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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Pankreaskarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom zahlt zu den Malignomen mit auBerst schlechter Prognose. Die
relative 5 Jahres-Uberlebensrate liegt bei 4-5 % und die mittlere Uberlebenszeit nach Di-
agnose bei 3-6 Monaten. In Deutschland wird die Inzidenz auf 6000 bzw. 6600 (Manner
bzw. Frauen) Neuerkrankungen pro Jahr geschatzt und stimmt nahezu mit der Mortalitat
von 6100 bzw. 6700 Todesfallen pro Jahr Gberein (Schneider et al. 2003, Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V./Robert Koch Institut (GEKID/RKI)
2006). Obwohl es in Bezug auf die Haufigkeit mit 3 % aller neu auftretenden Malignome
lediglich auf Platz 8 bzw. 9 der Krebserkrankungen steht, ist es die viert- bis funfthaufigste
malignombedingte Todesursache (GEKID/RKI 2006) und hat von allen Karzinomen die
héchste Mortalitatsrate (Saur et al. 2006). Seine Haufigkeit nimmt exponentiell mit dem
Alter zu und weist ein mittleres Erkrankungsalter von 68 bzw. 76 Jahren auf (GEKID/RKI |
2006).

1.1.2 Risikofaktoren

Als Risikofaktoren des Pankreaskarzinoms sind eine chronische Pankreatitis, Nikotin, Dia-
betes mellitus (Everhart und Wright 1995) fettreiche Erndhrung sowie berufliche Exposition
gegen Noxen wie Acrylamid oder Cadmium bekannt. Eine direkte Assoziation zu Alkohol
wird kontrovers diskutiert (Lohr et al. 2003, Saur et al. 2006). Des Weiteren gibt es heredi-
tare Risikofaktoren, die jedoch nur fir einen kleinen Teil des Patientengutes verantwortlich
sind. Hierzu z&hlen u.a. die hereditéare Pankreatitis, die zystische Fibrose, das FAMMM-
Syndrom, das FAP-Syndrom, das HNPCC-Syndrom, das Peutz-Jegher-Syndrom, sowie
BRCA2 Gen Keimbahnmutationen (Zalatnai 2006).

1.1.3 Pathogenese

Histologisch lassen sich verschiedene Formen des Pankreaskarzinoms unterscheiden,
wobei die Neoplasien im exokrinen Pankreasanteil mit 95 % Uberwiegen. Das duktale Ade-
nokarzinom stellt hierbei mit Gber 80 % die hdufigste Form dar und ist in 70 % der Falle im
Pankreaskopf lokalisiert (L6hr et al. 2003).

Als Konzept fur die Pathogenese des duktalen Pankreaskarzinoms dient derzeit das Pro-
gressionsmodell (Abb. 1) der pankreatischen intraepithelialen Neoplasie (PanIN)I-1ll (Taka-
ori et al. 2004). Als PanINs werden hyperplastisch-dysplastisch, papillare Lasionen des
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Gangepithels bezeichnet, die mit zunehmendem PanIN Grad auch eine Akkumulation von

genetischen Alterationen aufweisen.

DPCAH, B p
Topolla, 14-3-30 F

Abb. 1

Tumorprogessionsmodell des Pankreaskarzinoms. Schematische Darstellung der
PanIN Lasionen und der akkumulierenden genetischen Alterationen bei zunehmen-
den PanIN Grad. Aus ,Pancreatic Intraepithelial Neoplasia®“, Takaori et al. 2004

Zu dem mittlerweile gut bekannten und relativ spezifischen Mutationsspektrum z&hlen u.a.
Mutationen des Protoonkogens K-ras, der Tumorsupressorgene INK4a, p16, p53 und
DPC4, sowie epigenetische Veranderungen von Wachstumsfaktoren bzw. -rezeptoren (U-
berexpressionen von Transforming growth factor-p (TGF-B), vascular endothelial growth
factor (VEGF), epidermal growth factor receptor (EGFR), Herceptin (HER2) u.a.) und
Matrixmetalloproteinasen (Schneider al. 2003, Léhr et al. 2003, Takaori et al. 2004,
Schneider et al. 2005). Diese komplexe und aggressive Tumorbiologie tragt bedeutend zur
schlechten Prognose und schweren Therapierbarkeit des Tumors bei. Mittlerweile geht
man jedoch davon aus, dass nicht nur die genetische Veranderung, sondern auch die
Fibrose eine wichtige Rolle in der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms spielt. Der bin-
degewebige Anteil im Pankreaskarzinom ist markant héher als im gesunden Pankreasge-
webe (Imamura et al. 1995) und die Karzinomzellen sind nur als kleine Nester im fibroti-
schen Gewebe eingebettet. Die massive Synthese der extrazellularen Matrix (EZM) erfolgt
dabei vor allem durch Stromazellen, obwohl auch schon gezeigt wurde, dass die Karzi-
nomzellen selbst Komponenten der EZM synthetisieren kénnen (Loéhr et al. 1994). Die
Stromazellen beinhalten nicht nur Fibroblasten, sondern auch sogenannte pankreatische
Sternzellen (PSZ), welche eine entscheidende Rolle in der Organfibrose spielen. PSZ sind
myofibroblastoide Zellen, die den Kupfferschen Sternzellen der Leber sehr &hnlich sind
(Bachem et al. 1998, Apte et al. 1998). Durch Entziindungsreize und Zelllasionen kénnen

sie zur Proliferation und Differenzierung aktiviert werden, woraufhin sie EZM Proteine (ins-
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besondere Kollagene, Fibronektin) synthetisieren und vermutlich entscheidend zur Fibrose
beitragen (Bachem et al. 2005). Erst kiirzlich konnten aktivierte PSZ in fibrotischen Arealen
von Pankreaskarzinomgewebe nachgewiesen werden (Apte et al. 2004) und die Arbeits-
gruppe um Bachem konnte zeigen, dass PSZ nach parakriner Stimulation durch Karzinom-
zellen stark zum Tumorwachstum beitragen (Bachem et al. 2005). Eine besonders wichtige
Rolle bei der Stimulation spielt hierbei das TGF-B. Beim Pankreaskarzinom stimuliert es die
PSZ zur Differenzierung in den myofibroblastaren Ph&notyp und zur Produktion von EZM
und wirkt dadurch im Sinne der Tumorprogression. Verschiedene Untersuchungen haben
belegt, dass die Uberlebensrate direkt mit der Auspragung der Fibrose korreliert und der
Fibrosegrad somit als prognostischer Faktor gelten kann (Watanabe et al. 2003), Des wei-
teren wurde gezeigt, dass die Interaktion zwischen Fibroblasten und Pankreaskarzinomzel-
len zur Resistenz gegenliber Chemotherapeutika beitragen kann (Muerkdster et al. 2004).
Dabei schitzen vermutlich EZM Proteine die Krebszellen gegen Apoptose und verhelfen
ihnen so zu einem beschleunigten Wachstum (Gress et al.1998).

Far TGF-B, dessen erhdhtes Vorkommen bei der chronischen Pankreatitis und dem Pank-
reaskarzinom schon mehrfach nachgewiesen wurde (van Laethem et al. 1996, Gress et al.
1998), sind neben der bereits erwahnten Stimulation von PSZ noch weitere Mechanismen
bekannt, welche die Tumorprogredienz im Pankreaskarzinom beginstigen. So tbt TGF-3
einerseits eine immunsupprimierende Wirkung aus und andererseits versagt seine wachs-
tumshemmende Funktion im Pankreaskarzinom. Denn an den Karzinomzellen selbst kann
TGF-B seine wachstumshemmende Wirkung oft nicht mehr ausiiben, da zu den haufigen
genetischen Alterationen im Pankreaskarzinom auch eine Mutation im TGF-f Signaltrans-

duktionsweg gehért (Massague et al. 2000).

1.1.4 Symptome und Diagnostik

Das Pankreaskarzinom zeigt keine frlhen oder spezifischen Symptome, was dazu flhrt,
dass die Diagnosestellung zumeist erst in einem bereits fortgeschrittenen Stadium des
Tumors erfolgt. Die Symptome bei der Diagnosestellung sind meist Oberbauchschmerzen,
Inappetenz, Gewichtsverlust und bei Prozessen im Bereich des Pankreaskopfes ein
schmerzloser Verschlussikterus, welcher in einigen Fallen zu einer friiheren Diagnose fuh-
ren und die Chance auf eine kurative Therapie erhdhen kann. Therapiestudien zufolge sind
Schmerzen ein fihrendes Symptom, das bei 80 % der Patienten festgestellt werden kann
(Hochster et al. 2006). Diagnostisch zur Anwendung kommen der perkutane Ultraschall,
die Computertomographie, der endosonographische Ultraschall (gegebenenfalls mit Punk-
tion des Geschwirs), sowie in unklaren Fallen die endoskopisch retrograde Cholangio-
pankreatikographie (insbesondere bei tumorbedingter Gallengangsobstruktion, um diese
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zugleich interventionell therapieren zu kénnen), die Magnetresonanztomographie und eine
diagnostische Laparoskopie. Tumormarker spielen eine untergeordnete Rolle (Saur et al.
2006).

1.1.5 Therapie

Die gegenwartig einzige Option fir eine Heilung oder zumindest deutliche Verlangerung
der Uberlebenszeit ist die kurative Resektion (= Pankreatikoduodenektomie), die jedoch
auf Grund der spéaten Diagnosestellung nur in 15-35 % der chirurgischen Erstvorstellungen
aller Pankreaskopfkarzinome in Frage kommt (Trede et al. 2001, Lohr et al. 2003, Saur et
al. 2006) und eine hohe Hospitalisationsrate mit sich bringt (Gudjonsson 1987). Alle ande-
ren Patienten weisen ein bereits lokal zu weit fortgeschrittenes oder metastasiertes Stadi-
um auf. Bei den resektablen Patienten ist jedoch nur bei 10-60 % eine R0-Resektion er-
reichbar und selbst nach einer solchen R0O-Resektion betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate
nur 20-30 % (Trede et al. 2001, Richter et al. 2003, Saur et al. 2006). Die Ursache hierfir
liegt in der hohen Rezidivrate, die vermutlich aus bereits bei der Operation vorliegenden
Metastasen resultiert (Richter et al. 2003, Saur et al. 2006). Als zusatzliche adjuvante The-
rapie und als Therapie fir Patienten mit bereits metastasiertem Pankreaskarzinom steht
derzeit die Chemotherapie mit dem Antimetabolit Gemcitabin (Difluorodesoxycytidin) als
Standardtherapie zur Verfugung. Gemcitabin weist gegentber 5-Fluorouracil (5-FU), wel-
ches bis 1997 das Chemotherapeutikum der Wahl darstellte, bessere Ergebnisse bezlig-
lich der Lebensqualitat und der medianen Uberlebenszeit auf (Hochster et al. 2006). Ver-
schiedene Kombinationen von Gemcitabin mit anderen zytotoxischen (Capecitabin, Oxa-
liplatin) oder biologischen Substanzen, wie z.B. Erlotinib (EGFR Tyrosinkinase Inhibitor),
Cetuximab (monoklonaler EGFR AK) und Bevacicumab (monoklonaler VEGF AK) werden
zurzeit in klinischen Studien getestet. Hierbei wies die Kombination mit Erlotinib gegen-
{iber der Standardmonotherapie mit Gemcitabin einen Uberlebensvorteil fiir Patienten auf,
eine Verbesserung der Lebensqualitdt konnte bislang jedoch nicht beobachtet werden
(Hochster et al. 2006). Eine Kombinationstherapie von Gemcitabin mit Capecitabin (5-FU
prodrug) wies in einer klinischen Studie eine signifikante Lebenszeitverlangerung auf, diese
belief sich jedoch nur auf 1,5 Monate (Saur et al. 2006).

Bei allen Chemotherapien und laufenden Studien wurde bisher lediglich eine mediane U-
berlebenszeit von 5-10 Monaten erreicht (Hochster et al. 2006). Eine weitere Therapiemdég-
lichkeit ist die Radiochemotherapie, die jedoch sehr kontrovers diskutiert wird, da ihr Nut-
zen fraglich erscheint und inre Nebenwirkungen schwerwiegend sind. In den USA ist diese
Art der adjuvanten Therapie auf Grund alterer Studien weit verbreitet. Eine Studie der Eu-
ropean Study Group for Pancreatic Cancer (ESPAC 1 Studie) erbrachte jedoch wider-
sprichliche Ergebnisse bzw. sogar negative Effekte der Radiochemotherapie gegentber
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der alleinigen Chemotherapie. Daher wird die Radiochemotherapie in Europa nur noch
selten angewandt (Hopt 2006).

Des Weiteren spielen aufgrund der schlechten Prognose palliative Therapiemassnahmen
wie Stenteinlagen bei Gallenwegsverschlissen, sowie eine suffiziente Schmerztherapie
und alimentére Unterstlitzung eine bedeutende Rolle (Saur et al. 2006).

1.2 Tumorimmuntherapie

Das Problem von unkontrolliertem Tumorwachstum ist insbesondere die Insuffizienz des
Immunsystems, den Tumor zu erkennen und zu eliminieren. Erkenntnisse der letzten Jahre
haben gezeigt, dass Tumoren bestimmte Peptide auf MHC-Klasse | Molekilen als tumor-
spezifische Antigene (TSA) oder oft mit Tumoren assoziierte Antigene (TAA) prasentieren,
die sie von normalen Koérperzellen unterscheiden. Dies kénnen z.B. mutierte Proteine oder
Antigene (AG) sein, die von reaktivierten embryonalen Genen exprimiert werden und auf
adulten Zellen normalerweise nicht mehr zu finden sind. Dartber hinaus kdnnen die Tu-
morzellen auch aufgrund einer Uberexpression normaler Proteine und der damit einherge-
henden Antigenexpressionsdichte von normalen Kérperzellen unterschieden werden. Da
diese Expressionsmuster tumortypisch sind, stellen sie einen guten Angriffspunkt fir eine
gezielte Therapie dar (Pezzutto 1998). Es ist jedoch auch bekannt, dass die meisten Tu-
moren nicht immunogen sind und sich der Immunabwehr entziehen kénnen (Pezzutto
1998) was auch fur das Pankreaskarzinom zutrifft. Die Zusammenhé&nge hierfir sind zwar
noch nicht vollstandig geklart, viele sogenannter Tumorescapemechanismen sind jedoch
bekannt. So ist bei einigen Tumoren die Expression der MHC-Klasse | Moleklle herunter-
reguliert oder ihre AG sind durch Glykokalix Moleklle maskiert und kénnen daher nicht
mehr von zytotoxischen T-Zellen erkannt werden. Andere Tumorzellen exprimieren keine
Adhé&sionsmolekule oder kostimulierenden Proteine mehr, die zur Aktivierung der T-Zellen
notwendig sind. Weitere Escapemechanismen bestehen darin, dass Tumorzellen in der
Lage sind, Antikérper zu deaktivieren bzw. zu internalisieren, sobald diese andocken, oder
immunsuppressive Transmitter wie TGF-B und Interleukin-10 (IL-10) zu sezernieren (Ja-
neway et al. 1999, Abbas et Lichtmann 2005).

Auch beim Pankreaskarzinom ist bekannt, dass MHC-Klasse | Molekile auf der Oberflache
der Tumorzellen herunterreguliert sind und diese auch TGF-B und IL-10 sezernieren kén-
nen. Des Weiteren wurden regulatorische CD4"'CD25" Foxp3* T-Zellen (Treg), die eben-
falls durch IL-10 und TGF-B Produktion immunsuppressiv wirken, im Tumormilieu gefunden
(Mukherjee et al. 2001). Die Funktion von Treg besteht normalerweise darin, eine immuno-
logische Homdostase aufrecht zu erhalten und Autoimmunkrankheiten zu verhindern. Sie
sind in der Lage, aktivierte T-Zellen (CD4", CD8") sowie die NK-Zellen zu supprimieren und

die INF-y und IL-2 Produktion zu inhibieren. Beim Pankreaskarzinom konnte gezeigt wer-
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den, dass ein erhéhtes Vorkommen von Treg im Tumor mit einer schlechteren Prognose
der Erkrankten korreliert (Hiraoka et al. 2006). Als weiterer Escapemechanismus ist der
erst vor kurzem von der Arbeitsgruppe um Marten beschriebene Antigenshift bekannt. Mar-
ten et al. konnten zeigen, dass bestimmte an MHC-Klasse | Molekille gebundene Peptide,
die bei Stress und einigen gastrointestinalen Tumoren hochreguliert werden, bei Patienten
mit Pankreaskarzinom vermehrt als I8sliche Form in das Serum abgegeben werden und in
diesem Zustand die zelluldre Zytotoxizitat (NK- und T-Zellen) hemmen (Marten et al. 2006).
Um diese Escapemechanismen zu Uberwinden und die Immunogenitat der Tumoren zu
erhdhen, sind verschiedene Formen der Immuntherapie entwickelt worden, bzw. befinden
sich noch in der Entwicklung. Dabei ist das Ziel der Immuntherapie, die kérpereigene Im-
munantwort gegen den Tumor zu stérken (aktiv) oder durch Antikérper das Immunsystem
zu unterstitzen (passiv). Man unterscheidet daher die aktive und die passive Immunthera-
pie (Laheru et Yeo 2001, Staib et al.1999, Abbas et Lichtmann 2005). Da sie spezifisch auf
die Tumorzellen abzielt, weist die Immuntherapie minimale nichtspezifische Toxizitat auf.
Diese Therapieform kann daher entweder adjuvant zur chirurgischen, chemo- oder radio-
therapeutischen Behandlung angewandt werden, um das Uberleben und die Lebensquali-
tat der Patienten zu verbessern oder neoadjuvant zur Tumorlastreduktion eingesetzt wer-
den, um wieder einen operablen Status und somit sogar eine potentielle Heilung zu errei-

chen.

1.2.1. Passive Immuntherapie

Die passive Immuntherapie beruht vor allem auf der Verwendung von markierten (gekop-
pelt an radioaktive oder an toxische Substanzen) oder unmarkierten monoklonalen Anti-
kérpern (AK), die gegen spezifische Tumorantigene gerichtet sind. Der Vorteil hierbei ist,
dass durch die Spezifitdt der AK gegen Tumorzellen systemische Nebenwirkungen mini-
miert werden kdnnen. Der Nachteil zeigt sich allerdings in dem Mangel einer aktiven nach-
haltigen Immunreaktion im Sinne einer T-Zellaktivierung und der Synthese von Memory T-
Zellen, sowie bei der Tumorheterogenitat. So ist einerseits die Moglichkeit der sofortigen
Reaktion des Immunsystems beim Auftreten eines Rezidives nicht gegeben und anderer-
seits kann es durch die Heterogenitat der Tumorzellen zu einer insuffizienten Eliminierung
und somit positiver Selektion derjenigen Tumorzellen kommen, welche die bekdmpften AG
noch nicht oder nicht mehr exprimieren. Beim Pankreaskarzinom gibt es bisher Studien,
welche Therapien gegen tumorspezifische AG untersuchten (Nishihara et al. 2000, Nielsen
et al. 2000, Staib et al. 2001). So werden gegenwartig z.B. AK gegen TAA wie Wachstums-
faktoren und deren Rezeptoren eingesetzt. Der Nachteil dieser Variante ist jedoch, dass
die Wachstumsfaktoren bzw. -rezeptoren zwar stark erhéht, jedoch nicht ausschlieBlich auf

den Tumorzellen exprimiert werden und somit starkere Nebenwirkungen hervorgerufen
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werden kdnnen. Studien hierzu wurden bzw. werden noch mit Cetuximab und Bevacizu-
mab durchgeflihrt. Als adjuvante Therapie zur Chemotherapie mit Gemcitabin zeigten sich
bislang tendenziell langere mediane Uberlebenszeiten (Hochster et al. 2006). Fortfiihrende
klinische Studien missen jedoch noch folgen.

Eine weitere Form der passiven Immuntherapie ist die adoptive Immuntherapie, welche auf
dem Transfer von immunaktiven Zellen beruht. Tumorinfiltrierende Lymphozyten von Tu-
morpatienten werden in vitro mit Zytokinen (Lymphokinen) stimuliert, expandiert und an-
schlieBend den Tumorpatienten wieder injiziert. Mit diesem Konzept von Lymphokin-
aktivierten Killerzellen (LAK) wurden zunachst experimentelle Studien an verschiedenen
tierexperimentellen Modellen durchgefiihrt (Linn et Hui 2003, Abbas et Lichtmann 2005).
Bei zusatzlicher systemischer Gabe von IL-2 zeigten sich gute Resultate hinsichtlich der
Tumorregression (Masuzawa et al. 2001, Abbas et Lichtmann 2005). Studien der LAK The-
rapie bei Menschen, die bisher vor allem bei Erkrankten mit fortgeschrittenen Malignomen
durchgefuhrt wurden, zeigten jedoch patientenabhdngig eine unterschiedliche Effektivitat
(Leemhuis et al. 2005). In Studien mit Pankreaskarzinompatienten schien eine intraportale
Gabe von LAK und IL-2 in einer méglichen Verlangerung der Lebenszeit und verminderten
Inzidenz von Lebermetastasen zu resultieren (Kobari et al. 2000). Ein Erfolg versprechen-
des Ergebnis bezlglich der Tumorregression konnte jedoch nicht erreicht werden.

1.2.2 Aktive Immuntherapie

Die aktive Immuntherapie zielt darauf ab, die kérpereigene Immunantwort gegen den Tu-
mor zu starken, indem zytotoxische T-Zellen und B-Zellen verstarkt rekrutiert und aktiviert
werden. Dies kann Uber zwei Wege geschehen, man unterscheidet daher die spezifische
und die unspezifische aktive Immuntherapie.

1.2.2.1 Aktive spezifische Immuntherapie

Spezifische immuntherapeutische Anséatze haben eine direkte Aktivierung spezifischer Ef-
fektorzellen (B- und T-Lymphozyten) zum Ziel. Sie beruhen vor allem auf Vakzinie-
rungsstrategien. Hierbei wird - wie bei einer Impfung - versucht, Substanzen zu verabrei-
chen, die als Tumorantigene bekannt sind und so zur Bildung von spezifischen T-Zellen
und AK fuhren. Es gibt die unterschiedlichsten Ansatze fur Vakzine. Hierzu z&hlen neben
genetisch modifizierten Tumorzellvakzinen auch rekombinant viralbasierte Vakzine, bei
denen rekombinante Viren bzw. Plasmide mit Tumor cDNA verabreicht werden, sowie
Vakzine, die auf Proteinen oder Peptiden und auf dendritischen Zellen (DZ) basieren. Pep-
tid- bzw. Proteinvakzinierungsstudien beim Pankreaskarzinom beruhen zum Beispiel auf
der Verabreichung mutierter k-ras Peptide (Gjertsen et al. 1995, Gjertsen et al. 1997) oder
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MUCT1 Proteine (Goydos et al. 1996), die vermehrt im Pankreaskarzinom vorkommen. Er-
gebnisse solcher Studien bei k-ras Peptid/Proteinvakzinen lieferten bisher vielverspre-
chende Ergebnisse. So konnte in einer Studie beim Pankreaskarzinom eine positive Haut-
testreaktion und eine verlangerte Uberlebenszeit festgestellt werden (Gjertsen et al. 2001).
Weitere Studien fir eine gesicherte Aussage sind jedoch notwendig und stehen noch aus.
Genetisch modifizierte Tumorzellvakzine zielen darauf ab, dass Tumorzellen z.B. nach
retroviralem Gentransfer (Engels et al. 2003) vermehrt immunaktivierende Zytokine (IL-2,
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), Interferon-y (IFN-y), IL-4 und granulocyte macrophage-
colony stimulating factor (GM-CSF)) sezernieren und damit eine verstarkte Immunantwort
hervorrufen. Beim Pankreaskarzinom wurde bisher eine Studie mit GM-CSF transfizierten,
bestrahlten allogenen Tumorzellen als adjuvante Vakzinierung durchgefuhrt. Der Einsatz
dieses Vakzins als adjuvante Therapie zur konventionellen Behandlung bei Pankreaskarzi-
nompatienten konnte eine tumorspezifische Immunantwort hervorrufen, die mit einem An-
stieg einer DTH (delayed type hypersensitivity) Reaktion korrelierte (Jaffee et al. 2001, La-
heru et Yeo 2001). Weitere klinische Studien, die einen tumorregredienten Effekt nachwei-
sen, missen jedoch erst noch folgen.

Viele andere Vakzinierungsstudien arbeiten vor allem mit DZ. DZ sind die potentesten an-
tigenprasentierenden Zellen (APZ), die sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen aktivieren
kénnen. Bei Studien mit murinen Tumoren haben mit Tumor AG beladene DZ bessere anti-
tumorale Effekte gezeigt als die Peptide-Vakzine (Nestle et al. 1998). Beim Pankreaskarzi-
nom konnte bei einer Studie mit MUC1 beladenen DZ jedoch keine Tumorregression bei

den Patienten erzielt werden (Pecher et al. 2002).

1.2.2.2 Aktive unspezifische Immuntherapie

Bei der aktiven unspezifischen Immuntherapie werden bakterielle oder immunstimulierende
Adjuvantien (IFN-o, IFN-B) verabreicht, um primér unspezifische Effektorzellen (Makropha-
gen, NK-Zellen, DZ) zu aktivieren und somit einen verstarkten Angriff des Tumors durch
diese Zellen zu ermdglichen. Dieses Prinzip findet z.B. im Einsatz von Endotoxinen, IFN-
o oder IFN-B Anwendung (Thanh&user et al.1993). AuBerdem wird versucht, die Immuno-
genitdt des Tumorgewebes durch Zellmodulation zu steigern. Im Verlauf kann es hierbei
auch zu einer Aktivierung der spezifischen Immunreaktion kommen. Ein Ansatz ist bei-
spielsweise der Versuch, mittels Gentransfer die zur T-Zellaktivierung benétigte Sekretion
von Interleukinen und Zytokinen bzw. die notwendige Expression von Molekllen zu indu-
zieren (Mitchell et al. 1992, Staib et al. 1999). Positive Ergebnisse lieferte hier eine Studie
von der Arbeitsgruppe um Putzer, die nach intratumoraler Injektion eines IL-12 und B7.1
koexprimierenden Vektors im syngenen PancO2 Mausmodell massive Tumorregressionen
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und protektive Immunogenitat gegen eine erneute Applikation von Tumorzellen nachwei-

sen konnte (PUtzer et al. 2002).

