA-processing factor 19  Q99KP6 572.4  15 22.2 9 

Prelamin-A/C  P48678 136.5 4 6.2 3 

Prenylcysteine oxidase  Q9CQF9 132.2  6 7.5 3 

Probable aminopeptidase NPEPL1  Q6NSR8 91.7  4 7.1 3 

Probable ATP-dependent RNA helicase 

DDX6  

P54823 285.1  10 12.2 6 

Protein disulfide-isomerase A3  P27773 2121.3  44 49.1 25 

Protein disulfide-isomerase OS=Mus 

musculus GN=P4hb PE=1 SV=2 

P09103 2171.8 46 51.9 26 

Protein misato homolog 1 Q2YDW2 86.9  3 7.6 3 

Protein phosphatase 1F  Q8CGA0 97.1  3 10.4 3 

Protein RCC2  Q8BK67 645.5 19 21.7 11 

Pyruvate kinase PKM  P52480 625.2  17 32.4 11 

Rab GDP dissociation inhibitor alpha  P50396 127.2 6 11.9 3 

Rho GTPase-activating protein 1  Q5FWK3 223.4 8 14.1 5 

RuvB-like 1  P60122 761.7  16 29.2 8 
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Septin-8  Q8CHH9 72.2  3 5.1 2 

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 

55 kDa regulatory subunit B alpha iso-

form  

Q6P1F6 125.1  4 4.9 2 

Serine/threonine-protein phosphatase 2B 

catalytic subunit alpha isoform  

P63328 464.6  16 16.1 9 

Sodium/potassium-transporting ATPase 

subunit beta-1  

P14094 104.0  3 7.9 2 

Solute carrier family 2, facilitated glu-

cose transporter member 1  

P17809 91.2  4 3.7 2 

Sorting and assembly machinery compo-

nent 50 homolog  

Q8BGH2 144.5  7 12.2 5 

Sphingosine-1-phosphate lyase 1  Q8R0X7 209.2  6 6.9 3 

Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A 

transferase 1, mitochondrial  

Q9D0K2 532.7  15 28.8 9 

T-complex protein 1 subunit beta  P80314 1502.3  31 42.6 16 

T-complex protein 1 subunit delta  P80315 1569.9  38 41.2 22 

T-complex protein 1 subunit eta  P80313 1092.2 29 32.7 17 

Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic  Q9JMH6 237.2  9 8.0 6 

tRNA-splicing ligase RtcB homolog  Q99LF4 137.7 5 10.9 4 

Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic  P32921 265.4  7 12.7 5 

Tubulin alpha-1A chain  P68369 3029.1 46 55.9 25 

Tubulin alpha-1B chain  P05213 3138.4 46 55.9 25 

Tubulin alpha-1C chain  P68373 3120.1  47 61.5 26 

Tubulin alpha-4A chain  P68368 2639.5 43 51.8 24 

Tubulin beta-2B chain  Q9CWF2 2309.1  51 53.9 33 

Tubulin beta-3 chain  Q9ERD7 1678.2 36 34.4 23 

Tubulin beta-4B chain  P68372 2615.5  58 66.1 35 

Tubulin beta-5 chain  P99024 2803.0 60 66.2 38 
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Tubulin beta-6 chain  Q922F4 1289.7  29 40.7 19 

Ubiquitin-60S ribosomal protein L40  P62984 88.4  3 21.9 3 

UDP-glucose 6-dehydrogenase  O70475 492.6  15 24.5 9 

UDP-glucuronosyltransferase 1-7C  Q6ZQM8 291.9 9 13.0 6 

Uncharacterized aarF domain-

containing protein kinase 1  

Q9D0L4 73.6  3 5.7 2 

Uridine 5'-monophosphate synthase  P13439 185.1  7 10.8 5 

UTP--glucose-1-phosphate uridylyltrans-

ferase  

Q91ZJ5 54.3  2 2.4 1 

UV excision repair protein RAD23 hom-

olog B  

P54728 192.4  7 11.8 4 

V-type proton ATPase subunit H  Q8BVE3 68.8 2 2.7 1 

Vacuolar protein sorting-associated pro-

tein 4B  

P46467 82.0 3 4.1 2 

Vimentin P20152 5288.3 106 81.1 55 

WD40 repeat-containing protein SMU1  Q3UKJ7 118.7 5 9.4 3 

Xaa-Pro dipeptidase  Q11136 272.9 8 11.0 5 

Tabelle 25 Identifizierte Proteine mit einer molekularen Masse von 45-60 kDa in Panc02 Zellen nach 

