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Einleitung

1 Einleitung

In Deutschland zahlen Krebserkrankungen zu den zweithdufigsten Todesursachen (1).
Aufgrund der hohen Pravalenz sowie in Anbetracht der Tatsache, dass Tumore zunehmend
Resistenzen gegen bereits etablierte Therapien entwickeln, wird standig nach neuen
Therapiemdglichkeiten geforscht. Das gilt auch fur die Behandlung von Tumoren des Kolons
und des Rektums. Beim metastasierten kolorektalen Karzinom haben bereits zielgerichtete
Therapien in Form von monoklonalen Antikdrpern Einzug in den klinischen Alltag gefunden

2).

Onkolytische Viren kdnnten einen vielversprechenden alternativen Therapieansatz darstellen.
Zu diesen Viren zahlen beispielsweise Adeno-, Herpes- oder Pockenviren. Auch das nicht
humanpathogene Parvovirus H1 (H-1PV), das zur Familie der Parvoviridae gehért, verfugt
Uber onkolytische Eigenschaften (3, 4). H-1PV infiziert und lysiert bevorzugt Tumorzellen (5).
Im Zuge des lytischen Zelltodes werden tumorspezifische Antigene und proinflammatorische
Zytokine freigesetzt. So entsteht ein inflammatorisches Tumormikromilieu, welches eine
effektive Antitumor-Immunantwort induziert (6, 7). Sowohl im Glioblastom-Zellmodell als auch
im Melanom-Zellmodell konnte die tumorselektive Zytotoxizitat und das immunstimulierende
Potenzial von H-1PV gezeigt werden (8-10).

In dieser Arbeit soll der Effekt von H-1PV auf Kolonkarzinomzellen untersucht werden. Das
kolorektale Karzinom lasst sich in vier molekulare Subtypen (CMS1-4) mit jeweils
charakteristischen Eigenschaften einteilen (11-14). Im Rahmen dieser Dissertation wurden
Kolonkarzinomzellen der kanonisch (CMS2) und metabolisch (CMS3) aktiven Subgruppen
betrachtet und untereinander verglichen. Im ersten Teil der Arbeit wurde mittels MTT-Assay
der Effekt von H-1PV auf die Zellviabilitat untersucht. Der zweite Teil beleuchtete den Einfluss
von H-1PV auf die Anzahl und Aktivierung ausgewahlter Immunzellen. Neben naturlichen
Killerzellen (NK-Zellen) und zytotoxischen T-Zellen, die fur die Tumorzelllyse essenziell sind,
wurden weitere Immunzellen der Tumormikroumgebung analysiert. Im dritten Teil der
Dissertation wurde die Konzentration immunmodulierender Zytokine gemessen.

Die Arbeit tragt zum Verstandnis der Interaktion zwischen kolorektalen Tumorzellen,
onkolytischen Viren und humanem Immunsystem bei und untersucht H-1PV als
therapeutische Option.
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Literaturdiskussion

2 Literaturdiskussion
2.1 Das kolorektale Karzinom

2.1.1 Epidemiologie

Unter dem Begriff des kolorektalen Karzinoms (KRK) werden Tumore des Kolons und des
Rektums zusammengefasst. Das KRK stellt eine der haufigsten Krebserkrankungen in
Deutschland dar. Bei Frauen ist es nach dem Mammakarzinom die zweithaufigste
Tumorerkrankung, bei Mannern belegt es nach dem Prostatakarzinom und dem
Bronchialkarzinom den dritten Platz. Insgesamt wurden im Jahr 2020 54.770
Neuerkrankungen gezahlt (15). Betrachtet man den Anteil der haufigsten Tumore an den
Krebssterbefallen, steht das KRK bei beiden Geschlechtern an dritter Stelle. 2020 starben
10.667 Frauen und 13.120 Manner in Folge dieser Krebserkrankung (16). Das KRK ftritt mit
zunehmendem Lebensalter gehauft auf. Bei Frauen betragt das mittlere Erkrankungsalter 75
Jahre, bei Mannern 71 Jahre (15).

Trotz intensivierter FruherkennungsmafRnahmen wird das KRK im Vergleich zu anderen
Tumorentitdten nach wie vor eher spat diagnostiziert. Bei 24 % der Frauen und 26 % der
Manner erfolgt die Diagnose im Stadium IV der Einteilung der internationalen Vereinigung
gegen Krebs (UICC) (siehe Abbildung 2.1). Problematisch ist das vor allem, da auch die
Prognose stark vom Zeitpunkt der Diagnosestellung abhangt (siehe Abbildung 2.2). Mit einem
5-Jahres-Uberleben von unter 20 % ist die Prognose des metastasierten KRK nach wie vor
schlecht (15, 17).
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Abbildung 2.1: Verteilung der UICC-Stadien I-IV bei Erstdiagnose nach Geschlecht in
Deutschland von 2019-2020. Abklrzung: UICC, ,Union internationale contre le cancer® (18)
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Abbildung 2.2: Relatives 5-Jahres-Uberleben nach UICC-Stadium I-IV und Geschlecht in
Deutschland von 2019-2020 (nach 7. und 8. Auflage TNM). Abklrzungen: T, Tumor; N,
Lymphknoten; M, Metastasen (18)
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2.1.2 Risikofaktoren

Zu den Risikofaktoren fur das KRK zdhlen das mannliche Geschlecht sowie bestehende
Vorerkrankungen wie chronisch-entziindliche Darmerkrankungen und Diabetes mellitus Typ
2. Auch Ubergewicht, Bewegungsmangel, ibermaRiger Konsum von rotem und verarbeitetem
Fleisch, Nikotinabusus und Alkoholkonsum haben einen negativen Einfluss. Protektiv wirkt der
Verzehr von reichlich Obst und Gemuse sowie eine ballaststoffreiche Diat mit einer
Ballaststoffaufnahme von etwa 30 g pro Tag (2, 19, 20).

2.1.3 Pathogenese

Das KRK entsteht in 60-65 % der Falle sporadisch, es liegt also weder eine positive
Familienanamnese noch eine vererbte genetische Mutation vor (21). Die meisten Tumore
entwickeln sich Gber Jahre hinweg aus Adenomen, man spricht von der sogenannten Adenom-
Karzinom-Sequenz (siehe Abbildung 2.3) (22). Mutationen in Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen flhren, Uber die Dysregulation wichtiger Signalkaskaden, zur
malignen Entartung von Zellen (11, 23). Auch wenn Modelle fir den zeitlichen Ablauf
genetischer Veranderungen existieren, ist es vor allem deren progressive Akkumulation, die
ausschlaggebend ist (12, 24).

Intermedidres
Adenom

Hyperproliferatives

Epithel

Normales
Metastasen

Epithel

Frihes
Adenom

‘ Spates

Karzinom
Adenom ‘

5q Mutation DNA- 12p Mutation 18q Verust 17p Verlust Andere

oder Hypomethylierung K-RAS DCC ph3 Alterationen
FAP-Verlust

Abbildung 2.3: Adenom-Karzinom-Sequenz. Abklrzungen: DCC, ,deleted in colorectal
cancer’; DNA, Desoxyribonukleinsdure; FAP, familiare adenomatdse Polyposis; KRAS,
.Kirsten rat sarcoma®“; p53, Protein 53 (12)

85 % der sporadisch auftretenden KRK entwickeln sich auf der Basis einer chromosomalen
Instabilitat (CIN) (11, 23). Gewinne oder Verluste ganzer bzw. grof3er Teile von Chromosomen
fuhren neben Differenzen in der Chromosomenanzahl auch zu einem Verlust der
Heterogenitat (25). Assoziiert ist die CIN mit Mutationen in den Tumorsuppressorgenen APC
(adenomatoéses Polyposis coli) und p53 (Protein 53) (11, 23).

Bei den Ubrigen 15 % der sporadisch auftretenden KRK handelt es sich um mikrosatelliten-
instabile Tumore (11, 23, 26). Mikrosatelliten sind kurze, repetitive DNA-Sequenzen, die im
gesamten Genom zu finden sind. Wegen ihrer sich wiederholenden Struktur sind sie
besonders anfallig gegentiber Replikationsfehlern (27). In der Regel werden Fehler bei der
Replikation durch das DNA-Mismatch-Reparatur System beseitigt. Dabei handelt es sich um
eine Gruppe von Proteinen, die als Heterodimere agieren. Die wichtigsten Proteinkomplexe
sind MutSa (MSH2-MSH6, ,MutS Homolog“) und MutSp (MSH2-MSH3), wobei in humanen
Zellen das Heterodimer MSH2-MSH6 Uberwiegt. Wahrend MSH2-MSH6 insbesondere
Fehlpaarungen einzelner Basen detektiert, identifiziert MSH2-MSH3 gréRere Insertionen und
Deletionen. Im Rahmen der ersten Mismatch Detektion durch MutSa und MutSB wird auch
MutLa rekrutiert, ein Heterodimer aus MLH1 (,MutL Homolog“) und PMS2 (,postmeiotic
segregation increased”) (28). Kommt es in Folge von Mutationen zu Funktionsverlusten von
Proteinen, die fur die DNA-Mismatch-Reparatur zustandig sind, fehlt die Maoglichkeit zur
Fehlerbeseitigung. Es resultieren Veranderungen der Mikrosatellitenlange, was als
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) bezeichnet wird (11, 29).
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2.1.4 Molekulare Subtypen

Im Jahr 2014 wurde ein genexpressionsbasiertes Klassifikationssystem entwickelt, welches
das KRK in vier molekulare Subtypen (CMS1-4, ,consensus molecular subtypes®) mit jeweils
charakteristischen Eigenschaften unterteilt (siehe Tabelle 2.1) (11-14).