1.2.2.3 Bakterielle Inmuntherapie

Der Ansatz der bakteriellen Immuntherapie wird auch der aktiven unspezifischen Immun-
therapie zugeordnet. Dabei zahlt sie zu den Therapieanséatzen, die im Verlauf auch auf die
Induktion einer spezifischen Immunreaktion abzielen. Die ersten therapeutischen Versuche
dieser Therapieform fanden schon vor weit tber 100 Jahren Anwendung. Ende des 19.
Jahrhunderts fuhrte der New Yorker Chirurg William B. Coley eine bakterielle Immunthera-
pie bei Sarkompatienten durch, nachdem er beobachtet hatte, dass Sarkompatienten nach
fiebrigen Erysipelinfektionen (verursacht durch S. pyogenes) Tumorremissionen erfuhren.
Als er bei seinen Untersuchungen auf Beschreibungen &hnlicher Falle stie3, entwickelte er
das sogenannte Coley’s Toxin, einen Coktail aus hitzeinaktivierten Bakterienkulturen der
Gattung Serratia marcescens und S. pyogenes, mit dem er die Patienten wiederholt lokal
behandelte. Er vermutete, dass die Immunreaktion gegen die Infektion insbesondere im
Zusammenhang mit Fieber in ungeklarter Weise mit den Tumorzellen kreuzreagierte und
es so zur Regression kam. Die immunologischen Zusammenhange und molekularen Me-
chanismen waren zu dieser Zeit jedoch noch nicht hinreichend genug bekannt, um die Wei-
terflhrung dieses immuntherapeutischen Ansatzes durchzusetzen (Coley 1893, Wiemann
& Starnes 1994). Des Weiteren erlangten nach Coley’s Tod 1936 die Radio- und Chemo-
therapie gerade groBe Akzeptanz. Damalige Erfolge drangten die Fortentwicklung dieses
Ansatzes zunéachst in den Hintergrund (Hoption et al. 2003). Berendt und Mitarbeiter griffen
1978 erneut auf die Idee zurlck, als sie verschiedene syngene Tumoren von M&ausen mit
bakteriellen Endotoxinen behandelten (Berendt et al 1978, A). Sie erreichten dabei jedoch
nur bei immunogenen Tumoren eine komplette Regression, sowie eine deutliche T-Zell-
vermittelte Immunitat. Ausgehend von diesen Befunden stellten sie die These auf, dass die
Tumorregression vor allem von dem Vorkommen bereits spezifischer Effektor T-Zellen ab-
hangt, die durch die Endotoxine aktiviert werden (Berendt et al 1978, A). Sie vermuteten
ebenso, dass es auch bedingt durch endotoxininduzierte hamorrhagische Nekrosen zu
einem Milieuwechsel kommt, der die Migration und Funktion von Effektor T-Zellen férdert
(Berendt et al. 1978, B). Eine weitere Anwendung fand die Idee der bakteriellen Immunthe-
rapie bei Studien an murinen Tumormodellen, die Agrawal et al. 2004 durchfiihrten. Sie
behandelten verschiedene syngene und xenogene Tumoren in Mausen, indem sie syste-
misch Sporen des anaeroben attenuierten Bakteriums Clostridium novyi-NT applizierten,
die sich anschlieBend in hypoxischen Tumorarealen vermehrten. Bei 30 % der Tiere konn-
ten die Autoren damit eine Heilung erreichen und auBerdem nachweisen, dass diese Effek-

te nachhaltig immunologisch vermittelten Mechanismen unterlagen. Denn eine erneute
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Tumorinduktion desselben Tumors wurde von den Tieren abgewehrt. Agrawal et al. erklar-
ten den antitumoralen Effekt hierbei neben der gesteigerten Immunreaktion auch mit der
direkten tumorlytischen Wirkung der Sporen.

Der erfolgreiche Einsatz von vitalen oder attenuierten Bakterien, von Toxinen, Sporen oder
anderen bakteriellen Bestandteilen wurde somit schon mehrmals in der Literatur beschrie-
ben und ist Gegenstand aktueller Forschung. Darlber hinaus werden Bakterien bereits
therapeutisch in der Klinik eingesetzt. So hat sich der Einsatz von attenuiertem Mycobacte-
rium bovis (BCG) zur Behandlung des oberflachlichen Blasenkarzinoms etabliert. Durch die
repetetive lokale Gabe von BCG kommt es zu einer lokalen Entzindungsreaktion, die zur
Tumorregression fuhrt. Die Verabreichung der Bakterien stellt derzeit die effektivste Thera-
pie des superfiziellen Blasenkarzinoms dar (Bassi 2002, Bohle et al. 2003).

Bei immuntherapeutischen Anséatzen fur das Pankreaskarzinom ist ein alleiniger Einsatz
von Bakterien als lokale Monotherapie jedoch noch nicht bekannt. Bisher wurden Bakterien
oder bakterielle Bestandteile nur adjuvant als Stimulantien bei Vakzinierungsstrategien
angewandt. So setzten McConnell et al. Enterotoxin B von Staphylokokken ein, um die
Wirkung eines MUC1-Vakzins zu steigern. Sie untersuchten in einem Mausmodell die Wir-
kung des Vakzins in Kombination mit Staphylokokkenenterotoxin gegen die alleinige Gabe
des Staphylokokkenenterotoxins. Bei den Tieren dieses Modells war zuvor schon nachge-
wiesen worden, dass MUC1-spezifische Vorlaufer von zytotoxischen T-Lymphozyten (ZTL)
prasent waren, die die Mause jedoch nicht vor dem Tumor schitzten. Die Aktivierung die-
ser ZTL und eine signifikant verlangerte Uberlebenszeit konnte bei der alleinigen Gabe des
Enterotoxins ebenso nachgewiesen werden wie bei der Kombinationstherapie. Dessen
ungeachtet kam es bei beiden Behandlungsformen zur Tumorprogression (McConnell et al.
2002). Demzufolge mussen bakterielle immuntherapeutische Ansatzen noch weiterentwi-
ckelt und verbessert werden.

Die Hypothese der bakteriellen Immuntherapie begrindet sich auf der Initierung mehrerer
immunologischer Vorgange. Geht man davon aus, dass das Immunsystem den Tumor
entweder nicht erkennt bzw. ihn zwar erkennt, aber trotzdem nicht stark genug ist, um den
Tumor effektiv zu bek&mpfen, so liefert die Applikation der Bakterien hierbei jeweils Abhilfe.
Mit Unterstltzung der Bakterien, die durch ihre zytolytische Wirkung zu einer Senkung der
Tumorlast fahren, ist das Immunsystem nun in der Lage, zum einen die residuelle Tumor-
zellen zu eliminieren, zum anderen werden die Effektorzellen durch die auch als ein adju-
vanter Stimulus fungierenden Bakterien und durch aus abgestorbenen Tumorzellen freige-
setzte endogene Adjuvantien (Gallucci et al. 1999, Sauter et al 2000) stimuliert (dhnlich wie
bei Impfungen). Die resultierenden immunologischen Reaktionen sind somit sowohl unspe-
zifisch als auch im Verlauf spezifisch und laufen wie folgt ab: Nach Injektion von Bakterien
oder deren Bestandteile in den Tumor kommt es dort zunachst zu einer Kaskade der un-
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spezifischen Immunreaktion. Durch die pathogenen Fremdkdrper entsteht eine Entziindung
im Gewebe, sowohl gegentber den Tumorzellen (Tumornekrose) als auch gegen die
Fremdkdrper (Komplementsystem, Entziindungsmediatoren). Angelockt durch das ent-
zindliche Geschehen wandern nun vermehrt inflammatorische Effektorzellen (Granulozy-
ten, Makrophagen) in das Tumorgewebe ein (Pezzutto 1998). Sie phagozytieren bakterielle
und zelluldre Bestandteile und sezernieren zur Stimulation der Immunabwehr (erhéhe Akti-
vitat von NK-Zellen, Makrophagen etc.) weitere Zytokine. Die phagozytierten Bestandteile
werden auf der Oberflache der APZ (Makrophagen, DZ) den Zellen der spezifischen Im-
munabwehr (T- und B-Zellen) als AG prasentiert, so dass es nun sekundér zur Aktivierung
des spezifischen Immunsystems und nachfolgend zur Bildung tumorspezifischer ZTL, so-
wie tumorantigenspezifischer AK kommt. Die sonst vom Immunsystem nicht erkannten
Tumorzellen werden somit durch ein nun aktiviertes und sensibilisiertes Immunsystem wie-
der effektiv bekampft (Abb. 2).

Elnwandern von Entziindungszellen
|:| - (Granulozyten, Monozyten)

IL1, IL8 *TNFa
—} -> Phagozytose und Antigen-
> prozessierung nekrotischer
< 2. Tumorzellen

lokale Inflammation
und Tumorzelllyse
nach Bakterieninjektion

aktion mit B- und T-Zellen
(,crosspresentation®)

b AG Prasentation und Inter-

aktivierte B- und ) \
zytotoxische T-Zellen l ®
v
YY
Y \ @

Spezifische Immunreaktion gegen
bereits angegriffenen Tumor @‘

Tumorregression 7

Abb. 2
Prinzip der bakteriellen Immuntherapie
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1.3  Streptococcus pyogenes

S. pyogenes Serotyp M49 Stamm 591 ist ein grampositives, fakultativ anaerobes Bakteri-
um. Es z&hlt zu der Gruppe der B-hdmolysierenden A Streptokokken. Klinisch hat es vor
allem Bedeutung als Erreger oberer Atemwegsinfektionen wie Tonsillitis und Scharlach
oder Hautinfektionen wie Erysipel, Impetigo contagiosa und Phlegmone (Cunningham
2000). Gelegentlich kénnen Streptokokken auch lebensbedrohliche Infektionen wie das
toxische Schock Syndrom (TSS) oder eine nekrotisierende Fasciitis verursachen. S. pyo-
genes besitzt verschiedene Virulenzfaktoren. Zu ihnen z&hlen u.a. die M Proteine, die das
Bakterium vor Phagozytose schitzen und zur Adhasion an Zellen beitragen. Anhand dieser
M Proteine kénnen die Streptokokken in verschiedene Serotypen unterteilt werden (Court-
ney et al. 2002). Des Weiteren kann das Bakterium verschiedene Enzyme (Protease,
DNAse, Streptokinase) und Toxine (Streptolysin O, Streptolysin S) produzieren, die der
Zerstérung und Ausbreitung im Gewebe dienen. Das Toxin Streptolysin S (SLS = Strepto-
lysin oxygen Stabil) ist eines der potentesten heute bekannten Toxine. Es bildet an Zielzel-
len (Erythrozyten, Lymphozyten, Neutrophile Granulozyten, Blutplattchen, sowie Tumorzel-
len) transmembrane Poren und fiihrt somit zur osmotischen Lyse (Taketo et al. 1966, Datta
et al. 2005). Durch die Lysierung von Erythrozyten entsteht der bekannte Hamolysehof auf
Blutagar, der als komplette Hamolyse bezeichnet wird (Nizet et al. 2000). Sterptolysin S ist,
im Gegensatz zu Streotolysin O (Streptolysin Oxygenlabil), nicht immunogen. Beide Toxine
spielen eine wesentliche Rolle bei zytolytischen Effekten gegentber eukaryoten Zellen
(Sierig et al. 2003). S. pyogenes kann gut mit Antibiotika, wie z.B. Penicillin, behandelt
werden und stellt in der Klinik somit keinen Problemkeim dar.

1.3.1 SLS Mutante

Durch genetische Modifikation kénnen bei Bakterien aus Wildtypstammen artifiziell Mutan-
tenstdmme generiert werden. Eine Methode dafir ist die Inaktivierung eines codierenden
Genes durch Transposon Mutagenese. Hierbei wird ein Transposon (springendes Gen)
mittels eines Plasmids als Vektor in die Promotorregion eines Operons inseriert, so dass
das folgende Gen nicht mehr abgelesen werden kann. Erfolgt diese mutagenetische Inakti-
vierung far ein fur Streptolysin S kodierendes Gen (SagA= SLS-associated genes) (Nizet et
al. 2000, Betschel et al.1998), so wird die Produktion des Toxins Streptolysin S stark her-
unterreguliert (Datta et al. 2005) und eine weniger virulente Mutante des Wildtyps entsteht.
Dies kann in Weichteil-Infektionsmodellen von Nacktmausen nachgewiesen werden, wobei
untersucht wird, wie sich dermatonekrotische Lésionen nach einer subkutanen Injektion der

Bakterien entwickeln (Betschel et al. 1998).
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1.3.2 Bakteriophagenlysin PlyC;

Als Bakteriophagen bezeichnet man eine Gruppe von Viren, die auf Bakterien als Wirtszel-
le spezialisiert sind. Sie docken zunédchst an der Zellwand ihrer Wirtszelle an und injizieren
dieser nachfolgend ihr virales Erbgut (DNA), so dass es anschlieBend zu einer Vermeh-
rung der Viren und viraler Enzyme kommt. Sind ausreichend Viren produziert worden, wird
mit Hilfe viraler Enzyme die Zellwand der Bakterien aufgeldst (= bakterielle Lyse). Die vira-
len Enzyme werden als Bakteriophagenlysine bezeichnet und kénnen gezielt isoliert wer-
den. So ist es mdglich, fir den Bakteriophagen spezifische Bakterien gezielt zu lysieren
und abzutdten. Durch die Lyse des Bakteriums kommt es sekundér zur Freisetzung intra-
zellularer bakterieller Bestandteile wie Enzyme oder Toxine.

Das in dieser Arbeit verwendete Bakteriophagenlysin wurde 1957 erstmals beschrieben,
als man eine schnelle Lyse von Kulturen der A und C Streptokokken durch ein Bakteri-
ophagenlysat bemerkte (Nelson et al. 2006). Infiziert durch den Bakteriophagen, der dieses
Lysin produziert, werden jedoch nur die Gruppe der C Streptokokken. Basierend auf dieser
Erkenntnis erfolgte die Isolation des Lysins aus diesem Bakterienwirt (Nelson et al. 2001)
und das Lysin wurde als ,PlyC,“ (phage lysin from C,) bezeichnet. Von den heute bekann-
ten Lysinen, die aus einem Bakteriophagen abstammen, ist PlyC; das potenteste, d.h. es
reichen schon sehr kleine Mengen aus, um Bakterien effektiv und schnell zu lysieren (Nel-
son et al. 2006). PlyC; ist spezifisch wirksam gegen A, C und E Streptokokken und fihrt
durch eine Murein-Hydrolase konzentrationsabhangig zu einer schnellen Lyse der Bakteri-
en. Irritationen gegen andere murine Zellen dagegen sind nicht bekannt (Nelson et al.
2001).

1.4 Vorarbeiten zur bakteriellen Inmuntherapie mit S. pyogenes

Erste Versuche, um einen Ansatz fur eine bakterielle Immuntherapie des Pankreaskarzi-
noms zu entwickeln, wurden bereits in der gastroenterologischen Forschungsgruppe der
Universitat Rostock durchgefiihrt. Hierbei wurde zunachst in vitro die Wirkung verschiede-
ner Stamme des Bakteriums S. pyogenes getestet, wobei sich zeigte, dass besonders S.
pyogenes Serotyp M49 Stamm 591 starke zytotoxische Aktivitdten gegen murine und hu-
mane Pankreaskarzinomzellen entwickelt. Daraufhin erfolgte die in vivo Untersuchung die-
ses Stammes an dem Modell eines murinen Pankreastumors. Die vitalen Bakterien wurden
direkt intratumoral (i.t.) injiziert, um eine mdglichst groBe lokale antitumorale und geringe
systemische Wirkung zu erzielen. In einem Beobachtungszeitraum von 4 Wochen konnte
daraufhin eine komplette Tumorregression beobachtet werden. Im Blutbild wurde eine
transiente Leukozytose festgestellt, die mit einer immunhistologisch nachgewiesenen Gra-
nulozyteninfiltration des Tumorgewebes einherging und somit als Antwort auf die Strepto-
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kokkeninfektion eingeordnet wurde. Die Aktivierung des unspezifischen Immunsystems
konnte auch durch durchflusszytometrische Analysen von Splenozyten unterstitzt werden.
Auffallig war dabei eine massive Splenomegalie der infizierten Tiere, die auf eine Immun-
zellexpansion und Proliferation als Antwort auf die lokale Infektion zurlickgefthrt wurde. Als
Nachweis flr eine initiierte spezifische Immunreaktion konnte zum einen ein spezifischer
zytotoxischer Effekte der Splenozyten gegen die Tumorzellen nachgewiesen und zum an-
deren ein systemischer Anstieg von Th; Zytokinen gemessen werden.

Somit erwies sich der bakteriolytische Ansatz mit S. pyogenes M49 in den Vorversuchen
als potent, eine effektive onkolytische, sowie unspezifische und spezifische antitumorale
Immunreaktion mit nachfolgender Tumorregression zu induzieren. Dies macht die Fortfih-
rung der Untersuchungen zu diesem Ansatz dringend erforderlich und Erfolg versprechend.

1.5 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung einer bakteriolytischen Immuntherapie
zweier attenuierter Formen des Bakteriums von S. pyogenes zu analysieren. Basierend auf
den Voruntersuchungen, in denen bereits gezeigt werden konnte, dass Bakterien der Gat-
tung S. pyogenes antitumoral wirksam sind, sollte der therapeutische Ansatz nun in funkti-
onellen Analysen zu dem Bakterium weiter untersucht werden. Dabei wurde die Wirksam-
keit eines attenuierten Serotyps von S. pyogenes, welcher kein funktionelles Exotoxin mehr
produziert, mit der eines Lysates des Wildtyps verglichen. Die Untersuchungen erfolgten
hierzu in einem syngenen murinen heterotopen Pankreastumormodell. Parallel zu den in
vivo Untersuchungen (Beurteilung des Tumorvolumenverlaufes) sollte anhand h&dmatologi-
scher, durchflusszytometrischer, histologischer & immunhistochemischer Analysen die im-
munologische Reaktion beurteilt werden. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen zum besse-
ren Verstandnis der antitumoralen Wirksamkeit der pathogenen Komponenten von S. pyo-
genes beitragen und die Grundlage flr spatere klinische Studien zur Entwicklung einer
klinisch anwendbaren Therapieform darstellen.
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2 Material und Methoden

Die Namen aller Hersteller und Firmen der im nachfolgenden aufgeflihrten Chemikalien,
Gerate und Hilfsmittel sind dem Anhang (l) zu entnehmen. Ebenso die Zusammensetzung
der angegebenen Puffer und Lésungen.

2.1  Versuchstiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere wurden weibliche C57BI/6N Mause mit einem Kdrpergewicht von 20 g
verwendet. Die Tiere stammten aus einer Zucht (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland) und wurden nach Ankunft in der zentralen Versuchstierhaltung der Universi-
tat Rostock (Leitung Prof. Dr. Vollmar) flir ca. 5-7 Tage an die neue Umgebung akklimati-
siert. Von geschultem Tierpersonal betreut wurden sie artgerecht bis max. 6 Mause pro
Laborkafig bei 12-stiindigem Tag-/Nachtzyklus unter Bereitstellung von Standardlaborfutter
und Wasser gehalten. Nach der Infektion mit den Bakterien wurden die infizierten Tiere in

einem separaten Quarantdéneraum weiter betreut.

2.2 Tiermodell

Fir die tierexperimentellen Untersuchungen wurde ein bereits etabliertes heterotopes
Tiermodell zum Pankreaskarzinom gewahlt. 8-10 Wochen alten weiblichen C57BI/6N Mau-
sen wurden hierzu 1x10° Zellen der syngenen Tumorzelllinie Panc02 (suspendiert in 50 pl
PBS) s.c. in die rechte Flanke injiziert, woraufhin sich innerhalb von 7-9 Tagen ein sichtba-
rer Tumor bildete. Am Tag 9 erfolgte eine einmalige i.t. Injektion von 10° cfu Streptolysin S
negativer Streptokokken (suspendiert in 50 ul PBS) bzw. die erste i.t. Injektion von 10° cfu
durch PlyC, lysierte Wildtyp-Streptokokken (suspendiert in 50 ul PBS, 2. Injektion nach 4
Tagen). Die Préparation der Tiere erfolgte in Gruppen von n=7 jeweils 7, 14, 21 und 28
Tage nach Therapiebeginn.

2.3 Anasthesie, Praparation und Gewebeasservierung

Die Injektion der Panc02 Zellen, sowie der Bakterien bzw. des bakteriellen Lysates erfolgte
unter kurzer Ethernarkose. Diese Narkose ist ein etabliertes Verfahren zur ausreichenden
Sedierung und Relaxation mit erhaltener Spontanatmung. Sie verliert kurz nach Inhalation-
sende ihre Wirkung und dient ausschlieBlich der Ruhigstellung der Tiere, da eine Analgesie
bei den Eingriffen nicht nétig ist.

Um den Verlauf des Tumorwachstums besser verfolgen zu kénnen, wurden die Tiere nach
Anwachsen des Tumors an der Flanke rasiert, die Tumoren 2x pro Woche mit Hilfe einer
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Schieblehre gemessen und das Tumorvolumen nach der Formel B? x L x 0,52 = mm?® be-
rechnet. Flr die Gewebe- und Probenentnahme wurden die Tiere zunachst mit der Kombi-
nation Ketamin/Xylazin (90/25 mg/Kg KG) per intraperitonealer Injektion narkotisiert. Nach
der Bestimmung von Gewicht und TumorgréBe wurde Blut mittels einer Kapillare aus dem
retrobulb&ren Sinus entnommen und in ein EDTA-beschichtetes Réhrchen Uberflhrt. Die
Euthanasie der Tiere erfolgte durch eine Uberdosis an Ketamin/Xylazin (90/25 mg/Kg KG).
AnschlieBend wurde der Tumor reseziert, das Gewebe in flissigem Stickstoff schockgefro-
ren und bei -20°C fir nachfolgende histologische Analysen asserviert. Nach Rasur und
Desinfektion des Abdomens wurde das Abdomen mit einem medianen Longitudinalschnitt
gedffnet (Abb. 3). Es folgte die Lungen- und Leberresektion, sowie die Extirpation der Milz
und Lymphknoten. Die Milz, die Lymphknoten und das Lungen- und Leberresektat wurden
bis zur Weiterverarbeitung in DMEM-Medium aufbewahrt.

Abb.3 Abb. 4

Darstellung des Praparationssitus Darstellung der mesenterialen bzw.
der Maus paraaortale Lymphknoten (Pfeile),

der Milz und der Leber

2.4 Experimentelles Protokoll

Ziel der Untersuchungen war es, den Effekt der i.t. Injektion einer Bakterienmutante (SLS)
im Vergleich zu einem Bakterienlysat auf den Verlauf des Tumorwachstums selbst, sowie
potentielle systemische Auswirkungen zu erfassen und naher zu analysieren.
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2.4.1 Versuchsgruppen und Versuchsablauf

Therapiegruppen:

Nach Tumoretablierung (Tag 9) wurden jeweils 28 Mause 1x mit der SLS™ Mutante bzw.
2x im Abstand von 4 Tagen mit dem Bakterienlysat von S. pyogenes M49wt i.t. infiziert. Zur
detaillierteren Analyse wurden die Tiere in 4 Gruppen (n=7) unterteilt und je eine Gruppe 7,
14, 21 bzw. 28 Tage nach der Infektion seziert (Tab. 1).

Kontrollgruppen:

Vehikelkontrolltiere (n=7) erhielten eine i.t. Injektion der Vehikelldésung PBS (Tragerlésung
SLS™ Mutante) bzw. PBS/Bakteriophagenlysin C, (Tragerldsung Bakterienlysat).

7 weitere Tiere ohne i.t. Injektion dienten zur Dokumentation des Tumorwachstums als
Tumorkontrolle. Bei weiteren 7 Tieren wurde keine dieser Interventionen vorgenommen.
Diese Tiere der Kontrollgruppe dienten zur Erfassung physiologischer Parameter und wur-
den alle nach 28 Tagen seziert, da sich in Vorversuchen mit Tumorkontroll- und PBS-
Tieren bereits gezeigt hatte, dass kein wesentlicher Unterschied bezuglich der Untersu-
chungen zu verschiedenen Sektionszeitpunkten besteht.

Tab. 1
Versuchsprotokoll

Gruppe n MaBnahme Sektion
Gesunde Tiere 7 Zeitgleich mit Tumorkontrolltieren
Tumorkontrolltiere|7 | s.c. Tumorinduktion 4 Wochen nach Tumoretablierung

Vehikeltiere PBS |7 |s.c. Tumorinduktion, i.t. Injektion |4 Wochen post interventionem

von PBS

Vehikeltiere Lysin |7 |s.c. Tumorinduktion, i.t. Injektion |4 Wochen post interventionem
von Lysin

Therapietiere SLS™ |28 |s.c. Tumorinduktion, i.t. Injektion | 1-4 Wochen post infektionem,
von SLS- je 7 pro Zeitpunkt

Therapietiere 28 |s.c. Tumorinduktion, i.t. Injektion | 1-4 Wochen post primum injektio-

Lysat (2x im Abstand von 4 Tagen) nem, je 7 pro Zeitpunkt
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2.5 Mikrobiologie

2.5.1 Bakterien

Die Wildtyp- und Mutantenstdmme von S. pyogenes M49 wurden von dem Institut fir Me-
dizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene der Universitat Rostock (Leitung: Prof. Dr.
Dr. Podbielski) zur Verfigung gestellt. Durch ein bei der Transfektion mitlibertragenes An-
tibiotika-Resistenzgen liegt bei der SLS” Mutante eine Resistenz gegen Chloramphenicol
und Erythromycin vor.

2.5.2 Bakteriophagenlysin C1

Das Bakteriophagenlysin C; (PlyC+) wurde von dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie,
Virologie und Hygiene der Universitat Rostock zur Verfigung gestellt.

2.5.3 Herstellung des SLS™ Bakterieninjektates

Um die SLS™ Bakterien anhand ihrer Antibiotikaresistenz zu selektieren, erfolgte die Kulti-
vierung auf einer Agarplatte mit THY (Todd Hewitt Broth Yeast Extract)-cm?e® (Chlor-
amphenicol/Erythromycin). Einen Tag vor der Injektion wurden einige Bakterienkolonien in
flussigem THY Medium angeimpft und Gber Nacht im Brutschrank bei 37° C, 5 % CO, kul-
tiviert, so dass ein Wachstum bis zur mittleren logarithmischen Phase erfolgte. Anschlie-
Bend wurde die Bakteriensuspension abzentrifugiert (3000 rpm, 5 min), in 5 ml PBS gewa-
schen, erneut pelletiert und in 1 ml PBS resuspendiert. Die optische Dichte (ODgy) wurde
mittels spektrophotometrischer Messung auf 0,1 (entspricht ca. 10° cfu/ml) eingestellt. Dar-
aufhin wurde 1ml der eingestellten Suspension in ein 1,5 ml Tube Gberfihrt, pelletiert (3000
prm, 10 min) und in 50 pl PBS resuspendiert. Die Lagerung bis zur Injektion erfolgte auf
Eis.

2.5.4 Gewebe- und Blutausstriche auf Agarplatten

Um eine potentielle systemische Infektion durch die inokulierten Bakterien nachzuweisen,
wurden Gewebe- und Blutausstriche auf Agarplatten durchgefihrt. Fir die Gewebeausstri-
che wurden die Geweberesektate (Lunge, Leber, Milz) durch ein 70 um Sieb passiert, bei
1500 rpm pelletiert, 1x in PBS gewaschen und abschlieBend in 1 ml Medium resuspendiert.
AnschlieBend wurde ein Teil des Homogenats auf einer THY-cm?/e® Agarplatte ausgestri-
chen. Nach Inkubation Uber Nacht im Brutschrank (37°C, 5 % CO,) wurden die Platten auf
Bakterienkolonien untersucht.
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2.5.5 Herstellung des Lysates von S. pyogenes M49

Far die Herstellung des Bakterienlysates erfolgte die Kultivierung des Wildtypstammes
(M49), auf einer THY Agarplatte. Einen Tag vor der Injektion wurden einige Bakterienkolo-
nien in flissigem THY Medium angeimpft und Uber Nacht im Brutschrank (37°C, 5 % CO,)
aufbewahrt, so dass ein Wachstum bis zur mittleren logarithmischen Phase erfolgte. An-
schlieBend wurde die Bakteriensuspension abzentrifugiert (3000 rpm, 5 min), in 5 ml PBS
gewaschen, erneut pelletiert und in 1ml THY-Medium resuspendiert. Die optische Dichte
(ODggo) Wurde mittels spektrophotometrischer Messung auf 1,0 (entspricht ca. 10°cfu/ml)
eingestellt. Daraufhin wurden 1ml der eingestellten Suspension in ein 1,5 ml Tube Uber-
fOhrt, pelletiert (3000 rpm, 10 min) und in 50 pl PBS resuspendiert. AbschlieBend wurden
jeweils 40 units des PlyC, zugesetzt und bei 37° C fiir 30 min in einem Thermomixer unter
permanenter Rotation inkubiert.