Sequenzabgleich mit der FLI-internen Proteindatenbank für NDV R75/98; % SC = % sequence 

coverage (Sequenzabdeckung) anhand der Anzahl identifizierter Proteine, # IOM = infected over mock = 

relative Expressionsstärke des Proteins in infizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen 

Protein UniProt/FLI 

Datenbank 

Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM 

Keratin, type I cytoskeletal 10 P13645 199.7  7 10.1 4 

Keratin, type I cytoskeletal 17 F5GWP8 41.0 2 6.3  

Keratin, type I cytoskeletal 25 Q9BGM5 15.1  1 2.0  

Keratin, type I cytoskeletal 9 K7EQQ3 91.6  1 5.9  

Keratin, type I microfibrillar P25690 16.8 1 3.7  

Keratin, type II cytoskeletal 1 P04264 111.0 3 8.4 2 
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Protein UniProt/FLI 

Datenbank 

Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM 

Keratin, type II cytoskeletal 3 P12035 340.7  9 5.3 4 

Keratin, type II cytoskeletal 7 P08729 635.1  16 12.2 8 

Keratin, type II cytoskeletal 71 G3ER53 290.2 9 8.7 5 

Keratin, type II cytoskeletal 75 O95678 373.0 10 7.6 6 

Keratin, type II cytoskeletal 8 P05787 1371.0  33 31.3 19 

Trypsin  P00761 80.9 2 7.8 1 

Tabelle 26 Identifizierte Proteine mit einer molekularen Masse von 45-60 kDa in BxPC-3 Zellen nach 

Sequenzabgleich mit der UniProt Datenbank für homo sapiens; % SC = % sequence coverage (Se-

quenzabdeckung) anhand der Anzahl identifizierter Proteine, # IOM = infected over mock = relative 

Expressionsstärke des Proteins in infizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen 

Protein UniProt Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM  

Nur in Kontrollzellen identifiziert 

Ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 1  Q8TC92 21.0 1 1.7  

Elongation factor 1-alpha 1  P68104 52.3 2 5.2  

Eukaryotic translation initiation factor 2 

subunit 3  

P41091 52.2 2 4.7  

Eukaryotic translation initiation factor 5  P55010 63.8 3 8.6  

Fatty aldehyde dehydrogenase  P51648 154.5 5 12.0  

Glutathione reductase, mitochondrial  P00390 37.9 1 2.3  

Histone-binding protein RBBP4  Q09028 208.6 7 19.8  

Keratin, type I cytoskeletal 13  P13646 147.9 4 11.4  

Keratin, type I cytoskeletal 17  Q04695 16.4 1 2.5  

Polymerase I and transcript release fac-

tor  

Q6NZI2 25.5 1 4.6  

pre-mRNA 3' end processing protein 

WDR33  

Q9C0J8 26.4 1 1.2  

Protein DEK  P35659 22.8 1 3.5  

Protein PAPPAS  Q5QFB9 25.8 1 6.9  
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# 

