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ABKÜRZUNGEN 
 

Abkürzungsverzeichnis 

CpG ODN – CpG-Oligodesoxyribonukleotid 

CRC – kolorektales Karzinom (colorectal cancer) 

FS – Folinsäure 

5-FU – 5-Fluoruracil 

HDP – Antimikrobielle Peptide (Host defense Peptide) 

dMMR – Mismatch Reparatur Defizienz (deficient DNA mismatch repair) 

MHC – Haupthistokompatibilitäts-Komplex (major histocompatibility complex) 

PD-1 – programmierter Zelltod Protein 1 (Programmed cell death protein 1) 

PD-L1 – programmierter Zelltod Protein 1 Ligand 1 (Programmed cell death 1 ligand 1) 

PDX – Patienten-abgeleitetes Xenograft (Patient-derived Xenograft) 

TLR – Toll-ähnlicher Rezeptor (Toll-like receptor) 
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2 Einleitung 

Gastrointestinale Neoplasien zählen neben den geschlechtsspezifischen onkologischen Erkran-

kungen zu den häufigsten Karzinomen und umfassen u.a. Pankreaskarzinome und kolorektale 

Karzinome (colorectal cancer, CRC). Die Therapie stützt sich im Wesentlichen auf die drei klas-

sischen Säulen bestehend aus Chirurgie, (multimodaler) Chemotherapie und Radiatio (Abb. 1). 

Wesentliche Fortschritte insbesondere in dem molekularen Verständnis haben in den letzten De-

kaden dazu geführt, das die Immuntherapie – komplementär und in Kombination mit den klassi-

schen Verfahren – zunehmend die vierte Säule der Behandlungsoptionen in der Onkologie dar-

stellt (Abb. 1). Für die Gruppe der gastrointestinalen Neoplasien sind immunologische Therapie-

ansätze eher gering etabliert verglichen mit anderen Tumorentitäten wie beispielsweise den Non-

Hodgkin Lymphomen. Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene 

immuntherapeutische Strategien zur Behandlung des Pankreaskarzinoms und CRC experimentell 

in vitro und in vivo evaluiert. 

 

 

 

 

  

Abbildung 1: Überblick der drei klassischen Säulen der onkologischen Therapie, sowie der        

Immuntherapie als vierte Säule am Beispiel von Pankreaskarzinomen und kolorektalen Karzinomen.  
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2.1  Epidemiologie und Ätiologie gastrointestinaler Tumoren 

Jährlich erkranken ca. 17.000 Menschen in Deutschland an einem Pankreaskarzinom, die Inzi-

denz für das CRC ist mit ca. 61.000 Neuerkrankungen/Jahr in Deutschland deutlich höher 

(Robert-Koch-Institut, 2014; Robert Koch-Institut, 2016). Beide Geschlechter sind in etwa gleich 

häufig betroffen. Aufgrund verbesserter Screening-Verfahren (Koloskopie-Screening) wird seit 

ca. 10 Jahren eine leichte Abnahme der CRC Inzidenzraten, sowie ein kontinuierlicher Rückgang 

der altersstandardisierten Sterberaten verzeichnet (Robert-Koch-Institut, 2014; Brenner, Stock 

and Hoffmeister, 2015). Ein vergleichbarer Trend ist für Pankreaskarzinome nicht zu beobachten. 

Epidemiologische Studien zeigen einen leichten, aber stetigen Anstieg hinsichtlich der Neuer-

krankungen aufgrund des demographischen Wandels 
 
(Bertz et al., 2010; Robert Koch-Institut, 

2016). Angesichts der ungünstigen Prognose versterben fast genauso viele Patienten an diesem 

Tumor (Khadka et al., 2018). Die relative 5-Jahres-Überlebensrate liegt, auch nach kurativer In-

tention durch chirurgische Resektion, bei max. 15 % (Kommalapati et al., 2018; Roth and Berlin, 

2018), damit ist das Pankreaskarzinom eine Erkrankung mit infauster Gesamtprognose. Es stellt 

die vierthäufigste Krebstodesursache in Deutschland dar (Bertz et al., 2010; Robert Koch-Institut, 

2016) .  

Die Ätiologie beider Tumorerkrankungen ist multifaktoriell. Neben genetischen Prädisposi-

tionen, wie z.B. dem familiären atypischen multiplen Muttermal- und Melanom-Syndrom, sowie 

dem Lynch Syndrom, spielen nutritive und umwelt-assoziierte Faktoren eine wesentliche Rolle 

(Onkologie, 2013; Seufferlein et al., 2013). Zu diesen zählen u.a. Essgewohnheiten, wie eine  

fett-, protein-, fleischreiche und ballaststoffarme Ernährung, mangelnde körperliche Aktivität, 

Adipositas und ein chronischer Nikotin- bzw. Alkoholabusus (Seufferlein et al., 2013). Aufgrund 

der Prävalenz in den wirtschaftlich weiter entwickelten Regionen (Europa = USA > Asi-

en/Afrika) stellen beide Krankheitsbilder typische Zivilisationskrankheiten dar. 

 

2.2  Molekulare Pathogenesemechanismen  

Das CRC ist ein sehr heterogenes Krankheitsbild. Ging man Anfang der 1990er Jahre mit der 

Entdeckung der Adenom-Karzinom-Sequenz durch Fearon und Vogelstein noch von einem einzi-

gen Karzinogeneseweg aus (Fearon and Vogelstein, 1990), so ist heute bekannt, dass unterschied-

liche molekulare Mechanismen zur Entstehung eines CRC beitragen (Abb.2) (Muller, Ibrahim 

and Arends, 2016).  
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Abbildung 2: Molekulare Klassifikation von CRC (Muller, Ibrahim and Arends, 2016). CIMP – CpG In-

sel Methylierungsphänotyp; CMS – Consensus Molecular Subtype (Übereinstimmender molekularer Sub-

typ); dMMR - deficient DNA mismatch repair (Mismatch Reparatur Defizienz); EMT - Epithelial-

mesenchymale Transition; MSI – Mikrosatelliteninstabilität; SCNA - Somatic Copy Number Alterations 

(somatische Chromosomenanomalien); POLE/D1 – DNA Polymerase E/D1; MSS – Mikrosatellitenstabil. 

  

Pankreaskarzinome entstehen aus Vorläuferläsionen, den sogenannten pankreatischen in-

traepithelialen Neoplasien. Durch Akkumulation von Mutationen in Tumorsuppressor- und Pro-

toonkogenen entwickeln sich diese Läsionen zum invasiven Karzinom - vergleichbar der Ade-

nom-Karzinom-Sequenz im Kolorektum. Zu den häufigsten genetischen Veränderungen zählen 

aktivierende Mutationen im KRAS Gen, sowie die Inaktivierung von TP53, DPC4, CDKN2 und 

BRCA-2. Eine detaillierte Übersicht der aktuell bekannten molekularen Mechanismen findet sich 

in (Oldfield, Connor and Gallinger, 2017). 

 

2.3  Konventionelle Therapie des Kolorektalen Karzinoms 

Das Standardtherapeutikum in der adjuvanten, aber auch palliativen Therapie des fortgeschritte-

nen CRC ist 5-Fluoruracil (5-FU), welches in Monotherapie und in Kombination mit anderen 
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Wirkstoffen (u.a. dem Platinderivat Oxaliplatin/Folinsäure (FS) (=FOLFOX) bzw. dem To-

poisomerase I Inhibitor Irinotecan/FS (FOLFIRI)) eingesetzt wird (Leon et al., 2011; Onkologie, 

2013). Ergebnisse aus (prä-) klinischen Studien sind kontrovers, beschreiben jedoch häufig ein 

gutes Ansprechen von chromosomal instabilen Tumoren. Hingegen scheinen nur ca. 30 % aller 

Mismatch Reparatur-defizienten (dMMR)-Tumoren von einer 5-FU basierten Therapie zu profi-

tieren (Juo et al., 2014). Auf molekularer Ebene lässt sich dies wie folgt erklären: dMMR Tumo-

ren mit trunkiertem HSP110 Gen (Exon 9 Skipping Mutation (=HSP110E9) sind sensitiv ge-

genüber einer 5-FU-basierten Chemotherapie, bei Vorliegen von wildtypischem HSP110 kommt 

es zur Resistenz (Dorard et al., 2011; Collura et al., 2014). Die grundsätzliche prognostische Re-

levanz für ein Ansprechen auf 5-FU wird gegenwärtig in einer französischen Studie retro- und 

prospektiv (N~600 Patienten) erfasst (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02458664), wobei die 

Ergebnisse noch ausstehen. Es ist wahrscheinlich, dass die Erhebung des HSP110 Mutationssta-

tus zukünftig Bestandteil der prädiktiven Diagnostik sein wird. 