Ein wichtiges Zuordnungsmerkmal stellen genetische Aberrationen dar. Sie ermdglichen zwar
keine strenge Zuteilung zu einem bestimmten Subtypus, jedoch sind einige Mutationen bei
manchen Subtypen haufiger anzutreffen als bei anderen. So sind CMS1-Tumore oftmals
BRAF-mutiert (,v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1“), wahrend CMS3-Tumore
haufig eine Mutation im RAS-Gen (,rat sarcoma®) aufweisen (14). RAS-Mutationen fordern die
Aufrechterhaltung und Progression von Tumoren und beeinflussen auch die Therapie (2, 30).
Weitere molekularbiologische Charakteristika, die je nach Subtyp variieren, sind der
Mikrosatellitenstatus und die epigenetische Stabilitdt. Letztere ist durch unterschiedliche
Methylierungsgrade (CIMP, ,CpG-Island-Methylator Phenotype®) charakterisiert (11, 13).

Kennzeichnend fir CMS2 ist eine starke Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges
(wingless/int-1), der eine treibende Rolle bei der Genese des KRK spielt (14, 31). Typisch sind
auch Amplifikationen des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) (12, 14, 23, 32, 33).
Diese gehen mit einer verbesserten Prognose einher und kénnen zudem mit einer
gesteigerten Chemosensitivitat assoziiert sein (34). Insgesamt finden sich in CMS2-Tumoren
die groRten strukturellen Variationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen.
Charakteristisch fir CMS3-Tumore sind Dysregulationen in Stoffwechselwegen, zum Beispiel
im Kohlenhydrat- und Fettsaurestoffwechsel (12, 14, 23, 32, 33). Diese metabolischen
Veranderungen sind wichtige Faktoren flr die Tumorprogression (14).

Betrachtet man die Beschaffenheit des Tumorgewebes, zeigen sich auch hier Unterschiede
zwischen den einzelnen CMS-Subtypen. Bei CMS1 und CMS4 handelt es sich um
undifferenzierte Karzinome. Im Gegensatz dazu weisen sowohl CMS2- als auch CMS3-
Tumore starke epitheliale Differenzierungsmerkmale auf (12, 14, 23, 32, 33). Der histologische
Differenzierungsgrad hat einen erheblichen Einfluss auf die Prognose. Im Allgemeinen ist das
klinische Outcome von differenzierten Karzinomen besser als das von undifferenzierten
Karzinomen (35). Eine prognostische Bedeutung hat auch die Tumorlokalisation. Im
Allgemeinen lasst sich sagen, dass rechtsseitige Tumore eine signifikant schlechtere
Prognose aufweisen als linksseitige Tumoren. Wahrend sich CMS1- und CMS3-Tumore eher
im rechtsseitigen Kolon (Caecum, Colon ascendens, hepatische Flexur, Colon transversum)
befinden, sind CMS2-Tumore eher im linksseitigen Kolon (splenische Flexur bis Rektum)
ansassig (11, 13, 14, 36). Vergleicht man die Prognose der einzelnen Subtypen, weist CMS2
im metastasierten Status die beste Prognose auf, wahrend CMS4 mit der schlechtesten
Prognose einhergeht (11, 14, 23).

Nicht zuletzt unterscheiden sich die molekularen Subtypen in der Antwort des Immunsystems
(12). Der CMS2-Subtyp ist durch eine schwache intratumorale Immunantwort gekennzeichnet.
Bei den wenigen Immunzellen, die sich in der Tumormikroumgebung befinden, handelt es sich
um ruhende natirliche Killerzellen und naive CD4* T-Zellen oder B-Zellen. Eine aktive
Antitumor-Immunantwort kdnnen diese Zellen nicht vermitteln. Dariber hinaus besitzen
CMS2-Tumore nur wenige Transkripte fir Gene, die fur Chemokine codieren oder an der
Prozessierung oder Prasentation von Antigenen beteiligt sind. Der Immunphanotyp von CMS3
ahnelt dem von CMS2. Beim CMS3-Subtyp finden sich jedoch vergleichsweise mehr naive B-
und T-Zellen sowie ruhende T-Zellen. Des Weiteren imponiert eine hohe Anzahl an
Immunzellen, die das Oberflachenprotein PD-1 (,programmed cell death protein 1)
exprimieren (37).
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Tabelle 2.1: Eigenschaften der molekularen Subtypen des kolorektalen Karzinoms.
Abklrzungen: BRAF, ,v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1“; CD, ,cluster of
differentiation“; CIMP, ,CpG-Island-Methylator Phenotype®; CIN, chromosomale Instabilitat;
CMS, ,consensus molecular subtypes®; CTLA-4, ,cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
4% DC, dendritische Zelle; EGFR, epidermaler Wachstumsfaktor; EMT, epithelial-
mesenchymale Transition; LAGS3, "lymphocyte-activation gene 3"; MDSC, myeloide
Suppressorzelle; MSI, Mikrosatelliteninstabilitat; MSS, Mikrosatellitenstabilitat; MYC,
Protoonkogen MYC; NK-Zelle, natirliche Killerzelle; PD-1, ,programmed cell death protein 1%
PD-L1, ,programmed death ligand 1 TGF, transformierender Wachstumsfaktor; Ty-Zelle, T-

Helferzelle; Wnt, wingless/int-1 Signalweg (11, 23)

CMS1 CMS2 CMS3 CMS4
immunogen kanonisch metabolisch mesenchymal
Anteil 15 % 40 % 13 % 25 %
Molekular- | BRAF-Mutation, | CIN, MSS, CIN-MSI CIN, MSS,
biologie CIMP, MSI, EGFR- gemischt, KRAS- | stromale
hypermutiert Amplifikation, Mutationen, Infiltration, TGFR,
Wnt/MYC- metabolische Angiogenese
Aktivierung Dysregulation
Immunzell- | CD8" und CD4* | CD4" T/B- hohe Anzahl an regulatorische T-
infiltration | T-Zellen, Tu1- Zellen, ruhende | PD-1- Zellen, MSDCs,
Zellen, NK- NK-Zellen exprimierenden wenige CD8" und
Zellen, DCs, Zellen, Ty17- CD4* T-Zellen,
M1- Zellen, T/B-Zellen | M2-
Makrophagen, Makrophagen,
PD-1, PD-L1, EMT-Aktivierung
CTLA-4, LAG3
Immun- aktiviert ruhend gemischt supprimiert
status
Seite rechts links rechts beide Seiten

In den klinischen Alltag hat die CMS-Klassifikation bislang keinen Einzug gefunden. Das liegt
mitunter daran, dass sich innerhalb der einzelnen Subtypen eine hohe Rate an intratumoraler
Heterogenitat zeigt. In der Praxis wird vor allem nach genetischen Veranderungen gefahndet,
die sich fur zielgerichtete Therapien eignen. Fur die Zukunft stellt die CMS-Klassifikation eine
Méglichkeit dar, die personalisierte Therapie zu optimieren (11, 12, 23).

2.1.5 Stadieneinteilung

Das KRK wird anhand der UICC-Klassifikation eingeteilt (siehe Tabelle 2.5). Diese hat sowohl
prognostische als auch therapeutische Bedeutung. Berucksichtigt werden die Ausdehnung
des Primartumors (T), der Befall regionarer Lymphknoten (N) sowie das Auftreten von
Fernmetastasen (M) (siehe Tabelle 2.2, Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4) (38, 39).

Tabelle 2.2: TNM-Klassifikation: Primartumor (T) (38, 39)

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO kein Anhalt fur Primartumor
Tis Carcinoma in situ, intramucosales Karzinom
(Beteiligung der Lamina propria ohne Infiltration der Muscularis mucosae)
T1 Tumor infiltriert die Submucosa
T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria
T3 Tumor perforiert die Muscularis propria und infiltriert das perikolirektale

Gewebe
6
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T4
T4a Tumor perforiert das viszerale Peritoneum
T4b Tumor infiltriert direkt benachbarte Organe oder Strukturen

Tabelle 2.3: TNM-Klassifikation: Regiondare Lymphknoten (N) (38, 39)

Nx regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1
N1a ein regionarer Lymphknoten ist positiv
N1b zwei oder drei regionare Lymphknoten sind positiv
N1c Tumorablagerungen in der Subserosa, im Mesenterium sowie im nicht-

peritonealisierten perikolischen oder perirektalen/mesorektalen Gewebe
(ohne positive regionare Lymphknoten)

N2
N2a vier bis sechs regionare Lymphknoten sind positiv
N2b sieben oder mehr regionare Lymphknoten sind positiv

Tabelle 2.4: TNM-Klassifikation: Fernmetastasen (M) (38, 39)

MO | keine Fernmetastasen

M1
M1a Metastasen auf ein Organ beschrankt (ohne peritoneale Metastasen)
M1b Metastasen in zwei oder mehr Organen (ohne peritoneale Metastasen)
M1c Metastasen im Peritoneum, mit oder ohne Befall anderer Organe

Tabelle 2.5: UICC-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (2)

UICC 2010 T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1/T2 NO MO
Stadium Il T3/T4 NO MO
A T3 NO MO
IIB T4a NO MO
lic T4b NO MO
Stadium Il jedes T N1/N2 MO
A T1/T2 N1 MO
T1 N2a MO
B T3/T4 N1 MO
T2/T3 N2a MO
T1/T2 N2b MO
nc T4a N2a MO
T3/T4a N2b MO
T4b N1/N2 MO
Stadium IV jedes T jedes N M1
IVA jedes T jedes N M1a
VB jedes T jedes N M1b
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2.1.6 Therapie

Grundsatzlich unterscheidet sich die Therapie des nicht-metastasierten KRK von der Therapie
des metastasierten KRK. Des Weiteren gibt es Unterschiede in der Behandlung von
rechtsseitigen und linksseitigen Tumoren.