2.5.6 Nachweis der Bakterienlyse

Um die Effizienz der Bakterienlyse zu Uberprifen, wurde ein Teil der lysierten Bakterien-
suspension auf einer THY Agarplatte ausgestrichen. Nach Inkubation Uber Nacht im Brut-
schrank (37°C, 5 % CO,) wurden die Agarplatten auf Bakterienwachstum untersucht.

2.6 Zellbiologie

2.6.1 Panc02 Zellen

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten steril unter einer Laminarbox. Als Kultivierungsmedium
wurde DMEM verwendet, welches mit Penicillin (100 U/ml) / Streptomycin (100 pg/ml) und
10 % FCS supplementiert war. Die Panc02-Zellen wurden im Brutschrank bei 37° C und

5 % COs in Kulturflaschen inkubiert. 2x pro Woche erfolgte ein Mediumwechsel.

Die Panc02 Zellen sind syngene Tumorzellen der Maus, die adharent in Kultur als Mono-
layer wachsen (s. Abb.5). Die Zelllinie wurde im Jahre 1984 aus C57BI/6 Mausen isoliert,
denen das Karzinogen 3-Methylcholanthren in das Pankreas injiziert worden war (Corbett
et al. 1984). Panc02 Zellen sind stark tumorogen in Mausen und zeichnen sich durch eine
schlechte Differenzierung, sowie geringe Imunogenitat (Herunterregulation von MHC-
Klasse | Molekulen auf der Zelloberflache) und Multiresistenz gegenlber Therapeutika aus.
Panc02-Zellen zeigen Alterationen des Ras Onkogens, von p53, des Her2 Rezeptors und
der CDK (Schneider et al. 2004) sowie eine mangelnde Expression von kostimulatorischen
Molekulen (insbesondere B7.1). Die Zellen wurden urspringlich von der Arbeitsgruppe um
Dr. A. Scholz (Charite Berlin, Berlin) bezogen und standen der Arbeitsgruppe bereits zur
Verflugung.
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Abb.5
Lichtmikroskopische Aufnahme von Panc02 Zellen aus einer U. N. Kultur auf Coverslips. Original-
vergrdBerung 20x.

2.6.2 Zellarbeiten

Zellen auftauen:

Die Zellen wurden aus FlUssigstickstoff entnommen und schnell im Wasserbad bei 37° C
aufgetaut. AnschlieBend wurden sie langsam in ein mit vorgewarmtem Medium gefllltes
GefaB Oberflhrt und bei 900 rpm fir 5 min bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit
Medium resuspendiert und in einer kleinen Kulturflasche (25 cm?) eingesét.

Zellen passagieren:

Nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers erfolgte die Passagierung der Zellen. Da-
bei wurde das Medium verworfen und die Kulturflasche zweimal mit PBS gespult. Die Zel-
len wurden anschlieBend abtrypsiniert, in Medium resuspendiert und bei 900 rpm far

5 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde erneut in Medium resuspendiert. Die Zellen
wurden daraufhin in einer Kulturflasche eingesat und im Brutschrank (37° C, 5 % CO,) in-
kubiert.

Zellen einfrieren:

Zur Konservierung der Zellen, wurden diese nach dem Abtrypsinieren und Zentrifugieren in
Einfriermedium resuspendiert, zunachst fir 2 Tage langsam in einer zweifachen Styropor-
verpackung bei -80° C heruntergekihlt und anschlieBend in flissigem Stickstoff tiefgefro-

ren.

Zellen zahlen:

Bei zellbiologischen Arbeiten missen die Zellen zun&chst quantifiziert werden. Eine gangi-
ge Methode hierfir ist die Zellz&dhlung in der Neubauer Zahlkammer (s. Abb.6). Bei der
Neubauer Zahlkammer handelt es sich um eine Glasplatte mit einer rasterunterlegten ge-
eichten und von einem ebenfalls geeichten Deckglédschen bedeckten Vertiefung, in die die
zu zahlende Zellsuspension pipettiert wird.

Hierfir wird die Zellsuspension mit PBS und Trypanblau 1:10 verdinnt (10 pl Zellsuspensi-
on, 50 ul PBS, 40 pl Trypanblau), um lebende von toten Zellen zu differenzieren. Lebende
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Zellen kénnen aufgrund einer intakten Membran den Farbstoff Trypanblau ausschlieBen
und farben sich nicht an, tote Zellen hingegen kénnen dies durch den Verlust der Memb-
ranintegritat nicht und stellen sich daher unter dem Mikroskop blau dar. Lebende Zellen
werden in jeweils 16 Kleinquadraten der 4 Eckquadranten (blau) unter dem Auflichtmikro-
skop ausgezahlt.

1

Trm

1rnrm

Tmm 1mm Tmm

Abb.6
Neubauer Zédhlkammer improved mitLx BxH =1 mm x 1 mm x 0,1 mm

Die Anzahl der Zellen/ml wird daraus dann unter Berlcksichtigung der Verdiinnung und
dem durch das Volumen der Kammer vorgegeben Zahlkammerfaktor wie folgt berechnet:

gezahlte Zellzahl (16 Kleinquadrate) x Verdiinnungsfaktor (10) x Zahlkammerfaktor (10)

Zellen/ml =

4 (Anzahl der ausgezahlten Eckquadranten)

2.6.3 Herstellen des Panc02 Injektates

Nach dem Abtrypsinieren und Zentrifugieren der Zellen wurde das Zellpellet in Medium
resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend gezahlt, die Zellzahl auf 1 x 10° Zellen ein-
gestellt und das entsprechende Volumen bei 5000 rpm fir 5 min bei 4° C abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 50 pl PBS aufgenommen und bis zur Injektion auf Eis gelagert.
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2.6.4 Lymphozytenisolierung aus der Milz

Die nach der Entnahme in Medium aufbewahrte Milz wurde durch ein 70 um Sieb passiert.
Die so erhaltene Zellsuspension wurde bei 1500 rpm und 4° C fir 10 min abzentrifugiert,
das Zellpellet mit Medium gewaschen und erneut abzentrifugiert. Nach Resuspension des
Zellpellets in Lysepuffer und Inkubation unter Schatteln fir 5 min bei RT wurde die Sus-
pension mit Medium versetzt und erneut bei 900 rpm fur 5 min abzentrifugiert. Es folgte
das Waschen des Pellets mit Medium und wiederholtes Abzentrifugieren bei 1500 rpm fur
10 min bei 4° C. Zuletzt wurde das Zellpellet in Medium resuspendiert und die Anzahl der
Zellen durch Z&hlung bestimmt.

2.6.5 Durchflusszytometrie

Zur ldentifizierung der verschiedenen Zellpopulationen der Milz- und Blutleukozyten wur-
den durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Bei der DurchfluBzytometrie werden
in Suspension vorliegende Zellen in einem Durchflusszytometer mit Hilfe eines Lasers sor-
tiert. Die Zellen passieren einzeln in einer dinnen Kapillare den Laser (s. Abb.7). Hierbei
wird die Lichtstreuung des Laserstrahls durch die Zelle gemessen. Die Streuung des La-
serlichts nach vorne wird als forward scatter (FSC) bezeichnet und ist ein MaB fur die Gré-
Be der Zellen. Die Streuung des Laserlichts zur Seite wird als side scatter (SSC) bezeich-
net und ist ein MaB far die Granularitdt und Membranbeschaffenheit der Zellen. Liegen die
Zellen markiert mit einem fluoreszenzgekoppeltem Antikérper gegen Oberflachenmolekile
vor, kdnnen die Zellen hierbei auch anhand der Messung der spezifischen Fluoreszenz-
emission diskriminiert werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden durch monochromati-
sches Licht des Lasers angeregt und strahlen darauf Licht einer bestimmten Wellenlédnge
ab, das gemessen wird. Durch die Verwendung verschiedener fluoreszenzmarkierter Anti-
korper ist es mdglich, Mehrfachmarkierungen verschiedener Oberflachenmolekile einer
Zelle vorzunehmen und diese dann simultan zu messen und zu diskriminieren. Haufig ver-
wendete Fluoreszenzfarbstoffe sind z.B. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) mit einem Emis-
sionsspekirum von 500-550 nm) und Phycoerythrin (PE) mit einem Emissionspektrum von
570-600 nm). Mit Hilfe des Durchflusszytometers kénnen in ca. 10 sec 10.000 Zellen an-
hand dieser drei verschiedenen Parameter FSC (Gr6Be), SSC (Granularitat) und Fluores-
zenz (Oberflachenmolekile) untersucht werden. Werden die Zellen anhand der Messung
elektrisch modifiziert und anschlieBend noch zusatzlich sortiert, spricht man vom ,FACS*
(Fluorescence activated cell sorting).
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2.6.6 Durchflusszytometrische Analyse von Splenozyten

Nach der Isolierung und Zahlung der Splenozyten (s. Punkt 2.6.7.) wurden jeweils 2x10°
Zellen enthaltende Volumina der Zellsuspension in FACS Réhrchen tberfihrt und 10 min
bei 1200 rpm und 4° C abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellpellets in 100 pl Medi-
um resuspendiert und bis auf eine Kontrollprobe mit 5 pl Antikérper (1 ug/10° Zellen) fiir 20
min bei 4° C im Dunkeln inkubiert. Daraufhin erfolgte die Waschung mit kaltem PBS und
erneutes Abzentrifugieren. Nach Abpipettieren des Uberstandes wurde das Zellpellet in
300 pl PBS resuspendiert und gemessen oder mit 1 % Paraformaldehyd fixiert und dunkel
bei 4° C aufbewahrt.

2.7 Vollblutanalyse

2.7.1 Hamatologische Parameter (Blutbild)

Die Messung des Blutes erfolgte aus 200 ul EDTA komplexiertem Blut mittels eines Auto-
maten im Hamatologischen Zentrallabor der Klinik fur Innere Medizin (KIM) der Medizini-
schen Fakultat (Universitat Rostock). Es wurden Leukozyten (10°/L), Erythrozyten (10'%/L),
Hamoglobin (mmol/L), Hamatokrit (%) und Blutplattchen (10%L) sowie MCV (fL) und MCH
(fmol/L) erfasst.

2.7.2 Differentialblutbild

2.7.2.1 Herstellung und Farbung

Zur Bestimmung der prozentualen Zusammensetzung der Leukozyten wurde ein Differen-
tialblutbild erstellt. Hierflr wurden 5 pl Blut auf einen mit 70 % Ethanol entfetteten Objekt-
trager pipettiert. Der Blutstropfen wurde mit einem im 45° Winkel angelegtem Deckglé-
schen unter mdéglichst geringem mechanischem Druck auf den Objekttrager ausgestrichen
und luftgetrocknet. Die Farbung erfolgte maschinell im Hamatologischen Zentrallabor der
KIM der Universitatsklinik Rostock nach der Pappenheim Methode. Hierbei werden die
einzelnen Zellkompartimente ahnlich der HE Farbung mit sauren und basischen Farbstof-
fen angefarbt und zugleich fixiert (Methanol) und stabilisiert (Glycerin), so dass ein Einde-
cken nicht mehr erforderlich ist. Die Zellkerne erscheinen dunkelrot bis violett, Lymphozy-
ten und Monozyten kénnen neben GréBe und Kern anhand ihrer Zytoplasmafarbung, Gra-
nulozyten anhand ihrer verschieden gefarbten Granula diskriminiert werden.
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2.7.2.2 Manuelle Blutbildauszahlung

Zur Auszéhlung des Differentialblutbildes wurden jeweils 100 Zellen unter dem Mikroskop
(63 x VergrdoBerung, Olimmersionsobjektiv) ausgezahlt. Hierbei wurde zwischen Lympho-
zyten segment- und stabférmigen neutrophilen Granulozyten, eosinophilen und basophilen
Granulozyten, sowie Monozyten unterschieden und anschlieBend der prozentuale Anteil

bestimmt.

2.7.3 Durchflusszytometrische Analyse aus Vollblut

Fir die FACS-Analysen wurde das Vollblut zunachst 1:2 mit FACS-Puffer verdiinnt. An-
schlieBend wurden 50 ul Probe in ein FACS Roéhrchen pipettiert, 2,5 pl Antikdrper dazuge-
geben und geschiittelt. Nach 20-30 mindtiger Inkubation im Dunkeln (4° C) erfolgte die
Zugabe von 1ml 1x Lysepuffer und eine erneute Inkubation im Dunkeln fiir 10 min. Darauf-
hin wurde das Réhrchen bei 2000 rpm fiir 5 min bei RT zentrifugiert und der Uberstand
abdekantiert. Das Pellet wurde in 200 pl FACS Puffer resuspendiert und gemessen.

2.8 Histologie

2.8.1 Kryokonservierung: Herstellung und Aufbewahrung von Gefrierschnit-
ten

Aus dem nach der Entnahme in flissigem Stickstoff schockgefrorenen und bei -20° C ge-
lagerten Tumoren wurden im Kryostaten bei -20° C 6 um dinne Schnitte hergestellt und
diese fur 1 h luftgetrocknet. AnschlieBend erfolgte entweder direkt die histologische bzw.
immunhistochemische Aufarbeitung oder die Schnitte wurden nach Fixierung fir 10 sec in
kaltem Aceton und erneuter Luftttrocknung bei -80° C gelagert.

2.8.2 HE-Farbung

Die HE-Farbung wurde im Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Rostock durch-
gefuhrt.

Sie dient als Ubersichtsfarbung zur Darstellung von Geweben. Durch die Farbstoffe May-
ers Hamalaun und Eosin G (s. Anhang) werden spezifische Zellkompartimente angefarbt.
Die Zellkerne erscheinen dunkelrot bis violett, das Zytoplasma und proteinhaltige L6sungen
rosa.

Die frisch hergestellten Gefrierschnitte wurden nach kurzer Fixation in 4 % Formalin mit
destilliertem Wasser gespult, nachfolgend 30 sec in Hamalaun geférbt und bis zum Farb-
umschlag in warmen Leitungswasser geblaut. Daran schloss sich eine 2 mindtige Farbung
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in Eosin (0,5 %) an. Uberschiissiges Eosin wurde durch Abspiilen mit A. dest. eliminiert.
Daraufhin wurden die Praparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe geflihrt und mit Per-
tex eingedeckt.

2.8.3 Granulozytennachweis mittels Naphthol-As-D Farbung

Far den Nachweis tumorinfiltrierender neutrophiler Granulozyten wurden die Gefrierschnitte
mit Naphthol-Anilinsulfat-D-Chlorazetat gefarbt. Mit Hilfe dieser Farbung kann die Aktivitat
der zytoplasmatischen Esterase dargestellt werden.

Die Gefrierschnitte wurden zunachst 30 ses in Formaldehyd (37 %) / Methanol (1:10) fi-
xiert, in der angefertigten Reagenzl6sung fur 1 h geféarbt und anschlieBend fir 5 min leicht
gewassert. Zur Darstellung der Zellkerne erfolgte die Gegenfarbung mit Hamalaun, sowie
Nachblauen in Leitungswasser und eindecken mit Glyceringelatine. Zur Auswertung der
As-D Féarbung wurden im 40er Objektiv unter dem Mikroskop je 20 GF verblindet ausge-
zahlt, wobei eine Diskriminierung zwischen Rand- und Nekrosezone, sowie Tumorzentrum

erfolgte. AnschlieBend wurden die GF auf mm?® umgerechnet (1GF = 1,17 mm®)

2.9 Immunhistochemie

Far den Nachweis lokaler Infiltration von spezifischen Effektorzellen wurden die Gefrier-
schnitte immunhistochemisch aufgearbeitet. Immunhistochemische Methoden ermdéglichen
den Nachweis von Proteinen mit Hilfe von Antikérpern, indem die Antikérper Oberflache-

nepitope nativer Proteine von histologischen Schnitten erkennen.

2.9.1 ABC Methode

In der vorliegenden Arbeit wurde die indirekte Immunhistochemie mit Primarantikérper und
biotyliniertem Sekundarantikérper an Gefrierschnitten durchgefihrt. Das Detektionssystem
bestand aus einem Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex (ABC Methode), Wasserstoffperoxid
als Substrat und dem Chromogen DAB (3,3-Diaminobenzidin) als Farbreagenz. Der AB-
Enzym Komplex bindet auf Grund der hohen Affinitdt zwischen Avidin und Biotin an den
biotylinierten sekundaren Antikdrper und wird anschlieBend durch die Reaktion zwischen
Enzym, Substrat und Chromogen sichtbar gemacht: es kommt zu einem sehr sensitiven
braunen Farbumschlag des Chromogens. Die Farbungen wurden mit einem ABC-Staining
Kit durchgeflhrt.
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2.9.2 Nachweis von CD4*- und CD8*-T-Zellen

Fir den Nachweis der Infiltration von CD4" und CD8" T-Zellen in das Tumorgewebe wur-
den die Gefrierschnitte zun&chst fir 30 sec in eiskaltem Methanol fixiert, 3x mit PBS gewa-
schen und 1 h mit der Blockierungslésung (Ziegenserum) in einer feuchten Kammer inku-
biert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden 50 pl/Schnitt des Primarantikdrpers aufge-
tragen (1 Schnitt inkubierte weiterhin mit der Blockierungslésung als negativ- Kontrolle) und
nach einstiindiger Inkubation in der Feuchtkammer wieder 3x mit PBS gewaschen, worauf
sich dann eine 30 mindtige Inkubation mit dem sekundaren Antikérper (50ul/Schnitt) an-
schloss. Im n&chsten Schritt wurde die zuvor frisch angesetzte AB Lésung fur 30 min auf-
getragen und anschlieBend 4 min mit dem Peroxidase-Substrat-Mix inkubiert. Nach Wa-
schen in destilliertem Wasser folgte die Gegenfarbung der Kerne mit Hamalaun (1:5 ver-
dannt) far 5 min und das Eindecken mit Aquatex. Zum Verlangern der Haltbarkeit der
Schnitte wurden die Kanten des Deckglaschens mit Nagellack abgedichtet. Zur Auswer-
tung der Schnitte wurden im 40er Objektiv unter dem Mikroskop je 20 GF verblindet aus-
gezahlt. AnschlieBend wurden die GF auf mm?® umgerechnet (1GF = 1,17 mm®).

2.10 Statistik

Die grafische Darstellung und die statistische Auswertung erfolgten mit Hilfe des Program-
mes SPSS13. Da die Daten einer nicht parametrischen Verteilung entsprachen bzw. von
einer Normalverteilung auf Grund der kleinen Tieranzahl pro Gruppe nicht ausgegangen
werden konnte, erfolgte ihre Angabe und Berechnung als Median mit Spannweite. Als sta-
tistischer Test diente der parameterfreie U-Test (Mann-Whitney). Die grafische Darstellung
der Ergebnisse erfolgte in Form von Box Plots, wobei die Box 50 % der Werte (zwischen
der 25. und der 75. Perzentile), die mittlere Linie den Median und die senkrechten Linien
die héchsten und niedrigsten Werte ohne AusreiBer- bzw. Extremwerte reprasentieren. Die
Medianwerte wurden mit Linien verbunden, die ausschlieBlich als optisches Hilfsmittel oh-
ne inhaltliche Bedeutung eine bessere Ubersicht der Diagramme gewéhrleisten sollen.
AusreiBer sind als kleine Kreise, Extremwerte als kleine Sterne dargestellt. Um statistisch
signifikante Abweichungen festzulegen, wurde ein Signifikanzniveau von 5 % angenom-
men (p<0,05). Da sich bei den Tumorkontroll- und Vehikeltieren zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten (Tag 7, 14, 21 und 28) im Vorfeld keine wesentlichen Unterschiede in den Er-
gebnissen ergaben, wurden die Parameter bei diesen Gruppen nur zum Ende des Beo-
bachtungszeitraumes untersucht und entsprechend als ein Boxplot dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Uberleben

Im Rahmen der Untersuchungen verstarben insgesamt vier Tiere. Betroffen waren davon
jeweils ein Vehikeltier aus jeder Versuchsreihe (1 PBS-Vehikelkontrolltier, ein PlyC;-
Vehikelkontrolltier) und zwei mit SLS™ Bakterien behandelte Tiere. Die Therapie mit dem
PlyC, Lysat hingegen fiihrte zu keiner Letalitat. Die Uberlebensrate betrug 100 % (Abb. 8 a
und b).

a Kaplan-Meier Uberlebenskurve b Kaplan—l\L/Iele; _l#gerlet_)enskurve
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Abb.8aundb

Uberlebenskurven der Tiere nach Kaplan-Meier ohne Intervention (Kontrolltiere) und mit Intervention
(Vehikeltiere und Therapietiere)

Es ist jedoch zu bemerken, dass alle verstorbenen Tiere kleine (im Falle der Vehikeltiere)
bis starke (im Falle der Therapietiere) ulzerierte Tumorbereiche und das Bild einer Sepsis
mit Anorexie, Ataxie und Anédmie aufwiesen. Da diese Tiere auch zu identischen Zeitpunk-
ten nach Tumorinduktion erkrankten, was eine Infektion im Rahmen einer verunreinigten
Tumorzellcharge vermuten 1&Bt, wurden die Tiere aus dem Versuch genommen. Bei kei-
nem der verstorbenen Tiere konnte ein direkter Zusammenhang mit der Bakterieninjektion
festgestellt werden. Beide Therapieformen wurden von den Tieren gut toleriert und fUhrten
zu keiner Beeintrachtigung der Vitalitat.

3.2 Wachstumsverlauf der Tumoren

Nach s.c. Injektion der Panc02 Zellen wuchsen die Tumoren bis Tag 9 (durchschnittlicher
Interventionszeitpunkt) zu einem Volumen von 84,24 mm?® (37,44 — 487,38) heran. Ohne
Intervention setzte sich das Tumorwachstum bei den Kontrolltieren kontinuierlich bis auf
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1810,32 mm?® (666,24 — 2358,72) zum Ende des Beobachtungszeitraumes fort. Die Tumo-
ren wiesen keine Ulzerationen auf (Abb.9 a), nur in einzelnen Fallen zeigten sich leichte
Verkrustungen. Erreichten die Tumoren ein zu groBes Volumen (iiber 2500 mm?®), erfolgte
aus ethischen Grinden die Euthanasie der Tiere. Makroskopisch imponierten die Tumoren
bei der Praparation als gut durchblutetes homogenes Gewebe, mit zentralen Nekrosen.

Die mit PBS behandelten Kontrolltiere zeigten im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-
tieren keine wesentlichen Unterschiede im Tumorwachstum und in der Tumormorphologie.
Das mittlere Tumorvolumen lag am Ende des Beobachtungszeitraumes bei 1825 mm?®
(937,44-1834,56) (Abb. 9 b).

Bei der mit der SLS™ Mutante behandelten Therapiegruppe kam es in den ersten ein bis
zwei Wochen zuné&chst zu keiner sichtbaren Beeinflussung des Tumorwachstums, nachfol-
gend bildeten sich jedoch verkrustete, nekrotische oder ulzerierte Bereiche aus (Abb.9 c)
und das Tumorwachstum blieb im Vergleich mit den Kontrollgruppen leicht zuriick. Zu ei-
nem deutlichen Tumorriickgang auf 837,66 mm? (341,64 — 1185,45) kam es allerdings erst
am Ende des Beobachtungszeitraumes (Abb. 11 a). Diese partielle Remission war jedoch
nicht so massiv und auch im zeitlichen Vergleich gegentber der mit dem Wildtyp behandel-

ten Therapiegruppe aus den Vorarbeiten verzdgert (Maletzki et al. 2008).

Abb.9a,bundc

Tumoren eines Kontrolltieres ohne Intervention (a), eines PBS-Vehikelkontrolltieres (b) und eines
Therapietieres (c) 3 Wochen nach i.t. Injektion der SLS™ Mutante mit ulzerierten, nekrotischen Area-
len

Da sich bei den mit dem Lysat behandelten Tieren nach zunachst nur einmaliger Injektion
lediglich ansatzweise ein antitumoraler Effekt zeigte, wurde die Konzentration der lysierten
Bakterien vor der Lyse erhdht (von 10° cfu/ml auf 10° cfu/ml) und eine zweite Injektion nach
4 Tagen durchgefthrt. Daraufhin zeigten sich schon kurz nach der 2. Injektion erste Nekro-
sen und alle weiteren Tiere erhielten jeweils 2 Injektionen, welche im weiteren Verlauf zu
einem deutlichen und den Kontrollgruppen (Kontrolltiere ohne Intervention und Vehikeltie-
re) gegenliber signifikanten Tumorriickgang auf 155,47 mm?® (0-399,36) fiihrten. In 2 Fallen
kam es sogar zu einer kompletten Remission (Abb. 10 a und b).

Bei Vehikelkontrolltieren, denen das PlyC; 2x injiziert wurde, zeigte sich gegeniber den
PBS-Vehikelkontrolltieren eine leichte Tumorwachstumsverzégerung mit einem mittleren
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Tumorvolumen von 1313,77 mm?® (599,29-2564,98). Dies war jedoch gegeniiber den Kon-
trolltieren nicht statistisch signifikant (Abb. 11 a und b).

Abb.10 aund b

Tumoren von Therapietieren 2 Wochen nach i.t. Injektion des Lysates: Deutlich nekrotischer und
regressiver Tumor, zumeist blieb nur noch ein kleiner Randwall bestehen (a), 2 von 7 M&ausen zeig-
ten sogar eine komplette Regression (b)

a Tumonwlumen Kontrdltiere b Tumonwlumen Therapietiere
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Abb. 11 aund b

Darstellung des Wachstumsverlaufs von Tumoren der Kontrolltiere (Tumorkontrollen ohne Interven-
tion, nach PBS Injektion und nach PlyC; Injektion) (a) und der Therapietiere (nach SLS- Bakterien
Infektion, bzw. Lysatinjektion) (b): Angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), pPa-
rameterfreier U-Test (Mann—Whitney), # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel, o/* AusreiBer
Anhand des Verlaufs der Tumorvolumina konnte somit eine geringe antitumorale Wirkung
der SLS Mutante beobachtet werden, die das Wachstum jedoch nur verzdgerte. Das Lysat
der Wildtypstreptokokken hingegen wies ein starkeres antitumorales Potential auf und in-

duzierte in einigen Fallen sogar eine totale Tumorregression (Abb. 11 a und b).
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3.3 Untersuchungsergebnisse zur systemischen Auswirkungen der
Therapien

3.3.1 Blutbildanalyse

Um h&matologische Veranderungen infolge der einzelnen Interventionen zu erfassen, wur-
den Blutbilder von allen Tieren erstellt. Die Blutbildanalyse hierfur erfolgte im Rahmen der
Praparation. Aus jeweils 200ul EDTA Blut wurde ein kleines Blutbild (Leukozyten, Erythro-
zyten, Thrombozyten, Hamoglobin, Hamatokrit, MCV und MCH) bestimmt.