 

2.4  Konventionelle Therapie des Pankreaskarzinoms 

Die zytostatische Therapie des Pankreaskarzinoms basiert auf der Applikation der Nukleosidana-

loga Gemcitabin (2′,2′-Difluordesoxycytidin) bzw. 5-FU/FS (=Mayo-Protokoll) (Oettle et al., 

2007; Seufferlein et al., 2013). Bei lokal fortgeschrittenen und/oder metastasierten und damit 

nicht-resektablen Pankreaskarzinomen wird in der Erstlinientherapie Gemcitabin bzw. eine 

Kombinationstherapie mit dem Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor 

Erlotinib eingesetzt, gegebenenfalls in Kombination mit Radiotherapie (Seufferlein et al., 2013). 

Alternativ kann auch eine Kombination von 5-FU/FS, Irinotecan und Oxaliplatin nach dem soge-

nannten FOLFIRINOX-Protokoll eingesetzt werden. Eine weitere Option stellt die Kombination 

von Gemcitabin mit dem Taxan nab-Paclitaxel dar (Von Hoff et al., 2013). Allerdings führen alle 

Therapiemodalitäten ausschließlich zur Verlängerung des Gesamtüberlebens (Wang et al., 2015) 

– eine Heilung bzw. Krankheitsstabilisierung wird nicht erzielt. Andere systemisch-unspezifische 

sowie zielgerichtete Ansätze haben gegenwärtig keinen klinischen Stellenwert – dies reflektiert 

die infauste Prognose, sowie die Notwendigkeit alternative Therapieoptionen zu entwickeln. 
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2.5 Möglichkeiten der Immuntherapie  

Heute gibt es eine Vielzahl aktiver (=direkte Immunstimulation) und passiver (=indirekte Im-

munstimulation) Strategien, um Tumoren immunologisch zu attackieren. Sie verfolgen das Ziel, 

maligne Zellen durch die Induktion einer spezifischen T-Zell-gerichteten Immunantwort zu eli-

minieren und eine protektive Immunität gegenüber residuellen Tumorzellen sowie potentiellen 

(Mikro-) Metastasen/Rezidiven zu vermitteln. Eine Übersicht der gegenwärtig zur Verfügung 

stehenden Konzepte ist in Abb. 3 dargestellt. 

 

 

Abbildung 3: Übersicht gegenwärtig zur Verfügung stehender immuntherapeutischer Konzepte. BCG – 

Bacille Calmette Guerin; TLR – Toll like Rezeptor. 

 

Die breiteste klinische Anwendung finden Immuncheckpoint-Inhibitoren (z.B. anti-

Programmed cell death protein 1(PD-1)/ Programmed cell death 1 ligand 1(PD-L1)), welche inner-

halb kürzester Zeit die Immuntherapie revolutioniert haben (Carbone et al., 2017; Giroux 

Leprieur et al., 2017). Der Wirkmechanismus dieser monoklonalen Antikörper basiert auf der 

Hemmung der Rezeptor-Liganden-Bindung („Breaking the breaks“) zur Restoration der Immun-

antwort (Giroux Leprieur et al., 2017; Marin-acevedo et al., 2018).  

Die erfolgreiche Anwendung dieser Strategie bei gastrointestinalen Tumoren wurde bislang 

jedoch fast ausschließlich bei dMMR-assoziierten CRCs (ca. 15 % aller CRCs) nachgewiesen, 

wohingegen alle anderen CRCs (ca. 85 % aller Fälle), sowie Pankreaskarzinome nicht von dieser 

Therapieform zu profitieren scheinen (Emambux et al., 2018; Marginean and Melosky, 2018). 

Neuere Untersuchungen zeigen, dass, neben anderen Faktoren, das Antigenrepertoire resultierend 

aus der Mutationslast (hyper- vs. hypomutiert) prädiktiv für die Wirksamkeit ist (Cogdill, 

Andrews and Wargo, 2017; Chae et al., 2018). Pankreaskarzinome, sowie mehrheitlich auch 

CRCs zählen nicht im klassischen Sinne zu den immunogenen Neoplasien (Sun, Suo and Yan, 

2016; Emambux et al., 2018), da sie eine geringe Anzahl tumor-spezifischer Neoantigene tragen 
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bzw. nur solche, die keine starke Immunantwort auslösen (Zhang, Wolfgang and Zheng, 2018). 

CRCs mit dMMR hingegen tragen eine hohe Frequenz Haupthistokompatibilitäts-Komplex-I/II 

(major histocompatibility complex, MHC)-restringierter Neoantigene auf der Tumorzelloberflä-

che (Schwitalle et al., 2008; Linnebacher et al., 2010; Yuza et al., 2017). Gleichzeitig zeichnen 

sich diese Tumoren aber auch durch eine sehr hohe Abundanz von Immuncheckpoint-Molekülen 

aus, welche einer effektiven Immunantwort entgegenwirken (Chabanon et al., 2016; Sun, Suo 

and Yan, 2016). Damit stellen dMMR-assoziierte Tumoren als einziger molekularer Subtyp des 

CRC ideale Zielstrukturen für (Immuncheckpoint-Inhibitor-basierte) Ansätze dar.  

Basierend auf diesen Daten erscheint es sinnvoll, weitere Strategien zu evaluieren, um auch Tu-

moren mit geringer/moderater Mutationslast einer Immuntherapie zugängig zu machen (Zhang, 

Wolfgang and Zheng, 2018). 

 

Aktive immuntherapeutische Strategien zur Behandlung gastrointestinaler Tumore 

Die aktive Immuntherapie in Form einer unspezifischen (z.B. mikrobieller Stimulus bzw. Toll-

like Rezeptor (TLR) Agonist, proinflammatorische/immunstimulierende Agenzien) oder spezifi-

schen Immunstimulation (z.B. Tumorlysate, Peptide, Tumor DNA/RNA) stellt einen vielverspre-

chenden Ansatz zur Erhöhung der Immunogenität von Pankreaskarzinomen und CRCs dar. Sie 

verfolgt das Ziel, dass Immunsystem polyklonal zu stimulieren und geht ursächlich auf die Be-

obachtungen William B. Coleys und Rudolf Virchows zurück (Coley, 1910, 1991; Ichim, 2005). 

Das Prinzip der aktiv unspezifischen Immuntherapie wurde in einer vorangehenden Übersichts-

arbeit dargelegt (Linnebacher et al., 2012). Es basiert auf einer direkten Schädigung der Tumor-

zellen u.a. durch mikrobielle Toxine, welche sekundär zur Aktivierung des nicht-adaptiven Im-

munsystems (Makrophagen, Granulozyten, NK-Zellen, dendritische Zellen) und – im Idealfall – 

Generierung eines immunologischen Gedächtnisses (zellulär: Antigen-spezifische T-Zellen; hu-

moral: Antigen-spezifische Antikörper) führt.  

Die vorliegende Habilitationsarbeit adressiert verschiedene Aspekte im Bereich der immuno-

logischen Therapieansätze. So wurde in einer Reihe von in vivo Studien die Wirksamkeit bakteri-

eller Präparationen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die einmalige systemische Gabe 

von Clostridium novyi-NT Sporen zur kompletten Remission muriner Pankreaskarzinome durch 

Stimulation des primär nicht-adaptiven Immunsystems führt (Maletzki et al., 2010). Vergleichba-

re Befunde wurden in der nachfolgenden Arbeit erhoben, in der eine avitale bakterielle Präparati-



EINLEITUNG 

  

on aus hitzeinaktivierten S. pyogenes and S. marcescens (= Coley’s Toxins) in vitro und in vivo 

eingesetzt wurde ((Maletzki, Klier, et al., 2012); s. Anlage 1). Im ektopen in vivo Modell wurde 

eine signifikante Beeinflussung des Tumorwachstums allerdings ausschließlich nach lokaler The-

rapie beobachtet, die systemische Applikation erzielte nur einen marginalen therapeutischen Ef-

fekt. Immunologische Veränderungen waren primär nach lokaler Gabe, durch Induktion von / 

T-Zellrezeptor-positiven Zellen nachweisbar.  

Um die potentiell wirksamsten TLR Liganden für eine (prä-) klinische Anwendung zu identi-

fizieren, wurde weiterhin die Wirksamkeit verschiedener, definierter TLR Agonisten (-

kombinationen) im murinen Pankreaskarzinommodell untersucht ((Maletzki et al., 2013); s. An-

lage 2). Die Monoapplikation der TLR Liganden verzögerte das Tumorwachstum nach repetitiver 

Gabe. Jedoch zeigten sich Unterschiede hinsichtlich der Effizienz (LPS > Resiquimod > Flagellin 

> MDP). Die Kombination von drei TLR Liganden führte in 4/5 Fällen zur kompletten Remissi-

on bzw. zur signifikanten Hemmung des Tumorwachstums in dem verbleibenden Fall. Begleiten-

de durchflusszytometrische Analysen zeigten eine bis zu 6-fache Reduktion des Anteils 

CD11b
+
Gr1

+
 myeloider Suppressorzellen sowohl nach Mono- (Resiquimod > LPS > MDP) als 

auch Kombinationstherapie. Myeloide Suppressorzellen stellen eine heterogene Gruppe dar, wel-

che sowohl NK- als auch T-Zell-vermittelte Immunantworten supprimieren – ähnlich dem Wirk-

verhalten regulatorischer T-Zellen und tumor-assoziierter Makrophagen (Draghiciu et al., 2015). 