Das nicht-metastasierte Kolonkarzinom wird in kurativer Intention primar chirurgisch
behandelt. Die weitere Therapie orientiert sich an der UICC-Klassifikation. Bei einem RO-
resezierten Kolonkarzinom im Stadium | wird keine adjuvante Chemotherapie durchgefihrt.
Liegt ein Stadium Il vor, soll eine adjuvante Chemotherapie, bevorzugt mit Fluoropyrimidinen
als Monotherapie, nur bei Vorliegen bestimmter Risikofaktoren erfolgen. Dazu zahlt das
Stadium T4, eine stattgehabte Perforation bzw. ein Einriss des Tumors, eine Operation unter
Notfallbedingungen sowie eine zu geringe Anzahl an untersuchten Lymphknoten. Zudem soll
zuvor der Mikrosatellitenstatus untersucht werden. Bei einer nachgewiesenen MSI soll im
Stadium [l nur die operative Resektion erfolgen. Eine adjuvante Chemotherapie wird nicht
empfohlen. Im Stadium lll ist eine adjuvante Chemotherapie mit Oxaliplatin in Kombination mit
Folinsdure und 5-Fluorouracil (5-FU) indiziert (2).

Auch die Therapie des nicht-metastasierten Rektumkarzinoms ist primar chirurgisch. Im
Gegensatz zum Kolonkarzinom ist das Rektumkarzinom sensitiv flir die Strahlentherapie (40).
Bei den UICC-Stadien Il und Il ist bei Tumoren des unteren und mittleren Rektumdrittels eine
neoadjuvante Radiochemotherapie oder eine Kurzzeit-Radiotherapie indiziert. Je nach UICC-
Stadium und in Abhangigkeit von vorliegenden Risikofaktoren fir ein Lokalrezidiv kann im
Anschluss an die operative Therapie eine adjuvante Chemotherapie durchgefiihrt werden (2).

Primares Ziel bei der Therapie des metastasierten KRK ist die maximal mogliche
Tumorreduktion. Ist die Prognose giinstig und handelt es sich um eine primar resektable
Metastasierung, wird zunachst die Metastasenresektion angestrebt. Sind diese
Voraussetzungen nicht gegeben, wird in erster Linie eine systemische Chemotherapie
durchgefihrt. Typische Behandlungsschemata zeigt die Tabelle 2.6.

Tabelle 2.6: Typische Behandlungsschemata in der Erstlinienchemotherapie.
Abklrzung: 5-FU, 5-Fluorouracil (2)

FOLFOX Folinsaure, 5-FU und Oxaliplatin

FOLFIRI Folinsaure, 5-FU und Irinotecan
FOLFOXIRI Folinsaure, 5-FU, Oxaliplatin und Irinotecan
CAPOX Capecitabin und Oxaliplatin

Ob zusatzlich zielgerichtete Substanzen verabreicht werden, ist abhangig vom Therapieziel,
von den molekularbiologischen Eigenschaften des Tumors sowie zum Teil auch von der Lage
des Primarius. Alle metastasierten KRK sollen noch vor Einleitung der Therapie
molekularbiologisch untersucht werden (2). Gefahndet wird nach Mutationen in den RAS-
Genen (z.B. KRAS) sowie in BRAF. Aulterdem wird geprift, ob eine defiziente Mismatch-
Reparatur (dAMMR) oder eine hochgradige MSI vorliegt (2, 17). Entsprechend werden in der
Erstlinie bei gutem Allgemeinzustand unterschiedliche Therapien eingeleitet (siehe Tabelle
2.7). EGFR-Inhibitoren kommen ausschlie3lich beim RAS-Wildtyp zur Anwendung (2). Einige
Patientinnen und Patienten profitieren von der zusatzlichen Gabe des monoklonalen
Antikérpers Bevacizumab, der gegen den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF)
gerichtet ist und antiangiogenetisch wirkt (41-43). Bei reduziertem Allgemeinzustand werden
in der Erstlinientherapie gewdhnlich Fluoropyrimidin-Monotherapien in Kombination mit
Bevacizumab eingesetzt (2).
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Tabelle 2.7: Erstlinientherapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms bei gutem
Allgemeinzustand in Abhangigkeit von der Molekularbiologie des Tumors.
Chemotherapie-Doublette: FOLFOX, FOLFIRI oder CAPOX; Chemotherapie-Triplette:
FOLFOXIRI. Abkirzungen: HER-2, ,human epidermal growth factor receptor 2%, RAS, ,rat
sarcoma*“ (2)

RAS-Wildtyp linksseitiges Karzinom: Chemotherapie-Doublette plus anti-
EGFR-Substanz (Cetuximab oder Panitimumab)

rechtsseitiges Karzinom: Chemotherapie-Doublette mit oder
ohne Bevacizumab

RAS-Mutation Chemotherapie-Doublette mit oder ohne Bevacizumab
BRAF-Mutation Chemotherapie-Triplette mit oder ohne Bevacizumab

HER-2-Amplifikation Behandlung gemal RAS- und BRAF-Mutationsstatus

Bei ca. 5 % aller metastasierten KRK handelt es sich um Tumore mit einer dAMMR oder einer
hochgradigen MSI (MSI-H) (17). Laut aktueller Leitlinie wird in diesen Fallen die
Erstlinientherapie gemall dem RAS-Mutationsstatus empfohlen. Erst in spateren
Therapielinien soll geprift werden, ob Immun-Checkpoint-Inhibitoren eingesetzt werden
konnen (2). Mittlerweile sind fur die Therapie des KRK drei Immun-Checkpoint-Inhibitoren
zugelassen: Die PD-1-Inhibitoren Pembrolizumab und Nivolumab sowie der CTLA-4-Inhibitor
Ipilimumab, der in Kombination mit Nivolumab verabreicht wird (29, 44). Durch den Einsatz
dieser Substanzen konnte das mediane Uberleben deutlich gesteigert werden. In der Phase 2
KEYNOTE-164 Studie erhielten 124 Patientinnen und Patienten mit bereits vorbehandeltem
MSI-H/dMMR metastasierten KRK Pembrolizumab. Das mediane Uberleben betrug 31,4
Monate (17, 45). Bei der gro’en Mehrheit der KRK handelt es sich jedoch um Tumore mit
pPMMR, niedriger MSI (MSI-L) oder MSS. Hier zeigen die bisher bekannten Immun-Checkpoint-
Inhibitoren keine Wirkung (29, 46).

Neben medikamentdsen Therapien existieren auch lokal ablative oder lokoregionar wirksame
Verfahren. Als Beispiel ist die selektive interne Radioembolisation (SIRT) zu nennen, die etwa
bei der Behandlung disseminierter Lebermetastasen zum Einsatz kommt (2).

2.2 Onkolytische Virotherapie

2.2.1 Historie

Das Potenzial von Viren fur die Bekdmpfung von Tumoren ist schon lange bekannt. Bereits
Mitte des 19. Jahrhunderts beschrieben Fallberichte Zusammenhange zwischen natirlichen
Virusinfektionen und Regressionen von Krebserkrankungen. Insbesondere bei jungen
Leukamie- und Lymphompatientinnen und -patienten mit einem supprimierten Immunsystem
wurden nach durchgemachten Virusinfektionen kurzzeitige Remissionen beobachtet (3, 47).
Eine konkrete Vorstellung von der wahren Natur der Viren hatte man zu dieser Zeit noch nicht.
Erstim Jahr 1939 gelang es, elektronenmikroskopische Bilder von Viren aufzunehmen (3). Bis
ins frihe 20. Jahrhundert wurden Tumore chirurgisch behandelt. Schliellich hielten mit der
Chemo- und der Radiotherapie neue Behandlungsmdglichkeiten Einzug. Dennoch konnten
nicht immer zufriedenstellende Ergebnisse erzielt werden. Das hatte zur Folge, dass sich die
Forschung verstarkt onkolytischen Viren zuwandte (3). Die Etablierung von ex-vivo
Zellkulturen im Jahr 1948 ermdoglichte es, die onkolytische Wirkung von Viren in Mausmodellen
zu untersuchen (3, 48). In den folgenden Jahrzehnten wurden auch zahlreiche klinische
Studien mit verschiedenen Viren durchgefiihrt. Hierzu zahlten zum Beispiel Adeno- und
Hepatitisviren sowie das Mumpsvirus und das West-Nil-Virus (3, 47). Die onkolytische Wirkung
in vivo war nur schwach ausgepragt, denn das Immunsystem der Patientinnen und Patienten
reagierte auf die Infektion mit einer baldigen Viruselimination. Auf’erdem waren teils
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schwerwiegende Nebenwirkungen wie Enzephalitiden zu verzeichnen (3). Einen Aufschwung
erlebte die Erforschung onkolytischer Viren mit der standardmafligen Anwendung
rekombinanter DNA-Technologien Anfang der 1990er Jahre. Durch Veranderungen von
Virusgenomen konnte eine neue Generation onkolytischer Viren generiert werden, die in der
Anwendung sicherer und spezifischer waren. Im Fokus standen dabei vor allem Adeno-,
Herpes-, Paramyxo-, Picorna- und Pockenviren (3). Das erste genetisch modifizierte Virus,
das beim Menschen Anwendung fand, war das Adenovirus dI1520 (ONYX-015). Es repliziert
sich selektiv in Zellen, in denen das Tumorsuppressorgen p53 inaktiv ist. Mit d11520 wurde
1998 auch der erste klinische Versuch zur Kombination von onkolytischer Virotherapie und
Chemotherapie gestartet. Patientinnen und Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren erhielten neben
der intratumoralen Injektion von dI1520 auch intravendse Injektionen von Cisplatin und 5-FU.
Die Ergebnisse waren vielversprechend. Bei einer unveranderten Nebenwirkungsrate zeigte
die Kombinationstherapie eine signifikant hdhere Ansprechrate als die alleinige
Chemotherapie (47). Im Jahr 2005 wurde in China mit dem genetisch modifizierten Adenovirus
H101 (Oncorine) das erste onkolytische Virus zugelassen (3, 47, 49, 50). In Kombination mit
Chemotherapeutika wird es zur Therapie von Nasopharynxkarzinomen eingesetzt. Oncorine
verstarkt die Wirkung des Chemotherapeutikums, ohne zu einer Zunahme zytotoxisch
bedingter Nebenwirkungen zu flihren. Darlber hinaus stimuliert es die antitumorale
Immunantwort. Es gibt Hinweise, dass die Effektivitdt von Oncorine durch die Kombination mit
Immuntherapien noch weiter gesteigert werden kann (50). 2015 erfolgte die Zulassung von
Talimogene laherparepvec (T-VEC), einem genetisch modifizierten Herpes-simplex-Virus 1
(HSV-1). Zum Einsatz kommt es bei der Behandlung des malignen Melanoms (51). Das
Genom von T-VEC ist so verandert, dass sich das Virus selektiv in Tumorzellen repliziert und
den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) exprimiert (52). Im
Rahmen klinischer Studien sind mittlerweile tausende Krebspatientinnen und -patienten mit
verschiedenen onkolytischen Viren behandelt worden. Insgesamt erwies sich die Therapie als
sicher und vertraglich. Beobachtet wurden lediglich leichte Nebenwirkungen in Form von
grippeahnlichen Symptomen (5).