IOM  

Pyruvate kinase PKM  P14618 95.7 3 6.6  

Rho guanine nucleotide exchange factor 

28  

Q8N1W1 20.9 1 0.9  

Serine hydroxymethyltransferase, mito-

chondrial  

P34897 204.9 7 12.9  

Spliceosome RNA helicase DDX39B  Q13838 47.3 2 4.0  

Tubulin beta-8 chain-like protein 

LOC260334 

A6NNZ2 293.0 9 14.4  

Uridine 5'-monophosphate synthase  P11172 46.6 1 2.1  

WD repeat and SOCS box-containing 

protein 1  

Q9Y6I7 26.6 1 1.7  

Nur in infizierten Zellen identifiziert 

Collectin-11  Q9BWP8 27.8 1 4.8  

Coronin-1C  Q9ULV4 25.3 1 1.9  

Epidermal growth factor receptor sub-

strate 15  

P42566 24.6 1 1.3  

Exportin-1  O14980 21.8 1 0.7  

FAS-associated factor 2  Q96CS3 54.5 2 4.7  

Galectin-8  O00214 24.9 1 2.8  

Gamma-taxilin  Q9NUQ3 27.9 1 1.3  

Heat shock protein 75 kDa, mitochondri-

al  

Q12931 50.2 1 2.0  

Histone-binding protein RBBP7  Q16576 87.5 4 10.4  

Interferon-induced protein with tetratri-

copeptide repeats 1  

P09914 140.9 5 13.2  

Interferon-induced protein with tetratri-

copeptide repeats 2  

P09913 59.7 3 9.7  

Keratin, type I cytoskeletal 10  P13645 968.8 19 28.6  

Keratin, type I cytoskeletal 9  P35527 196.8 5 10.3  
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# 
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Keratin, type II cytoskeletal 1  P04264 712.2 12 23.4  

Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  P35908 234.8 5 7.5  

Keratin, type II cytoskeletal 5  P13647 199.7 6 9.0  

Keratin, type II cytoskeletal 6B  P04259 269.3 7 10.5  

Lymphoid-restricted membrane protein  Q12912 44.4 1 1.4  

Metal transporter CNNM3  Q8NE01 54.9 1 1.3  

Mitogen-activated protein kinase kinase 

kinase 10  

Q02779 21.1 1 1.0  

PDZ and LIM domain protein 7  Q9NR12 59.2 3 8.1  

Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-

alpha  

Q9BTU6 21.6 1 1.7  

Protein FAM214A  Q32MH5 26.2 1 0.7  

Protein TFG  Q92734 24.2 1 6.5  

Serum albumin  P02768 56.6 2 3.6  

SH3 and cysteine-rich domain-

containing protein 3  

Q96MF2 26.7 1 2.2  

Striated muscle preferentially expressed 

protein kinase  

Q15772 32.2 1 0.2  

Thymidine phosphorylase  P19971 93.7 3 7.9  

TLD domain-containing protein 1  Q6P9B6 48.2 2 4.8  

Transmembrane 9 superfamily member  Q99805 23.6 1 1.4  

Tubulin alpha-1C chain  Q9BQE3 803.1 17 39.0  

V-type proton ATPase subunit B, brain 

isoform  

P21281 43.8 2 6.5  

Zinc finger protein 3 homolog  Q96NJ6 22.1 1 3.0  

Expressionsänderung nach Infektion relativ zur Kontrolle 

2'-5'-oligoadenylate synthase-like protein  Q15646 215.1 8 14.8 6 

Aldehyde dehydrogenase, dimeric 

NADP-preferring  

P30838 960.2  25 30.7 14 
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Annexin A11  P50995 536.3  17 19.4 10 

Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic  P14868 569.0  19 26.3 12 

ATP synthase subunit alpha, mitochon-

drial  

P25705 980.1  25 26.0 14 

ATP synthase subunit beta, mitochondri-

al  

P06576 932.4 24 33.1 16 

Calreticulin  P27797 747.9  12 19.7 7 

Collectin-11  Q9BWP8 27.8 1 4.8 1 

Coronin-1B  Q9BR76 49.8  2 1.8 1 

Coronin-1C  Q9ULV4 44.4  2 3.6 2 

Cytosol aminopeptidase  P28838 521.1  13 23.3 8 

Eukaryotic translation initiation factor 2 

subunit 3 

P41091 68.7  3 4.7 2 

Eukaryotic translation initiation factor 5  P55010 95.7  5 8.6 3 

FAS-associated factor 2  Q96CS3 124.0 6 7.9 4 

Fascin  Q16658 888.3  25 31.4 15 

Fatty aldehyde dehydrogenase  P51648 188.5  6 12.0 4 

Gamma-taxilin  Q9NUQ3 27.9 1 1.3 1 

Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase  P11413 358.9  12 17.7 8 

Glutamate dehydrogenase 1, mitochon-

drial  

P00367 433.9 14 16.7 7 

Glutathione reductase, mitochondrial  P00390 37.9  1 2.3 1 

Heat shock protein HSP 90-alpha  P07900 94.5 3 3.4 2 

Heterogeneous nuclear ribonucleopro-

tein H  

P31943 204.8 5 12.0 4 

Histone-binding protein RBBP4  Q09028 279.3  10 19.8 7 

Interferon-induced protein with tetratri-

copeptide repeats 1  

P09914 140.9 5 13.2 2 

Keratin, type I cytoskeletal 10  P13645 968.8  19 28.6 8 
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Keratin, type I cytoskeletal 13  P13646 207.7  6 15.3 4 