Deren (selektive) Eliminierung zur Überwindung der tumor-induzierten Immuntoleranz ist Ge-

genstand aktueller Arbeiten (Draghiciu et al., 2015; Adah et al., 2016; Liu et al., 2018) – die be-

obachteten Effekte nach TLR-vermittelter Immuntherapie erweitern das Spektrum vorhandener 

Substanzen.  

In einer nachfolgenden Studie zum CRC wurden ähnliche, jedoch weniger stark ausgeprägte 

antitumorale, sowie immunmodulatorische Effekte nach Applikation verschiedener TLR Ligan-

den beobachtet (Stier et al., 2013). Es muss jedoch berücksichtigt werden, dass durch den Einsatz 

von Tumorzellen aus dem Kolorektum eine Entität gewählt worden, welche natürlicherweise 

ständig mit Bakterien bzw. bakteriellen Toxinen in Kontakt ist. Dieser schmale Grat zwischen 

Aufrechterhaltung der Gewebshomöostase unter physiologischen Bedingungen und Stimulation 

des Tumorwachstums nach chronischer Inflammation (Kluwe, Mencin and Schwabe, 2009; 

Khajeh Alizadeh Attar et al., 2017) scheint entscheidend zur Wirksamkeit von TLR Liganden 

beizutragen. So wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass ein TLR3 Ligand Apoptose in huma-

nen Mammakarzinomzellen induziert, derselbe Ligand aber das Wachstum intestinaler Tumorzel-
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len fördert (Kluwe, Mencin and Schwabe, 2009; Pavelic, 2014). Dies lässt den Schluss zu, dass 

primär Tumoren aus einer „sterilen“ Umgebung – wie dem Pankreas – für die gewählte Therapie-

form geeignet sind, wohingegen die Anwendbarkeit beim CRC fraglich ist.  

Eine weitere Limitation des gewählten Ansatzes stellt die Notwendigkeit zur lokalen Applika-

tion, sowie die fehlende Induzierbarkeit tumor-spezifischer Immunantworten dar, welche die Vo-

raussetzung für die Entwicklung eines immunologischen Gedächtnisses sind. Interessanterweise 

bestätigen die Befunde damit unsere vorangegangenen Untersuchungen zur Wirksamkeit avitaler 

bakterieller Präparationen (Klier et al., 2011, 2012). Spezifische antitumorale Immunantworten 

können folglich primär nach Stimulation mit vitalen Bakterien bzw. Kombinationen mit spezifi-

schen Stimulanzien erzielt werden (Maletzki et al., 2008). Die Vor- und Nachteile dieser mikro-

biellen Immuntherapie und deren potentielle Anwendbarkeit beim Pankreaskarzinom und dem 

CRC sind in unserer Übersichtsarbeit beschrieben (Linnebacher et al., 2012).  

Neben dieser Form der aktiv-unspezifischen Immuntherapie, stehen auch spezifische Ansätze 

durch Vakzinierung zur Verfügung. Auf diese wird im Kapitel 2.7 näher eingegangen. 

 

 

2.6  In vitro und in vivo Modelle für präklinische Untersuchungen 

Zur experimentellen Umsetzung wissenschaftlicher Fragestellungen stehen unterschiedliche Mo-

dellsysteme zur Verfügung, welche auch im Rahmen der Habilitationsarbeiten Anwendung fan-

den: 

- in vitro 2D- und 3D-Zellkulturen: Langzeit-kultivierte Tumorzellen vs. Patienten-abgeleitete 

Tumorzellen in niedriger Passage  

- in vivo Tumormodelle: ektopes, syn-/xenogenes Tumormodell sowie Patient-derived Xeno-

graft (PDX) Modell vs. spontanes Tumorgenesemodell  

Patienten-abgeleitete Tumorzellen bzw. PDX, idealerweise kurzzeitig passagiert („ultra-low-

passage“), erlauben eine reale Abbildung des Originaltumors (Marangoni et al., 2007; Byrne et 

al., 2017). Idiosynkratische Charakteristika, wie inter- und intratumorale Heterogenität, moleku-

lare Signatur, Oligoklonalität und Antigenität bleiben zumindest temporär erhalten (Maletzki, 

Gock, et al., 2015; Lai et al., 2017). Folglich ist die prädiktive Wertigkeit für nachfolgende in vi-

vo Studien besonders hoch. Aufgrund der Limitierung von Tumorfrischgewebe werden häufig 

langzeit-kultivierte allogene Tumorzellen verwendet (u.a. NCI-60 Panel – eine Kollektion von 

Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs, darunter 7x CRC (Reinhold et al., 2014)). Solche Tu-
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morzellen zeigen allerdings eine teilweise starke Adaptation an Kulturbedingungen. Diese korre-

liert mit der Kulturdauer und führt in der Konsequenz dazu, dass die Zelllinien andere biologi-

sche und molekulare Charakteristika aufweisen als Primärtumoren (Neri and Nicolson, 1981; 

Barnes, Moy and Dickson, 2006). Das ist insbesondere bei dMMR-assoziierten Tumoren rele-

vant, welche aufgrund fehlender Reparaturmechanismen bei jeder Zellteilung neue Mutationen 

akkumulieren können. So wurde kürzlich in einer Studie an pädiatrischen Hirntumoren mit kon-

stitutioneller (=biallelischer) dMMR nachgewiesen, dass Tumorzellen bis zu 600 neue Mutatio-

nen/Zellteilung akquirieren (Bouffet et al., 2016). Die resultierenden Tumoren sind „ultramutiert“ 

(i.d.R. nicht-synonyme Mutationen) und exprimieren ein komplexes Spektrum an Neoantigenen – 

eine ähnliche Zunahme der Mutationslast bei dMMR-assoziierten CRC Linien ist wahrscheinlich.  

Um die entsprechenden Modelle von CRC Patienten für präklinische Therapiestudien zu erhalten, 

wurden analog zu einer vorherigen Arbeit (Dangles-Marie et al., 2007) zwei Ansätze verfolgt 

(Abb. 4): (I) direkte in vitro Zellkultur primärer CRC durch Homogenisierung des erhaltenen 

Tumorstücks nach chirurgischer Resektion; (II) indirekt nach in vivo Transfer eines ca. 

3x3x3 mm großen Tumorstücks in immunkompromitierte NMRI Foxn1
nu 

Mäuse und nachfol-

gender Resektion der resultierenden PDX.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Experimentelles Protokoll zur Etablierung Patienten-abgeleiteter Tumormodelle für funk-

tionelle, molekulare und immunologische Untersuchungen. PDX – patient-derived Xenograft; X – Xeno-

graft; P – Patient. Maletzki et al., 2012. 
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Mit dieser Methode wurden individuelle Tumormodelle von allen CRC Subtypen, sowohl huma-

nen, als auch murinen Ursprungs, generiert. Der Erfolg der Etablierung war relativ unabhängig 

vom molekularen Subtyp ((Maletzki, Stier, et al., 2012; Maletzki, Huehns, et al., 2015); s. Anla-

ge Teil 3 und 4; sowie (Maletzki, Gock, et al., 2015; Maletzki et al., 2016).  

Die Kulturen wurden als epitheliale (EpCAM
+
 bzw. CD104

+
) Zellen charakterisiert und zeig-

ten ein heterogenes Oberflächenprofil. Interessanterweise wurde in einem Fall eine, im Vergleich 

zum Primarius, de novo Mutation im KRAS Gen (c.176C>G (A59G) nachgewiesen ((Maletzki, 

Huehns, et al., 2015); s. Anlage Teil 4). Im Rahmen der Chemoresponsivitätsanalysen haben wir 

nicht nur zelllinienspezifische Unterschiede, sondern auch Differenzen zwischen dem in vitro 

und in vivo Ansatz detektiert. Es zeigte sich beispielsweise, dass der Topoisomerase-I-Inhibitor 

Irinotecan signifikant das Tumorwachstum in vivo hemmt (vs. moderates Ansprechen in vitro), 

wohingegen der TLR4 Ligand Paclitaxel nur bei einem von drei dMMR Tumormodellen thera-

peutisch wirksam war (vs. gutes Ansprechen in vitro) ((Maletzki, Stier, et al., 2012); s. Anlage 

Teil 3). Des Weiteren konnten wir zeigen, dass die Kombination klassischer Zytostatika (5-FU 

und Gemcitabin) mit dem globalen demethylierenden Agenz 5-Azacytidin keine Verstärkung des 

antitumoralen Effektes bei hypermethylierten (= molekularer CRC Subtyp: CMS1 bzw. CMS3) 

Zelllinien bewirkt ((Maletzki, Huehns, et al., 2015); s. Anlage Teil 4). Sowohl die simultane, als 

auch sequentielle Applikation hatte primär antagonistische Wirkung und bestätigt Befunde einer 

kürzlich durchgeführten klinischen Phase I/II Studie, in der 26 Patienten mit therapierefraktären 

CIMP CRC eine Kombination von 5-Azacytidin (75 mg/m
2
/Tag, subkutan D1-5) und CAPOX 

(Capecitabin (=5-FU Vorstufe) und Oxaliplatin; alle drei Wochen) erhielten (Overman et al., 

2016). In dieser Studie wurde bei keinem der Patienten ein verbessertes klinisches Ansprechen 

durch die Kombination von 5-Azacytidin mit CAPOX erzielt (Overman et al., 2016) – eine nahe-

zu vollständige Translation der hier erhobenen in vitro Befunde. Folglich sollten Patienten-

individuelle Tumormodelle im Fokus präklinischer Responseprädiktion stehen. 