2.2.2 Parvovirus H-1

H-1PV gehdrt zur Familie der Parvoviridae und zur Unterfamilie der Parvovirinae (siehe
Abbildung 2.4).

Amdovirus
H1
parvovirus
Bocavirus
Kilham rat
) virus
P .. D dovirus Carnivore
arvovirinae ependoviru protoparvovirus 1
Parvoviridae Lulll virus
. . Primate
Densovirinae Erythrovirus protoparvovirus 1 . .
Minute virus
Rodent of mice
. . oden
Parvovirus Protoparvovirus protoparvovirus 1 Vouse
parvovirus
Rodent 1-5
protoparvovirus 2
Hamster
parvovirus
Ungulate
protoparvovirus 1
Tumor virus X
Rat minute
virus 1

Abbildung 2.4: Taxonomie von H-1PV. Abkulrzung: H-1PV, Parvovirus H-1 (4)
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H-1PV ist ein unbehilltes, ikosaedrisches Virus mit einem Durchmesser von 23-28 nm. Es
weist ein lineares, einzelstrangiges DNA-Genom (ssDNA) mit einer Lange von ca. 5000
Nukleotiden auf (5, 53-57). Das Genom setzt sich aus zwei Transkriptionseinheiten zusammen
(siehe Abbildung 2.5). Eine Transkriptionseinheit kodiert fur Nichtstrukturproteine (NS), die
unter anderem fir die Virusreplikation essenziell sind. Die andere Transkriptionseinheit kodiert
flr Strukturproteine (VP), die das Kapsid formen. Die Expression der viralen Gene wird durch
die zwei Promotoren P4 und P38 geregelt. Wahrend der Promotor P4 die Expression der
Nichtstrukturproteine NS1 und NS2 kontrolliert, reguliert der Promotor P38 die Produktion der
Kapsidproteine VP1 und VP2 (5, 54, 55, 57).

I ‘ = I ‘ - } .
P4 P38

Abbildung 2.5: Genom von H-1PV. Abklrzungen: P, Promotor; NS, Nichtstrukturprotein; VP,
Kapsidprotein (55)

Der naturliche Wirt von H-1PV ist die Ratte (5, 58, 59). Das Virus ist nicht humanpathogen,
verursacht beim Menschen also keine Krankheitssymptome. Dennoch kénnen humane Zellen
infiziert werden (5, 7, 8, 54). Nach dem Eintritt des Virus in die Wirtszelle wird das virale Genom
autonom im Zellkern repliziert. Die Replikation ist dabei von vielen zelluldren Faktoren
abhangig und kann nur wahrend der Synthese-Phase (S-Phase) des Zellzyklus stattfinden (5,
54, 55, 58, 60). Das Virus kann die S-Phase jedoch nicht selbst induzieren (5, 60). Das erklart,
wieso H-1PV sich vor allem in schnell teilenden Zellen, bevorzugt in Tumorzellen, repliziert.
Der Onkotropismus beruht auch darauf, dass in Tumorzellen zahlreiche Signalkaskaden
dysreguliert sind und so optimale Bedingungen flr die Virusreplikation herrschen (7, 54, 55,
60). Im Anschluss an die Replikation und die Morphogenese erfolgt die Freisetzung der neu
synthetisierten Viren. Die Wirtszelle wird dabei lysiert. Die freigesetzten Viren infizieren
benachbarte Tumorzellen und der lytische Zyklus beginnt erneut (5).

Die Zytotoxizitat von H-1PV wird hauptsachlich durch das Nichtstrukturprotein NS1 vermittelt
(5, 57). Die alleinige Expression von NS1 ist ausreichend, um Uber die Ansammlung radikaler
Sauerstoffspezies die Apoptose zu induzieren (5, 54, 55). Die onkolytische Aktivitat von H-1PV
konnte bereits in zahlreichen Tumorentitdten nachgewiesen werden (5, 58). Die Onkolyse
funktioniert auch in Tumorzellen, die bereits Resistenzen gegen konventionelle und
zZielgerichtete Therapien entwickelt haben (7, 55). So kann H-1PV die Apoptose-Resistenz
einiger Gliomzellen umgehen, indem es einen alternativen, durch Cathepsine vermittelten
Zelltod induziert (5, 55, 61, 62).

2.3 Das humane Immunsystem

Das humane Immunsystem ist ein komplexes, interaktives Netzwerk aus lymphatischen
Organen, Zellen, humoralen Faktoren und Zytokinen (63). Es besitzt die Fahigkeit, zwischen
koérpereigenen und koérperfremden Strukturen zu unterscheiden. Neben exogenen
Krankheitserregern wie Bakterien oder Viren kénnen auch endogene, entartete Zellen wie
Tumorzellen erkannt und eliminiert werden (64, 65). Grundsatzlich wird zwischen der
angeborenen und der adaptiven Immunantwort differenziert. Beide Systeme arbeiten eng
zusammen und bestehen jeweils aus zellularen und humoralen Komponenten. Unterschiede
zeigen sich sowohl hinsichtlich der Spezifitat als auch hinsichtlich der Geschwindigkeit der
Immunantwort. Wahrend die angeborene Immunitat innerhalb von Minuten reagiert, nimmt die
Aktivierung der adaptiven Immunitat mit mehreren Stunden bis Tagen deutlich mehr Zeit in
Anspruch (63, 65, 66).
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2.3.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem

2.3.1.1 Angeborenes Immunsystem

Der Mensch ist stéandig von potenziellen Pathogenen umgeben. Sie werden inhaliert,
verschluckt oder besiedeln Haut und Schleimhaute (63, 67). Ob ein Mikroorganismus eine
Erkrankung verursacht, hangt neben der Pathogenitat des Erregers auch mafigeblich von der
Integritat des Immunsystems ab (63). Es existieren zahlreiche Schutzmechanismen, die das
Eindringen von Krankheitserregern verhindern. Eine erste Abwehrlinie stellt die physikalische
Barriere von Haut und Schleimhauten dar. Die Atemwege sind mit einem zilientragenden
Epithel ausgekleidet. Koordinierte Bewegungen der Zilien ermdglichen den Abtransport von
potenziellen Krankheitserregern. Oberflachenepithelien bilden aber auch eine chemische
Barriere gegen Infektionen, indem sie antimikrobiell wirksame Substanzen produzieren. Dazu
zahlen neben Enzymen wie Lysozym, das die Zellwande von Bakterien abbaut, auch Peptide
wie Defensine, die die Zellmembranen von Bakterien lysieren. Unterstlitzend wird das
Komplementsystem aktiviert. Ziel ist auch hier das Abtéten von Krankheitserregern — durch
die Lyse von Membranen, die Unterstlitzung der Phagozytose durch Opsonisierung sowie das
Ausldsen einer Entziindungsreaktion.