Dabei zeigte sich bei den mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren gegeniber den unbehan-
delten Kontrolltieren und den PBS-Vehikelkontrolltieren tendenziell eine leichte, transiente
Leukozytose, welche besonders an den Tagen 7 und 21 zu beobachten war (Abb. 12 a).
Von den anderen Parametern wiesen im Verlauf die Erythrozyten, das Hamoglobin, der
Hamatokrit und die Thrombozyten eine deutliche Abnahme auf, die gegeniber der Kon-
troligruppe ab dem Tag 14 statistisch signifikant war und auf eine Infektion hindeutete
(Abb. 12 a - c¢). Auch gegeniber der PBS-Vehikelgruppe, die sich bis auf eine erniedrigte
Anzahl an Thromozyten kaum von der Kontrollgruppe unterschied, zeigte sich eine teils
signifikante Abnahme dieser Parameter. Diese Konstellation lie ein septisches Gesche-
hen vermuten, wobei jedoch keine weiteren Verhaltensauffélligkeiten oder physische Zei-
chen einer Sepsis bei den Tieren beobachtet wurden.

a Leukozyten und Erythrozyten b Hamoglobin und Hamatokrit
4 Ewec (oeL W HG (mmoliL)
= [ rsc (10 121 [ Hi (26) # #

! ! ! I T T T T T T T T
Kontrolle Vehikel Tag7 Tag14 Tag21 Tag28 Kontrolle Vehikel Tag7 Tag14 Tag21 Tag28

nach SLS Bakterien Infektion nach SLS Bakterien Infektion

Abb. 12 aund b

Darstellung von Leukozyten, Erythrozyten (a), Hamoglobin und Hamatokrit (b) von mit SLS™ Bakteri-
en behandelten Tieren (n=7 pro Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7,
Vehikel n=6): Angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), parameterfreier U-Test
(Mann-Whitney), # p<0,05 vs. Kontrolle, * p<0,05 vs. Vehikel, o AusreiBer
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Abb. 12 ¢

Darstellung von Thrombozyten der mit SLS™ Bakterien behandelten Tiere (n=7 pro Zeitpunkt) im
Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=6): Angegeben sind der Median und die
Spannweite (Xmin-Xmax), Parameterfreier U-Test (Mann—Whitney), # p<0,05 vs. Kontrolle, * p<0,05 vs.
Vehikel, o AusreiBer

Das MCV stieg nach SLS™ Bakterieninjektion im Verlauf kontinuierlich leicht an, das MCH
hingegen fiel kontinuierlich (nicht dargestellt).

Die PlyC;-Vehikelkontrolltiere wiesen ebenfalls bei allen Blutparametern einen deutlichen
und teilweise signifikanten Abfall gegeniber den Kontrolltieren auf, welche eine  Auswir-
kung des Lysins in vivoim Vergleich zur PBS Vehikellésung vermuten 1aBt (Abb. 13 a - ¢).
Bei den mit Lysat behandelten Tieren kam es zu einem geringgradig transienten Anstieg
der Leukozyten. Die Werte der Erythrozyten, des Hamoglobins, des Hamatokrits und der
Thrombozyten waren verglichen mit der PlyC;-Vehikelkontrollgruppe stets héher. Gegen-
Uber der Kontrollgruppe nahmen sie im Verlauf zwar ab, die Reduktion war jedoch modera-
ter als nach SLS™ Bakterieninjektion und zu keinem Zeitpunkt signifikant (Abb. 13 a - c).
Diese Befunde sprechen somit im Vergleich zu den mit vitalen SLS™ Bakterien erzielten
Ergebnissen gegen eine hamatotoxische Auswirkung der lysierten Bakterien.

Das MCV stieg zum Ende des Beobachtungszeitraumes an, das MCH &nderte sich im
Vergleich zu den Kontrolltieren kaum (nicht dargestellt).
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Abb.13a-c

Darstellung von Leukozyten, Erythrozyten (a), Hamoglobin, Hamatokrit (b), sowie Thrombozyten (c)
von mit Lysat behandelten Tieren (n=7 pro Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrol-
le n=7, Vehikel n=7): Angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), Parameterfreier U-
Test (Mann-Whitney), # p<0,05 vs. Kontrolle, * p<0,05 vs. Vehikel, o AusreiBer
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3.3.2 Differentialblutbildanalyse

Zur detaillierteren Aufschlisselung der Leukozyten erfolgte die Erfassung der Differential-
blutbilder. Hierflir wurden aus dem frischen Vollblut manuell Ausstriche angefertigt und
jeweils 100 Zellen ausgezahilt.

Die Maus weist im Gegensatz zum Menschen ein mononukleédr dominiertes Blutbild auf
(Abb. 14 a), daher war bei den gesunden Kontrolltieren die Identifikation der Lymphozyten
mit 79 % (71-84) als starkster Anteil der Blutleukozyten auch erwartungsgemaB. Segment-
formige Granulozyten waren zu 17 % (8-27) vorhanden, stabférmige Granulozyten zu 3 %
(1-5), Monozyten zu 1 % (1-5) und eosinophile und basophile Granulozyten jeweils unter 1
% (Tabelle 2).

Tab. 2

Differentialblutanalyse im Ausstrich von mit SLS™ Bakterien und Lysat behandelten Tieren (n=7 pro

Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Gesund n=7, Kontrolle n=7, Vehikel n=7): Darge-
stellt ist jeweils der prozentuale Anteil an Leukozyten.

Stabf. segmkern.
Lympho trophile | neutrophile |eosinophile |basophile Mono
zyten nulozyten | Granulozyten| Granulozyten| Granulozyten| zyten
Gesund 79 (71-84) |3 (1-5) |17 (8-27) 0,76 (0-5) 0 (0 1 (1-5)
Kontrolle 65 (52-80) |3 (2-10) | 23,5 (10-46) 0 (2-5) 0 (0 1 (0-4)
Vehikel PBS |715 (s584) |25 (05 |24 (832 1 (0-3) 0 (0 3 (05
Vehikel PlyC, |72 (52-75) |3 (1-12) |23  (16-35) 1 (0-1) 0 (0 2 (0-17)
SLS  Therapie
Tag 7 79 (3894) |[1# (09 [17  (4-51) 0 (0-4) 0 (0) 2 (0-3)
Tag 14 49  (14-70) |6 (2-14) | 42#+ (24-75) 0 (0-2) 0 (0-1) 4 (0-7)
Tag 21 40 (20-81) |1# (04 |5 (9-76) 0 (02 0 (0) 2 (05
Tag 28 59,5 (30-73) |2 (1-8) |345 (25-60) 0 (0-1) 0 (0-1) 3 (0-6)
Lysat Therapie
Tag 7 70 (53-75) |1 (0-4) |26  (13-45) 1 (0-2) 0 (0 2 (1-5)
Tag 14 74 (53-83) |1 (0-5) |19 (10-34) 0 (0-2) 0 (0) 2 (0-7)
Tag 21 75 (22:91) |5 (0-8) |18  (4-63) 0 (02 0 (0 4 (17
Tag 28 70 (37-81) |5 (3-8) |23  (13-55) 1 (0-3) 0 (0) 3 (1-4)

Angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), Parameterfreier U-Test (Mann—
Whitney), # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel

Die Tumorkontroll- und beide Vehikelgruppen zeigten keine wesentlichen Unterschiede zu
den gesunden Tieren. Die Zahl der Lymphozyten war jeweils leicht erniedrigt auf 65-71,5 %
und die der Granulozyten leicht erhéht (24 %, Abb. 14 a und b). Dies kann jedoch auf die
Tumorlast zurlickgefihrt werden.

Bei den mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren kam es ab Tag 14 zu einer Abnahme der
Lymphozyten und zu einer signifikanten Zunahme der segmentférmigen neutrophilen Gra-
nulozyten gegeniber der Tumorkontroll- und Vehikelgruppe (Abb. 14). Alle anderen Leu-
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kozytensubpopulationen zeigten keine wesentlichen Veranderungen (Tab. 2). Somit ist der
zuvor im Blutbild gemessene Anstieg der Leukozyten vor allem auf eine Granulozytose
(Abb. 15 b) zuriickzuflhren, die als Ausdruck einer systemischen inflammatorischen Reak-
tion auf die Injektion vitaler Bakterien anzusehen ist.

Bei Tieren, die mit dem Lysat behandelt wurden, zeigten sich keine wesentlichen Verande-
rungen im Differentialblutbild, somit lagen systemisch nur geringe Auswirkungen der lysier-
ten Bakterien vor.

a Differentiablutbild b Differentia utbild
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Abb. 14 aund b

Darstellung der relativen Anteile der Lymphozyten bzw. neutrophilen Granulozyten bezogen auf 100
ausgezahlte Leukozyten von mit SLS™ Bakterien und mit Lysat behandelten Tieren (n=7 pro Zeit-
punkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=7): Angegeben sind der Medi-
an und die Spannweite (Xmin-Xmax). Parameterfreier U-Test (Mann—Withney, # p<0,05 vs, Kontrolle, +
p<0,05 vs. Vehikel, o AusreiBer
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Abb. 15aund b

Lichtmikroskopische Aufnahme (Original x 60) eines Blutausstriches von einem Kontrolltier (a) und
von einem mit SLS™ Bakterien (b) behandelten Tier: Bei dem Tumorkontrolltier dominierten die
Lymphozyten (Pfeile Abb. a), bei dem therapierten Tier hingegen die neutrophilen Granulozyten
(Pfeile Abb. b).

Ein Nebenbefund in der Auswertung der Blutausstriche stellte die Identifikation von Ho-
well-Jolly-Kdrperchen in den Erythrozyten dar. Diese wurden bei allen Tieren (gesunde
Tiere, Kontroll- und Therapietiere) gefunden (Abb. 16). Howell-Jolly-Kérperchen sind
chromosomale Resteinschlisse der Erythrozyten, die normalerweise bei Asplenie oder
starker Dysfunktion der Milz auftreten. Im Rahmen der Untersuchungen konnte jedoch
keine eindeutige Korrelation zwischen der Haufigkeit der Howell-Jolly-Kérperchen und der
MilzgréBe, der Therapie oder einem anderen Parameter festgestellt werden, weshalb die-
ser Befund vermutlich eine Normavarianz bei der verwandten Mausspezies ist.

Abb. 16
Lichtmikroskopisch Aufnahme (100x) eines Blutausstriches von einem mit SLS™ Bakterien behandel-
tem Tier mit Howell-Jolly-K&rperchen (Pfeile)
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3.3.3 Organbefunde

Die makroskopische Analyse der inneren Organe offenbarte keine pathologischen Veran-
derungen. Auffélligkeiten wurden ausschlieBlich bei der GrdBe der Milz festgestellt (Abb.
17). Bei den Vehikeltiergruppen zeigte sich nur vereinzelt eine leichte Splenomegalie. Die
Milz bei der SLS™ Bakterien-Therapiegruppe hingegen war stark vergrdoBert ohne Auswir-
kung auf ihre Konsistenz. In den meisten Fallen war die Milz gegeniber den Kontrolltieren
ca. doppelt so lang und breit (Abb. 18 a). Korrelierend mit der GréBe der Milzen stieg bei
den mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren auch die absolute Anzahl der aus den Milzen
isolierten Splenozyten an. Auch bei den mit dem Lysat therapierten Tieren war eine Sple-
nomegalie zu beobachten, die jedoch nicht so massiv ausfiel und keine Erhéhung der ab-
soluten Anzahl der aus den Milzen isolierten Splenozyten aufwies (Abb. 18 b).

Die Splenomegalie entwickelte sich somit insbesondere als Reaktion auf die lokale Infekti-
on mit den Bakterien. Die SLS™ Bakterien verursachten eine massive, hypertrophe und hy-
perplastische Splenomegalie, das Wildtyp-Lysat hingegen nur eine moderatere, hypertro-

phe Splenomegalie.

Abb. 17 Abb. 18 aund b

Praparationssitus eines mit SLS™ Bakterien Milzen von Tumorkontrolltieren

behandelten Tieres: Massiv vergroBerte, weit (K), ca. 1,2 cm lang im Vergleich

in den Bauchraum vorgewdlbte Milz (s. Pfeil). zu Milzen von Therapietieren:

Leber, Lunge und Nieren ohne Veranderun- Abb. 18 a: massiv vergroBerte

gen in GroBe oder Konsistenz Milz eines mit SLS Bakterien (Ts)
behandelten Tieres, ca. 2,5 cm
lang

Abb. 18 b: nur leicht vergrdBerte
Milz eines mit Lysat
(TL) behandelten Tieres
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3.3.4 Blut- und Organausstriche zum Nachweis einer systemischen Infektion

Um eine systemische Dissemination von Bakterien mit anschlieBender Infektion zu erfas-
sen, wurden Blut und Gewebeproben von Lunge, Leber und Milz auf Agarplatten ausge-
strichen und Uber Nacht inkubiert. Sowohl bei den mit der SLS™ Mutante als auch mit dem
Lysat behandelten Tieren konnte in keinem der Ausstriche eine bakterielle Kontamination
nachgewiesen werden.

Die im Rahmen der Ausstriche erhobenen Ergebnisse belegen daher, dass nach i.t. Appli-
kation keine starke Dissemination der vitalen Bakterien in den Organen nachweisbar war.
Auf Grund einer eingeschrankten Sensitivitat des Testes kann eine schwache Kontaminati-
on jedoch nicht ausgeschlossen werden.

3.3.5 Durchflusszytometrische Analyse der Effektorzellen

Um systemische Veranderungen der immunkompetenten Zellen verfolgen und deren Kor-
relation zum Tumorwachstum untersuchen zu kdnnen, wurden jeweils durchflusszytometri-
sche Analysen aus Milzzellen (Splenozyten) und aus Vollblut (Blutleukozyten) durchge-
fOhrt. Die isolierten Zellen wurden mit einem Durchflusszytometer mittels FITC-gekoppelter
Antikdrper bezlglich ihrer Oberflachenantigene untersucht, um die prozentuale Zusam-
mensetzung aus verschiedenen Zellpopulationen identifizieren und Veranderungen im Ver-
lauf beurteilen zu kénnen. Ebenso erfolgte die Auswertung der absoluten Werte der unter-
suchten Zellen (im Bezug zu der Anzahl der Leukozyten im Blutbild). Da sich hierbei jedoch
zumeist keine fiir die Ergebnisse wesentlichen Abweichungen ergaben, wurde auf die zu-
satzliche Darstellung der Graphiken absoluter Werte im Folgenden verzichtet und nur die
der relativen Zellpopulationsanteile dargestellt.

Bei der Untersuchung der Splenozyten bzw. Blutleukozyten wurde ein Gate um die gesam-
te Zellpopulation gesetzt, um avitale Zellen von der Messung auszuschlieBen (Abb. 19).
Die Splenozytenpopulation stellte sich wie in Abb. 19 beschrieben dar.
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Abb. 19
Darstellung der Splenozytenpopulation einer gesunden Maus im Dot Plot: Das Gate grenzt die le-

benden (L) von den toten Zellen ab

Die Analyse des Vollblutes diente nun zur Erfassung von Korrelationen zwischen Spleno-
zyten und Blutleukozyten. Hierbei wurden nach Elimination der Erythrozyten die Subpopu-
lationen von Blutleukozyten in gleicher Weise wie bei den Splenozytenanalysen im Durch-
flusszytometer untersucht. In einem Plot konnten zundchst die einzelnen Populationen der
Blutleukozyten dargestellt werden. Hierbei bestéatigte sich, wie schon bei den Blutausstri-
chen, dass die Lymphozyten bei der gesunden Maus die starkste Population darstellen
(Abb. 15 a).
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Abb. 20

Durchflusszytometrische Analyse von Blutleukozyten im FSC-SSC Plot:, Darstellung einzelner
Populationen anhand ihrer GréBe (FSC) und Granularitat (SSC); granulaarme kleinere Lympho-
zyten (L) sind im unteren linken Bereich als starkste Fraktion (Punktedichte) abgebildet; gréBere,
granulareichere Monozyten (M) finden sich rechts unten; gréBere und granulareiche Granulozy-
ten (G) sind rechts oben abgebildet
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3.3.5.1 Analyse unspezifischer Effektorzellen aus Splenozyten

Als Marker fir die unspezifische Immunabwehr wurden Antikbper gegen die Oberflachen-
molekile CD11b und Gr1 (Ly6G) eingesetzt. Das murine Oberflachenmolekil CD11b ist
eine Untereinheit von einem Rezeptor fir Komplement- (CR3), Fibrinogen und Endothe-
ladhasionsmolekile, der v. a. auf Makrophagen, Monozyten und Granulozyten, sowie teils
auch auf DZ exprimiert wird. Gr1 ist ein myeloides Differenzierungsantigen, das vor allem
auf reifen Granulozyten exprimiert ist. Des Weiteren erfolgte die Messung der Marker
CD11c (ein vor allem auf dendritischen Zellen exprimiertes Antigen) sowie NK1.1 (NK-
Zellen). DZ und NK-Zellen spielen in ihrer Funktion jedoch nicht nur bei der unspezifischen,
sondern auch der spezifischen Immunabwehr eine Rolle, wobei hier die DZ besonders im
Ubergang von unspezifischer zu spezifischer Immunreaktion und die NK-Zellen durch ihre
ADCC (antikérperabhéangige Zytotoxizitat) und bei der Entstehung von Gedachtnis T-Zellen
(Kelly et al. 2002) von Bedeutung sind (Coupland et al. 2000).

Bei den durchflusszytometrischen Untersuchungen der Splenozyten wurden bei den tumor-
tragenden Kontrolltieren 4,11 % (2,17-15,04) CD11b positive (*), 3,8 % (1,24-6,03) Gr1",
2,86 % (1,77-6,91) CD11c" und 8,34 % (3,88-16,54) NK1.1"-Zellen nachgewiesen (Tab. 3).
Die Analyse der Splenozyten von den Vehikeltieren beider Gruppen zeigte keinen wesent-
lichen Unterschied, es kam lediglich zu einem leichten Anstieg aller vier gemessenen Po-
pulationen auf ca. 7 % bei CD11b, 5 % bei Gr1, 5 % bei CD11c* und 10 % bei den NK1.1*-
Zellen. Dies 1aBt sich als eine unspezifische Reaktion auf die jeweilige i.t. Injektion interpre-
tieren (Tab. 3).

Tab. 3
Durchflusszytometrische Analysen der Splenozyten: Darstellung prozentualer Anteile der Splenozy-
ten, die positiv fir die angegebenen Oberflachenmolekiile gemessen wurden

CD11b Gri NK1.1 CD11c

Kontrolle 4,11 (2,17-15,04) 38 (1,24-6,03) 8,34 (3,88-16,54) 2,86 (1,77-6,91)
Vehikel PBS 7,09 (4,45-16,36) 6,91 (0,34-15) 11,61 (5,14-13,27) 4,83 (3,28-6,86)
Vehikel PlyC; |797 (6,08-10,03) 435  (0,54-10,03) 9,91#  (4,75-14,14) 5,78 (4,37-8,15)
SLS’ Therapie

Tag 7 5,42 (2,89-9,19) 299  (1,16-8,89) 10,67 (7,75-13,43) 3,13 (2,59-5,34)

Tag 14 1,48#+ (0,94-4,59) 1,98 (0,34-2,58) 821  (4,85-13,45) 2,16 (1,2-2,82)

Tag 21 3,89#  (1,55-5,04) 2,18  (4,85-13,45) 597  (4,53-7,31) 1,43 (0,01-3,69)

Tag 28 6,45 (0,72-16,1) 791 (1,2-2,82) 14,38 (4,91-39,34) 3,17 (1,43-4,98)
Lysat Therapie

Tag 7 14,85 #+ (9,8-23,77) 9,61#+ (5,46-16,48) 13,394+ (9,53-21,5) 7,81#+  (6,65-10,97)

Tag 14 14,65#+ (8,72-19,77) 10,06#+ (2,33-18,36) 11,71# (5,7-42,25) 9,09#  (4,88-11,16)

Tag 21 13,33#+ (7,77-16,6) 6,75 (1,59-15,86) 16,47# (7,54-28,16) 75 (4,45-11,08)

Tag 28 13,85#+ (7,17-17,39) 6,65 (2,16-10,63) 17,16# (10,95-40,25) 6,76#+  (6,07-11,89)

Angegeben sind jeweils Median und Spannweite (Xmin-Xmax); Parameterfreier U-Test (Mann-
Whitney); # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel
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Bei Tieren, denen die SLS Mutante i.t. injiziert wurde, zeigte sich bei allen untersuchten
Splenozytenpopulationen ein ahnlicher Verlauf: Nach transienter Abnahme, welche bei den
Granulozyten und Makrophagen an Tag 14 signifikant war, konnte ein terminaler Anstieg
beobachtet werden.

Der Anteil CD11b*, Gr1* (Abb. 21 a), sowie CD11c* Zellen (Abb. 21 b) stieg wieder auf das
Niveau der Ausgangswerte. Die NK-Zellen zeigten darlber hinaus zum Zeitpunkt 28 Tage
eine Zunahme auf 12,72 % (4,91-39,34) (Abb. 21 b).

Die transiente Abnahme von Granulozyten und Makrophagen in der Milz deutete somit auf
die Rekrutierung der Zellen in das Tumorgewebe hin, welche auch mit dem Anstieg des
Anteils an Granulozyten im Differentialblutbild zu vereinbaren ist.
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Abb. 21 aund b

Durchflusszytometrische Analyse der Splenozyten von mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren (n=7
pro Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=5): Darstellung relati-
ver Anteile an Splenozyten, welche flr die Oberflachenmolekiile CD11b, Gr1 (a) bzw. NK1.1 und
CD11c (b) positiv waren, angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), parameterfrei-
er U-Test (Mann—Whitney): # p<0,05 vs. Kontrolle, o AusreiBBer

Bei den mit Lysat behandelten Tieren kam es dagegen zu einem signifikanten Anstieg der
Granulozyten und Makrophagen mit Maximalwerten an Tag 7 und 14 auf ca. 12 % der Po-
pulation. In weiteren Verlauf nahm die Anzahl jedoch ab (Abb. 22 a). DZ und NK-Zellen
stiegen kontinuierlich und den Kontrollgruppen gegenulber signifikant bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes an (Abb. 22 b) und deuten damit auf den Ubergang in eine spezi-

fischen Immunreaktion hin.
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Abb. 22 aund b

Durchflusszytometrische Analyse der Splenozyten von mit Lysat behandelten Tieren (n=7 pro Zeit-
punkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=7): Darstellung relativer Antei-
le an Splenozyten, welche fir die Oberflichenmolekile CD11b, Gr1 (a) bzw. NK1.1 und CD11c (b)
positiv waren, angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin- Xmax), parameterfreier U-Test
(Mann—Whitney): # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel, o/* AusreiBer

3.3.5.2 Analyse unspezifischer Effektorzellen aus Blutleukozyten

Bei der Analyse nicht-adaptiver Effektorzellen im Blut zeigten sich innerhalb der Kontroll-
gruppen (Tumorkontroll- und Vehikelgruppen) keine signifikanten Unterschiede bezlglich
der einzelnen Leukozytenpopulationen. Der Anteil Gr1* Zellen betrug ca. 23 % und der
Anteil CD11b" Zellen 30 %. NK-Zellen wurden im peripheren Blut mit ca. 15 % detektiert
(Tab. 4). Die Zellpopulationen sind somit physiologisch weitaus starker im peripheren Blut
als in der Milz vertreten (s. 3.3.5.1.)
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Tab. 4
Durchflusszytometrische Analysen der Blutleukozyten: Darstellung prozentualer Anteile der Blutleu-
kozytensubpopulationen, die positiv fir die angegebenen Oberflachenmolekiile gemessen wurden

CD11b Gri NK1.1
Kontrolle 31,59 (10,51-58,34) 22,66 (6,84-30,45) 13,95 (6,89-23,75)
Vehikel PBS 29,2 (17,36-37,73) 23,61 (15,23-39,23) 16,66 (7-26,66)
Vehikel PlyC, 32,74 (20,33-57,11) 21,38 (11,66-40,31) 16,05 (7,41-48,48)
SLS  Therapie
Tag 7 17,54+  (7,65-26,48) 8,17+ (2,61-23,43) 14,73 (6,31-30,53)
Tag 14 31,85 (13,46-52,58) 20,85 (4,95-74.88) 37,67"  (9,47-76,22)
Tag 21 48,2 (18,51-75,58) 40,76 (10,83-44,72) 44,02 (8,65-66,33)
Tag 28 37,52 (27,01-56,52) 27,27 (23,71-52,63) 32,88+  (14,57-56,68)
Lysat Therapie
Tag 7 29,03 (20-50,01) 18,73 (14,71-41,56) 23,18 (9,83-45,51)
Tag 14 34,12 (22,35-67,61) 25,8 (9,33-62,96) 24,62 (15,93-70,17)
Tag 21 28,96#  (17,69-67,47) 22,13#  (10,02-63,8) 25,06#+  (18,97-71,76)
Tag 28 51,26#  (18,69-67,1) 35,98#  (9,92-60,25) 37,84#  (24,03-61,09)

Angegeben sind jeweils Median und Spannweite (Xmin-Xmax), Parameterfreier U-Test (Mann-
Whitney); # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel

Bei der mit SLS™ Bakterien behandelten Gruppe zeigte sich ein zu den Splenozyten kontra-
rer Verlauf hinsichtlich der Anzahl der untersuchten Zellen: Nach einem leichten initialen
Abfall an Tag 7 kam es zu einer deutlichen Zunahme CD11b" und Gr1* Zellen (Uber 40 %)
(Abb. 24 b). Im weiteren Verlauf zeigte sich dann ein leichter Riickgang, der Anteil CD11b*
und Gr1* Zellen lag jedoch immer noch Uber dem Niveau der Kontrolltiere (Abb. 23 a). Dies
lasst auf einen starken proinflammatorischen Stimulus schlieBen. Dieser kontrare Verlauf
bestétigt damit auch die vermutete Rekrutierung der Zellen aus der Milz in das periphere
Blut.

Der Anteil der NK-Zellen war zu allen untersuchten Zeitpunkten gegentber den Kontrolltie-
ren erhdht, nahm gegen Ende jedoch wieder tendenziell ab. An Tag 7 konnten 14,73 %
(6,31-30,53) der Zellen als positiv detektiert werden. 28 Tage nach Intervention betrug der
Anteil NK1.1*-Zellen 32,88 % (14,57-56,68). (Abb. 2 b). Somit konnte ebenfalls eine in-
flammationsbedingte Migration dieser Zellen aus der Milz in die Peripherie beobachtet

werden.
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Abb. 23 aund b

Durchflusszytometrische Analyse der Blutleukozyten von mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren
(n=7 pro Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=5): Darstellung
relativer Anteile an Leukozyten, welche fir die Oberflachenmolekile CD11b, Gr1 (a) bzw. NK1.1 (b)
positiv waren, angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), Parameterfreier U-Test
(Mann—Whitney), + p<0,05 vs. Vehikel, o AusreiBer
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Abb. 24 aund b

Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse von Blutleukozyten eines PBS-Vehikelkontroll-
tieres (a) und von einem Therapietier 3 Wochen nach SLS™ Bakterieninjektion (b), Darstellung der
Expression des Oberflachenmolekiils CD11b: Der Peak unter M1 Peak entspricht den CD11b" Zel-
len, der Peak unter M2 entspricht den CD11b" Zellen, die Anzahl positiver Zellen ist nach therapeu-
tischer Intervention deutlich héher
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Durch die Behandlung mit dem Lysat konnte eine derartige Korrelation im Sinne einer gra-
nulozytédren und monozytaren Migration aus der Milz in das periphere Blut nicht beobachtet
werden. Der Anstieg der unspezifischen Effektorzellen in der Milz wahrend der akuten und
postakuten Phase ging auch nicht mit einem entsprechend ausgepragten Anstieg im peri-
pheren Blut einher, was in Konkordanz zu den Differentialblutbildanalysen steht. Erst zu
spateren Zeitpunkten wurde in der Milz eine Abnahme der unspezifischen Effektorzellen
(jedoch nicht unter den Ausgangswert fallend) und im peripheren Blut ein signifikanter An-
stieg nachgewiesen (CD11b auf 51,26 % (18,69-67,1) und Gr1 auf 35,98 % (9,92-60,25))
(Abb. 25 a).