 

Neben diesen klassischen zytostatischen Substanzen gibt es Bestrebungen, neue und neben-

wirkungsarme Substanzen in die klinische Anwendung zu überführen. Einen interessanten Ansatz 

bieten bestimmte antimikrobielle Strukturen, sogenannte Host Defense Peptide (HDP) 

(Deslouches and Di, 2017). HDPs sind Effektormoleküle des nicht-adaptiven Immunsystems, 

welche in einer Vielzahl von Organismen vorkommen (Schröder-Borm, Bakalova and Andrä, 

2005; Mahlapuu et al., 2016). Während einige Studien die direkte, physikalische Störung der 
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Zellmembranintegrität ohne spezifische Rezeptorinteraktion (Schröder-Borm, Bakalova and 

Andrä, 2005) bei langzeit-kultivierten Tumorzelllinien belegen, gibt es bislang keine Informatio-

nen zur Wirksamkeit gegenüber kurzzeitig passagierten, Patienten-individuellen Zelllinien. Um 

zu überprüfen, ob ein ähnliches Wirkverhalten vorliegt, wurde eine vergleichende Analyse 

durchgeführt ((Maletzki et al., 2014); s. Anlage Teil 5). Zunächst konnte gezeigt werden, dass die 

Abundanz von oberflächenpräsentiertem Phospatidylserin, welches als Marker für ein Anspre-

chen auf HDPs diskutiert wird (Schröder-Borm, Bakalova and Andrä, 2005) bei langzeit-

kultivierten Zellen höher ist, als bei kurzzeitig passagierten Zellen ((Maletzki et al., 2014); s. An-

lage Teil 5). Dies stellt vermutlich einen Adaptationsmechanismus an die in vitro Kultur dar. So-

wohl langzeit-kultivierte, als auch Patienten-individuelle Zelllinien waren allerdings suszeptibel 

gegenüber einer HDP-vermittelten Onkolyse. Die Effekte waren primär auf Nekrose zurückzu-

führen. In einem murinen PDX Modell (dMMR Zelllinie HROC24, NMRI Foxn1
nu

 Maus) wurde 

schließlich die Wirksamkeit der HDPs (1 mg/kg KG, intratumoral) in vivo analysiert. Hierbei 

konnte erstmals die onkolytische Aktivität bestätigt werden. Gewonnene Tumorresektate zeigten 

eine erhöhte Anzahl an Tumorzellapoptosen und -nekrosen. Hämatotoxische Nebenwirkungen 

wurden nicht nachgewiesen. Dennoch konnte in diesem Ansatz keine selektive Wirksamkeit auf-

gezeigt werden, da ein irrelevantes Kontrollpeptid ebenfalls das Tumorwachstum beeinflusste. 

Folglich müsste zunächst die Tumorselektivität verbessert werden, bevor dieser Therapieansatz 

weiter evaluiert wird. 

 

Eine andere Anwendung der vorgestellten Modelle ergibt sich für immunologische Therapiean-

sätze. Zelllinien und PDX Modelle stellen eine theoretisch unlimitierte und einfach herzustellen-

de Antigenquelle dar (Barnes, Moy and Dickson, 2006; Aurisicchio et al., 2018; Williams, 2018). 

Bei der Verwendung von Gesamttumorlysaten wird ein breites Spektrum an (potentiell) immuno-

logisch relevanten MHC-I/II-restringierten Antigenen zur Verfügung gestellt, um sowohl CD4
+
, 

als auch CD8
+
-vermittelte T-Zellantworten auszulösen bzw. präformierte, jedoch supprimierte 

Immunantworten zu verstärken ((Maletzki et al., 2018); s. Anlage Teil 6). Dies erlaubt nicht nur 

eine repetitive Gabe in hoher Dosis, sondern bietet auch die Möglichkeit, Hochrisikopatienten, 

z.B. mit erblichen Tumorprädispositionssyndromen, wie dem Lynch Syndrom, prophylaktisch zu 

vakzinieren. Eine Möglichkeit zur Umsetzung im murinen Tumormodell wird in Kapitel 2.7 nä-

her beschrieben. 
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2.7  Die aktiv-spezifische Immuntherapie am Beispiel dMMR-assoziierter       

Neoplasien  

Die Erkenntnis, dass dMMR-assoziierte Neoplasien ideale Zielstrukturen für aktiv-spezifische 

Vakzinierungsansätze darstellen, geht auf verschiedene in vitro Analysen zurück, in denen wir 

und andere Arbeitsgruppen zeigen konnten, dass diese Tumoren Neoantigene exprimieren, die 

von zytotoxischen T-Zellen erkannt werden (Saeterdal et al., 2001; Schwitalle et al., 2004; 

Linnebacher et al., 2010; Garbe, Maletzki and Linnebacher, 2011). Mit diesem Wissen wurde 

von der Radboud Universität in Nijmegen bereits eine klinische Phase I/II Studie initiiert, in der 

Lynch Syndrom Patienten sowohl prophylaktisch, als auch therapeutisch mit einem definierten 

Mix aus spezifischen Peptiden vakziniert werden (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01885702). 

Die Selektion der zur Vakzine eingesetzten Peptide erfolgte (I) aufgrund einer nachgewiesenen 

hohen Mutationsfrequenz in dMMR-assoziierten Tumoren (z.B. TGFRII, AIM-2) und (II) der in 

vitro bestätigten starken Immunogenität (T-Zell-Stimulation) (Saeterdal et al., 2001; Schwitalle 

et al., 2004). Dies unterstreicht die klinische Relevanz dieses Ansatzes. Da mit Ausnahme dieser 

klinischen Studie bislang keine in vivo Untersuchungen vorlagen, wurde im Rahmen der vorlie-

genden Habilitationsschrift eine experimentelle Vakzinetherapie im spontanen MLH1
-/-

 Tumor-

genesemodell initiiert ((Maletzki et al., 2018); s. Anlage Teil 6). Tiere mit ubiquitärem Knockout 

des MLH1 Gens entwickeln innerhalb von neun Monaten Lynch Syndrom-ähnliche dMMR Ade-

nome/Adenokarzinome, Non-Hodgkin-Lymphome sowie andere Tumoren (Edelmann et al., 

1999).  Mutationen treten -in Analogie zu dem humanen Krankheitsbild- sowohl in kodierenden 

als auch nicht-kodierenden Bereichen von MLH1
-/-

 Tumorgenese-assoziierten Zielgenen auf 

(Bacher et al., 2005; Maletzki et al., 2016). Folglich liegen ähnliche Pathogenesemechanismen 

zugrunde. Die repetitive prophylaktische Gabe des Vakzins (MLH1
-/-

 Tumorlysat 10 mg/kg KG 

+/- Adjuvanz: CpG-Oligodesoxyribonukleotid (ODN) 1826 2,5 mg/kg KG, jeweils s.c.) führte zur 

Immunstimulation und verzögerte das Tumorwachstum gegenüber Kontrolltieren ((Maletzki et 

al., 2018); s. Anlage Teil 6). Die therapeutische Applikation verlängerte das Gesamtüberleben 

signifikant (11,5 (Lysat) und 12 Wochen (Lysat + CpG ODN 1826) vs. 3 Wochen (Kontrolle)) 

durch Krankheitsstabilisierung und Reduktion der Tumorlast in einigen Fällen. Dies war relativ 

unabhängig von dem Adjuvanz CpG ODN 1826, welches als TLR9 Agonist antigen-spezifische 

Immunantworten verstärken soll (Lubaroff and Karan, 2009; Tian et al., 2017). Im Rahmen unse-

rer Studie konnte kein verstärkender Effekt durch CpG ODN 1826 nachgewiesen werden. Unab-
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hängig vom Adjuvanz wurde in immunologischen Untersuchungen eine erhöhte Reaktivität und 

lytische Aktivität von Lymphozyten vakzinierter Tiere gegenüber autologen und allogenen 

MLH1
-/-

 Tumorzellen beobachtet. Damit bestätigen die Untersuchungen die Induzierbarkeit po-

lyklonaler T-Zell-vermittelter Immunantworten nach Vakzine und belegen die grundsätzliche 

Wirksamkeit von autologen Vakzinen (Sun, Suo and Yan, 2016). Gleichzeitig wurden in Tumor-

resektaten mehr infiltrierende T-Zellen (CD4
+
/CD8

+
) detektiert, jedoch auch vermehrt Immun-

Checkpointmoleküle (PD1/PD-L1; Lymphozyten-Aktivierungsgen 3) nachgewiesen, welche sehr 

wahrscheinlich einen erworbenen Escape- bzw. Resistenzmechanismus darstellen (Abb. 5).  