Auf der nachsten Ebene der Abwehr werden die Zellen des angeborenen Immunsystems
aktiviert. Sie exprimieren Mustererkennungsrezeptoren, welche pathogen-assoziierte
molekulare Muster (PAMPs) erkennen. PAMPs sind charakteristisch flir zahlreiche
Mikroorganismen, auf kdrpereigenen Zellen sind sie hingegen nicht zu finden. Zu den Zellen
der angeborenen Immunantwort zahlen dendritische Zellen, Granulozyten, Makrophagen,
Mastzellen und NK-Zellen. Als umfangreichste und wichtigste Zellpopulation gelten neutrophile
Granulozyten. Sie phagozytieren Mikroorganismen und zerstéren diese in intrazellularen
Vesikeln. Auch Makrophagen zahlen zu den phagozytierenden Zellen. Sie produzieren zudem
zahlreiche Entzindungsmediatoren, die wiederum andere Immunzellen aktivieren.
Eosinophile und basophile Granulozyten spielen neben Mastzellen eine wichtige Rolle bei der
Abwehr von Parasiten (65). Eine weitere wichtige Zellpopulation der angeborenen Immunitat
sind groRe granulierte NK-Zellen, die den Lymphozyten ahneln, im Gegensatz zu diesen aber
keine antigenspezifischen Rezeptoren exprimieren (65). Sie erkennen und eliminieren sowohl
virusinfizierte Zellen als auch Tumorzellen. Reguliert wird ihre Aktivitat vom Wechselspiel
zwischen keimbahnkodierten aktivierenden und inhibierenden Oberflachenrezeptoren (65,
67). Letztere dienen dem Schutz gesunder, kérpereigener Zellen. Die Interaktion zwischen
inhibierenden Rezeptoren und MHC-Klasse-I-Molekilen verhindert, dass eine NK-Zelle ihre
Zielzelle lysiert. Infektionen und maligne Entartungen flihren in der Regel zu einer verringerten
Prasentation von MHC-Klasse-I-Molekillen (,missing self). Daraus resultiert eine erhdhte
Wahrscheinlichkeit, dass die NK-Zelle ihre Zielzelle zerstort. Die aktivierenden
Oberflachenrezeptoren erkennen durch metabolischen Stress induzierte Oberflachenproteine
auf der Zielzelle (,stress-induced self¥). Die Stimulation der aktivierenden
Oberflachenrezeptoren fuhrt dazu, dass die NK-Zelle zytotoxische Granula freisetzt und damit
den Tod der Zielzelle herbeiflihrt (63, 65-67). Darliber hinaus sezernieren aktivierte NK-Zellen
proinflammatorische Zytokine wie IFN-y (Interferon-y), TNFa (Tumornekrosefaktor a) und GM-
CSF (65, 66).

2.3.1.2 Adaptives Immunsystem

Das adaptive Immunsystem richtet sich gezielt gegen spezifische Pathogene und verfligt
dariber hinaus Uber ein immunologisches Gedachtnis. Der erneute Kontakt mit einem bereits
bekannten Antigen induziert eine schnellere und effektivere Immunantwort. Zu den Zellen des
adaptiven Immunsystems zahlen B- und T-Lymphozyten (64, 67).

B-Lymphozyten sind Teil der humoralen Komponente der adaptiven Immunantwort. Nach ihrer
Aktivierung durch T-Helferzellen differenzieren sie sich zu antikérperproduzierenden
Plasmazellen (65, 67). Antikérper neutralisieren und opsonisieren Krankheitserreger und
aktiveren das Komplementsystem (63, 65).
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T-Zellen tragen auf ihrer Oberflache einen spezifischen Rezeptor, den sog. T-Zell-Rezeptor
(TCR). Dabei handelt es sich um ein Heterodimer, welches meist aus einer a- und einer 3-
Kette besteht und einen Komplex mit CD3-Molekulen bildet (68). Der TCR-Komplex erkennt
und bindet Antigene, die uber MHC-Molekule prasentiert werden. Zu Beginn ihrer Ausreifung
im Thymus exprimieren T-Zellen die als Korezeptoren fungierenden Oberflachenmolekiile
CD4 und CD8. Im weiteren Verlauf findet eine Differenzierung in CD4* und CD8" T-Zellen statt.
T-Zellen, die mit ihrem TCR MHC-Klasse-I-Moleklile binden, entwickeln sich zu CD8*
zytotoxischen T-Zellen. T-Zellen, die MHC-Klasse-lI-Molekile erkennen, werden zu CD4" T-
Helferzellen (63, 67). CD8" T-Zellen eliminieren sowohl virusinfizierte als auch entartete
Zellen, indem sie durch die Freisetzung von zytotoxischen Granula die Apoptose induzieren.
CD4* T-Helferzellen (Tw-Zellen) Ubernehmen vor allem Koordinationsaufgaben (67). Sie
lassen sich anhand der Zytokine, die sie produzieren, in Ty1- und Ty2-Zellen einteilen. Ty-
Zellen vermitteln die humorale Immunantwort, indem sie B-Zellen aktivieren (63). Eine
Untergruppe der CD4" T-Zellen sind regulatorische T-Zellen (Tregs) (69). Phénotypisch sind sie
durch die Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 (forkhead box P3) gekennzeichnet (67,
70, 71). Twegs spielen eine Schlusselrolle in der Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz des
Immunsystems (69). Sie unterdricken physiologische und pathologische Immunantworten
gegen korpereigene und korperfremde Strukturen. Damit verhindern sie die Entstehung von
Allergien, Autoimmunerkrankungen und chronischen Entziindungen (72). Trwgs Werden
entweder im Thymus gebildet (nTrgs) oder entstehen in der Peripherie aus naiven T-Zellen
(iTregs) (67, 72, 73). Sie sezernieren immunsuppressive Zytokine wie |L-10 und TGFB und
inhibieren die Produktion immunstimulierender Zytokine wie IL-2 und IFN-y (72). Eine weitere
Subpopulation der T-Zellen sind NKT-Zellen. Sie spielen eine wichtige verbindende Rolle
zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort. Friher wurden NKT-Zellen Uber die
Expression des Zellmarkers NK1.1 definiert. Mittlerweile weild man, dass NK1.1 nicht von allen
NKT-Zellen exprimiert wird. Auch konnte der Zellmarker bei vielen T-Zellen als
Aktivierungsmarker nachgewiesen werden. Heutzutage werden NKT-Zellen dartiber definiert,
dass sie mit ihrem TCR Lipide erkennen, die vom MHC-I-ahnlichen Molekul CD1d prasentiert
werden (74).

2.3.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) sind Teil des angeborenen Immunsystems und zdhlen zu den
professionellen antigenprasentierenden Zellen. Sie nehmen Antigene auf, prozessieren sie
und prasentieren sie Uber MHC-Klasse-lI-Molekile an CD4* T-Zellen (75, 76). In peripheren
Geweben finden sich vor allem unreife dendritische Zellen (iDCs). lhre Ausreifung wird
insbesondere durch die Erkennung und Phagozytose von Pathogenen induziert, aber auch
proinflammatorische Zytokine spielen eine wichtige Rolle. Reife dendritische Zellen (mDCs)
wandern aus dem peripheren Gewebe in die Lymphknoten ein. lhre Aufgaben sind vielfaltig —
sie regeln die Phagozytose herab, steigern die Produktion von Zytokinen und erhéhen neben
der Expression der antigenprasentierenden MHC-Molekiile auch die Expression der
kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86. MDCs aktivieren naive T-Zellen und leiten so
die adaptive Immunantwort ein. Damit sind sie Vermittler zwischen angeborenem und
adaptivem Immunsystem (67, 76, 77).
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iDC mDC
/:D
Zytokine
PAMPs
DAMPs
1 Phagozytose l
1 Sekretion proinflammatorischer Zytokine 1
1 Expression von MHC-II-Molekiilen 1
1 Expression kostimulatorischer Molekiile 1

Abbildung 2.6: Unreife und reife dendritische Zellen. Abkirzungen: iDC, unreife
dendritische Zelle; mDC, reife dendritische Zelle; MHC, ,major histocompatibility complex®;
DAMPs, Schaden-assoziierte molekulare Muster; PAMPs, Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (78)

2.3.3 Zytokine

Zytokine sind eine heterogene Gruppe IGslicher Proteine, die von vielen verschiedenen
Immunzellen sezerniert werden. Sie sind als Mediatoren an der Immunantwort beteiligt, indem
sie die Proliferation und Differenzierung von Immunzellen dynamisch regulieren (79). Zu den
Zytokinen zahlen unter anderem Interferone (IFN), Interleukine (IL), Tumornekrosefaktoren
(TNF) und transformierende Wachstumsfaktoren (TGF) (79, 80). Anhand ihres zellularen
Ursprungs kann zwischen Typ1- und Typ2-Zytokinen differenziert werden. Zu den Typ1-
Zytokinen, die von CD4* Tu1-Zellen produziert werden, zahlen IL-2, IL-12, IFN-y und TGFR.
Typ2-Zytokine werden von CD4" Tu2-Zellen sekretiert. Hierzu gehoren IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
und IL-13. Eine weitere Einteilung beruht auf der Funktion der Zytokine (siehe Tabelle 2.8).
Wahrend einige proinflammatorisch wirken, weisen andere antiinflammatorische
Eigenschaften auf. Zu den proinflammatorischen Zytokinen z&hlen Interferone, IL-1p, IL-8, IL-
12 und TNFa. Antiinfammatorisch wirken IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, IL-1RA (IL-1
Rezeptoragonist) und TGFB. Daneben gibt es einige Zytokine, die sowohl pro- als auch
antiinflammatorische Funktionen aufweisen. Als Beispiel sind IL-6 und TNFa anzufiihren (79).