Keratin, type I cytoskeletal 9  P35527 196.8 5 10.3 2 

Keratin, type II cytoskeletal 1  P04264 755.3  13 23.4 9 

Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  P35908 333.7  7 7.5 5 

Keratin, type II cytoskeletal 5  P13647 394.6 11 9.0 6 

Keratin, type II cytoskeletal 6B  P04259 481.0  12 12.1 8 

Keratin, type II cytoskeletal 7  P08729 2243.5  49 49.9 27 

Keratin, type II cytoskeletal 8  P05787 2499.2  58 54.9 31 

Lymphoid-restricted membrane protein  Q12912 44.4 1 1.4  

Metal transporter CNNM3  Q8NE01 54.9 1 1.3  

Nicotinamide phosphoribosyltransferase  P43490 464.2 17 26.5 11 

Protein disulfide-isomerase A3  P30101 99.1 4 6.9 3 

Pyruvate kinase PKM  P14618 95.6  3 6.6 3 

Rho GTPase-activating protein 1  Q07960 163.9 5 10.0 4 

RuvB-like 1  Q9Y265 210.0 7 18.2 5 

Serine hydroxymethyltransferase, mito-

chondrial  

P34897 238.1 8 11.7 6 

Serum albumin  P02768 56.6  2 3.6 1 

Spliceosome RNA helicase DDX39B  Q13838 47.3  2 4.0 2 

Striated muscle preferentially expressed 

protein kinase  

Q15772 32.2 1 0.2 1 

T-complex protein 1 subunit beta  P78371 287.7 9 14.0 6 

Thymidine phosphorylase  P19971 113.1  4 7.9 2 

Thyroid receptor-interacting protein 6  Q15654 102.7 4 8.6 3 

Tubulin alpha-1B chain  P68363 1937.1 42 48.3 21 

Tubulin alpha-1C chain  Q9BQE3 1861.9 39 41.0 20 

Tubulin beta chain P07437 1605.0 39 36.7 21 

Tubulin beta-3 chain  Q13509 1351.5 31 29.8 17 

Tubulin beta-4B chain  P68371 1629.6  41 36.6 22 
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Tumor-associated calcium signal trans-

ducer 2  

P09758 102.9 2 5.0 1 

Uridine 5'-monophosphate synthase  P11172 64.6  2 2.1 1 

Tabelle 27 Identifizierte Proteine mit einer molekularen Masse von 45-60 kDa in BxPC-3 Zellen nach 

Sequenzabgleich mit der FLI-internen Proteindatenbank für NDV R75/98; % SC = % sequence 

coverage (Sequenzabdeckung) anhand der Anzahl identifizierter Proteine, # IOM = infected over mock = 

relative Expressionsstärke des Proteins in infizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen; virale Proteine 

sind  hellgrau unterlegt. 

Protein UniProt/FLI 

Datenbank 

Meta 

Score 

# 

Peptide 

% 

SC 

# 

IOM 

cDNA FLJ46620 fis, highly similar to 

Keratin, type II cytoskeletal 7 

B3KY79 2053.1 48 48.8 28 

cDNA FLJ51361, highly similar to 

Keratin, type II cytoskeletal 6A 

B4DWU6 441.6 12 12.7 8 

cDNA FLJ54081, highly similar to 

Keratin, type II cytoskeletal 5 

B4E1T1 394.6 11 9.5 6 

Keratin type II cytoskeletal 71 G3ER53 116.1 3 4.1 1 

Keratin, type I cuticular Ha4 O76011 15.7 1 2.5 1 

Keratin, type I cytoskeletal 10 P13645 968.8 19 28.6 8 

Keratin, type I cytoskeletal 13 K7ERE3 207.7 6 16.9 4 

Keratin, type I cytoskeletal 14 P02533 128.7  5 9.1 1 

Keratin, type I cytoskeletal 15 P19012 138.4  5 9.2 3 

Keratin, type I cytoskeletal 17 Q04695 126.4 5 10.4 2 

Keratin, type I cytoskeletal 2 epider-

mal 

P35908 333.7  7 7.5 5 

Keratin, type I cytoskeletal 20 P35900 15.4 1 4.0  

Keratin, type I cytoskeletal 9 P35527 196.8  6 12.8 3 

Keratin, type II cytoskeletal 1 P04264 755.3  14 24.4 11 

Keratin, type II cytoskeletal 6B P04259 481.0 12 12.1 8 
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% 