 

Abbildung 5: Immunzellinfiltration. Repräsentative immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von 

Tumorresektaten vakzinierter Tiere (Lysat, Lysat + CpG ODN) im Vergleich zu einem Kontrolltier (Kon-

trolle). Kernfärbung mit DAPI, Originalvergrößerung x200. LAG-3 - Lymphozyten-Aktivierungsgen 3; 

Maletzki et al., 2018. 
 

Folglich stellen Kombinationsansätze, bestehend aus tumor-spezifischer Vakzine und Immun-

checkpoint-Inhibition, wie kürzlich u.a. für Glioblastome (dendritische Zellvakzine + anti-PD-1 

Antikörper + Kolonie-stimulierender Faktor 1 Rezeptor Inhibition) und Prostatakarzinome (anti- 

zytotoxisches T-Zell-assoziiertes Protein 4 Antikörper + Granulozyten-Monozyten-Kolonie-

stimulierende Faktor-sezernierende zelluläre Vakzine) propagiert (Wada et al., 2013; Antonios et 

al., 2017), eine aussichtsreiche Therapieoption dar, um diesen Ansatz langfristig in die klinische 

Anwendung zu überführen. 
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3 Zusammenfassung und Ausblick 

In der vorliegenden Habilitationsschrift wurden verschiedene immunologische Fragestellungen 

und immuntherapeutische Konzepte bei gastrointestinalen Tumoren adressiert und umgesetzt.  

Zunächst konnte festgestellt werden, dass gastrointestinale Tumoren grundsätzlich für immunthe-

rapeutische Strategien geeignet sind. In Abhängigkeit der zugrunde liegenden Fragestellung kön-

nen zur Untersuchung sowohl langzeit-kultivierte, als auch Patienten-abgeleitete und damit ideal-

erweise kurzzeitig passagierte Zelllinien herangezogen werden. Dabei sollten potentielle biologi-

sche Veränderungen, wie Wachstum, Oberflächenprofil, (Chemo-) Responsivität, molekulare 

Signatur, und damit verbunden auch die Immunogenität vor der Therapieentscheidung berück-

sichtigt werden. 

Der vorgestellte kombinierte Ansatz aus direkter (= aus Tumorfrischgewebe) und indirekter Zell-

kultur (= nach in vivo Transfer) erlaubt eine standardisierte und reproduzierbare Vorgehensweise, 

um Patienten-abgeleitete Tumormodelle zu etablieren. Die resultierenden in vitro Kulturen stellen 

eine gute Grundlage für Responsivitätstestungen dar. Die durchgeführten Untersuchungen zeigen 

aber auch, dass eine Kombination von in vitro und in vivo Analysen notwendig ist, um valide 

Aussagen bezüglich der Wirksamkeit neuartiger Substanzen machen zu können.  

Die in vivo Umsetzung der Immuntherapie kann ausschließlich im immunkompetenten Wirt er-

folgen. Hierbei wurde zunächst im ektopen Transplantationsmodell die Effizienz der aktiv-

unspezifischen Immuntherapie nach Applikation von undefinierten bzw. definierten TLR-Mixen 

vergleichend analysiert. Es zeigte sich, dass das Tumorwachstum, in Abhängigkeit der untersuch-

ten Tumorentität (CRC vs. Pankreaskarzinom) signifikant beeinflusst wird, die antitumorale 

Wirksamkeit jedoch nach lokaler Applikation deutlich stärker ausgeprägt ist, als nach systemi-

scher Gabe. Ebenso ist ein definierter TLR-Mix effizienter, als die jeweilige Einzelsubstanz. 

Aufgrund der Komplexität der immunologischen Mechanismen im Verlauf der Tumorgenese 

wurde zusätzlich ein spontanes Tumorgenesemodell herangezogen und die Wirksamkeit einer 

Vakzine hinsichtlich Tumorinzidenz, -wachstum und -mikromilieu erstmals präklinisch erfasst. 

Es konnte nachgewiesen werden, dass die repetitive Gabe des Vakzins sowohl die Entstehung, als 

auch Progression autochthoner dMMR-assoziierter Tumoren durch Stimulation des Immunsys-

tems verzögert.  
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Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sowohl die unspezifische Immuntherapie 

in Form von mikrobiellen Stimuli, als auch die spezifische Form einer Tumorvakzine vielver-

sprechende Ansätze zur Behandlung gastrointestinaler Tumoren darstellen.  

Aus den gewonnenen Daten ergeben sich unterschiedliche Ansatzpunkte für weitere wissen-

schaftliche und translationale Arbeiten.  

Zum einen sollte die prädiktive Wertigkeit der in vitro durchgeführten Responseanalysen an Pati-

enten-abgeleiteten Tumormodellen in vivo unter Anwendung eines humanisierten murinen Mo-

dells verifiziert werden. Hierbei gibt es aktuell verschiedene Strategien, um die „nächste Genera-

tion humanisierter PDX Modelle“ für präklinische Immuntherapien zu etablieren (Williams, 

2018). Im Idealfall werden hierbei autologe Immunzellen eingesetzt, um sowohl die MHC-

Kompatibilität zwischen Tumor- und antigenspezifischen T-Zellen als auch die Aufrechterhal-

tung bzw. Wiederherstellung des Tumormikromilieus zu gewährleisten. 

Hinsichtlich der Optimierung der Tumorvakzine gibt es viele Optionen. Diese umfassen neben 

dem Einsatz definierter Peptide, auch die Kombination mit niedrig-dosierter Chemotherapie, so-

wie Immun-Checkpoint-Inhibitoren, um einer potentiellen Resistenzentwicklung entgegenzuwir-

ken.  
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ABSTRACT

Host  defense pept ides ( HDP)  const itute effector  m olecules of the innate im m une 

system . Besides act ing against  m icrobia and fungi, they exhibit  broad and select ive 

oncolyt ic act ivity. The underlying m echanism  is at  least  part ia lly at t r ibutable to 

elevated surface- exposed levels of phosphat idylserine ( PS)  on tum or targets. I n this 

st u d y ,  co m p r e h e n siv e  a n a ly sis o f  N K - 2 - b a se d  d e r iv a t iv e s ( C7 A ,  C7 A - D 2 1 K ,  a n d  C7 A - Δ )  

w as done on pat ient - derived ult ra- low  passage colorectal carcinom a ( CRC)  cell lines. 

Pept ides w ere designed to im prove ant itum oral potent ia l. Mellit in w as used as posit ive 

control and a non- toxic pept ide ( NK1 1 )  served as negat ive control. Subsequent ly, 

effect iveness of local HDP applicat ion w as determ ined in xenopat ients. 

Generally, CRC lines displayed a heterogeneous pat tern of surface- exposed PS, 

w h ich  w a s u su a l ly  b e lo w  st a n d a r d  CR C ce l ls .  O f  n o t e ,  fi v e  o u t  o f  se v e n  ce l l  l in e s 

w ere suscept ible tow ards HDP- m ediated lysis ( lyt ic act ivity of pept ides: C7 A- D2 1 K 

>  C7 A - Δ =  C7 A ) .  O n co ly t ic a ct iv it y  co r r e la t e d  m o st ly  w it h  su r fa ce - e x p o se d  P S le v e ls .  

Apoptosis as w ell as necrosis w ere involved in k illing. I n an in vivo experim ent , 

substant ial grow th inhibit ion of HROC2 4  xenografts w as observed after HDP therapy 

and, surprisingly, a lso after NK1 1  t reatm ent . 

These prom ising data underline the high potent ia l of HDPs for  oncolyt ic therapies 

and m ay provide a rat ionale for opt im izing preclinical t reatm ent  schedules based on 

NK- 2 .

INTRODUCTION

Antimicrobial peptides, also referred to as Host 

defense peptides (HDP), have originally been identified  

as an alternative weapon against bacterial infections. This 

is particularly important, as clinical handling of multi-

resistant bacterial variants is increasingly difficu l t. These 

peptides represent an ancient yet very effective part of 

the innate immune system as firs t  line of defense against 

invading bacteria. They are ubiquitous in nature and 

were identifie

d

 in a variety of multi-cellular organisms 

including insects, amphibians and mammals [1,2]. HDPs 

exhibit a unique mode of action. Due to their cationic 

amphipathic nature they preferentially bind to negatively 

charged membranes [3-5] – a common characteristic of 

bacterial membranes, thus making them a perfect HDP 

target. HDPs incorporate into the membrane bilayers and 

form pores in targeted membranes leading to unsustainable 

cell homeostasis [6,7]. Additionally, HDPs penetrate 

the cytoplasm and interact with essential intracellular 

molecules. Unlike commonly used antibiotics, these 

cationic peptides directly interact with the target cells’ 

lipid matrix instead of a specific

 

enzyme  or  recept or . 

Drug resistance, either intrinsic or acquired, is a 

growing problem in cancer therapy, as well. Although 

recent years have seen major treatment advances, cancer 

is still the third leading cause of death worldwide [8]. 