Tabelle 2.8: Ausgewahlte Zytokine, ihr Ursprung und ihre Funktion. Abklrzungen: IFN,
Interferon; IL, Interleukin; TNF, Tumornekrosefaktor (67, 79)

Zytokintyp Ursprung Funktion
IFN-y proinflammatorisch | Makrophagen, Tu1-Zellen, | fordert die Tu-1 vermittelte
B-Zellen, NK-Zellen Immunantwort und die
zellulare Immunitat, aktiviert
Makrophagen

TNFa proinflammatorisch | Makrophagen, Mastzellen, | aktiviert neutrophile
NK-Zellen, T- und B-Zellen | Granulozyten, Akutphase

IL-2 proinflammatorisch | T-Zellen T-Zell-Proliferation

IL-6 proinflammatorisch T- und B-Zellen, induziert Akute-Phase
und Monozyten Antwort und adaptive
antiinflammatorisch Immunantwort, inhibiert

TNF und IL-1 Produktion
von Makrophagen
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IL-10 antiinflammatorisch | Monozyten/Makrophagen, | inhibiert

T- und B-Zellen Monozyten/Makrophagen,
inhibiert Ty-1 Antwort
TGFB antiinflammatorisch | T-Zellen, NK-Zellen, DCs inhibiert Wachstum und
Aktivitdt von Leukozyten,
induziert Tregs

2.3.4 Allgemeine Tumorimmunologie

Die Interaktion zwischen Tumor und Immunsystem wird als Immunoediting bezeichnet und
kann in die drei Phasen Eliminierung, Gleichgewicht und Entkommen unterteilt werden (siehe
Abbildung 2.7). In der Eliminierungsphase arbeiten angeborenes und adaptives Immunsystem
gemeinsam an der Erkennung und Eliminierung von Tumorzellen (81). Fur die Antitumor-
Immunantwort sind insbesondere zytotoxische CD8* T-Zellen und CD4" T-Helferzellen
verantwortlich. CD8* T-Zellen erkennen von Tumorzellen exprimierte MHC-I-Molekiile und
leiten Uber verschiedene Mechanismen die Zerstdrung entarteter Zellen ein. CD4*
T-Helferzellen fordern die Aktivierung, Proliferation und Gedachtnisfunktion zytotoxischer
T-Zellen. Darlber hinaus erhéhen sie die Antigenprasentation von DCs. Neben den
Effektor-T-Zellen zahlen auch DCs, NK-Zellen und NKT-Zellen zu den Zellen der antitumoralen
Immunantwort (69, 81). Im Rahmen des Untergangs von Tumorzellen werden
Gefahrensignale ausgeschuttet, die durch die Aktivierung des angeborenen Immunsystems
eine proinflammatorische Immunantwort induzieren kdénnen. Bis zu einem gewissen Grad sind
Entziindungsreaktionen von Vorteil fir die Eradikation von Tumorzellen. Zu starke
Entziindungsreaktionen fiihren jedoch dazu, dass in einer Art negativer Riickkopplung die
Freisetzung immunsuppressiver Zytokine stimuliert und somit die Tumorprogression geférdert
wird (81). Gelingt die Eliminierung der Tumorzellen nicht vollstandig, kommt es zur
sogenannten Gleichgewichtsphase. In dieser Phase, die mehrere Jahre andauern kann,
verhindert das adaptive Immunsystem ein Tumorwachstum (64). In der dritten Phase, der
Entkommensphase, verliert das Immunsystem schlieBlich die Kontrolle und der Tumor wird
klinisch erkennbar (6, 64, 81, 82).

Eliminierung
*Tumor-Immuniberwachung

Gleichgewicht
*Tumor-Ruhezustand

Entkommen
*Tumor-Wachstum

Abbildung 2.7: Der Prozess des Immunoediting (64)

2.3.5 Kolorektales Karzinom und das Immunsystem

Wie viele andere Tumorentitaten, schafft auch das KRK ein immunsuppressives Mikromilieu
(siehe Abbildung 2.8). Die Immunantwort wird in Richtung von CD4* Ty2-Zellen verlagert, die
fur die humorale Abwehr verantwortlich sind. In der Konsequenz werden vermehrt Zytokine
mit immunsuppressiven Eigenschaften sezerniert. Der Anteil an CD4* Ty1-Zellen, die fir die
zelluldre Immunabwehr zustandig sind, ist hingegen reduziert. Das hat zur Folge, dass tber
eine verminderte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine weniger NK-Zellen,
Makrophagen, Monozyten und CD8* T-Zellen aktiviert werden. Einen gro3en Teil zur
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tumorinduzierten Immunsuppression tragen auch MDSCs und Tegs bei (83). Im Rahmen der
Progression von Tumorerkrankungen wird eine Zunahme dieser suppressiven Immunzellen
beobachtet (84, 85).

1 humorale | zellulare \
Immunantwort Immunantwort
1+ TGFR | zytotoxische
1 IL-10 T-Zell-Funktion
1 Tregs | DC-Funktion und
1 MDSCs -infiltration
k 1 NK-Zell-Aktivitat

Abbildung 2.8: Immunologische Faktoren, die mit einer ungiinstigen Prognose des
kolorektalen Karzinoms einhergehen. Abklrzung: Trgs, regulatorische T-Zellen (83)

Beim KRK beruhen die immunsuppressiven Eigenschaften von MDSCs insbesondere auf ihrer
Fahigkeit, die T-Zell-Proliferation zu inhibieren und die Entwicklung von Tregs zu stimulieren
(84). Tregs konnen die Antitumor-lmmunantwort durch verschiedene Mechanismen
supprimieren. Sie sekretieren antiinflammatorische Zytokine, Perforine und Granzyme, welche
antigenprasentierende Zellen, NK-Zellen und T-Zellen inhibieren oder abtéten. Durch die
Expression des hochaffinen IL-2 Rezeptors entziehen sie das proinflammatorische Zytokin IL-
2 aus dem Tumormikromilieu (86). Dartber hinaus exprimieren Tegs hohe Levels an CTLA-4
und PD-1 auf ihrer Oberflache. Die Interaktion von CTLA-4 mit seinen Liganden CD80 und
CD86 auf der Oberflache von antigenprasentierenden Zellen bewirkt eine Hemmung der T-
Zell-Aktivierung. Auch PD-1 fungiert als negativer Regulator der T-Zell-Aktivierung. Die
Bindung von PD-L1 an PD-1 inhibiert die Aktivitat von CD8"* T-Zellen, induziert die Apoptose
tumorinfiltrierender T-Zellen und fordert die Differenzierung von Tregs. Mit Ipilimumab (CTLA-4-
Inhibitor) und Nivolumab (PD-1-Inhibitor) existieren bereits Immuntherapien, die in die
Steuerung der T-Zell-Aktivierung eingreifen (85). Die beiden Checkpoint-Inhibitoren sind
mittlerweile fir die Behandlung von zahlreichen fortgeschrittenen Tumorentitaten zugelassen.
Auch beim metastasierten KRK kommen sie zum Einsatz, sofern entweder eine defiziente
Mismatch-Reparatur (dIMMR) oder eine hohe MSI (MSI-H) vorliegt (87). Insbesondere CMS1-
Tumore, die durch eine stark immunogene Tumormikroumgebung und eine Hochregulierung
von CTLA-4, PD-1 und PD-L1 gekennzeichnet sind, stellen optimale Kandidaten fir eine
Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren dar (88).

2.3.6 Onkolytische Viren und das Immunsystem

Onkolytische Viren besitzen immunstimulierende Eigenschaften. Sie sind dazu befahigt, den
immunogenen Zelltod hervorzurufen, eine spezielle Form der Apoptose. Im Rahmen der Lyse
von Tumorzellen werden neben tumorassoziierten Antigenen (TAAs) auch DAMPs freigesetzt.
Diese werden von antigenprasentierenden Zellen erkannt und eine effektive Antitumor-
Immunantwort wird induziert. Des Weiteren zieht die Infektion mit onkolytischen Viren eine
Entzindungsreaktion nach sich, in deren Folge es zu einer erhdhten Freisetzung von
Zytokinen kommt (siehe Abbildung 2.9). Insgesamt koénnen so systemische und
langanhaltende Immunantworten hervorgerufen werden, auch bei fortgeschrittenen Tumoren

(6).
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= Freisetzung von TAAs

ov / |
¢0 ——— Tumorzeltod — . = Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen

= Ausreifung und Aktivierung von DCs und Makrophagen

= Aktivierung von tumorspezifischen CTLs

Abbildung 2.9: Onkolytische Viren und die Antitumor-Immunantwort. Abkirzungen: CTL,
zytotoxischer T-Lymphozyt; OV, onkolytisches Virus; TAA, Tumor-assoziierte Antigene; TZ,
Tumorzelle (7)

Die immunmodulatorischen Eigenschaften onkolytischer Viren konnten bereits in einigen
klinischen Studien gezeigt werden. Ein Beispiel ist das bereits erwahnte modifizierte Herpes-
simplex-Virus T-VEC. In einer Phase-lll-Studie mit Melanompatientinnen und -patienten
erhdhte T-VEC die Anzahl melanomspezifischer CD8* T-Zellen. Gleichzeitig nahm die Zahl an
Tregs Und MDSCs ab (6, 51, 52). Ahnliches konnte auch fir H-1PV gezeigt werden. In der
Kokultur von Melanomzellen mit DCs stimulierte die H-1PV induzierte Zelllyse die Ausreifung
und Aktivierung von DCs. Daneben wurden vermehrt Zytokine wie IL-6 und TNFa produziert.
Reife DCs waren dazu in der Lage, antigenspezifische CD8" T- Zellen zu aktivieren, was
wiederum in einer erhdhten Freisetzung von IFN-y resultierte (5, 89). In klinischen Studien mit
Patientinnen und Patienten mit Glioblastom konnte, anhand der Serumspiegel von Zytokinen,
gezeigt werden, dass H-1PV die Aktivitdt von Trwgs supprimiert. Gleichzeitig wurde die
Aktivierung von CD8*-und CD4* T-Zellen sowie von tumorassoziierten Makrophagen gefordert
(10, 85).