Die NK-Zellen nahmen wie schon in der Milz kontinuierlich und signifikant, insbesondere
zum Ende des Beobachtungszeitraumes auf 37,84 % (24,03-61,09, Abb. 25 b, 26 b) hin zu.
Diese im Vergleich zu den Kontrolltieren aufféllige Erhdhung der NK-Zellen in Milz und Blut
zum Ende des Beobachtungszeitraumes deutet auf die Entwicklung einer spezifischen Ab-
wehr beispielsweise im Rahmen eines ADCC oder der Entstehung von Gedachtnis T-
Zellen hin.
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Abb. 25 aund b

Durchflusszytometrische Analyse der Blutleukozyten von mit Lysat behandelten Tieren (n=7 pro
Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=7): relativer Anteile an
Leukozyten, welche fir die Oberflachenmoleklile CD11b, Gr1 (a) bzw. NK1.1 (b) positiv waren,
angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), parameterfreier U-Test (Mann—
Whitney), + p<0,05 vs. Vehikel, o AusreiBer
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Abb. 26 aund b

Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse von Blutleukozyten eines Vehikel- (a) und ei-
nes Lysattherapietieres 4 Wochen nach Behandlung (b), Darstellung der Expression des Oberfla-
chenmolekils NK1.1 von natirlichen Killerzellen: Der Peak unter M1 entspricht den NK1.1 Zellen,
der Peak unter M2 den NK1.1" Zellen, die Anzahl positiver Zellen ist nach therapeutischer Interven-
tion deutlich erhéht.

Die Analyse unspezifischer Effektorzellen zeigt somit, dass die Injektion der SLS” Mutante
eine starke proinflammatorische Reaktion induzierte, welche mit einer Mobilisierung der
Zellen aus der Milz in das periphere Blut verbunden war, was auch die nachgewiesene
systemische Granulozytose im Differentialblutbild unterstitzt. Eine solche Auswirkung
konnte nach Applikation des Lysates nicht beobachtet werden.

Der systemische Anstieg von NK-Zellen und DZ insbesondere zum Ende des Beobach-
tungszeitraumes hin als Zeichen eines Ubergangs in die spezifische Immunabwehr war
nach Lysatbehandlung deutlicher und héher als bei den mit der SLS™ Mutante therapierten

Tieren.

3.3.5.3 Analyse spezifischer Effektorzellen aus Splenozyten

Zur Detektion von T-Zellen wurden Antikdrper gegen den T-Zellrezeptorkomplex CD3, wel-
cher auf allen reifen T-Zellen exprimiert ist, gegen CD4 (T-Helfer Zellen) und CD8a (zytoto-
xische T-Zellen) eingesetzt. B-Zellen wurden nach Markierung mit einem anti-CD19 Anti-
kérper nachgewiesen. CD19 ist ein Differenzierungsantigen der B-Zellen, welches beson-
ders bei der Differenzierung zu reifen B-Zellen exprimiert und bei reifen Plasmazellen wie-
der herunterreguliert wird. Zusatzlich wurden die Zellen auf die Expression von CD40 un-
tersucht, einem auf B-Zellen und Makrophagen exprimierten Rezeptor, bei dessen Ko-
Stimulation durch CD4* T-Zellen (als ,second signal“ neben der Stimulation durch ein Anti-
gen) es zur Differenzierung und Wachstum der B-Zellen bzw. zur Zytokinausschittung bei
Makrophagen kommt (Janeway & Travers 1999). Als Marker fir die T-Zellaktivierung wur-



Ergebnisse 47

den Antikdrper gegen die Oberflachenmolekiile CD80 und CD86 (auch bekannt als B7.1
und B7.2) eingesetzt, sowie Antikdrper gegen CD25. CD80 und CD86 sind auf APZ expri-
mierte Moleklle, die zur Kostimulation von zytotoxischen T-Zellen benétigt werden, wobei
CD80 vor allem auf B-Zellen exprimiert wird und CD86 auf allen APZ (Monozyten, DZ und
aktivierten B-Zellen) vorkommt. CD25 (IL-2 Rezeptor a— Kette) wird bei Aktivierung von T-
Zellen hochreguliert (wobei ebenso auch auf Monozyten und B-Zellen bei Aktivierung der-
selben eine Hochregulation erfolgt). Infolge der T-Zellaktivierung werden dann die kostimu-
latorischen Molekile CD40L, CD80 bzw. CD86 hochreguliert, die zur weiteren Immunsti-
mulierung beitragen.

Der Anteil CD3" T-Zellen betrug bei den Tumorkontrolltieren 33,06 % (15,05-48,88) der
Splenozyten und der Anteil der B-Zellen 28 %. CD80 und CD86 wurden bei 10,68 % (7,23-
26,29) bzw. 1,76 % (0,25-11,98) der Zellen detekiert. Der Anteil CD25" Zellen lag bei

7,37 % (3,11-12,19). Bei den Vehikelkontrolltieren wurden keine wesentlichen Unterschie-
de bei den T-Zellen nachgewiesen (Tab. 4).

Tab. 4
Durchflusszytometrische Analysen der Splenozyten: Darstellung prozentualer Anteile der Splenozy-
ten, die positiv fir die angegebenen Oberflachenmolekiile gemessen wurden

CD3 CD4 CD8 CD19 CD40 CD25 CD80 CD86
33,06 12,83 8,4 26,74 29,86 7,37 10,68 1,76
Kontrolle (15,05-48,08) | (4,97-20,71) | (4,97-20,71)| (6,72-47,03) | (6,47-45,28) | (3,11-12,19) | (7,23-26,29) | (0,25-11,98)
. 32,03 13,2 8,24 36,34 49,78 4,61 13,46+ 5,24
Vehikel PBS | (6,84-33,24) | (3,87-17,39) | (2,75-8,86) | (12,9-41,43) | (11,92-58,89)| (4,61-12,2) | (7,51-18,79) | (1,54-9,55)
. 17,46 4,8 3,84 22,45 27,91 8,48 16,32 6,38
Vehikel PlyC+ | (9,84-29,24) | (2,34-18,66) | (2,48-13,61) | (10,6-48,35) | (13,69-46,28)| (5,62-11,63) | (6,51-2284) | (0,12-27,24)
SLS  Therapie
30,4 8,45 6,57 32,29 37,3+ 5,94# 16,89#+ 7,95 #+
Tag7 (13,89-49,41) | (3,55-16,41) | (2,81-11,45)| (8,46-44,77) | (16,83-47,28)| (3,93-7,5) (6,78-43,44) | (0,98-22,56)
8,53#+ 2,44 2,24 9,97 12,54#+ 4,35#+ 15,03#+ 1,44
Tag 14 (4,85-38,03) | (1,63-13,69)| (1,63-9,55) | (4,21- 42,81) | (7,52-43,71) | (0,01-7,23) | (5,46- 23,61) | (0,41-5,62)
10,59 4 5 14,6 16,59+ 4,444+ 7,3#+ 1,25 #
Tag 21 (3,65-26,71) | (1,58-12,02)| (7,19-7,69) | (6,84-41,88) | (7,29-25,86) | (2,96-18,66) | (5,77-23,15) | (0,11-2,9)
12,05 3,31 3,15 11,43 26,52 7,55#+ 15,83#+ 3,02
Tag 28 (5,53-30,13) | (2,1-11,12) | (1,02-5,55) | (3,93-18,22) | (13,86-45,63)| (4,38-10,68) | (10,06-8,22) | (0,99-14,61)
Lysat Therapie
27,77+ 11,24+ 7,73+ 50,33 61,1 15,43# 26,7#+ 9,25
Tag7 (23,8-33,67) | (5,89-14,31) | (6,45-9,34) | (42,09-56,23)| (54,16-69,08)| (4,98-20,41) | (13,68-38,15)| (2,53-17,86)
27,32+ 9,21 8,19+ 40,68 48,59 17,6#+ 27,044+ 13,26#+
Tag 14 (18,25-32,14) | (3,47-11,92) | (4,09-13,75) | (28,32-53,75)| (40,91-65,54)| (11,73-26,12)| (11,04-33,59) | (6,46-16,04)
29,5+ 10+ 7,42 35,37 44,55 17,17#+ 29,054+ 15,07
Tag 21 (15,41-37,58) | (4,7-17,47) | (3,59-15,5) | (16,89-54,19)| (41,36-66,35)| (8,67-26,27) | (10,82-42,25)| (3,43-32,07)
23,16+ 9,21 5,93 38,78 39,18 15,31#+ 25,47#+ 13,4#
Tag 28 (9-35,73) (2,55-16,34) | (2,31-10,82) | (11,68-47,61)| (27,3-70,49) | (7,64-35,32) | (15,46-53,12)| (3,76-24,51)

Angegeben sind jeweils Median und Spannweite (Xmin-Xmax), Parameterfreier U-Test (Mann-
Whitney); # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel

Infolge der Behandlung mit den SLS™ Bakterien kam es zu einer kontinuierlichen Abnahme
der T-Zellen (auch bei den Ansolutwerten). An den Tagen 21 und 28 nach Injektion wur-
den jeweils nur noch ca. 10 % CD3* T-Zellen detektiert (Abb. 27 b, 28 a). Dies weist auf
eine systemisch hamatotoxische Wirkung der vitalen Bakterien hin. Die Marker fir die T-
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Zellaktivierung fielen nach einem leichten initialen Anstieg im Verlauf deutlich ab und

zeigten erst zum Ende des Beobachtungszeitraumes wieder einen Anstieg (Abb. 29 b).
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Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse eines Vehikelkontrolltieres (a) und eines SLS
Bakterien Therapietieres 4 Wochen nach Behandlung (b), die auf die Expression des

Oberflachenmolekils CD3 (T Zellen) untersucht wurden: Der Peak unter M1 entspricht den CD3

Zellen, der Peak unter M2 den CD3" Zellen, bei dem Vehikeltier waren ca. 30 % der Zellen positiv
(M2 Abb. a), bei dem Therapietier hingegen maximal 10 % (M2 Abb. b)
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Durchflusszytometrische Analyse der Splenozyten von mit SLS behandelten Tieren (n=7 pro Zeit-
punkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=5): Darstellung relativer An-
teile der T-Zellen (a), bzw. Zellen, die bei T-Zellaktivierung verstarkt exprimierte Oberflachenmole-
kile aufweisen (b), angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), Parameterfreier U-
Test (Mann—Withney): # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel, o/* AusreiBer



Ergebnisse 49

Dagegen konnte in Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse der Splenozyten von
mit Lysat behandelten Tieren eine kontinuierlich héhere Anzahl der T-Zellen (CD3) im
Vergleich zu den Vehikeltieren identifiziert werden (Abb. 29 a). Ebenfalls kam es zu einer
kontinuierlichen, teilweise auch gegeniiber den Kontrolltieren signifikanten Zunahme der T-
Zellaktivierungsmarker (Abb. 51). Die T-Zellaktivierung war bei den mit Lysat behandelten
Tieren somit deutlich starker mit Maximalwerten bis 17 % (CD25), 29 % (CD80) und 15 %
(CD86) als bei den mit SLS™ Bakterien therapierten Tieren mit 7 % (CD25), 16 % (CD80)
und 7 % (CD86).
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Abb. 29 aund b

Durchflusszytometrische Analyse der Splenozyten von mit Lysat behandelten Tieren (n=7 pro
Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=7): Darstellung relativer
Anteile der T-Zellen (a), bzw. Zellen, die bei T-Zellaktivierung verstarkt exprimierte Oberflachen-
molekiile aufwiesen (b), angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), Parameter-
freier U-Test (Mann—Whitney): # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel, o/* AusreiBBer

Auch die B-Zellpopulation verringerte sich nach der SLS  Mutanten Injektion kontinuierlich
auf einen der Vehikelgruppe (36,34% (12,9-41,43)) gegenuber signifikant niedrigeren
Splenozytenanteil von 11,43 % (3,93-18,22) am Tag 28 p.i.. Einen &hnlichen Verlauf zeigte
die Expression des Oberflachenmolekils CD40. Beide Zellpopulationen stiegen tendenziell
gegen Ende jedoch wieder an (Abb. 30 b, 31 a).

Nach Lysatinjektion hingegen wurde initial eine Zunahme der B-Zellpopulation beobachtet,
die erst im weiteren Verlauf leicht abfiel (Abb. 31 b).
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Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse eines Vehikelkontrolltieres (a) und eines SLS
Bakterien Therapietieres 4 Wochen nach Behandlung (b), Darstellung der Expression des Oberfla-
chenmolekils CD19 (B Zellen): Der Peak unter M1 entspricht den CD19" Zellen, der Peak unter M2
den CD19" Zellen, bei den Kontrollgruppen waren ca. 30 % der Zellen positiv (M2 Abb. a), bei dem
Therapietier hingegen maximal 10 % (M2 Abb. b).
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Abb. 31 aund b

Durchflusszytometrische Analyse der Splenozyten von mit SLS™ Bakterien und Lysat behandelten
Tieren (n=7 pro Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=5 bzw. 7):
Darstellung relativer Anteile der Splenozyten, die fir die B-Zellen und bei deren Aktivierung typische
Oberflachenmoleklle exprimierten, angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax),
parameterfreier U-Test (Mann—-Whitney):# p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel, o/* AusreiBer
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3.3.5.4 Analyse spezifischer Effektorzellen aus Blutleukozyten

Bei der Analyse der spezifischen immunkompetenten Zellen aus dem peripheren Blut zeig-
ten sich bei der Verteilung der T-Zellen keine Unterschiede zwischen den beiden Kontroll-
und Vehikelgruppen. Nur bei den B-Zellen fiel generell ein leichter Anstieg bei den Vehikel-
tieren beider Gruppen auf. Der Anteil CD3* und CD19" T-Zellen betrug in der Kontrollgrup-
pe 27,62 % (17,34-34,15) bzw. 34,22 % (28,06-60,42) (Tab. 6.).

Tab. 6

Durchflusszytometrische Analysen der Blutleukozyten: Darstellung prozentualer Anteile der Blutleu-
kozyten, die positiv fir die angegebenen Oberflachenmolekiile gemessen wurden

CD3 CD4 CD8 CD19

Kontrolle 28,102 (17,34-34,15) 16,08 (10,3-21,71) 11,31 (0,08-12,15) 35,12 (28,06-60,42)
Vehikel PBS 27,37 (21,5-39,21) 15,54  (10,56-25,56) 11,58 (8,89-19,4) 41,52 (31,04-48,87)
Vehikel PlyC;, 28,93 (18,02-30,83) 12,03 (7,91-18,94) 8,12  (6,93-10,93) 38,50 (22,43-52,79)
SLS’ Therapie

Tag7 35,63 (22,33-48,28) 19,37 (9,96-24,92) 11,4 (8,8-15,59) 46,59 (39,59-63,48)
Tag 14 29,78 (9,59-32,53) 13,73 (9,7-15,86) 8,88 (6,1-16,81) 40,83 (12,14-57,07)
Tag 21 17,33 _(6,34-33,06) 9,97 (3.58-17,46) 712 (3.89-13,08) | 27.65 (10,71-47,31)
Tag 28 26,72 (20,07-28,97) 13,53 (12,41-18,11) 10,49 (8,82-11,82) 41,11 (24,66-54,11)
Lysat Therapie

Tag 7 29,23+ (24,07-76,81) 15,63+ (14,94-18,34) 10,35 (9,09-11,95) 43,13 (27,7-50,1)
Tag 14 32,82 (15,75-68,26) 13,24 (8,05-27,08) 10,04 (6,43-13,68) 32,93 (18,3-62,72)
Tag 21 32,72+ (18,89-38,97) 15,7 (8,68-22,6) 12,34+ (6,5-14,17 40,99 (18,31-,03)
Tag 28 27,47 (12,74-29,89) 10,644 (8,05-15,95) 844  (6,62-1595) | 29,17 (17,9-49,19)

Angegeben sind jeweils Median und Spannweite (Xmin-Xmax), parameterfreie U-Test (Mann-Whitney):
# p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel, o/*AusreiBer

Die mit SLS™ Bakterien behandelten Tiere zeigten im Verlauf nach einem initialen Anstieg
auf 35,63 % (22,33-48,28) an Tag 7 p.i. einen transienten Ruckgang der CD3" T-Zellen bis
zum Tag 21 auf 17,33 % (6,34-33,06). Zum Ende des Beobachtungszeitraumes zeigten
sich jedoch mit 26,72 % (20,07-28,97) den Kontrollgruppen gegenuber vergleichbare Werte
(ca. 28 %) (Abb. 32 a).

Die Therapie mit SLS™ Bakterien flhrte damit zu einer generellen transienten systemischen
Abnahme der T-Zellen, wie schon in der Splenozytenanalyse detektiert, die vermutlich to-
xisch bedingt ist und erst gegen Ende des Experiments wieder kompensiert wurde. Auch
die Analyse der B-Zellen zeigte einen vergleichbaren transienten Abfall und erst terminalen
Wiederanstieg. Bei den absoluten Werten zeigte sich zwar eine leichte Abweichung in
Form von wieder ansteigenden Zahlen zuvor abgefallenen T- und B-Zellen an Tag 7 und
21. Dies widerspricht jedoch dem zu den relativen Werten korrelierende Abfall der Lym-
phozyten im Differentialblutbild ebenso wie den &hnlichen Verlaufen der Splenozyten bei
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dem Wildtyp aus den Vorarbeiten. Die Abweichungen sind daher als Auswirkungen von
AusreiBerwerten, welche zu diesen beiden Zeitpunkten bei den Analysen der Blutbilder
auftraten, zu werten und die Ergebnisse - wie bei den Relativwerten dargestellt - tatsach-
lich als Abfall der Lymphozyten zu sehen.
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Abb. 32 aundb

Durchflusszytometrische Analyse der Blutleukozyten von mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren
(n=7 pro Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=5): Darstellung
relativer Anteile an T- und B-Zellen, angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax)-0/*
= AusreiBBer

Die Behandlung mit dem Lysat fUhrte hingegen zu einem gegentber den Vehikelkontrolltie-
ren teilweise signifikanten Anstieg von T-Zellen. Initial kam es zu einer Zunahme von CD4*
T-Helferzellen. Im weiteren Verlauf wurden dann vermehrt CD8" zytotoxische T-Zellen
nachgewiesen (Abb. 33 a). Der Verlauf der B-Zellen war unspezifisch mit nicht signifikan-
ten Zu- und Abnahmen im Verlauf und IaBt somit keine eindeutige Aussage zu (Abb. 33 b).
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Abb. 33 aund b

Durchflusszytometrische Analyse der Blutleukozyten von mit Lysat behandelten Tieren (n=7 pro
Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=7): Darstellung relativer
Anteile der T- und B-Zellen, angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), Parameter-
freier U-Test (Mann—-Whitney): # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel, o/* = AusreiBer

Somit zeigte die Analyse der spezifischen Effektorzellen, anhand der abfallenden B- und T-
Zellen bei den mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren, dass die vitalen Bakterien zun&chst
einen suppressiven Effekt auf das Immunsystem (eine systemische hamatotoxische Wir-
kung) vermitteln. Diese Ergebnisse werden unterstitzt durch die bereits detektierte E-
rythro-, Thrombo- und Lymphopenie in den Blutbildanalysen der mit SLS™ Bakterien be-
handelten Tiere.

Dahingegen flhrte die Applikation des Lysates nur zu einer geringen Verschiebung der T-
Zellen aus der Milz in das periphere Blut. Ebenso kam es zu keiner Abnahme der Anzahl
systemischer Leukozyten. Ferner konnte eine massive und deutlichere Zunahme der T-
Zellaktivierungsmarker bei mit Lysat behandelten Tieren verzeichnet werden.

Des Weiteren lieB sich anhand der Ergebnisse der untersuchten spezifischen Effektorzell-
populationen im Vergleich mit der Entwicklung des Tumorvolumens konstatieren, dass ins-
besondere die Anzahl der T-Zellen und deren Aktivierung mit der Tumorprogression (bei
abnehmender T-Zellanzahl) bzw. der Tumorregression (bei steigender T-Zellanzahl) korre-
lierte.
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3.3.5.5 Analyse des Proliferations- und Eisenstoffwechselmarkers CD71
bei den Splenozyten

Ein weiteres untersuchtes Oberflachenmolekil bei den Splenozyten war das CD71 Trans-
ferrinrezeptorantigen. Seine Expression wird abhangig vom Zellbestreben, Eisen vermehrt
oder vermindert aufzunehmen, reguliert. Eine Hochregulation findet vor allem bei erhdhtem
Eisenbedarf z.B. im Rahmen der Entwicklung erythroider Zellen sowie nach mitogener Ak-
tivierung von B- und T-Zellen statt.

Bei den Kontrolltieren lag der Anteil der CD71* Zellen bei 20,41 % (9,42-48,15), bei den
Vehikeltieren bei 10,25 % (2,44-22,69).

Nach i.t. Applikation der SLS™ Bakterien kam es im Verlauf zu einem massiven Anstieg an
CD71" Zellen, welcher an den Tagen 21 und 28 p.i. mit rund 70 % gegenlber beiden Kon-
trollgruppen statistisch signifikant war (Abb. 34 a, 35 a). Diese massive Zunahme CD71"
Zellen korrelierte mit dem AusmaB der Splenomegalie und der erhéhten Anzahl an Spleno-
zyten (s 3.3.3). Infolge der Lysatbehandlung hingegen trat keine Zunahme CD71 exprimie-
render Zellen ein (Abb. 34 b). Parallel dazu blieb die absolute Zellzahl konstant. Die Sple-

nomegalie war weniger ausgepragt.
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Abb. 34 aund b

Durchflusszytometrische Analyse der Splenozyten von mit SLS™ Bakterien und Lysat behandelten
Tieren (n=7 pro Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=5 bzw. 7):
Darstellung realitver Anteile der Splenozyten, die den Transferrinrezeptor CD71 exprimierten, ange-
geben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), parameterfreier U-Test (Mann-Whitney) #
p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel, o/* AusreiBer



Ergebnisse 55

Q
(o

PBS_CD 71.012

2 o 14T6_CD71.012
u

R E

n @ o;___!

E ™ £ 3 M1

80 80:

3 = O “

(@] M2 [ W=

™ 3 3

(@) o

100 10" 102 103 10? 109 10" 102 10% 104
FITC FITC

Abb. 35aund b

Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse eines PBS-Vehikelkontrolltieres (a) und eines
SLS Bakterien Therapietieres 2 Wochen nach Behandlung (b), Darstellung der Expression des O-
berflachenmolekiils CD71: Der Peak unter M1 entspricht den CD71" Zellen, der Peak unter M2 den
CD71" Zellen, nach therapeutischer Intervention zeigte sich ein deutlich stéarkerer zweiter Peak der
CD71" Zellen

Da sich der massive Anstieg von CD71" Zellen nach SLS™ Bakterieninjektion jedoch nicht in
einer vergleichbar starken T- oder B- Zellproliferation widerspiegelte, wurden zusétzlich
Doppelmarkierungen der Splenozyten jeweils mit einem CD71-PE Antikérper und je einem
der anderen in dieser Arbeit verwendeten FITC-gelabelten Marker durchgefihrt, um die Art
der proliferierenden Zellen bestimmen zu kénnen. Diese Untersuchungen brachten jedoch
keine eindeutig positiven Ergebnisse fur spezifische oder unspezifische Effektorzellen. Eine
CD71 Expression wurde bei fast allen Zellpopulationen jeweils nur bei 0,2-2% der Zellen
detektiert (Abb. 36 a — d). Lediglich CD25" und CD80" Zellen (generell aktivierte Zellen)
zeigten eine etwas starkere Expression von CD71 (ca. 5 %, Abb. 36 e und f), was zumin-
dest auf eine verstarkte Eisenaufnahme aktivierter Zellen (Makrophagen, B-, T- Zellen)
hinweist.

Auch eine Doppelmarkierung mit CD34, einem Marker flr hdmatopoetische Vorlauferzel-
len, zeigte keine positive Farbung fir CD71. Somit konnte die massive Erhdéhung der
CD71" Zellen bis auf einige aktivierte Zellen zunachst nicht eindeutig einer bestimmten
Zellpopulation zugeordnet werden.
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Darstellung von Dot Plots der durchflusszytometrischen Analysen von Splenozyten eines SLS
Bakterien Therapietieres mit Doppelfarbung durch CD71 PE-AK und NK1.1-; CD3-, CD19- bzw.
Gr1-FITC-AK, bei den NK-Z (CD71/NK1.1 ca. 2%), bei den Granulozyten (CD71/Gr1 ca.0,3%),
bei den T-Zellen (CD71/CD3 ca. 0,5%) und bei den B-Zellen (CD71/CD19 ca.1%) konnte keine
starke Expression der Transferrinrezeptoren gefunden werden, ebenso nicht bei den Makropha-
gen (CD11b) hier nicht dargestellt, lediglich bei CD25" und CD80" Zellen lieBen sich etwas ver-

mehrt Transferrinrezeptoren detektieren (ca.5%)
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3.3.5.6 Analyse von Adhasionsmolekiilen bei Effektorzellen der
Splenozyten

Als weitere Oberflachenmarker wurden die Adhéasionsmolekile CD54 (= ICAM1) und
CD62L untersucht. CD54 wird auf verschiedenen hdmatopoetischen Zellen exprimiert und
spielt sowohl bei der Interaktion zwischen APZ und T-Zellen, als auch bei der Interaktion
von zytotoxischen T-Zellen und ihren Zielzellen eine Rolle. CD62L ist ein Adhasionsmole-
kal, das vor allem zur endothelialen Leukozytenadhé&sion von B-Zellen, T-Zellen, Monozy-
ten und NK-Zellen und nachfolgender transendothelialer Migration notwendig ist (Janeway
& Travers 1999).

In Splenozyten von Tumorkontrolltieren wurde CD54 auf 8,37 % (4,67-18,19) der Zellen
und CD62L auf 21,38 % (21,18-61,2) der Zellen detektiert. Bei den PBS-Vehikeltieren wa-
ren beide Marker leicht erhéht, die PlyC;-Vehikeltiere zeigten eine normale Expression der
Marker (Tab. 7).

Tab. 7
Durchflusszytometrische Analysen der Splenozyten: Darstellung prozentualer Anteile der Splenozy-
ten, die positiv fir die angegebenen Oberflachenmolekiile gemessen wurden.