Surgery, chemotherapy, and radiation are the methods of 

choice in oncological management. The major drawback 
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of the latter two is the missing selectivity between 

malignant and normal cells. Due to this unspecific 

toxicity most patients suffer from severe side effects. 

Additionally, there is growing evidence of multidrug 

resistant variants resulting for example from increased 

expression of multidrug resistance proteins. These proteins 

discharge antineoplastic drugs out of the cell and make 

them ineffic

i

ent .  This substantial problem emphasizes the 

necessity for developing new oncolytic agents. 

It has become apparent that HDPs are not only 

effective against bacteria. Impressive results from pilot 

studies identifie

d

 selective killing of malignant, but not 

normal cells by different HDPs [9-11]. Physiologically, the 

outer membranes of mammal cells consist of zwitterionic 

phosphatidylcholine and sphingomyelin without any net 

charges. The negatively charged phosphatidylserine (PS) 

is usually a component of the inner cell membranes’ 

leaflet . Under certain conditions, like loss of membrane 

asymmetry or cellular apoptosis, PS can be shifted to the 

cell surface [12]. In this case, PS renders cells vulnerable 

to lysis by cationic peptides like HDPs. Quite a number of 

tumor cells exhibit increased levels of surface-exposed PS 

[13,14]. This feature clearly distinguishes malignant from 

normal cells and provides a rationale for HDP-based tumor 

therapy [15,16]. For that reason, this study aimed at testing 

the oncolytic potential of NK-2-based HDPs [17] against 

patient-derived colorectal cancer (CRC) cell lines in order 

to pave the way for further treatment optimizations based 

on these peptides. 

RESULTS

Peptide design

Peptides (C7A, C7A-D21K, C7A-Δ and NK11) 

used in this study were based on NK-2 (Table 2 and 

[17]). The most basic modifica t ion entailed replacement 

of the non-functional sole Cys7 residue within the NK-2 

sequence with an Ala residue (C7A). This substitution 

has been shown to improve anti-cancer cell activity of 

the lead structure NK-2 [17]. An enhancement of C7A´s 

positive net charge was achieved by substituting Asp21 

by a Lys residue (C7A-D21K). Moreover, peptide C7A 

was shortened by deletion of a stretch of four amino acid 

residues (including Asp21), resulting in peptide C7A-∆. 

In addition, we used melittin, the main lytic component 

of bee venom as a well-known reference compound, and 

NK11 as a non-toxic control peptide [21].

Table 1: Clinical characteristics of patients and molecular data of the corresponding tumor

Tumor-ID Age/ Gender Tumor location TNM-Stage Tumor type Molecular type

HROC18 65/f caecum G2T2N0M0 primary adenocarcinoma
spStd

HROC24 98/m colon ascendens G2T2N0M0 primary adenocarcinoma spMMR-D

HROC32 83/f colon ascendens G2T4N2M1 primary adenocarcinoma spStd

HROC40 69/m colon ascendens G3T4N0M0 primary adenocarcinoma CIMP-H

HROC60 71/m colon ascendens G2T2N0M0 primary adenocarcinoma CIMP-H

HROC69 62/m colon ascendens G3T3NoMx primary adenocarcinoma spStd

HROC80 72/m caecum G2T3N2Mx primary adenocarcinoma spStd

HROC87 76/f colon ascendens G3T3N0M0 primary adenocarcinoma spMMR-D

HROC107 81/f colon ascendens G3T3N0M0 primary adenocarcinoma spMMR-D

HROC113 41/f colon ascendens G3T4N2Mx primary adenocarcinoma
Lynch 
Syndrome

m – male, f – female, spStd – sporadic standard, spMMR-D – sporadic mismatch repair defici ent , CIMP-H 
– CpG island methylator phenotype high, HNPCC – hereditary non-polyposis colorectal carcinoma
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(int) or low PS-harboring cells (Figure 2). 

Response to HDPs according to PS-expression 

status

To prove growth inhibiting and cytotoxic activity 

of newly designed NK-2 analogues, tumor cells were 

exposed to increasing peptide concentrations for 1h and 

24h, respectively. According to our classifica t ion,  we 

included three PShigh (HCT116, HROC18, and HROC24), 

three PSint (HROC40, HROC60, and HROC113), and 

two PSlow (HROC32 and HROC107) surface-exposed cell 

lines. 

Short-term exposure revealed strong response 

towards all peptides, with, however, cell line specific 

susceptibility (Figure 3). Morphological changes even 

appeared after a 10 min incubation period (representative 

pictures for HROC24 exposed to peptides C7A and NK11, 

respectively, are displayed in Figure 3A). Unspecific 

killing was excluded by lack of NK11-mediated tumor 

cell lysis (Figure 3). 

Next, response after longer treatment schedules, i.e. 

24h was examined. These analyses principally confirm e d 

results from short-term exposure. HCT116 and HROC24 

cells responded best; all tested HDPs exerted lytic 

activity towards these two cell lines (Figure 4). Of note, 

these peptides (C7A, C7A-D21K and C7A-Δ) were as 

effective as the reference compound Mellitin. HROC60 

cells showed weaker though still noticeable vulnerability. 

In this cell line, obvious killing was obtained for C7A-

D21K (>40% lysis vs. control). By contrast, HROC40 

cells were relatively resistant towards HDP-induced lysis, 

even at high concentration (12.5 µM). When analyzing 

susceptibility of PSlow cell lines varying effects were 

obtained (Figure 4). Viability of HROC107 and HROC113 

Figure 5: Apoptosis/necrosis assay and Western blot analysis. (A, B) HROC18 and HROC24 cells were exposed to increasing 

HDP concentrations for a period of 24 hours. Tumor cells were stained with YO-PRO-1 for detecting early and late apoptotic tumor cells. 

Prior to flow  cytometric analysis, PI was added to detect necrotic cells, as well. (A) Representative dot plots showing HDP-treated HROC24 

cells at a concentration of 5 µM. Lower right quadrant: early apoptotic cells; upper right quadrant: late apoptotic cells; upper left quadrant: 

necrotic cells. (B) For cell death quantifica t ion,  values of background cell death (=untreated controls) were subtracted from values of HDP-

treated cells. Upper panel: HROC24 cell; lower panel: HROC18 cells. (C, E) Representative western blot results showing HDP-treated 

HROC24 cells (20 µg of total protein per lane). (D, F) Quantitative analysis of BAX and HSP90 expression in HDP-treated cells was done 

as described in material & methods. Expression levels of untreated cells were set to be =1 and x-fold increases of HDP-exposed cells were 

calculated. Results show data of three separate experiments. Values are given as mean ± SD.
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cells decreased dose-dependently. Of note, C7A-D21K 

proved to be most effective in killing these tumor cells. 

HROC32 cells did not respond well to HDPs. Overall, 

these observations are indicative for partial involvement 

of PS in the oncolytic action of HDPs.

Predominant necrosis induction by HDPs

To gain deeper inside into the type of cell death 

induced by HDPs, selected tumor cell lines (namely 

HROC24 and HROC18, both PShigh) were subjected to 

flo

w

 cytometric apoptosis/necrosis analysis. Using this 

test, we observed predominantly necrosis in both cell 

lines. Early apoptotic cells (YO-PRO-1+/PI-) were found at 

all concentrations (0.25 - 2.5 µM). However, levels were 

Figure 6: Hemolysis and lymphotoxicity assays. (A) Hemolytic activity of HDPs was determined by hemoglobin release from 

whole blood cells after 120 min incubation. Negative controls were left untreated whereas positive controls (=maximum lysis) were treated 

with 1% SDS. Hemolytic activity was quantified  as described in the material and methods section. (B) PBLs were incubated in the presence 

of increasing HDP concentrations for a period of 24 hours. Viability was analyzed using Calcein-AM and quantified  in comparison to 

untreated controls, which were set to be =1. Results show data of six different healthy donors. Experiments were performed in triplicates. 

Values are given as the mean x-fold increase ± SD. 

Figure 7: In vivo growth kinetics and tumor cell apoptosis of HROC24 tumors in NMRI  Foxn1nu mice with or without 

local treatment. (A) Therapy was performed by repetitive local application of HDPs C7A or C7A-D21K (1 mg/kg bw) every third 

day (a total of 9 injections) (n=5 per group). Tumor-carrying control animals received either equivalent volumes of peptide NK11 or 

saline (n=5 per group). Tumor volumes are given as x-fold increase vs. day 0 (V
t
/V

0
) (start of treatment) ± SD. *p<0.05 vs. PBS. (B) 

Representative immunofluo r escence  staining of apoptotic cells within HROC24 tumors. Cryopreserved tumor sections were stained with 

anti-M30 CytoDeath antibody, followed by anti-mouse IgG FITC antibody and nuclear DAPI as described in material and methods.
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always below 20 % (Figure 5A, B). Higher concentrations 

increased the number of late apoptotic (YO-PRO-1+/PI+) 

and necrotic (YO-PRO-1-/PI+) cells, respectively. Levels 

of viable HROC24 cells fell to 17% (C7A-D21K and 

C7A-Δ) and 25 % (C7A). Here again, peptides C7A-D21K 

and C7A-Δ proved to be as effective in tumor killing as 

melittin. HROC18 cells presented with marginally lower 

lysis. In this cell line, C7A-D21K was the most effective 

one and even slightly better than melittin (74 vs. 71 % 

total killing; Figure 5B). Peptides C7A and C7A-Δ killed 

up to 60% of cells. 