17



Literaturdiskussion

18



Material

3 Material

3.1 Losungsmittel und Chemikalien

3.1.1 Ldsungsmittel

Ampuwa Spullésung (destilliertes Wasser)

DMSO

3.1.2 Chemikalien

Desderman Desinfektionsmittel
DMEM + GlutaMAX

FBS

H2SO4

Ham’s F-12 Medium

HCI

L-Glutamin

MTT

PBS

Poly-L-Lysin
Penicillin/Streptomycin

RPMI Medium 1640

SDS

Terralin Liquid Desinfektionsmittel
TMB

Trypanblau

Trypsin

Tween 20

3.2 Zelllinien, PBMCs und

Roth, Karlsruhe

Schilke, Norderstedt

Fresenius Kabi Deutschland

Gibco Life Technologies, UK
Gibco Life Technologies, UK

Roth, Karlsruhe

Biochrom GmbH, Berlin

Roth, Karlsruhe

Gibco Life Technologies, UK

Biomol GmbH, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Gibco Life Technologies, UK

Gibco Life Technologies, UK

Roth, Karlsruhe
Schilke, Norderstedt

Thermo Fisher Scientific, USA
Gibco Life Technologies, UK

Gibco Life Technologies, UK

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Virusstamm

3.2.1 Zelllinien
Zelllinie Zelltyp Ursprung Medium
LS1034 Dukes‘ Typ C ATCC, USA RPMI + 10 % FBS
(CMS2) Kolon isoliert aus dem Tumorgewebe eines +1%PIS

Adenokarzinom

54-jahrigen kaukasischen Mannes
(1989)
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NCI-H508 | Kolon ATCC, USA RPMI + 10 % FBS
H o
(CMS2) Adenokarzinom isoliert aus dem Tumorgewebe eines *1%PIS
55-jahrigen kaukasischen Mannes
CL-34 Kolon DSMZ, Braunschweig 40 % DMEM + 40
H o) ’ (o)
(CMS3) Adenokarzinom | ;s jiert aus dem Tumorgewebe einer F/°BgaP1SJ I%(/)S/O
Frau mit einem moderat differen- °
zierten primaren Adenokarzinom des
rechten Kolons (TNM-Stadium 2)
HT115 Kolon Sigma-Aldrich, USA DMEM + 15 %
Adenokarzinom FBS +1 % L-
(CMS3) Glutamin +1 %
P/S
3.2.2 PBMCs

Die PBMCs wurden freundlicherweise durch die Transfusionszentrale der Universitatsmedizin

Mainz zur Verfugung gestellt.

3.2.3 Virusstamm

wt Parvovirus H1

3.3 Antikorper und Zytokine

3.3.1 Antikérper
Anti-CD3

Anti-CD28

Anti-CD3, FITC-konjugiert (SK7)
Anti-CD3, PerCP-konjugiert

Anti-CD4, PE-Cy7-konjugiert (RPA-T4)
Anti-CD4, PerCP-konjugiert

Anti-CD8, FITC-konjugiert (HIT8A)
Anti-CD8, PE-konjugiert

Anti-CD11b, APC-konjugiert (ICRF44)
Anti-CD14, FITC-konjugiert (M5E2)
Anti-CD33, PE-Cy7-konjugiert (P67.6)
Anti-CD56, PE-konjugiert (NCAM16.2)
Anti-CD57, APC-konjugiert (NK-1)
Anti-CD69, APC-konjugiert (FN50)
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Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
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Anti-FoxP3, PE-konjugiert (259D/C7) BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Anti-GranB, FITC-konjugiert (GB11) BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Anti-HLA-DR, PE-konjugiert (G46-6) BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

3.3.2 Zytokine
IL-2 Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach

3.4 Medien, Puffer, Losungen und Kits

3.4.1 Medien fur Zellkulturen

Samtliche Medien wurden im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert und vor Gebrauch im Wasserbad
bei 37 °C erwarmt. FBS wurde vor seiner Verwendung fir 30 Minuten bei 56 °C hitzeinaktiviert.

Medium fiir LS1034 und NCI-H508

RPMI Medium 1640 500 ml
FBS 10 %
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/mi
Medium fir CL-34

DMEM + GlutaMAX 250 ml
Ham’s F-12 Medium 250 ml
FBS 20 %
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Medium fur HT115

DMEM + GlutaMAX 500 ml
FBS 15 %
L-Glutamin 1 % (200 mM)
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Einfriermedium fiir Zellen

FBS 90 %
DMSO 10 %
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3.4.2 Puffer und Lésungen
Stopp-Losung (MTT)

SDS 10%
in 0,01 M HCI

FACS-Puffer (FACS)

1x PBS

FBS 5 %
Waschpuffer (ELISA)

Destilliertes Wasser 90 %
10x PBS 10 %
Tween 20 0,05 %

Coating-Puffer (ELISA)
Destilliertes Wasser 90 %
10x Coating Puffer 10 %

Elispot (ELISA)

Destilliertes Wasser 80 %

5x Elispot Losung 20 %

3.4.3 Kits

JIntracellular Fixation & Permeabilization Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Buffer Set” (FACS)

ELISA Kits Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
,ProcartaPlex Multiplex Immunoassay” Kit Invitrogen, Thermo Fisher Scientific

3.5 Verbrauchsmaterialien

6-, 12-, 96-Well Platten Greiner Bio-One, Frickenhausen
Combitips (5 ml, 20 ml, 50 ml) Eppendorf, Hamburg

Costar Assay Platte, 96-Well Corning, USA

FACS-R6hrchen Sarstedt, Nimbrecht
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Glaspasteurpipetten Hand-Magnetplattenwaschgerat
VWR, Darmstadt Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Kryordhrchen (1 ml, 2 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Nitrilhandschuhe Abena, Zo6rbig
Pipettenspitzen (200 pl, 1000 pl) Sarstedt, Nimbrecht
Starlab, Hamburg
Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml, 5 ml) A. Hartenstein, Wirzburg
Eppendorf, Hamburg
SealPlate Film Sigma-Aldrich, USA
Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 Greiner Bio-One, Frickenhausen
ml)
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zellkulturflaschen (75 cm?) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zellschaber SPL Life Sciences, Korea
3.6 Gerate
Autoklav Systec V-75 Systec, Linden
Binokular Mikroskop Buddeberg, Mannheim
CO2-Inkubator Hereaus, Minchen
Durchflusszytometer FACS Calibur BD Bioscienes, Hamburg
ELISA-Reader X-Fluor Bio-Tek Instruments, Bad Friedrichshall
Gefrier- und Kihlschranke -20/4 °C Bauchknecht, Stuttgart
Liebherr, Bulle
Gefrierschrank -80 °C Thermo Fisher Scientific, USA
Sicherheitsschrank FWF90 Koéttermann
Platten-Waschgerat Tecan Trading AG, Schweiz
Kolbenhubpipette Eppendorf, Hamburg
Mehrkanalpipette (flir 8 Spitzen) PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Neubauer-Zahlkammer Brand, Wertheim
Pipetten 10 pl — 1000 pl Eppendorf, Hamburg

Gilson, Limburg
VWR, Darmstadt
Pipettierhelfer Accu-jet Pro, Brand, Wertheim

Hirschmann, Eberstadt
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Rollschuttler

Sterilwerkbank
Stickstoffbehalter Arpego 40
Vakuum-Absauganlage
Vortexer

Wasserbad

Zentrifugen
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A. Hartenstein, Wirzburg

Clean Air, Deutschland

Air Liquide, Marne-la-Vallée

KNF Neuberger, Freiburg

Heidolph, Schwabach

GFL, Burgwedel

Sigma 3-18 K, Fisher Bioblock Scientific

Hereaus, Minchen
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4 Methoden
4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kultivierung von Zellen

Die Durchfiihrung samtlicher Zellkulturarbeiten erfolgte an einer sterilen Werkbank und unter
sterilen Bedingungen. Alle Zelllinien wurden im Brutschrank mit 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 %
CO: bei einer Temperatur von 37 °C kultiviert. Zum Einsatz kamen dabei Zellkulturflaschen
mit einer Flache von 75 cm?. In der Regel wurden die Zellen alle 3 bis 4 Tage passagiert und
im Anschluss mit frischem Zellkulturmedium weiter kultiviert.

4.1.2 Passagieren adharenter Zellen

Vorab wurden alle erforderlichen Kulturmedien im Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Das alte
Medium wurde aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und verworfen. Es folgte die Zugabe von
7 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), welche in den Zellkulturflaschen verteilt und
sodann wieder abgesaugt wurde. Dieser Waschgang diente neben der Entfernung toter bzw.
nicht mehr adharenter Zellen auch der Entfernung von Medienresten. Danach wurde 4 mi
1%ige Trypsinlésung in die Zellkulturflaschen pipettiert und 3 bis 5 Minuten im Brutschrank bei
37 °Cund 5 % COzinkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde unter dem Lichtmikroskop
kontrolliert, ob sich die Zellen abgeldst hatten. War das der Fall, erfolgte die Zugabe von 8 ml
des jeweiligen Zellkulturmediums. Die Zellsuspension wurde aus den Zellkulturflaschen
abgesaugt, in ein Falcon Uberfihrt und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur und 1500
Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 1 ml des jeweiligen Zellkulturmediums resuspendiert. AnschlieRend wurden die
Zellen in der gewlinschten Verdinnung mit neuem Medium ausgesat.

4.1.3 Passagieren semi-adharenter Zellen

Im Prinzip erfolgte die Passage der semi-adharenten Zellen genauso wie bei den adharenten
Zellen. Der einzige Unterschied bestand darin, dass das alte Zellkulturmedium nicht verworfen,
sondern in ein Falcon Uberfuhrt wurde. Spater wurde es dazu verwendet, den durch Trypsin
induzierten Abldseprozess abzustoppen. So war es mdglich, die nicht-adharenten Zellen bei
der Passage nicht zu verlieren.