CD54 CD62L

Kontrolle 8,37 (4,67-18,19) 21,38 (21,18-61,2)
Vehikel PBS 25,16 (13,99-49,83) 4515 (10,47-48,65)
Vehikel PlyC, 19,95 (11,03-28,83) 17,4 (8,27-47,65)
SLS’ Therapie

Tag 7 18,18#+ (10,06-30,39) 21,95+ (22,86-64,09)
Tag 14 8,59+  (4,11-22,75) 7,12#+ (3,31-29,84)
Tag 21 11,62#+ (9,48-15,44) 807  (1.42-20,41)
Tag 28 12,6#+ (5,16-26,55) 7,89 (0,82-29,23)
Lysat Therapie

Tag 7 32,93#+ (22,65-44,62) 40,67+ (19,62-59,77)
Tag 14 30,69#+ (26,47-33,44) 48,964#+ (36,74-59,28)
Tag 21 28,84#+  (16,87-42,29) 4592 (11,21-48,3)
Tag 28 38,87#+ (13,07-47,95) 38,05  (6,78-62,27)

Angegeben sind jeweils Median und Spannweite (Xmin-Xmax); Parameterfreier U-Test (Mann-
Whitney); # p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel

Bei den mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren kam es im Verlauf zu einer Abnahme der
Anzahl der Adhdsionsmolekile, welche teilweise gegenlber der Vehikelgruppe mit 8 %
(CD54) bzw. 7 % (CD62L) signifikant war und mit dem Verlauf der T- und B-Zell-
Subpopulationen korrelierte (Abb. 37 a).
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Bei den mit Lysat behandelten Tieren nahm die Gr6Be beider Zellsubpopulationen, die die
jeweiligen Adhasionsmolekile exprimierten, hingegen massiv und signifikant gegentber
der Kontroll- und Vehikelgruppe auf bis zu 38 % (CD54) bzw. 48 % (CD62L) zu (Abb. 37 b
und 38 b). Dies kdénnte Ausdruck einer starkeren Aktivierung immunkompetenter Zellen

sein.
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Abb. 37 aund b

Durchflusszytometrische Analyse der Splenozyten von mit SLS™ Bakterien (a) und Lysat behandel-
ten Tieren (b) (n=7 pro Zeitpunkt) im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=5
bzw. 7): Darstellung relativer Anteile der Splenozyten, die Adhasionsmoleklle exprimierten, ange-
geben sind der Median und die Spannweite (Xmin-Xmax), parameterfreier U-Test (Mann-Whitney): #
p<0,05 vs. Kontrolle, + p<0,05 vs. Vehikel, o/* AusreiBer
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Abb. 38aundb
Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse eines Vehikelkontrolltieres (a) und eines The-
rapietieres 2 Wochen nach Lysatbehandlung (b), Darstellung der Expression des Oberflachenmole-
kils CD62L: Der Peak unter M1 entspricht CD62L" Zellen, der unter M2 CD62L" Zellen, bei den
Kontrollgruppen waren nur ca. 17 % der Zellen positiv (M2 li), nach therapeutischer Intervention
hingegen bis zu ca. 50 % (M2 re)
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3.4 Untersuchungsergebnisse zum lokalen Effekt der Therapie

Um lokale Veranderungen im Tumorgewebe verfolgen und infiltrierende Zellen identifizie-
ren zu kénnen, wurden aus dem Tumorgewebe Gefrierschnitte angefertigt und diese an-
schlieBend histologisch auf Entziindungszellen bzw. immunhistologisch auf infiltrierende

Immunzellen untersucht.

3.4.1 Histologie

Far die histologischen Untersuchungen wurden aus den Gefrierschnitten mit der HE Far-
bemethode Ubersichtspraparate und mit der As-D Farbemethode Praparate zum Nachweis
der Granulozyteninfiltration hergestellt.

Die HE Préparate zeigten ein undifferenziertes pleomorphkerniges Tumorgewebe mit we-
nig bindegewebigen Anteilen. Tumorzellnekrosen mit teilweise sichtbarer Leukozyteninfilt-
ration waren vor allem bei Therapietieren identifizierbar, die schon makroskopisch deutli-
che Nekrosen aufgewiesen hatten (Abb. 39).

Abb. 39

HE-Praparat eines mit SLS™ Bakterien behandelten Tieres: Das Tumorgewebe besteht aus poly-
morphkernigen Zellen, um nekrotische Areale (Markierung) lassen sich Leukozytenakkumulationen
erkennen

Die PBS-Vehikelkontrolltiere zeigten mit 12 infiltrierenden Granulozyten/mm? kaum Unter-
schiede gegenilber den Kontrolltieren (ca. 16 Zellen/mm?. Bei den PlyC;-
Vehikelkontrolltieren infiltrierten signifikant weniger Granulozyten (unter 5 Zellen/mm?) in
das Tumorgewebe als bei den Kontrollgruppen. Die Applikation des Lysins induziert folglich
lokal keine nachweisbare Inflammation.

Bei den mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren jedoch konnte eine erhdhte Granulozytenin-
filtration beobachtet werden, welche an Tag 14 mit liber 40 Granulozyten/mm? am stérks-
ten ausgepragt und den Kontrollgruppen gegenuber signifikant erhdht war (Abb. 40 a, 41
b). Im Verlauf ging die Infiltration wieder zurtick, blieb jedoch immer noch Uber dem Niveau
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der Kontrolltiere. Diese granulozytére Infiltration in das Tumorgewebe korrelierte dabei mit
dem Anstieg der Granulozyten im peripheren Blut (s. Abb. 14 a und 3.3.5.2). Die vitalen
Bakterien wirkten somit sowohl systemisch als auch lokal als starker proinflammatorischer
Stimulus.

Bei den mit Lysat therapierten Tieren zeigte sich &hnlich wie auch bei den mit SLS™ Bakte-
rien behandelten Tieren eine Granulozyteninfiltration initial bis Tag 14 (Abb. 42 b) im Sinne
einer lokalen Inflammation. Dabei war die Anzahl infiltrierender Zellen mit bis zu 20 Zel-
len/mm?® gegeniiber den mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren zwar geringer, jedoch im
Vergleich zu den PlyCs-Vehikelkontrolltieren auf das Vierfache erhéht (Abb. 40 b). Da im
peripheren Blut hingegen keine entsprechende Granulozytose zu finden war (s. Abb. 14 b
und 3.3.5.2), bleibt die proinflammatorische Wirkung des Lysates somit im Gegensatz zu
der der vitalen Bakterien nur lokal begrenzt.

a i.t. Infiltration Granulozyten b it Infiltration Granulozyten
60
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Hontlrolle U'eh;hel Ta;? Taglu Tagl21 Tag lzB Kor;mlle Ver‘luel Ia;;? rau‘ 14 Iao’21 Tag‘zs
nach SLS Bakterien Infektion nach Lysat- Injektion

Abb. 40 aund b

Darstellung der Infiltration von Granulozyten pro mm?in das Tumorgewebe von mit SLS’ Bakterien
behandelten Tieren (n=7 pro Zeitpunkt) (a) und Lysat behandelten Tieren (n=7 pro Zeitpunkt) (b) im
Vergleich zu den Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n= 7), angegeben sind der Median und die
Spannweite (Xmin-Xmax), Parameterfreier U-Test (Mann—Whitney):# p<0,05 vs. Kontrolle, +p<0,05 vs.
Vehikel, o/*=AusreiBer
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Abb.41aund b

Lichtmikroskopische Aufnahme (Original x 40) des Tumorgewebes eines PBS-Vehikelkontrolltieres
(a) und eines Therapietieres 14 Tage SLS Bakterienbehandlung (b): Das Gewebe wurde als Ge-
frierschnitte mit Hilfe der As-D-Farbung aufgearbeitet, nach Therapie mit der SLS™ Mutante waren
deutlich mehr Infiltrate nachweisbar als bei den Kontrolltieren (Pfeile)
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Abb. 42 aund b

Lichtmikroskopische  Aufnahme  (Original x 40) des Tumorgewebes eines PlyC;-
Vehikelkontrolltieres (a) und eines Therapietieres 14 Tage nach Lysatbehandlung (b): Das Gewebe
wurde als Gefrierschnitte mit Hilfe der As-D-Farbung aufgearbeitet, nach Therapie mit dem Lysat
waren mehr Infiltrate nachweisbar als bei den Kontrolltieren (Pfeile)

3.4.2 Immunhistologie

Der Nachweis infiltrierender CD4" T-Helferzellen und CD8" zytotoxischer T-Zellen erfolgte
mit Hilfe der ABC-Methode.

Bei den mit SLS™ Bakterien behandelten Tieren war bei dem Verlauf der infiltrierenden An-
zahl der CD4" Zellen keine klare Tendenz und lediglich ein leichter initialer Anstieg auf ca.
40 Zellen/mm? zu erkennen. Dar(iber hinaus wurde jedoch ein konstanter Anstieg der CD8"
zytotoxischen T-Zellen beobachtet, welcher insbesondere an den Tagen 7 und 21 gegen-
tber den Kontrolltieren signifikant war. Im weiteren Verlauf konnte lediglich eine moderate
zellulare Infiltration nachgewiesen werden (Abb. 43 a, 44 b).

Bei den mit Lysat behandelten Tieren wurde zu allen Zeitpunkten eine leichte Erhéhung
der infiltrierenden T-Helferzellen auf bis zu ca. 60 Zellen/mm? detektiert. Die Infiltration der
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CD8" Zellen war deutlich und teilweise gegeniuiber den Kontrolltieren signifikant auf bis zu
ca. 90 Zellen/mm? erhdht und nahm erst gegen Ende des Beobachtungszeitraumes wieder
ab (Abb. 79, 83).

a i.t. Infiltration CD4 und CD8 b i.t. Infiltration CD4 und CD8
positiver Zellen positiver Zellen
1 Mco * s00 M cos
400 I cos B cos
#
+
(] o *
E -
% 200 - = 200 #
N I
& <
#
ﬂ T 0
T T I I 1 1 T T T T T T
Kontrolle Vehikel Tag7 Tag14 Tag21 Tag28 Kontrolle Vehikel Tag7 Tag14 Tag21 Tag28

nach SLS- Bakterien Infektion nach Lysat Injektion

Abb.43aund b

Darstellung der Infiltration von CD4" und CD8" Zellen pro mm? in das Tumorgewebe von Tieren
(n=7 pro Zeitpunkt) nach SLS™ Bakterieninjektion (a) und nach Lysatinjektion (b) im Vergleich zu den
Kontrollgruppen (Kontrolle n=7, Vehikel n=7), angegeben sind der Median und die Spannweite (Xmin-
Xmax), Parameterfreier U-Test (Mann—Whitney): # p< 0,05 vs. Kontrolle,

+p< 0,05 vs. Vehikel, o/*=AusreiBer

R A

Abb. 44 aund b

Lichtmikroskopische Aufnahme (Original x 40) des Tumorgewebes eines PBS-Vehikelkontrolltiers
(a) und eines Therapietieres am Tag 21 nach SLS™ Bakterienbehandlung (b): Das Gewebe wurde
als Gefrierschnitt mittels der ABC Farbemethode immunhistochemisch auf CD8" Zellen untersucht,
nach Behandlung kam es zu einer Zunahme braun gefarbter CD8" infiltrierender T-Zellen (Pfeile)
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Abb. 45 aund b

Lichtmikroskopische Aufnahme (Original x 40) des Tumorgewebes eines PlyC;-Vehikelkontrolltiers
(a) und eines Therapietieres 21 Tage nach Lysatbehandlung (b): Das Gewebe wurde als Gefrier-
schnitt mittels der ABC Farbemethode immunhistochemisch auf CD8" Zellen untersucht, nach der
Behandlung mit dem Lysat kam es zu einer deutlichen Zunahme braun gefarbter CD8" infiltrieren-
der T-Zellen (Abb. 45 b) im Vergleich zu den Kontrolltieren

Die immunhistologischen Analysen der Tumorgewebe zeigten somit, dass die Applikation
des Lysates eine starkere Infiltration von zytotoxischen (CD8") und T-Helferzellen (CD4")
induzierte als die SLS™ Mutante. Das Ausma@f der Infiltration korrelierte auBerdem direkt mit

der beobachteten Tumorregression in vivo.
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4 Diskussion

Das humane duktale Pankreaskarzinom zeichnet sich durch eine ausgepragte Resistenz
gegenlber den etablierten Behandlungsmethoden aus (Muerkdster et al. 2004, Hochster et
al. 2006) und zahlt daher zu den Tumorerkrankungen mit duBerst schlechter Prognose
(Gudjonsson 1987, Léhr et al. 2003, GEKID/RKI 2006). Um eine prognostisch giinstigere
chirurgische Therapie durchfihren zu kdnnen, erfolgt die Diagnose meist zu spat (Richter
et al. 2003). Es ist daher dringend erforderlich, neue Therapieanséatze zu entwickeln, die zu
einer Tumorregression und damit zu einer besseren Prognose der Patienten fuhren.

Die bereits bei anderen Tumorentitdten sowohl tierexperimentell (Berendt et al. 1978,
Agrawal et al. 2004) als auch schon im klinischen Alltag beim superfiziellen
Blasenkarzinom (Bassi et al. 2002, Boéhle et al. 2003) angewandte bakterielle
Immuntherapie stellt hierbei einen viel versprechenden Ansatz dar. Ihre Anwendung beim
Pankreaskarzinom wurde bislang jedoch noch nicht untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher basierend auf den bereits
erfolversprechenden Vorarbeiten mit dem Wildtyp des Bakteriums der Gattung S.
pyogenes die Therapiestrategie eines bakteriolytischen Immuntherapieansatzes
weiterfihrend untersucht. Es ist nétig, weitere Informationen Uber die pathogenen und
antitumoral wirksamen Bestandteile des Bakteriums S. pyogenes zu gewinnen, um
zukinftig eine moglichst effektive und nebenwirkungsarme, klinisch anwendbare
Therapieform entwickeln zu kénnen. Daher erfolgte in dieser Arbeit gezielt die Analyse des
therapeutischen Einsatzes einer fir das Exotoxin Streptolysin S negativen Mutante von S.
pyogenes und eines bakteriellen avitalen Lysates des Wildtyps von S. pyogenes in einem

experimentellen murinen Pankreastumormodell.

4.1. Diskussion des Tiermodells

Da experimentelle Analysen nicht am Menschen durchgefihrt werden kdénnen, mussen
Tiermodelle herangezogen werden. Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde ein
murines syngenes heterotopes (s.c.) Pankreastumormodell mit der Zelllinie Panc02
eingesetzt, das bereits 1984 von Corbett et al. entwickelt worden war.

Mehrere vorteilhafte Griinde fihrten zur Wahl dieses Modells. So ist es ein bereits gut
etabliertes Modell und wurde schon im Rahmen verschiedener Studien zum
Pankreaskarzinom eingesetzt (Clary et al. 1997, K. Morikane et al. 2001, Tseng et al. 2002,
Kim et al. 2006, Nagaraj et al. 2006, Yan et al. 2006, Bauer et al. 2007). Durch seine Wahl
ist somit eine hohe Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit mit anderen Studien gegeben.
Ein bedeutender Vorteil im Vergleich zu alternativen Modellen liegt darin, dass die Isolation
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der verwendeten Tumorzellen (Panc02 Zellen) aus einem duktalen Adenokarzinom eines
syngenen (artgleichen) Mausstammes (C57BI/6) erfolgt. Dadurch ist es méglich, direkte
Ruckschlisse auf die immunologische Reaktion der Tiere zu ziehen im Gegensatz zu den
etablierten xenogenen Tumormodellen. Xenogene Tumormodelle sind Modelle, welche auf
der Implantation speziesfremder (z.B. humaner) Karzinomzellen in Tiere beruhen. Um
Abwehrreaktionen auf Grund der artfremden Zellen zu vermeiden, missen bei Studien mit
xenogenen Modellen immundefiziende SCID-Mé&use (Severe Combined Immunodeficiency)
verwendet werden oder als weitere Mdglichkeit Mausmodelle mit etabliertem humanem
Immunsystem. Letztere sind jedoch sehr aufwendig und in ihrer Entwicklung noch sehr
jung, so dass noch keine langjahrige Erfahrung besteht und ihre Reprasentabilitat teils
noch untersucht wird (Lilienfeld et Seebach 2004). Ein Vorteil von xenogenen Modellen ist
zwar, dass der Effekt der untersuchten Therapie am implantierten humanen und somit
direkt am eigentlichen Zieltumor beobachtet werden kann. Die Induktion reprasentativer
Immunreaktionen im SCID-Modell und in Mausmodellen mit humanem Immunsystem wird
jedoch kontrovers diskutiert bzw. muss sich erst noch beweisen (Hendrickson 1993,
Lilienfeld et Seebach 2004). Da ein funktionsfahiges Immunsystem nun ein entscheidendes
Kriterium zur Interpretation des in dieser Arbeit untersuchten immuntherapeutischen
Therapieansatzes darstellt, wurde das syngene Pankreastumormodell einem xenogenen
Modell vorgezogen.

Ein weiterer Vorteil des gewahlten Tumormodells besteht in der Mdglichkeit der s.c.
Injektion. Durch die einfache Handhabung bei der s.c. Injektion kdnnen unspezifische
Effekte, die beispielsweise durch Fehlinjektionen oder durch kompliziertere chirurgische
Techniken bei orthotopen Modellen entstehen kénnen, weitgehend minimiert werden. Das
schnelle Wachstum des Flankentumors ermdglicht zusatzlich, den Therapieeffekt
unmittelbar anhand des Tumorwachstums zu erfassen. Einer der wichtigsten Nachteile des
heterotopen Modells ist allerdings, dass die reale Kklinische Situation von
Pankreaskarzinomen nur bedingt abgebildet werden kann. Orthotope Modelle, bei denen
der Tumor an physiologischer (orthotoper) Stelle des Kérpers wachst, sind hierbei im
Bezug auf die Lokalitdt des Tumors aussagekraftiger. Die Tumoren wachsen dabei
entweder infolge von Mutationen spontan (Mukherjee et al. 2001, Gendler 2001, Mc
Connell et al. 2002) oder es werden Tumorzellen sonographiegesteuert in das Pankreas
injiziert (Schmidt et al. 2003). Diese Modelle sind jedoch aufwendiger, komplizierter und
kostspielig in ihrer Durchfihrung. So erfordern sie beispielsweise eine kontinuierliche
sonographische Kontrolle oder eine kostspielige Imaging Technik, um den Verlauf des
Tumorwachstums beurteilen zu kénnen. AuBerdem sind sie so vermehrt unspezifischen

Effekten bzw. Fehlerquellen ausgesetzt. Dies erschwert ihre Reproduzierbarkeit.
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Ein weiterer Grund fir die Wahl des durch Panc02 Zellen induzierten Mausmodells sind die
deutlichen Parallelen, die der etablierte Tumor zu dem humanen Pankreaskarzinom
aufweist: Humane Pankreaskarzinomzellen zeigen haufig Alterationen des Ras Onkogens,
von p53, des Her2 Rezeptors und der CDK (Takaori et al. 2004, Schneider et al. 2005).
Diese Genmutationen finden sich ebenfalls bei den Panc02 Zellen (Schneider et al. 2004).
Ein weiteres Charakteristkum humaner Pankreastumoren ist deren geringe
Immunogenitét, welche u.a. durch eine verminderte MHC-Klasse | Expression, sowie ein
Fehlen kostimulatorischer Moleklle (insbesondere B7.1) vermittelt wird. Beides ist
ebenfalls fir die Panc02 Zellen beschrieben worden (Clary et al. 1997). Darlber hinaus
bilden die Zellen, genau wie humane Adenokarzinome, schlecht differenzierte aggressive
Karzinome in Mausen aus (Putzer et al 2002, Bauer et al. 2007).

Das syngene Panc02-Modell stellt damit ein gutes Modell flr die in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten, immunologisch orientierten Forschungsarbeiten dar.

4.2 Diskussion des Therapieansatzes

Immuntherapeutische Ansatze werden schon seit langerer Zeit intensiv untersucht. Bislang
durchgefiihrte immuntherapeutische Studien beim Pankreaskarzinom konnten auch schon
teilweise Erfolge bezlglich antitumoraler Effekte aufweisen, die zu einer retardierten
Tumorprogression fuhrten. So konnten in verschiedenen Studien die Generierung
tumorspezifischer ZTL (Jaffee et al. 2001, Laheru et Yeo 2001), erniedrigte
Tumorzellmarker und verlangerte Uberlebenszeiten (Kobari et al. 2000, Gjertsen et al.
2001) erreicht werden. Hinsichtlich einer markanten Tumorregression und des Einsatzes
an Patienten jedoch zeigten sich keine befriedigenden Ergebnisse (Pecher et al. 2002,
Hochster et al. 2006). Die immuntherapeutischen Therapieansatze basierten dabei zumeist
auf Vakzinierungsstrategien (Goydos et al. 1996, Jaffee et al. 2001, Laheru et Yeo 2001,
Pecher et al. 2002) oder einem adoptiven Transfer von T-Lymphozyten (Kobari et al.
2000). Sie zielten damit besonders auf die spezifischen Effektorzellen (T-Zellen) ab. Es
scheint jedoch nicht ausreichend zu sein, nur die systemische Anzahl von ZTL zu erhdhen,
um eine suffiziente Bekdmpfung des Tumors zu erreichen (Rosenberg et al. 2004).
Entscheidend ist die Anzahl lokal tumorinfiltrierender und aktiv wirksamer Effektorzellen,
die einer systemischen Zellexpansion nicht immer folgt auf Grund verschiedener
infiltrationserschwerender Faktoren. So ist bekannt, dass im duktalen humanen
Pankreaskarzinom - insbesondere bei denjenigen Pankreastumoren mit schlechter
Uberlebenszeit - kaum reaktive T-Zellen im Tumor zu finden sind (Fukunaga et al. 2003)
neben ebenso sparlich vorhandenen NK-Zellen (Ademmer et al. 1998) und DZ. Eine
Infiltration in zentrale Tumorregionen wird den Effektorzellen zum einen vermutlich durch

das umgebende fibrotische Gewebe, zum anderen durch das im Tumorgewebe
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immunsuppressive Milieu (IL-10, TGFB) erschwert (Gress et al. 1998, Apte et al. 2004,
Bachem et al. 2005). Es ist daher notwendig, einen Weg zu finden, intratumoral eine
héhere Konzentration tumorspezifischer Lymphozyten zu erreichen, um auch eine
suffiziente Tumorregression zu erzielen. Eine Mdglichkeit hierfir stellt eine lokale Injektion
des Therapeutikums dar. Im Rahmen einer murinen Vakzinierungsstudie zeigte eine
Arbeitsgruppe um Schmidt bereits die Vorteile einer lokalen Injektion. Die Arbeitsgruppe
injizierte DZ direkt intratumoral und konnte damit eine deutliche Tumorregression erzielen.
Demgegeniber konnte mit einer systemischen (i.v.) oder s.c. Applikation kein vergleichbar
starker antitumoraler Effekt erreicht werden (Schmidt et al. 2003).

Die Hypothese bei der in der vorliegenden Arbeit angewendeten bakteriellen
Immuntherapie begrindet sich darin, dass diese Therapiestrategie zu einer intratumoralen
Akkumulation von Effektorzellen flhrt, die effektiver ist als eine Vakzinierung. Im
Unterschied zur Vakzinierung kommt es schon initial durch die intratumorale Injektion von
Bakterien direkt zu einer bakterienvermittelten Tumorzellnekrose als zuséatzliches
antitumorales Therapieprinzip. Dies kann durch die Gewebezerstérung per se (Rovere-
Querini et Manfredi 2004) und insbesondere durch nekrotische Tumorzellen zu einer
verstarkten antitumoralen Reaktion beitragen. So zeigten Sauter et al. 2000 in in vitro
Analysen verschiedener muriner und humaner Tumorzelllinien, dass die nekrotische,
jedoch nicht die apoptotische Tumorzellschadigung zur Aktivierung von Makrophagen und
einer Reifung der DZ fihrt. Ferner wiesen weitere Studien auf, dass die nekrotischen
Tumorbestandteile als kostimulatorische Signale eine mehrfach verstarkte T-Zellaktivierung
bewirken kdnnen. Dies ist vermutlich darauf zurGckzufiihren, dass Tumorzellen endogene
Adjuvantien freisetzen. Dadurch werden DZ zur Reifung stimuliert und ZTL sowohl lokal als
auch systemisch aktiviert (Gallucci et al. 1999, Shi et al. 2000). Weiterhin bewirkt die
intratumorale Inokulation der Bakterien eine unspezifische Inflammation, in deren Folge
vermehrt unspezifische Effektorzellen in das Tumorareal rekrutiert werden (Pezzuto 1998).
Nekrotische Tumorfragmente kénnen somit anschlieBend von APZ phagozytiert und
prozessiert werden. Dies geschieht vermutlich wie von Sauter beschrieben insbesondere
durch DZ, die durch nekrotische Tumorzellen aktiviert werden (Sauter et al 2000). Dadurch
kann eine suffiziente Antigenprasentation verschiedener autologer Tumorantigene mit
nachfolgender Generierung spezifischer ZTL gegen die Tumorzellen erfolgen, welches
einen entscheidenden Vorteil gegentber der Peptidvakzinierung gegen ein spezifisches
AG darstellt.

Zusétzlich wurde bereits mehrfach anhand von Studien vermutet, dass die
pathogeninduzierte Inflammation eine Alteration des immunsuppressiven Tumormilieus
bewirken kann (Rovere-Querini & Manfredi, 2004, Berendt et al. 1978). Dadurch kann eine
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Anergisierung von intratumoralen DZ oder ZTL, welche im intratumoralen Milieu erfolgt
(Ghiringhelli et al. 2007), verhindert werden (Bonham et al. 1996).

Erfolgreiche bakteriolytische Studien an syngenen Mausmodellen mit verschiedenen
Tumorentitaten wurden bereits von Forschungsgruppen um Dang et al. 2001 und Agrawal
et al. 2004 durchgeftihrt. Die Autoren applizierten den Tieren dabei systemisch attenuierte
anaerobe Clostridiensporen, die in hypoxischen Regionen des Tumors akkumulierten. In
ihren Untersuchungen konnten sie zwar eine deutliche Tumorregression durch die lytische
Wirkung der Clostridien sowie tumorzellspezifische ZTL nachweisen, es kam jedoch zu
starken systemischen Nebenwirkungen der Clostridien. Darliber hinaus wurden
normoxische Tumorrandbereiche nicht beeinflusst (van Mellaert et al. 2006). Mit den in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten Bakterien werden diese Probleme umgangen, da es sich
um fakultativ anaerobe Keime handelt.

Die Injektion einer attenuierten bzw. avitalen Form der Bakterien ist auBerdem ein weiterer
Schritt in Richtung der Minimierung systemischer Nebenwirkungen fir eine potentielle
spétere klinische Anwendung. Sollte dennoch der Fall einer Sepsis eintreten, ist die hohe
Empfindlichkeit gegenlber Penicillin von Vorteil.

Die Wahl von attenuierten Formen von S. pyogenes M49 als fakultativ aerobes Bakterium
far die vorliegenden Untersuchungen erfolgte auBerdem, da der Einsatz dieses Bakteriums
bereits erfolgreich im murinen syngenen Pankreaskarzinommodell von Maletzki et al.

durchgefiihrt worden war (Maletzki et al. 2008).