Subsequent western blot analysis principally 

confir

m

e d that necrosis is the primary reason for HDP-

mediated cell death. Protein expression levels of Bax and 

HSP90 remained largely unchanged in HDP-responsive 

cell lines (e.g. HROC24, HROC40, and HROC113; 

representative blots for HROC24 are given in Figure 5C). 

The sole exception was seen for melittin. Here, HSP90 

expression was dose-dependently induced (Figure 5D). 

Cleaved PARP was not detectable at all.

HDPs exert no hemolytic, but lymphotoxic effects 

in vitro

To examine if the observed lytic effects were 

tumor-specific

,

 whole blood was cultured in the 

presence of increasing peptide concentrations for 24h. 

Experiments revealed absent or minimal hemolysis, 

with values below 20% even at high concentration (i.e. 

melittin, dose: 12.5 µM, Figure 6A). In sharp contrast, 

all peptides reduced viability of lymphocytes in a dose-

dependent manner (Figure 6B). Effects were most likely 

specific

,

 since NK11 did not affect lymphocyte viability. 

Lymphotoxicity was independent from donor and gender.

HDP-mediated tumor growth arrest in vivo is 

accompanied by increased tumor cell apoptosis

Finally, a proof of concept experiment was done 

in vivo. Female NMRI Foxn1nu mice were inoculated 

with HROC24 cells, the cell line that showed highest 

vulnerability towards HDP-mediated killing in vi tro. 

Mice with established xenografts received repetitive local 

injections of either peptide C7A or C7A-D21K. NK11 

served as negative control. Melittin, which was applied 

as positive control in vi tro, was excluded from this 

experiment due to its suspected high toxicity.

All treatment schedules were well tolerated by mice, 

with no adverse side effects, like weight loss, anemia, 

or ataxia. Application of peptide C7A demonstrated 

most effectiveness (Figure 7A). Tumors immediately 

reduced growing and macroscopically started to break 

up (in 4/5 cases). Of note, this arrest was evident until 

the end of experiments. A comparable initial delay was 

obtained following peptide C7A-D21K therapy (Figure 

7B). HROC24 xenografts presented with strong growth 

retardation, though tumor growth was not completely 

impeded, especially at later time points (day 17). Opposed 

to C7A-treated tumors, no ulceration was observed. 

Finally, tumor sizes reached 3.4-fold increases (vs. PBS 

control: 10.3-fold). However, obtained effects were 

rather independent from specific NK-2 therapy, since 

control peptide NK11 induced tumor growth retardation 

as well. Though growth delay occurred to a lesser extent 

as compared to peptides C7A and C7A-D21K, there was 

still a signific

a

nt  effect (4-fold vs. PBS control: 10.3-fold, 

p<0.05). This find i ng was completely unforeseen since no 

antitumoral effects were found in vitro. 

In line with the observed growth inhibition, all 

HDP-treated tumors showed marked increased levels of 

apoptotic tumor cells (Figure 7B). As given by positive 

M30 CytoDeath staining, apoptosis was most strongly 

induced in peptides C7A and C7A-D21K treated tumors, 

respectively. Tumors that had been exposed to peptide 

NK11 showed elevated cytokeratin 18 cleavage, as well. 

Besides, all HDP-treated tumors were considerably more 

necrotic than their untreated counterparts (data not shown). 

DISCUSSION

HDPs have gained much attention as alternatives to 

conventional chemotherapeutics; they bypass multidrug-

resistance mechanisms and exert additive oncolytic 

effects in certain combinations [22, 23]. Due to the 

limited number of experimental preclinical studies, we 

here analyzed HDP action on a series of ultra-low passage, 

patient-derived CRC cell lines. These cells provide ideal 

models for testing novel drugs, since they closely resemble 

the original tumors’ molecular and biological signature 

[19, 24]. HDPs applied in this study were based on NK-2, 

a porcine immune cell-derived peptide, whose selective 

killing of different human cancer lines is well established 

[10]. NK-2 derivatives exhibit reduced sensitivity towards 

oxidation, show improved antibacterial and –most 

importantly– oncolytic activity [17]. 

NK-2 associated cytotoxicity was shown to be at 

least partially attributable to preferential binding towards 

surface-exposed PS. In this study, varying levels of 

surface-bound PS were detected on our freshly established 

CRC lines, ranging from high (e.g. HROC24) to very 

low (e.g. HROC32) levels, close to normal lymphocytes. 

Amounts of surface-exposed PS were independent from (I) 

molecular CRC subtype, i.e. chromosomal/microsatellite 

instability or CpG-island and methylator phenotype, 

that have been found to that impede drug response [25, 

26]; (II) the corresponding mutational profile  (i.e. K-ras, 

B-raf, p53, APC status); or (III) clinicopathological 

parameters (gender, age, TNM stage). Besides, there was 

no change over serial passages (at least from passage 

10-50; data not shown), indicating that each tumor line 

harbors its own individual PS profile .  Nonetheless, we 
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occasionally observed differences between our patient-

derived and “long-term” established standard cell lines, 

with tendency towards higher surface-exposed PS on the 

latter. On a basis of this initial find i ng,  functional analyses 

were done for defini ng HDP-sensitivity and to test if 

the above mentioned mechanism also accounts for CRC 

lysis. Of note, all three newly designed NK-2 analogues 

(C7A, C7A-D2K1 C7A-Δ) exhibited antitumoral 

activities, even after short-term treatment schedules (1h). 

Although there was a trend towards higher susceptibility 

of cells displaying high PS surface-exposed levels (e.g. 

HROC24), vulnerability towards HDPs was more likely 

cell line and peptide specific.  Two out of seven cell lines 

were completely resistant towards HDP-mediated lysis 

(i.e. HROC40int and HROC32low). Generally, derivative 

C7A-D21K proved to be most effective in killing CRC 

lines. Hence, substituting Asp21 by a Lys residue yielded 

higher antitumoral potential. Peptide C7A-Δ, which is 

a shortened form of C7A-D21K, presented with killing 

potential, as well. By deleting four amino acids (including 

anionic Asp21 and cationic Lys20), the peptides’ oncolytic 

activity was maintained. Moreover, these results provide 

evidence for the active domain to be within this region.

Overall, our find i ngs  indicate partial PS-dependent 

killing; yet, other mechanisms are likely to be involved 

as well. As a consequence of HDP-associated cell injury, 

apoptosis and necrosis play a role in cell death [10, 22, and 

27]. Quite in line, we here also observed both modes with 

a prevalence of necrosis. The rapid killing kinetic (<1h) 

of NK-2 based derivatives further supports this find i ng.  

This strong membranolytic effect should even make it 

diffic

u

l t for tumor cells to develop resistance. This is of 

particular meaning, since acquired resistance to (targeted) 

cancer therapies is increasingly observed in the clinics and 

represents a major problem [28].

A rather unexpected observation of the current 

study was the massive cytotoxicity against normal 

lymphocytes. Although erythrocytes were not affected by 

HDPs, viability of lymphocytes dramatically decreased 

upon HDP-exposure. This is in sharp contrast to previous 

studies in which lymphotoxicity for NK-2 was designated 

to be low or absent [10]. However, cytotoxicity towards 

the vascular system has been demonstrated for some HDPs 

[22]. Cathelicidin (=LL-37), an antimicrobial protein that 

is produced by leukocytes, epithelial, and mucosal cells 

is cytotoxic to human oral squamous carcinoma cells, 

but also to human PBLs [29]. Comparable results were 

reported for BMAP-27 & BMAP-28. These HDPs cause 

apoptosis of leukemic cells, but also hemolysis of red 

blood cells [30]. Though this find i ng may limit in vivo 

applicability, we still wanted to address the question 

whether NK-2 based analogues have the potential to 

control tumor disease in vivo. So far, only few studies 

described successful in vivo application of oncolytic HDPs 

in general [16, 27, 31] and neither applied NK-2 and/or 

derivatives thereof. Here, immunocompromised nude mice 

were engrafted with HROC24 cells. This cell line was 

chosen on the basis of in vitro responsiveness and reliable 

engraftment [19]. A total number of nine intratumoral 

injections of peptide C7A or C7A-D21K resulted in a 

notable tumor growth delay; tumors even stopped growing 

for several days and remained significa nt ly smaller than 

PBS-treated control tumors. This growth inhibition was 

accompanied by increased induction of cellular apoptosis. 

Of note, no adverse side effects, like hemolysis or 

lymphotoxicity, were found. These peptides could thus 

be identifie

d

 as potent and well tolerable antitumoral 

compounds. This is particularly important since doses 

applied here were lower than most of the published ones 

for HDPs [27, 31]. Hence, tumor growth control might 

be the result of: (I) suppressed tumor cell proliferation 

(i.e. reduced Ki-67 expression); (II) direct tumor cell 

killing (most likely via necrosis); and (III) angiogenesis 

inhibition. 