SC 

# 

IOM 

Keratin, type II cytoskeletal 7 P08729 2243.5 50 49.9 28 

Keratin, type II cytoskeletal 8 P05787 2499.2 58 54.9 31 

R75_F R75_F 31.0  1 2.5  

R75_NP R75_NP 1955.5 31 63.0  

Trypsin P00761 91.9 3 16.5 1 
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Abbildung 51 Original Western Blot der murinen Seren 21 Tage nach Injektion des UV-inaktivierten 

NDV im DT6606PDA Tumormodell ohne Veränderung der Reihenfolge der Zellen Proteinlysate naiver 

(NDV -) und infizierter (NDV +; drei Tage, Moi 0,5) muriner und humaner Pankreastumorzelllinien wurden 

gelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonmembranen transferiert. 21 Tage nach i.v. Injektion der inakti-

vierten NDV-Suspension bzw. PBS als Kontrolle wurde den Mäusen Blut entnommen und Serum 

präpariert. Die Seren tumortragender Kontrollmäuse (linker Blot) und Seren tumortragender Mäuse 21 Tage 

nach Injektion der inaktivierten NDV-Suspension (rechter Blot), dienten als erster Antikörper. Als zweiter 

Antikörper diente Peroxidase-gekoppeltes anti-Maus IgG(H+L), detektiert wurden die Signale des ECL-

Substrates auf einem Röntgenfilm. 
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Abbildung 52 Gating Strategie zur Bestimmung der Frequenz infizierter Zellen in Abhängigkeit vom 

Zellzyklusstadium Tumorzellen wurden für eine Stunde mit NDV R75/98 (MOI 0,5) inkubiert, Kontroll-

zellen in Medium kultiviert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen, mit 70 %igem Ethanol fixiert und 

anschließend die viralen Proteine mit Hilfe des anti-NDV Hyperimmunserums und FITC-gekoppeltem anti-

Kaninchen Antikörper detektiert und die DNA mit Propidiumiodid gefärbt. Die Auswertung der durch-

flusszytometrischen Analyse erfolgte mit dem in FlowJo integrierten tool zur Bestimmung der Frequenz der 

Zellen in den Zellzyklusstadien G1, S und G2. Innerhalb dieser einzelnen Zellpopulationen wurde die Fre-

quenz der Zellen ermittelt, in denen  virale Proteine detektiert werden konnten. 

 

G1 

S G2 

G1 S G2 
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Abbildung 53 Gating Strategie für die Differenzierung von NK-Zellen, zytotoxischen und Helfer-T-

Zellen und Bestimmung der MFI von CD69 der Subpopulationen Naiven Mäusen wurde Blut entnom-

men und dieses in FACS-Blut-Puffer verdünnt und der Überstand ach Zentrifugation verworfen. Die 

peripheren Blutleukozyten wurden mit Fluorochrom-markierten Antikörpern gegen die murinen Oberflä-

chenproteine CD4, CD8, CD69 und NK1.1 angefärbt, durchflusszytometrisch analysiert und in FlowJo 

ausgewertet. Dargestellt ist das Streudiagramm des Vorwärts- (FSC-A) gegen Seitwärtsstreulicht (SSC-A) 

der Zellsuspension. Nach Eingrenzen der Zellpopulation von Interesse (cells) wurden die Zellen anhand der 

Expression der Oberflächenmoleküle eingeteilt: NK-Zellen (NK1.1+ /CD8-), CD8+ T-Zellen (CD8+/NK1.1-) 

und CD4+ T-Zellen (CD4+/CD8-). Die MFI von Pe-Cy7 (CD69) der einzelnen Zellpopulationen wurde au-

tomatisch von der Software berechnet. 
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