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Zunachst festzuhalten bleibt, dass bei den vorliegenden Analysen nachgewiesen werden
konnte, dass diese attenuierten Bakterien (SLS™ Mutante) bzw. das avitale Bakterienlysat
von S. pyogenes M49 eine signifikante Tumorregression vermitteln kénnen.

Der Einsatz der zwei verschiedenen Formen des Bakteriums erfolgte wie bereits erwahnt
mit dem Ziel, in folgenden Studien eine effektive therapeutische Variante der bakteriellen
Immuntherapie entwickeln zu kénnen, die am Patienten mit mdglichst geringem
Nebenwirkungen jedoch einem ausreichend spezifischem antitumoralen Potential
einsetzbar ist. Die Untersuchungen mit den beiden Varianten sollten dazu beitragen, ein
besseres Verstandnis darlber zu erlangen, welche pathogenen Komponenten den
antitumoralen Effekt mediieren.

Ausgehend von der Frage, ob unter anderem insbesondere das Streptolysin S fir die
Tumorregression in den von Maletzki et al. 2008 durchgefiihrten Experimenten
verantwortlich sein kdnnte, wurde daher zunachst die antitumorale Wirkung einer SLS
Mutante von S. pyogenes M49 untersucht. Des Weiteren erfolgte der Einsatz des Lysates
von M49, mit der Frage, ob die Vitalitdt der Bakterien, neben dem Streptolysin S, eine
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bedeutende Rolle spielt und ob auch andere Bestandteile des Bakteriums noch von
Bedeutung sind.

4.3.1 Rolle des Streptolysins S

Die Untersuchungen zeigten, dass die SLS™ Mutante eine weitaus geringere antitumorale
Potenz aufwies, als der streptolysinhaltige Wildtyp (Maletzki et al. 2008) und das
streptolysinhaltige Bakterienlysat des Wildtyps. Wé&hrend die Applikation des Lysates und
des Wildtyps in den Vorarbeiten zu einer deutlichen und teilweise sogar kompletten
Tumorregression fluhrte, kam es infolge der SLS  Bakterieninjektion nur zu einer
Teilremission. Ebenso wurde histologisch die intratumorale Infiltration von CD8" und CD4*
T-Zellen geringer als nach Lysatapplikation nachgewiesen.

Die Ergebnisse deuten damit darauf hin, dass das Toxin Streptolysin S eine entscheidende
Rolle in der Vermittlung des antitumoralen Effektes spielt. Vermutlich begriindet sich diese
Rolle in der starken zyolytischen Potenz von Streptolysin S. Diese fuhrt initial bereits zu
einer starken Tumorzellzerstérung und tragt vermutlich wesentlich zur Tumorlastsenkung
sowie zu der sich anschlieBenden Kaskade der Freisetzung endogener Adjuvantien, der
Milieualteration und der daraus resultierenden Effektorzellrekrutierung und -aktivierung (s.
4.2) bei. Dies geht einher mit bisherigen Untersuchungsergebnissen der Toxine von S.
pyogenes. So ist bekannt, dass Streptolysin S unter den zytotoxischen Enzymen und
Toxinen von S. pyogenes wesentlich zur Vermittlung von zytolytischen Effekten gegeniber
eukaryoten Zellen beitragt und daher vermutlich auch in der Lage ist, eine Lyse von
humanen Pankreastumorzellen zu induzieren (Sierig et al. 2003, Datta et al. 2005). Die
Arbeitsgruppe um Betschel konnte bereits eine verminderte Virulenz der SLS” Mutante im
Vergleich zu dem Wildtyp in Nacktmausmodellen demonstrieren (Betschel et al. 1998).

Da die SLS" Mutante in den vorliegenden Analysen jedoch immer noch einen deutlichen
antitumordsen Effekt zeigte, ldsst sich daraus schlieBen, dass andere teils schon
beschriebene (Kreikemeyer et al. 2003, Nakata et al. 2005) bakterielle Bestandteile wie
z.B. andere Toxine oder Oberflachenmolekile von S. pyogenes ebenso antitumorales
Potential besitzen. So kann vermutlich erst durch das Zusammenwirken einzelner
Bestandteile des Bakteriums ein ausreichender antitumoraler Effekt vermittelt werden. Aus
der Literatur ist bekannt, dass eine Immunantwort auf Erreger durch verschiedene
Bestandteile der Pathogene (RNA, LPS, Endotoxine) ausgelést werden kann (Janeway et
al. 2002) und anschlieBend Uber ein komplexes Zusammenspiel mehrerer Komponenten
(Opsonine, Mediatoren, kostimulierende Molekile etc.) vermittelt wird (Vilmos et al. 1998).
Auf Grund dieser Komplexitédt wird es somit schwer sein, gleichwertige immunologische
Effekte einer Bakterieninfektion ausschlieBlich durch eine einzelne Komponente wie das
Streptolysin S herbeizufiihren.
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Bereits in anderen immuntherapeutischen Studien wurde versucht, Erfolge mit einzelnen
Bestandteilen von Bakterien zu erzielen. Berendt et al. behandelten verschiedene syngene
Tumoren von Mausen mit bakteriellen Endotoxinen. Dabei wurde jedoch nur bei besonders
immunogenen Tumorentitdten eine zufrieden stellende Regression und eine deutliche T-
Zell-vermittelte Immunitat induziert. (Berendt et al. 1978, A/B). McConnell et al. 2002
wiederum setzten Enterotoxin B von Staphylokokken und ein MUC1-Vakzin bei einem
murinen Pankreastumormodell ein. Sie erreichten damit signifikant verlangerte
Uberlebenszeiten, die Tumorprogression war jedoch nicht aufzuhalten.

Somit waren die bisherigen Versuche, Tumoren mit einzelnen bakteriellen Bestandteilen zu
eliminieren nur teilweise wirksam. Da die Analysen dieser Arbeit zeigen, dass auf Grund
der noch immer vermittelten Tumorregression durch die SLS™ Mutante neben dem stark
antitumoral wirkenden Streptolysin S noch weitere pathogene Faktoren des Bakteriums
bzw. deren Zusammenwirken von Bedeutung flr die antitumorale Potenz sind, ist bei einer
alleinigen Applikation des Streptolysins S ebenso wie bei den Agenzien in den zuvor
beschriebenen Studien ein durchschlagender Erfolg fraglich.

4.3.2 Induktion eines spezifischen antitumoralen Effektes nach immunthera-

peutischer Intervention

In den durchgeflhrten Analysen sollte untersucht werden, ob durch die eingesetzten
Therapieschemata eine spezifische Immunabwehr induziert werden konnte. Dabei wurden
Leukozytensubpopulationen systemisch und lokal analysiert. Aus Vorarbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe ist bekannt, dass infolge der Applikation des Wildtyps von S. pyogenes
tumorspezifische ZTL generiert werden kénnen und es zur Infiltration von CD8" Zellen in
den Tumor kommt (Maletzki et al. 2008).

Es zeigte sich, dass die SLS™ Mutante vornehmlich eine massive granulozytére Infiltration
induzierte, die mit einer geringen systemischen und nur leicht erhéhten lokalen Reaktion
einherging. Es konnte also keine starke spezifische Immunreaktion intratumoral induziert
werden. Dies kdnnte unter anderem auf die nur einmalig durchgeflhrte intratumorale
Injektion im Gegensatz zu der zweimaligen Injektion beim Lysat zurtickgefihrt werden. Da
jedoch in den Vorarbeiten mit dem Wildtyp auch eine deutliche lokale spezifische Reaktion
nach einmaliger Injektion beobachtet wurde (Maletzki et al. 2008), ist die verminderte
Lymphozyteninfiltration bei der Mutante eher auf das Fehlen des Toxins Streptolysin S
zurlckzuflihren, welches durch eine aktive Tumorlyse stark zu einer effektiveren
spezifischen antitumoralen Immunreaktion beitragen kann (s. 1.3.2.3 und 4.3.1). Diese
Hypothese wird unterstiitzt durch die Tatsache, dass infolge der Lysatbehandlung eine
deutliche und starkere systemische und lokale spezifische Immunantwort vermittelt wurde.
So konnte ein kontinuierlicher Anstieg der Expression von T-Zellaktivierungsmarkern
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nachgewiesen werden, der auf eine Entwicklung von ZTL hindeutet. Zusatzlich wurde vor
allem bei den lysatbehandelten Tieren eine erhdhte Expression von Oberflachenmolekilen
(CD54) nachgewiesen, die sowohl bei der Interaktion zwischen APZ und T-Zellen, als auch
bei der Interaktion zwischen ZTL und ihren Zielzellen erforderlich sind (Janeway & Travers
1999). Ebenso zeigte sich eine vermehrte Expression von L-Selektin (CD62L), welches fir
die Leukozytenmigration notwendig ist. Das Tumorgewebe wies nach Lysatapplikation eine
Infiltration von zytotoxischen (CD8") und T-Helfer (CD4") Zellen auf, die im Vergleich zur
jener nach SLS Applikation deutlich starker war. Somit belegen auch hier die
tumorinfiltrierenden Lymphozyten - als Teil der induzierten spezifischen Immunabwehr -
das therapeutische Potential des Lysates. Dass dieses Ergebnis wesentlich ist, wird durch
eine Studie von Fukunaga et al. untermalt. Die Autoren untersuchten Tumorgewebe von
Patienten auf die Anwesenheit von CD4" und CD8" Zellen und konnten zeigen, dass
Patienten, welche intratumoral beide Zellpopulationen aufwiesen, eine signifikant langere
Uberlebenszeit erreichten gegeniiber Patienten, die intratumoral nur eine der beiden
Populationen oder gar keine aufwiesen (Fukunaga et al. 2003).

Hinsichtlich des antitumoralen Potentials des Lysates und auch der Mutante sind allerdings
die CD8" Zellen die wichtigste Zellpopulation. So zeigte sich jeweils konkordant zum
durchflusszytometrisch und histologisch detektierten Anstieg oder Abfall der T-Zellen eine
entsprechende makroskopisch zu beobachtende Tumorregression bzw. —progression.
Diese Beobachtung wird unterstitzt durch verschiedene Arbeiten, bei denen gezeigt
werden konnte, dass insbesondere CD8" T-Zellen bei der Tumorbekdmpfung eine Rolle
spielen (Wahab et al. 1991, Sivinski et al. 2002). So zeigte die Arbeitsgruppe um Sivinski
ebenfalls am Panc02-Pankreastumormodell, dass CD8-defiziente Mause deutlich klrzer
Uberlebten als flir CD4-defiziente bzw. Wildtypmause und dass insbesondere Th1 Zytokine
flr die Tumorzellelimination verantwortlich waren.

Dennoch sollte ebenso beachtet werden, dass sich nach der Lysatinjektion neben der
starken intratumoralen Infiltration zytotoxischer T-Zellen auch ein Anstieg der Infiltration
von CD4" Zellen zeigte, wenn auch deutlich schwacher ausgepragt. Es ist bekannt, dass
die intratumorale Anwesenheit von CD4"* Zellen, welche die adaptive Abwehr in Richtung
der humoralen (Th2) oder zytotoxische (Th1) Immunantwort lenken kénnen, ebenfalls zu
einer besseren Prognose bei Tumoren beitréagt (Fukunaga et al. 2003, Morikane et al.
2001). So konnte eine Arbeitsgruppe um Ratliff 1993 zeigen, dass im Mausmodell des
Blasenkarzinoms sowohl die Anwesenheit von CD4" als auch CD8" T-Zellen erforderlich
ist, um mit einer Applikation von BCG ein erfolgreiches therapeutisches Ergebnis zu
erzielen (Ratliff et al. 1993). In weiteren Untersuchungen zeigten Thanh&user et al.
wiederum jedoch, dass CD87/CD56" T-Zellen als BCG aktivierte Killerzellen flr den
tumortoxischen Effekt verantwortlich waren (Thanh&user et al. 1993, 1995). Die Rolle der
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CD4* Zellen kann fir die vorliegenden Untersuchungen jedoch nicht abschlieBend beurteilt
werden. Hierzu waren noch weitere Analysen wie beispielsweise Zytokinbestimmungen zur
genaueren Erfassung der immunologischen Reaktionskaskade hilfreich.

Eine weitere Beobachtung bei der Behandlung mit dem Lysat in der vorliegenden Arbeit
war eine systemisch kontinuierliche Zunahme von NK-Zellen. NK-Zellen spielen neben der
unmittelbaren Immunabwehr von Tumorzellen auch bei der spezifischen Abwehr eine
Rolle, indem sie vor allem - neben der Beteiligung an der Generierung von Gedachtnis T-
Zellen (Kelly et al. 2002) - Uber eine antikérpervermittelte Zytotoxizitdt (ADCC) gegen
Tumorzellen wirken (Coupland et al. 2000). Somit weisen die Befunde auch hier auf eine
Entwicklung in Richtung einer spezifischen Immunreaktion hin. Demgegentber kam es
nach der SLS™ Bakterieninfektion nur zu einer transienten Zunahme der NK-Zellen, welche
vermutlich auf unspezifische Abwehrmechanismen zurickzufihren ist, denn damit
einhergehend zeigten Makrophagen und Granulozyten einen konkordanten Verlauf.
Anhand der systemischen und lokalen Untersuchungen lasst sich somit zusammenfassend
schlieBen, dass die intratumorale Immuntherapie mit dem Lysat zu einer lokalen und
systemisch messbaren Immunantwort gegen die Tumorzellen fihrte, die SLS Mutante
hingegen nur in geringem MaBe einen im Vergleich zu Kontrolltieren nachweisbaren Effekt
zeigte. Die beobachtete Tumorregression wurde dabei vor allem durch ZTL (CD8")
vermittelt, die Beteiligung humoraler Komponenten (ADCC Aktivierung via NK-Zellen)
kénnte jedoch auch eine Rolle dabei spielen.

4.3.3 Bedeutung der Applikationsart

Durch die lokale Applikation der Bakterien sollten systemische Nebenwirkungen minimiert
und eine maximale lokale antitumorale Wirkung erzielt werden. Die Untersuchungen dieser
Arbeit zeigten, dass die Vermeidung septischer Nebenwirkungen bei dem Lysat, jedoch nur
bedingt bei der Mutante, erfolgreich war (s. 4.3.2). Dagegen trug die lokale Injektion zu
einer starken lokalen antitumoralen Wirkung bei, die nicht ausschlieBlich auf einen
unspezifischen, durch die Injektion bedingten Stimulus zurlckzufthren ist. Denn bei den
Vehikeltieren zeigte sich kein intratumoraler Anstieg von Granulozyten oder spezifischen
Effektorzellen. Durch diese Ergebnisse kénnen Beobachtungen aus anderen Studien
untermauert werden, wonach eine pathogen-induzierte lokalen Inflammation zu einem
Milieu fuhrt, welches die Infiltration von CD8" und CD4" Zellen beglinstigt (Rovere-Querini
et Manfredi 2004, Berendt et al 1978, B).

Weiterhin konnte in dieser Arbeit beobachtet werden, dass die Anzahl der Injektionen einen
Einfluss auf den Therapieverlauf hat. Da sich nach einmaliger Lysatinjektion zunachst
keine Erfolge zeigten, wurde eine zweite Injektion im Abstand von 4 Tagen durchgefiihrt.

Daraufhin kam es zu einer massiven Tumorregression. Der nach zunachst nur einmaliger
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Applikation geringe antitumorale Effekt kann darauf zurlickzufiihren sein, dass der lokale
infimmatorische Reiz zunadchst nicht stark genug war. Dies erklart auch die geringe
granulozytare Tumorinfiltration, die vermutlich auf der fehlenden Keimvermehrung als
zusatzlichen Stimulus beruht. Die Inflammation resultierte demnach nur aus der durch die
Toxine verursachten Tumorzellnekose. Durch die einmalige Stimulation kam es zwar zu
einer Infiltration von Effektorzellen, diese allein war jedoch nicht effektiv genug, um einen
nachhaltigen antitumoralen Effekt zu mediieren. Bezieht man sich nun auf die bereits
erwahnten Studien von Gallucci et al. 1999 und Sauter et al. 2000 (s. 4.2) so ist folgender
Ablauf denkbar: Bei der zweiten Injektion trafen nun erneut aus nekrotisierten Tumorzellen
freigesetzte endogene Aktivatoren auf bereits infiltrierte Effektorzellen und verstérkten
deren Aktivierung ebenso wie sie eine verstarkte Préasentation von Tumorantigenen auf
APZ hervorriefen. Ferner wurden durch die Fernwirkung dieser endogenen Aktivatoren (Shi
et al. 2000) sowie der Bakterientoxine bereits syntetisierte ZTL aktiviert. Demnach ist der
starke antitumorale Effekt insbesondere auf die Aktivierung dieser ZTL zurlckzufihren.
Diese Hypothese wird unterstitzt durch die bei den Analysen nachweisbaren ansteigenden
aktivierten T-Zellen und den hohen Anteil an intratumoralen ZTL und des Weiteren auch
seitens der Literatur. So beobachtete die Arbeitsgruppe um Berendt et al., dass bei einer
systemischen Endotoxinbehandlung muriner Tumoren nur eine deutliche Tumorregression
erreicht wurde, wenn bereits tumorspezifische T-Zellen vorhanden waren (Berendt et al.
1978, A/B). Ebenso erwies sich in einer Vakzinierungsstudie mit tumorlysatbeladenen DZ,
dass insbesondere eine wiederholte Injektion des Vakzins zu einer Verdopplung der IFN-y
Sekretion bei ZTL fuhrte und die antitumorale Immunitéat dadurch anstieg (Kim et al. 2006).
Somit ist das Konzept der bakteriellen Immuntherapie als mehrfache lokale intratumorale
Bakterieninjektion vielversprechend.

Zu erwahnen sei an dieser Stelle noch, dass die Untersuchungen mit der SLS™ Mutante
nach nur einmaliger Injektion erfolgten, um eine entsprechende Vergleichbarkeit mit dem
vitalen Wildtyp aus den Vorarbeiten zu erhalten und so die Rolle des Streptolysin S im
Rahmen der antitumoralen Wirkung beurteilen zu kénnen. Denn auch bei den Analysen mit
dem Wildtypstamm von Maletzki et al. 2008 war nur eine Injektion durchgefiihrt worden, da
diese bereits zu einer kompletten Tumorregression fuhrte.

4.3.4 Bedeutung der Vitalitat der Bakterien

Auf Grund des schwacheren, aber dennoch deutlich nachweisbaren antitumoralen
Effektes, den die SLS™ Mutante von S. pyogenes in den vorliegenden Analysen erzielte,
ergibt sich natlrlich die Frage, welche weiteren pathogenen Faktoren des Bakteriums flir
die zu beobachtenden antitumoralen Effekte verantwortlich sind. Um diese genau

identifizieren zu kdnnen, missten weitere funktionelle Studien mit anderen Mutanten oder
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einzelnen Bakterienbestandteilen erfolgen. Sie kénnen im Rahmen dieser Arbeit daher
nicht ndher bestimmt werden. Allerdings kann anhand der in den vorliegenden Analysen
demonstrierten antitumoralen Potenz des Lysates als avitales Agens aufgezeigt werden,
dass die Vitalitdt der Bakterien und somit ihre Vermehrung, die bei anderen bakteriellen
Immuntherapiestudien (Dang et al. 2001, Agrawal et al. 2004) strategisch wichtig war
(hypoxische Vermehrung), bei S. pyogenes M49 nicht zwingend notwendig ist, um einen
antitumoralen Effekt zu vermitteln. Da die Vitalitdt als fehlender pathogener Faktor
(Vermehrungspotenz) des Lysates allerdings erforderte, dass die Injektion beim Lysat
zweimal erfolgte (s. 4.3.4) und die antitumorale Potenz bei dem vitalen Wildtyp aus den
Vorarbeiten schon bei einmaliger Injektion deutlichen zu erzielen war (Maletzki et al. 2008),
spielt die Vitalitat sicher eine Rolle bezlglich einer schnelleren und effektiv aktivierbaren
Immunreaktion. Dieser antitumorale Effekt kann bei dem avitalen Lysat nur auf Kosten
eines hoheren Aufwandes (mehrfache Injektion mit héherer Konzentration an lysierten
Bakterien) erreicht werden. Allerdings geschieht dies dann auch zum Nutzen der
Minimierung von Nebenwirkungen, die vitale Bakterien mit sich bringen.

So erwies sich im Rahmen dieser Arbeit die Vitalitat der Bakterien eher als unglnstig fir
die behandelten Tiere. Zum einen war nach der Injektion der Mutante wie bereits erwahnt
eine systemische proinflammatorische Reaktion im peripheren Blut (Differentialblutbild,
Durchflusszytometrie) nachweisbar. Da eine solche Reaktion nach der Lysatinjektion nicht
auftrat, ist die Ursache dieser systemischen Inflammation bei den vitalen Bakterien
vermutlich in einer Makrophagen-vermittelten Pravention einer systemischen
Bakteriendissemination zu suchen, wie sie fiir Streptokokken bekannt ist (Goldmann et al.
2003, Agrawal et al. 2004). Diese Hypothese wird unterstitzt durch die
durchflusszytometrischen Beobachtungen. Nach der Therapie mit den SLS  Bakterien
wurden vermehrt Monozyten, Makrophagen und Granulozyten (CD11b*) im Blut
nachgewiesen. Des Weiteren verursachten die vitalen Bakterien initial eine starkere lokale
inflammatorische Reaktion und damit verbunden auch eine ausgepragtere Tumornekrose.
So wurde nach lokaler Applikation der SLS™ Mutante im Tumorgewebe (As-D-Farbung)
eine starkere Granulozyteninfiltration nachgewiesen als nach Lysatinjektion. Generell ist
dies zwar wuinschenswert im Rahmen der Immunreaktionsinduktion. Diese priméare
Inflammation vermochte es jedoch nicht, zu einer starkeren antitumoralen, spezifischen
Immunreaktion zu fuhren als die Applikation avitaler Bakterien, da die intratumorale
Infiltration von CD8* und CD4" T-Zellen nach Lysatapplikation ausgepragter war.

Die Vitalitat der Mutante ist an dieser Stelle somit nicht von Vorteil, da ihre Potenz
bezlglich einer Induktion einer Immunreaktion vermutlich durch das fehlende Streptolysin
S gemindert ist (s.4.3.1) und dennoch die Nebenwirkungen in Kauf genommen werden

mussen.
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Vergleicht man die Tumorregression aus den Vorarbeiten nach der Therapie mit dem
Wildtyp mit dem Lysat, so zeigt sich ein besseres Ergebnis bei dem vitalen Wildtyp, da es
hierbei generell zur kompletten Tumorregression kam (Maletzki et al. 2008) und nach
Lysatapplikation nur in zwei Fallen. Das Lysat bewirkte jedoch, nachdem es zun&chst nur
zu einem verzégerten Tumorwachstum fihrte, gegen Ende des Beobachtungszeitraumes
noch eine deutliche Tumorregression, so dass fraglich ist, ob es bei entsprechend langerer
Beobachtung der Tiere nicht auch zu einer kompletten Tumorregression kommen wurde
und die Immunreaktion an sich auf Grund der zweiten spateren Injektion leicht verzégert
stattgefunden hat. Bei beiden Therapiegruppen, sowohl nach vitaler als auch avitaler
Wildtypapplikation, resultierte im Endeffekt eine deutliche spezifische Immunreaktion.
Somit ist wie bereits erwahnt die Vitalitat der Bakterien bezuglich der Induktion einer
schnelleren effektiven Immunreaktion nicht von der Hand zu weisen. Allerdings ist mit
Hinblick auf eine klinische Anwendung die Nutzen/Risiko Relation des vitalen Bakteriums
wohl zu erwagen.

Als gravierende Nebenwirkung sind insbesondere die hdmatologischen Befunde, die fir
einen sepsisahnlichen Zustand sprechen, aufzufiihren. So wurde eine deutliche Erythro-
Lympho- und Thrombozytopenie im Verlauf detektiert. Diese Befunde zeigen, dass eine
systemische Dissemination der vitalen Bakterien nicht ausgeschlossen werden kann. Der
Nachweis von bakteriellen Disseminationen mittels Organhomogenat- und Blutausstrichen
auf Agarplatten, wie er in dieser Arbeit durchgefihrt wurde, stellt zwar eine etablierte
Methode dar. Es ist jedoch mdglich, dass eine sehr geringe bakterielle Anzahl in den
Organen nicht erfasst wird (Dominguez-Punaro et al. 2007). Die im Rahmen der Ausstriche
erhobenen Ergebnisse belegen daher nur, dass nach i.t. Applikation keine starke
Dissemination der vitalen Bakterien in den Organen bzw. dem Blut nachweisbar war. Somit
laBt sich zwar eine grobe systemische, jedoch nicht eine geringe und in diesem Fall dann
symptomatische, bakterielle Streuung ausschlieBen. Allerdings zeigten sich ansonsten
keine weiteren Anzeichen einer Sepsis im Allgemeinzustand oder Verhalten der Tiere. Eine
Erklarung far die Erythrozytdmie ist die Inflammation und/oder ein Eisenmangel, verursacht
durch den erhdhten Eisenkonsum der Bakterien. Uber S. pyogenes ist bekannt, dass die
Bakterien das Eisen als Nahrsubstanz nicht nur aus dem Serum, sondern unter anderem
zu einem GroBteil aus dem Hamoglobin der Erythrozyten mittels Zytolyse gewinnen
(Eichenbaum et al. 1996). Da das MCH bei den mit vitalen Bakterien behandelten Tieren
im Verlauf ebenso wie das Hamoglobin abnahm, ist eine durch S. pyogenes verursachte
Anamie mit Eisenentzug tatsachlich anzunehmen.

Eine weitere Auffalligkeit nach der Applikation vitaler Bakterien ist die massive
hyperplastische Splenomegalie, welche in mit SLS™ Bakterien infizierten Tieren (und auch
bei dem Wildtyp in den Vorarbeiten) beobachtet wurde. Da diese Splenomegalie zum einen
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mit einer erhéhten Splenozytenanzahl und zum anderen mit dem deutlichen Anstieg des
Proliferationsmarkers CD71 (Transferrinrezeptor) einherging, kénnte sie somit als eine
reaktiv hyperplastische Splenomegalie auf die hamatotoxische und inflammatorische
Wirkung der vitalen Bakterien angesehen werden. Demnach resultierte sie unter anderem
aus der reaktiven Nachbildung der nach der Bakterieninjektion reduzierten
Zellpopulationen. In den Untersuchungen wurde daher versucht, Zellpopulationen, welche
insbesondere  CD71 hochregulierten,  mittels  Doppelmarkierungen in  der
Durchflusszytometrie zu erfassen. Dabei gelang es jedoch nicht, den zuvor gemessenen
Anstieg des Transferrinrezeptors anhand der nun doppelmarkierten untersuchten Zellen
widerzuspiegeln. Lediglich generell aktivierte Zellen (CD25" und CD80* Zellen) waren mit je
ca. 5 % etwas starker vertreten. Die Begrundung fur diese Ergebnisse liegt vermutlich in
einem methodischen Fehler. Denn der far die Doppelmarkierungen verwendete PE
gelabelte Anti-CD71 AK stammte von einem anderen Hersteller mit anderem Clon und
Isotyp als der FITC gelabelte Anti-CD71 AK, mit welchem zuvor die hohen Werte
gemessen worden waren. Somit ist eine unterschiedliche ausgepragte Affinitat auf Grund
einer Ausrichtung gegen verschiedene Epitope eine mdégliche Erklarung fur die
unterschiedlich starken Detektionen (aus den Datenblattern der AK war keine Information
Uber die Epitope zu gewinnen). Die Untersuchungen hatten somit erneut mit anderen AK
und einem komplett neuen Durchgang aller Therapiegruppen wiederholt werden mussen.
Da die Beobachtung des erhéhten Transferrinrezeptors jedoch als Zufallsbefund im
Rahmen der Untersuchungen einen derartigen Aufwand nicht rechtfertigten, kbnnen daher
nur anhand der sonstigen Ergebnisse dieser Arbeit Vermutungen bezlglich der Ursache
des Transferrinrezeptoranstieges geauBert werden:

So ist eine mdgliche Erklarung fir seinen gemessenen Anstieg eine reaktive T- und B-
Zellnachbildung auf die vermutlich hdmatotoxische Reduktion derselben Zellpopulation
durch die SLS Mutante. Fir diese These sprechen die inversen Verlaufsformen der
abfallenden T- und B-Zellpopulationen gegenlber den in gleicher Weise zunehmenden
transferrinrezeptorexprimierenden Zellen in der Durchflusszytometrie. Des Weiteren ist aus
der Literatur bekannt, dass der Transferrinrezeptor generell bei proliferierenden Zellen und
nach mitogener Stimulation von Lymphozten hochreguliert wird (Lok & Loh 1998).