Contrary to our expectations, NK11 application 

also affected HROC24 tumor growth in vivo. NK11 is an 

11-residue derivative that was applied as an inactive and 

thus nontoxic control. Nonetheless, HROC24 xenograft 

growth was signific

a

nt ly impaired by this protein. 

Additionally to the fact that prior studies on HDPs 

excluded control peptides [16, 27, 31, and 32], several 

reasons might explain this observation: Firstly, the applied 

doses in vitro differed from those given in vivo. Secondly, 

NK11 was injected repetitively in vivo, while it was only 

once given to the cell culture. Thirdly, HDPs are known 

to be potent immune stimulators, especially of the innate 

immune system; hence unspecific

 

immune activation is 

very likely. 

We therefore propose the following model: local 

application of HDPs mediates rapid killing of tumor 

cells. However, the tumor microenvironment (including 

stromal cells) prevents parts of the tumor from lysis. Due 

to their natural behavior, HDPs enter the bloodstream and 

are recognized by the hosts’ immune system, primary 

macrophages and NK cells. As a consequence, cells of 

the immune systems’ innate arm infilt rat e tumors. This 

proinfla

m

ma t or y local milieu helps controlling tumor 

growth transiently. Due to the lack of adaptive immune 

cells in nude mice, specific

 

immune responses cannot 

be induced, preventing xenografted tumors from being 

completely eradicated. It is therefore conceivable that 

NK-2 and its derivatives exert substantially stronger 

antitumoral effects in immunocompetent hosts. Hence, 

oncolytic designer HDPs represent a very promising tool 

for inclusion into (chemotherapy-based) combinatorial 

treatment strategies. Due to the potentially rather 

unspecific

 

mode of action, initial clinical studies should 

focus on intratumoral application. 
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peptides were added in increasing concentrations (ranging 

from 0.25 µM – 12.5 µM). Untreated cells served as 

living cell control. Medium was removed after 1h or 

24h, respectively. Calcein-AM (4 mM) was added and 

incubated for 30 min (37°C, 5% CO
2
). Analysis was 

performed on a fluo r escence multi-well plate reader (Tecan 

Infin

i

te® M200, Crailsheim, Germany) at an excitation 

wavelength of 485 nm (emission 535 nm). For estimation 

of cell viability, the relative fluo r escence intensities of 

Calcein-AM-stained non-treated cells (=live control) were 

set to be 1, and fluo r escence intensities of samples were 

calculated. Data of at least three independent experiments 

each performed in duplicates are given.

Apoptosis/necrosis assay

Cell death was quantifie

d

 by YO-PRO-1 

(Invitrogen) and PI double staining. Selected tumor cells 

(HROC24 and HROC18, 1 x 104 cells/well) were seeded 

in 24-well plates and incubated overnight. Thereafter, 

peptides were added in increasing concentrations (ranging 

from 0.25 µM – 12.5 µM). Untreated cells served as 

living control. Following a 24-hour incubation period, 

supernatants were collected; cells were trypsinized and 

washed in PBS. Cells were stained with YO-PRO-1 (fina l  

concentration: 0.2 µM) for 20 min at room temperature. 

Prior to flow  cytometric analysis, PI was added at a fina l  

concentration of 100 µg/ml. For cell death quantifica t ion,  

values of background cell death (=untreated controls) were 

subtracted from values of HDP-treated cells.

Hemolysis assay

Hemolytic activity of HDPs was determined by 

hemoglobin release from whole blood cells after 120 min 

incubation. Briefly, whole blood of healthy donors (n=6) 

was seeded in 96-well plates and supplemented with 

HDPs at given concentrations (ranging from: 0.25 µM 

– 12.5 µM). Negative controls were left untreated and 

positive controls (=maximum lysis) were treated with 

1% SDS. Following the incubation period, cell-free 

supernatants were transferred into a new 96-well plate 

and absorption was measured on a plate reader at 540 nm 

(reference wave length: 690 nm). Hemolytic activity was 

quantifie

d

 accor di ng to the fol lowi ng for mu l a:  

% hemolysis = ((OD
540nm sample

 – OD
540nm buffer

)/OD
540nm 

max
 - OD

540nm buffer
) * 100

Western Blot analysis

Cellular protein extracts were obtained from HDP-

treated and control cells following incubation with lysis 

buffer (1 M Tris, pH 7.5, 5 M sodium chloride, 0.25 M 

ethylenediaminetetraacetic acid, 10% (v/v) triton-x 

100, 4% (v:v) sodium azide, 0.1 M phenylmethane-

sulfonylflu

o

r ide,  protease inhibitor cocktail (Roche, 

Mannheim, Germany)) on ice for 30 min. Cell lysates 

were centrifuged by 10.000×g for 10 min at 4°C. Protein 

concentration was determined using BCA Protein assay 

kit (Merck Calbiochem, Darmstadt, Germany) according 

to manufacturer’s instructions. Proteins (20 µg) were 

separated on a 14% SDS-polyacrylamide gel and 

transferred to polyvinylidene fluo r ide membranes. 

Membranes were blocked for 1h with blocking buffer 

(Rockland, Gilbertsville, PA) prior to incubation with 

primary antibodies against Bax, cleaved PARP, HSP90, 

and β-actin (all New England Biolabs, Frankfurt am Main, 

Germany). IRDye® 800 CW- and IRDye® 680 CW-

conjugated secondary antibodies (LI-COR-Biosciences, 

Bad Homburg, Germany) were applied for 30 min. 

Blots were scanned at a wavelength of 700 nm (for 

detecting IRDye® 680) and at a wavelength of 800 nm 

(for detecting IRDye® 800 CW) using an Odyssey® 

Infrared Imaging System (LI-COR-Biosciences). Signal 

integrated intensities were quantified  applying the 

Odyssey® software version 3.16. Probes were normalized 

by calculating the ratio of the corresponding target protein 

to β-actin signal.

In vivo tumor models and treatment regimen

Experiments were performed on female 8–10-

week old NMRI Foxn1nu mice (Charles River, Sulzfeld, 

Germany) weighting 18-20 g. All animals were fed 

standard laboratory chow and given free access to water. 

Trials were performed in accordance with the German 

legislation on protection of animals and the Guide for 

the Care and Use of Laboratory Animals (Institute of 

Laboratory Animal Resources, National Research Council; 

NIH Guide, vol.25, no.28, 1996). NMRI Foxn1nu mice 

were challenged with 5 x 106 HROC24 cells. Mice with 

established subcutaneous (s.c.) tumors received repetitive 

local injections of peptide C7A or C7A-D21K (1mg/

kg bw, dissolved in 50 µl) every third day (a total of 9 

injections) (n=5 per group). As control, tumor-carrying 

mice either received NK11 (1mg/kg bw, dissolved in 

50 µl) or saline (50µl volume, n=5 per group). Tumor 

growth was controlled three times a week at time point of 

HDP injection and tumor volume was estimated according 

to the formula: V= width² * length * 0.52. 

Tumor carrying mice were sacrifice d at day 28 or 

when they became moribund before the tumor volume 

reached 2.000 mm³. At the end of each experiment, 

tumors, blood and spleens were collected from the animals 

of all groups for further analysis.

Phenotyping of murine immune cells was conducted 

from blood samples and spleens, following lysis of 

erythrocytes in lysis buffer (0.17 M Tris, 0.16 M NH
4
Cl) 

and labeling with the following FITC-conjugated rat 

anti-mouse mAbs: CD11b, γ/δ TCR, and CD69 (1µg, 
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Immunotools), hamster anti-mouse mAbs: CD11c (1 µg, 

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany) and PE-

conjugated rat anti-mouse mAbs: Gr1 (Ly6G), CD62L 

(Immunotools), and CD166 (ebioscience, Frankfurt, 

Germany). Negative controls consisted of spleen and 

blood lymphocytes stained with the appropriate isotypes 

(Immunotools).

Immunoflu

o

r escence

To study apoptotic cell death in vivo, 4 µm sections 

of HDP-treated and control tumors were mounted on 

poly-L-lysine-coated-slides. Following fixa t ion in ice-

cold methanol and blocking with 2%  BSA (1h), cells 

were incubated with mouse anti-M30 CytoDeath antibody 

according to the manufacturer’s instructions (Roche, 

Mannheim, Germany). A FITC-labeled anti-mouse IgG 

antibody was used as secondary antibody (Dako Envision 

Link, Hamburg, Germany). Cell nuclei were stained with 

DAPI and slides were embedded in mounting medium 

(Dako). Apoptotic cells were detected using a fluo r escence 

microscope (Olympus, Münster, Germany).

Statistical analysis

All values are expressed as mean ± SD. After 

proving the assumption of normality, differences between 

controls and treated animals were determined by using 

the unpaired Student’s t-test. If normality failed, the non-

parametric Mann-Whitney U-Test was applied. The tests 

were performed by using Sigma-Stat 3.0 (Jandel Corp, 

San Rafael, CA). The criterion for significa nce was set 

to p<0.05.
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