Eine weitere Moglichkeit kdnnte die Erhéhung der CD71" Zellen ebenso als unspezifische
immunologische Schutzreaktion auf die bakterielle Infektion hin gewertet werden: Wichtig
hierbei ist die Erzeugung eines mdoglichst eisenarmen Milieus, so dass das Eisen den
Bakterien als N&hrsubstanz entzogen wird (Bullen et al. 2006) mittels vermehrter
Eisenaufnahme (Hochregulation des Transferrinrezeptors) in koérpereigene Zellen.
Unterstitzend kann hier seitens der Ergebnisse aufgeflihrt werden, dass insbesondere
aktivierte Zellen eine héhere Expression des CD71 Rezeptors aufwiesen.
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Zusammenfassend zeigt sich, dass die Vitalitat der Bakterienmutante nahezu das Bild
einer septisch-hdmatotoxischen Reaktion vermittelte. Somit kann anhand der Analysen und
auch der Ergebnissen aus den Arbeiten mit dem vitalen Wildtyp (Maletzki et al. 2008)
geschlussfolgert werden, dass ein vitales Bakterium von S. pyogenes zwar eine
Tumorregression mediieren kann, jedoch als immuntherapeutischer Therapieansatz auf
Grund seiner systemischen Auswirkungen viele Risiken birgt. Das Lysat zeigt trotz seiner
Avitalitdt nach zweimaliger Injektion ein antitumorales Potential und ist deutlich weniger
toxisch. Die Vitalitat kann bezuglich der Induktion einer spezifischen Immunreaktion (s.
auch 4.3.2) bei dem Lysat mit einer zweimaligen Injektion quasi ersetzt werden (s. auch
4.3.3).

Somit belegen die Untersuchungen diese Arbeit, dass die Vitalitdit des Bakteriums S.
pyogenes fir eine effektive antitumorale Wirkung im Rahmen einer bakteriellen
Immuntherapie am untersuchten Mausmodell nicht notwendig ist und insbesondere mit
Hinblick auf die Nebenwirkungen die Lysattherapie als avitale Therapiestrategie zu

bevorzugen ist.

4.4 Weiterfuhrende Untersuchungen

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass attenuierte bakterielle Formen der Gattung S.
pyogenes prinzipiell antitumorales Potential besitzen. Durch den Einsatz des wenig
virulenten attenuierten Bakteriums, welches kein funktionelles Exotoxin (Streptolysin S)
produziert, sowie des Lysates von S. pyogenes konnten deutliche Unterschiede in der
Wirksamkeit der beiden Bakterienformen herausgearbeitet werden.

Es bleiben aber noch weitere Fragen zu klaren, da die vorliegende Studie nur bedingt
Aussagen Uber den Ablauf der Immunreaktionen liefern kann. WeiterflUhrende
Untersuchungen sollten daher vor allem auf die Charakterisierung der immunologischen
Reaktionen in vivo abzielen. Dabei stellt der Lymphozytentransfer eine valide Methode dar,
um die Spezifitdt der ZTL zu untersuchen. Hierbei wird untersucht, ob Mause durch eine
Transfusion von Lymphozyten, die aus Therapietieren isoliert wurden, vor einem
Tumorwachstum durch s.c. injizierte Panc02 Zellen geschitzt werden kénnen. Zum
anderen kann das Potential der therapieinduzierten Immunitat mittels eines ,rechallenge®
Modells untersucht werden, indem bereits erfolgreich therapierte Tiere erneut eine s.c.
Injektion der Panc02 Zellen erhalten und anschlieBend ein potentielles Tumorwachstum
Uberprift wird (Berendt et al. 1978 A/B, Clary et al. 1997, Morikane et al. 2001, Pltzer et al.
2002, Agrawal et al. 2004, Bauer et al. 2007).

Dartiber hinaus kénnte in nachfolgenden Untersuchungen gezielt untersucht werden, ob
eine Steigerung der Zahl der Injektionen zu einem noch besseren Therapieerfolg fiihrt,
indem durch mehrfache Boosterungen eine gréBere ZTL-Population erreicht wird.
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Es erscheint ebenfalls notwendig, weitere Untersuchungen zum Bakteriophagenlysin PlyC;
durchzufiihren, um dessen Wirkung in vivo genauer charakterisieren zu kénnen. Obwohl
das Lysin bereits intensiv untersucht wurde (Nelson et al. 2001, Nelson et al. 2006), ist
eine Anwendung wie in dieser Arbeit neu. Effekte gegen bakterielle Zellen wurden bisher
zwar nicht nachgewiesen (Nelson et al. 2001), nach PlyC; Applikation kam es jedoch zu
einer leichten Wachstumsverzégerung der Tumoren im Vergleich zu den PBS
Vehikeltieren. Eine dies erklarende lokale oder systemische Immunreaktion konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden. Eine néhere Charakterisierung der Substanz bezlglich einer
Anwendung in der bakteriellen Immuntherapie ist daher sinnvoll.

Auch wenn noch weiterflhrende Analysen notwendig sein werden, lasst sich
zusammenfassend sagen, dass die bakterielle Immuntherapie mit dem Bakterienlysat von
S. pyogenes M49 auf Grund ihres eindrucksvollen antitumoralen Erfolges im murinen
Modell zum Pankreaskarzinom eine viel versprechende Therapieoption darstellt. Die in
dieser Arbeit erzielten Effekte einer tumorspezifischen Immunreaktion weisen auf eine
kostenglnstige und  effektive  Therapiestrategie bei der Behandlung des
Pankreaskarzinoms hin, die in ferner Zukunft alleine oder in Kombination mit anderen

MaBnahmen (als adjuvante Therapie) erfolgreich sein kénnte.
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5 Zusammenfassung

Wie bereits in Fallbeispielen berichtet und in mehreren experimentellen Studien gezeigt
werden konnte, stellt die bakterielle Immuntherapie eine viel versprechende Mdglichkeit
zur Therapie von Malignomen dar. In einem murinen syngenen heterotopen Tumormodell
des Pankreaskarzinoms konnte bereits die starke antitumorale und immunstimulierende
Wirkung von lokal applizierten Bakterien der Gattung S. pyogenes gezeigt werden. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, eine vergleichende Analyse hinsichtlich des antitumora-
len Potentials von zwei attenuierten Formen von S. pyogenes als immuntherapeutischen
Ansatz fir das therapieresistente Pankreaskarzinom durchzufihren. Hierbei sollten Infor-
mationen Uber antitumoral wirksame Bestandteile des Bakteriums gesammelt werden, so
dass die Entwicklung einer klinisch anwendbaren Therapieform ermdéglicht wird.

Dazu wurde an tumortragenden C57BI/6 Mausen das antitumorale Potential einer flr das
Exotoxin Streptolysin S negativen attenuierten Mutante analysiert und mit der Wirksamkeit
eines avitalen Lysates des Wildtyps verglichen. Hierbei sollten insbesondere Hinweise zu
der Rolle des Streptolysins S und der Vitalitat der Bakterien hinsichtlich der antitumoralen
Potenz gefunden werden.

Die Beurteilung der systemischen Immunreaktion erfolgte anhand von Untersuchungen
des Differentialblutbildes sowie von durchflusszytometrischen Lymphozyten- und Blutleu-
kozytenpopulationsbestimmungen. Die lokale intratumorale Immunreaktion wurde anhand
histologischer (Granulozytennachweis) und immunhistochemischer (Nachweis von CD4*
und CD8" Zellen) Untersuchungen erfasst.

Die Analysen ergaben, dass das Streptolysin S einen wesentlichen Beitrag zur Vermittlung
des antitumoralen Effektes leistet, jedoch noch andere Bestandteile von S. pyogenes dar-
an beteiligt sind, denn die Applikation der attenuierten Form erzielte zwar eine signifikante,
aber nur partielle Tumorregression. Darlber hinaus wurde nachgewiesen, dass die zur
Vermittlung des antitumoralen Effektes injizierten Bakterienbestandteile nicht vital sein
mussen, denn das Lysat fhrte zu einer teils kompletten und deutlich starkeren Tumorreg-
ression als die Mutante. Wenn auch die Tumorregression mit dem vitalen Wildtyp aus den
Vorarbeiten noch eindrucksvoller war, so wurde nach der Lysatapplikation ebenso eine
hinreichende systemische und lokal nachweisbare Rekrutierung spezifischer Effektorzellen
erzielt. Die Vitalitat als pathogener Faktor des Bakteriums konnte hierbei beztglich seiner
Effektivitat, eine spezifische Immunreaktion zu induzieren, durch eine wiederholte Injektion
ersetzt werden. So wurde nach zun&chst einmaliger Injektion des Lysates keine, nach
zweifacher Injektion jedoch eine teils sogar komplette Tumorregression erzielt. Durch den
Einsatz des Lysates kénnen somit toxische Nebeneffekte insbesondere mit Hinblick auf
eine klinische Anwendung minimiert werden. Denn nach der Applikation der vitalen Bakte-
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rien wurden im Gegensatz zum Lysat neben septisch-hamatotoxischen Auswirkungen im
Blutbild, auch eine massive reaktive Splenomegalie, sowie eine starke systemische Granu-
lozytose beobachtet.

Des Weiteren zeigte sich, dass die tumorinfiltrierenden Zellen bei den Lysat-Therapietieren
im Rahmen der durchflusszytometrischen und immunhistochemischen Analysen als akti-
vierte T-Zellen, die einen vornehmlich CD8* Phanotyp aufwiesen, identifizierbar waren. Die
Infiltration dieser zytotoxischen T-Zellen in das Tumorgewebe korrelierte hierbei deutlich
mit der Tumorregression. Somit kann von einer entscheidenden Rolle der T-Zellen im
Rahmen der antitumoralen Potenz ausgegangen werden.

Anhand der vorliegenden Arbeit kann damit geschlussfolgert werden, dass das Lysat als
attenuierte Form des Bakteriums S. pyogenes M49 eine viel versprechende Substanz in
der Behandlung des Pankreaskarzinoms darstellt, dessen potentieller therapeutischer Ein-

satz in weiterfihrenden Untersuchungen analysiert werden sollte.
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6 Anhang

6.1 Verwendete Chemikalien

Mayers Hamalaun

Tissue Tek

Tris

Aquatex

Methanol

DMEM
Ketaminhydrochlorid 10%
Xylazinhydrochlorid 2%
Diethylether

6.2 Gerate und Hilfsmittel

Blutanalysegerat: Sysmex SE-9000

Kryostat: LEICA CM 1850
Mikroskope: Axiophot

Wilovert S
Zentrifugen: Avanti ™ 30 Centrifuge

Varifuge 3,0R

Biofuge pico

Smart Spec ™™ 3000
Laminarbox Mikroflow
Durchflusszytometer: FACSCalibur

Merck, Darmstadt
Sakura, Zoeterwoude
ROTH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
LAB-SCAN, Dublin
Biochrom AG, Berlin
Essex Pharma, Minchen
Bayer, Leverkusen

J.T. Baker, Deventer

SysmexGmbH
LEICA, Solms

Zeiss, Jena

hund, Wetzlar
Beckmann, Krefeld
Heraeus, Hannover
Heraeus, Hannover
Bio Rad, Miinchen
NUNC, Wiesbaden
BD Pharmingen, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Brand, Wertheim
Aesculap

(anatomische/chirurgische Pinzette, Schere)

Schdttler: Thermomixer comfort
Sonstiges: Pipetten
elektrischer Pipetboy
Neubauer Zéhlkammer
Praparierbesteck
Staining Kit

OD Kuvetten

adhasive, geschliffene Objekttrager
Deckglaser

FACS Lysing solution

Santa Cruz, Heidelberg
Sarstedt, Nlrnberg
Histobond, Marienfeld
Menzel-Glaser, Braunschweig
BD Pharmingen, Heidelberg



Anhang

EDTA Réhrchen
Blutkapillaren 20ul
Kanllen 20G
Kompressen
Insulinspritzen

Nylonsieb 70 pm

FACS- Rohrchen 5 ml Rundboden

ZentrifugengefaBe (14ml, 50ml)
PS-Tube, steril (14 ml)

Einmalpipetten, steril (5ml, 10ml)

Pipettenspitzen

Cryomold-schalen  (15x15x5mm)

Zellkulturflaschen (50ml, 250ml)
ReaktionsgefaBe (1,0-2,0ml)

6.3 Antikorper
6.3.1 FACS

FITC anti mouse CD3
FITC anti mouse CD4
Gladbach

FITC anti mouse CD8a
Gladbach

FITC anti mouse CD11b
Gladbach

FITC anti mouse CD11c
Gladbach

FITC anti mouse CD19
FITC anti mouse CD71
FITC anti mouse Gr1
Gladbach

FITC anti mouse NK1.1
FITC anti mouse IgG «
(Isotypekontrolle)

FITC anti mouse CD34
PE anti mouse CD71PE

Sarstedt, Nlrnberg
Sarstedt, Nlrnberg

BD Microlance, Heidelberg
Hartmann, Heidenheim
BD Micro.Fine, Heidelberg
BD Falcon, Heidelberg
BD Falcon, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Sakura, Zoeterwoude
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

BD Pharmingen, Heidelberg
Miltenyi Biotec, Bergisch

Miltenyi Biotec, Bergisch
Miltenyi Biotec, Bergisch
Miltenyi Biotec, Bergisch
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch

BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg

eBioscience, San Diego
eBioscience, San Diego
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6.3.2 Immunhistologie
Primar AK
Ratte anti CD4 mouse (FITC)

Ratte anti CD8-3 mouse

Sekundar AK
anti-Ratte biotyliniert

6.4 Media, Agar

Media:
Zellkulturen

Einfriermedium

M49 Wildtyplysat S. pyogenes
SLS” Mutante S. pyogenes

Agar:
M49 Wildtyplysat S. pyogenes
SLS™ Mutante S. pyogenes

6.5 Puffer und Lésungen

6.5.1 allgemein

PBS Puffer

Far 10L 1x PBS:
KH,PO,

NaCl

Na,HPO,

KCI

1:50 Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

1:200 Santa Cruz, Heidelberg

1: 200 ABC-Staining Kit, Santa Cruz,
Heidelberg

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) +
10 % FCS +1 % P/S

DMSO (Dimethylsulfoxid) + 15 % FCS

THY (Todd Hewitt Broth, Yeast Extract)
THY+ Chloramphenicol/Erythromycin

THY (Todd Hewitt Broth, Yeast Extract)
THY- cm?e®(Chloramphenicol/Erythromycin)

2 g KH,PO,

80 g NaCl

21,6 g Na,HPO,
2 g KCl

ad 10L A. dest.
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6.5.2 FACS

FACS Puffer
Far 400ml:
NaNj3 (0,1 %)
FCS (1 %)
PBS

FACS Lysing Solution
FACS Lysing Solution

Lysepuffer Splenozyten
Pro Milz:

0,17 M Trisbase

0,16 MNH , CL

6.5.3 Histologie

6.5.3.1 HE Farbung
Mayer’s Hamalaun

Eosin G (0,5 %)

6.5.3.2 As-D Farbung

Echtgranatsalzkonzentrat
(10 mg in 100 ml PBS)
Naphtol-As-D-Chlorazetat

Dimethylsulfoxid

6.5.4 Immunhistochemie

ABC-Staining Kit (Santa Cruz, Heidelberg)

Mayer’s Hamalaun

2 ml NaN; (20 %)
4 mlFCS (1 %)
394 ml PBS

1:10 verdinnt mit A. dest.

10 ml Trisbase
90 mINH 4 CL
frisch und steril angesetzten

1:5 verdiinnt mit A. dest.
0,5 g Eosin G ad 100 ml A. dest.

5 ml Konzentrat ad 95 ml A. dest.

16 mg Naphtol-As-D-Chlorazetat
ad

2 ml DMSO

Schutteln und filtrieren

1:5 verdliinnt mit A. dest.
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7 Abkurzungen

ADCC

AK

APZ

BCG

CD

cfu

DZ

DMEM

DPC4

EGFR

EZM

FACS
FAMMM-Syndrome
FAP-Syndrom
FITC

GF

GM-CSF

HE

HER2
HNPCC-Syndrom
i.t

IFN

IL

LAK

min

MCH

MCV

MUC

NK-Zellen
oD

PBS

PE

p.i.

PlyC;
PSZ

Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity
Antikorper

antigen prasentierende Zellen

Bacillus Calmette-Guerin

Cluster of differentiation

colony forming units

dendritische Zellen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

deleted in pancreatic cancer-4

epidermal growth factor receptor
Extrazellulare Matrix

fluorescence activated cell sorting

familidres atypisches multiple Molen-Melanom—Syndrome
familiares adenomatéses Polyposesyndrom
Fluoresceinisothiocyanat

Gesichtsfeld

Granulocyte macrophage-colony stimulating factor
Hamalaun Eosin

Herceptin 2

hereditéres nicht polypdses Kolonkarzinom-Syndrom
intratumoral

Interferon

Interleukin

Lymphokin-aktivierten Killerzellen

Minuten

Mean corpuscular haemoglobin

Mean corpuscular volume

Mucin

naturliche Killerzellen

Optische Dichte

Phosphat gepufferte Saline

Phycoerythrin

post infectionem

Phagenlysin C1

pankreatische Sternzellen
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rom
RT
sec
s.C.
sLs"
SPSS
TAA
TGF
THY
TNF
TSA
VEGF
ZTL

rounds per minute
Raumtemperatur
Sekunden
subkutan
Streptolysin S ("e9atv)

Statistical Product and Service Solutions
Tumorassoziierte Antigene
Transforming growth factor

Todd Hewitt Broth Yeast Extract
Tumornekrosefaktor

tumorspezifische Antigene

Vascular endothelial growth factor

zytotoxische T-Lymphozyten
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1. Das Pankreaskarzinom gehért zu den Malignomen mit duBerst schlechter Prognose.
Die 5 Jahres-Uberlebensrate betragt ca. 5 % und die mittlere Uberlebenszeit nach Di-
agnose 3-6 Monate. Der Tumor weist eine hohe Therapieresistenz gegenlber etablier-
ten Behandlungsformen auf. Gegenwértig sind in Deutschland die Operation, die Che-
motherapie mit Gemcitabin sowie palliative MaBnahmen Standardtherapien.

2. Eine kurative Therapie ist lediglich mit einer Operation erreichbar. Da das Pankreaskar-
zinom jedoch aufgrund unspezifischer und spater Symptome zumeist erst in einem
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird, ist eine RO-Resektion nur bei sehr weni-
gen Patienten mdéglich. Neue Therapieansatze haben bisher nur unwesentlich zur Le-
bensverlangerung und verbesserter Lebensqualitat beitragen kénnen.

3. Zu der Malignitat und raschen Progredienz des Pankreaskarzinoms tragen eine aggres-
sive Tumorbiologie und eine schwache Immunogenitat bei. So weist das Pankreaskar-
zinom multiple Mutationen und diverse Tumorescapemechanismen auf. Sein erhdhter
Anteil an fibrotischem Gewebe erschwert die Infiltration und die Aktivitat von Immunzel-
len und tragt zu Resistenzen gegen Chemotherapeutika bei.

4. Ziel der Immuntherapie ist es, eine tumorgerichtete Immunreaktion zu initiieren und
somit die Tumorescapemechanismen und die schwache Immunogenitat von Tumoren
zu Uberwinden. Dies kann einerseits Uber eine Verstarkung der kérpereigenen Immun-
reaktion gegen den Tumor (aktiv) und andererseits durch Applikation von Antikorpern,

um das Immunsystem zu unterstltzen (passiv), geschehen.

5. In Vorarbeiten wurde klrzlich an einem murinen Tumormodell des Pankreaskarzinoms
die starke antitumorale und immunstimulierende Wirkung von lokal applizierten Strepto-
coccus pyogenes Bakterien des Wildtypstammes M49 nachgewiesen. Dabei handelt es
sich um eine aktive bakterielle Immuntherapie, deren Ziel die Induktion einer unspezifi-
schen Immunreaktion mittels lokaler Inflammation und Tumorzellnekrose sowie einer

daraus resultierenden spezifischen antitumoralen Immunantwort ist.

6. S. pyogenes weist durch mehrere Enzyme und Toxine zytolytische Effekte gegenlber
eukaryoten Zellen auf und ist ein antibiotisch gut beherrschbarer Keim.
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In der vorliegenden Arbeit wurde in dem gleichen Tumormodell eine vergleichende
Analyse hinsichtlich des antitumoralen Potentials zweier attenuierter Formen von S. py-
ogenes durchgefiihrt. Zum Einsatz kamen eine flr das Toxin Streptolysin S negative
Mutante (SLS") und ein Bakterienlysat des Wildtyps. Die Ergebnisse sollten Informatio-
nen Uber die antitumoral wirksamen pathogenen Komponenten des Bakteriums liefern,
um in Zukunft die Entwicklung einer klinisch anwendbaren Therapieform zu ermdgli-
chen. Hierbei sollten insbesondere Aussagen zu dem Streptolysin S und der Vitalitat
der Bakterien gefunden werden.

Immunkompetenten BL6N/C57 Mausen wurde s.c. ein Flankentumor aus syngenen
Panc02 Zellen induziert und dieser anschlieBend mit einer intratumoralen Injektion einer
der zwei attenuierten Bakterienformen behandelt (Injektion der SLS Mutante einmalig
(angelehnt an die Vorarbeiten), Injektion des Lysates zweimal im Abstand von 4d). Im
wdchentlichen Abstand erfolgte die Euthanasie von je 7 Mausen pro Therapiegruppe.

Untersucht wurden Uber einen Zeitraum von 4 Wochen die Entwicklung des Tumorvo-
lumens, die systemische Auswirkungen der Therapie auf Lymphozyten- und Blutzellpo-
pulationen mittels Durchflusszytometrie und Differentialblutbildbestimmung sowie lokale
Auswirkungen auf den Tumor mittels Histologie (Granulozytennnachweis) und Immun-
histochemie (Nachweis von CD4*und CD8" Zellen).

Die SLS'Mutante fuhrte zu einer signifikanten, aber nur partiellen Tumorregression,
welche deutlich geringer als bei dem Wildtyp aus den Vorarbeiten und dem Lysat aus-
fiel. Das Lysat vermittelte einen stéarkeren teils sogar kompletten Tumorriickgang.

Die spezifische Immunreaktion fiel bei der Mutante ebenfalls schwécher aus als bei
dem Lysat. Intratumoral und durchflusszytometrisch wurden deutlich weniger spezifi-
sche Effektorzellen detektiert. Streptolysin S tréagt somit bedeutend zum antitumoralen
Effekt bei. Jedoch auch andere pathogene Faktoren von S. pyogenes missen vermut-
lich daran beteiligt sein, so dass erst durch das Zusammenwirken einzelner Bestandtei-
le des Bakteriums ein ausreichender antitumoraler Effekt vermittelt wird.

Die vitale Mutante wies septisch-hamatotoxischen Auswirkungen (Erythro-, Lympho-
und Thrombopenie sowie Hamatokritreduktion) auf und flihrte zu einer massiven reakti-
ven Splenomegalie sowie einer starken systemischen und lokalen Granulozytose. Des
Weiteren wiesen die Milzlymphozyten einen deutlichen Anstieg des Transferrinrezep-
tors und Prolieferationsmarkers CD71 auf. Ahnliche Ergebnisse hatten sich auch bei
dem vitalen Wildtyp aus den Vorarbeiten gezeigt.



Thesen F

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Nach der Lysatinjektion traten diese Beobachtungen nicht auf. Die Ergebnisse dieser
Arbeit lassen somit erkennen, dass die vitalen Bakterien, nicht aber das Lysat, eine er-
hebliche Gefahr systemischer septisch-hdmatotoxischer Nebenwirkungen bergen.

Das Lysat flhrte nach einmaliger Injektion zunachst zu keiner Tumorregression, nach
einer zweiten Injektion nach 4 Tagen jedoch zu einem nahezu kompletten Tumorrick-
gang. Zusatzlich wurden systemisch und lokal vermehrt spezifische Effektorzellen

nachgewiesen.

Der vitale Wildtyp aus den Vorarbeiten hatte zwar ein besseres und schnelleres Ergeb-
nis bezuglich der Tumorregression erzielt, eine spezifische Immunreaktion wurde je-
doch gleichsam bei vitaler und avitaler Wildtypapplikation erreicht. Die Vitalitat ist somit
beziglich der Induktion einer schnelleren effektiven Immunreaktion von Vorteil, dies je-
doch auf Kosten des erhéhten Nebenwirkungsrisikos.

Da die Vitalitat beztglich der Induktion einer spezifischen Immunreaktion bei dem Lysat
als pathogener Faktor des Bakteriums mit einer mehrfachen Injektion quasi ersetzt wer-
den kann (s. These 14), ist diese nicht fir die erwlnschte antitumorale Potenz erforder-
lich. Durch den Einsatz des Lysates kdnnen so toxische Nebenwirkungen minimiert

werden.

Bei der Analyse der spezifischen Effektorzellen zeigte sich zwischen der systemischen
und lokalen Anwesenheit von CD8" Lymphozyten und der Tumorregression eine deutli-
che Konkordanz. Somit sind insbesondere zytotoxische T-Zellen fiir die antitumorale
Wirkung von Bedeutung.

AbschlieBend kann anhand der vorliegenden Arbeit geschlussfolgert werden, dass das
Bakterienlysat von S. pyogenes M49 eine viel versprechende Substanz flr eine bakteri-
elle Immuntherapie als kostenglinstige und effektive Therapiestrategie flir das Pankre-

askarzinoms darstellt.

Weitere Analysen sollten rechallenge-Modelle und Lymphozytentransfer-Modelle betref-
fen, um die Nachhaltigkeit der antitumoralen Immunreaktion beurteilen zu kénnen. E-
benso kénnte untersucht werden, ob eine Steigerung der Zahl der Lysatinjektionen zu
einem noch besseren Therapieerfolg flhrt.



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig und nur
unter Verwendung der angegebenen Hilfsmittel und Literatur angefertigt und sie noch
keiner anderen Prifungsbehdrde vorgelegt habe.

Rostock, im November 2008

Franziska Charrier