4.1.4 Bestimmung der Zellkonzentration

Im Anschluss an die Zentrifugation im Rahmen der Passage der Zellen erfolgte die
Resuspension des Zellpellets in 1 ml des jeweiligen Zellkulturmediums. 10 pl dieser
Zellsuspension wurden mit 90 pl Trypanblau gefarbt. Nach einer ca. einminttigen Inkubation
wurden 10 pl der gefarbten Zellsuspension auf das Zahlkammerfeld einer Neubauer-
Zahlkammer pipettiert. Mit Hilfe eines binokularen Mikroskops wurden alle vitalen Zellen
innerhalb der vier GroRquadrate gezahlt. Tote Zellen waren zuvor durch das Trypanblau
eingefarbt worden, sodass sie von vitalen Zellen differenziert und bei der Zahlung
vernachlassigt werden konnten. Nach der Auszahlung erfolgte die Bestimmung der
Zellkonzentration mittels folgender Formel: Zellen/ml = (Zellzahl der 4 GroRquadrate/4) x 10*
x Verdlinnung.
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4.1.5 Kryokonservierung

Die Kryokonservierung stellt eine Mdglichkeit zur langerfristigen Lagerung von Zellen dar. Im
Rahmen des Einfrierprozesses kdnnen sich Eiskristalle bilden, sowohl in den Zellen selbst als
auch im umgebenden Medium. Um solche kaltebedingten Zellschaden zu vermeiden, wurde
ein bestimmtes Einfriermedium verwendet. Dieses setzte sich aus 90 % inaktiviertem fetalen
Kalberserum (FBS) und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), einer kryoprotektiven Substanz,
zusammen (90).

Die kolorektalen Tumorzellen wurden nach dem Abldsen gezahlt (siehe 4.1.4). Anschlielend
wurden 1 x 106 Zellen in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in Kryoréhrchen tberfihrt. Fir
mindestens 24 Stunden wurden diese in einer mit Isopropanol geflillten Gefrierkammer bei
- 80 °C gelagert. So konnte sichergestellt werden, dass die Zellen gleichmafig und kontrolliert
einfrieren, ohne dass sich zellschadigende Kristalle bildeten. Die dauerhafte Lagerung der
Tumorzellen erfolgte in der Gasphase von flliissigem Stickstoff.

4.1.6 Auftauen kryokonservierter Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen dem Stickstofftank enthommen und
zunachst schonend in der Hand angewarmt. Die kryoprotektive Substanz DMSO wirkt bei
Temperaturen Uber 4 °C zytotoxisch (91). Daher wurde die Zellsuspension schon kurz vor der
Vollendung des Auftauprozesses in 5 ml des jeweiligen Zellkulturmediums aufgenommen und
fir 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet im
jeweiligen Medium resuspendiert und in Zellkulturflaschen ausgesat. Eine Besonderheit galt
dabei fir die Zelllinie CL-34. Hier wurden die Zellkulturflaschen vor der Zugabe der aufgetauten
Zellen mit Poly-L-Lysin beschichtet. Dazu wurden 15 pl Poly-L-Lysin (10 mg/ml) in 10 ml
destilliertes Wasser pipettiert, in die Zellkulturflasche gegeben und fur eine Stunde im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgten zwei Waschgange mit destilliertem
Wasser. Dann erst wurden die Zellen sowie das entsprechende Zellkulturmedium zugegeben.
Bei allen kolorektalen Tumorzellen erfolgte 24 Stunden nach dem Auftauen ein erster
Mediumwechsel.

4.1.7 Bestimmung der Zellviabilitat mittels MTT-Assay

Mitdem MTT-Assay kann die metabolische Aktivitat von Zellen gemessen werden. Im Rahmen
dieser Dissertation wurde so untersucht, welchen Effekt die Infektion mit H-1PV auf die
Viabilitdt der Kolonkarzinomzellen der Subgruppen CMS2 und CMS3 hat.

Der Nachweis beruht auf der Reduktion des gelben, wasserldslichen Tetrazoliumsalzes MTT
(3-(4,5-dimethyltriazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) zum blau-violetten, wasser-
unléslichen Formazan (siehe Abbildung 4.1). Diese enzymatische Reaktion findet nur in vitalen
Zellen statt. Geschadigte oder tote Zellen hingegen bilden kaum bzw. kein Formazan. Das
wiederum bedeutet, dass die optische Dichte der Formazankristalle direkt proportional zur
Anzahl und zur Stoffwechselaktivitat vitaler Zellen ist (92, 93).
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Abbildung 4.1: Reduktive Spaltung des gelben Farbstoffes MTT in blau-violettes
Formazan. Abkirzung: MTT, 3-(4,5-dimethyltriazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (93)

Eingesetzte Losungen:
MTT-LOsung: 5 mg/ml
SDS-Lésung: 10 ml 0,01 M HCI + 1 g SDS =125 pl 4 M HCI + 50 ml H20 + 5 g SDS

An Tag 1 des MTT-Assays wurden die kolorektalen Tumorzellen abgeldst und gezahlt (siehe
4.1.4). Die aulieren Wells einer 96-Well Mikrotiterplatte wurden mit je 200 pl PBS beflllt, was
sowohl dem Verdunstungs- als auch dem Kontaminationsschutz diente. Es folgte die Aussaat
von 10.000 Zellen pro Well in je 100 ul Medium. Die letzte Reihe der Platte wurde freigelassen,
hier erfolgte zur Kontrolle lediglich die Zugabe von 100 pl Zellkulturmedium. AnschlieRend
wurde die Platte Uber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Am zweiten Tag erfolgte zunachst die Vorbereitung der zu testenden Virus-MOls (Multiplizitat
der Infektion). Danach wurde das alte Medium aus den Wells abgesaugt und durch die
entsprechenden Viruskonzentrationen (MOI 1, MOI 5, MOI 10, MOI 15 und MOI 20) ersetzt
(siehe 4.2.1). Zur Kontrolle wurde jede Zelllinie auch unbehandelt mitgefihrt. Im Anschluss
wurde die Platte erneut im Brutschrank inkubiert.

Je nach Versuchsansatz wurde an Tag 3 (24 h Inkubationszeit) oder an Tag 4 (48 h
Inkubationszeit) jeweils 10 yl MTT-Lésung pro Well zugegeben. Es folgte eine vierstiindige
Inkubation im Brutschrank, dann wurde pro Well jeweils 100 pl SDS-L6ésung hinzugefigt. Nach
einer erneuten Inkubation im Brutschrank Giber Nacht erfolgte am nachsten Tag die Messung
der optischen Dichte bei 550 nm.

4.1.8 Kokultur

In Vorbereitung zur Durchfihrung der Kokultur wurden die kolorektalen Tumorzellen an Tag 1
zunachst gezahlt (siehe 4.1.4). Pro Well einer 12-Well Mikrotiterplatte wurden 2 x 10° Zellen in
jeweils 1 ml Zellkulturmedium ausgesat.

Nach der Inkubation im Brutschrank Gber Nacht erfolgte am nachsten Tag die Infektion der
Zellen mit H-1PV MOI 1 und MOI 5 (siehe 4.2.1). Zusatzlich wurden Zellkontrollen mitgefuhrt.
Dann fand eine erneute Inkubation im Brutschrank statt.

Am dritten Tag der Kokulturversuche wurden die peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs)
schonend in der Hand angetaut, gezahlt und zu je 2 x 10° Zellen/Well in jeweils 1 ml Medium
zu den Tumorzellen gegeben. Darlber hinaus wurden auch nicht in Kokultur gesetzte PBMCs
mitgeflhrt, sowohl unstimuliert als auch stimuliert. Die Stimulierung induzierte die Aktivierung
von T-Zellen und erfolgte mit 100 U/ml IL-2 und jeweils 1 pg/ml der monoklonalen Antikorper
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(mAK) anti-CD3 und anti-CD28. AnschlieRend wurde die Platte flr drei Tage im Brutschrank
inkubiert.

An Tag 6 erfolgte die Durchflihrung der entsprechenden fluoreszenzaktivierten Zellanalyse
(FACS) (siehe 4.3.1).

4.2 Virologische Methoden

421 Infektion der Tumorzellen

Einen Tag vor der geplanten Infektion mit H-1PV wurden die kolorektalen Tumorzellen in der
gewilnschten Anzahl in einer 12-Well Mikrotiterplatte ausgesat und tiber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am Tag der Infektion wurden die gewunschten Viruskonzentrationen vorbereitet.
Dabei wurde das Virus pro Well in 50 pl Medium (MTT-Assay) bzw. in 200 ul Medium (Kokultur)
aufgenommen. Die Berechnung der MOI erfolgte unter Beriicksichtigung der plaquebildenden
Einheit (PFU) nach der folgenden Formel:

Zellzahl x MO
PFU

Zur Infektion wurde zunachst das Medium aus den Wells abgesaugt. Es folgte die Zugabe der
vorbereiteten Virus-MOls. Nach einer einstiindigen Inkubation im Brutschrank wurden die
Wells mit Zellkulturmedium aufgefiillt. Im Rahmen des MTT-Assays erfolgte dabei die Zugabe
von 50 pl Medium, im Rahmen der Kokultur wurde pro Well jeweils 1,8 ml Medium hinzugeftigt.
Hiernach wurden die infizierten Tumorzellen bis auf Weiteres im Brutschrank inkubiert.

4.3 Immunologische Methoden

4.3.1 FACS-Analyse

4.3.1.1 Grundlagen

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, mit dem Zellen in einem Flissigkeitsstrom gezahlt
und hinsichtlich ihrer molekularen und physikalischen Eigenschaften analysiert werden
kénnen. Ein Durchflusszytometer setzt sich aus einem Flissigkeitssystem, einem optischen
System sowie einem elektronischen System zusammen.

Fur die FACS-Analyse werden Oberflachenantigene und/oder intrazellulare Antigene der zu
untersuchenden Zellen mit fluoreszenzgekoppelten Antikbérpern markiert. Zur Messung
werden die Zellen einzeln in einem laminaren Probenstrom durch einen geblndelten
Laserstrahl geeigneter Wellenlange geleitet. Dabei kommt es durch die im Probenstrom
enthaltenen Bestandteile zu einer Lichtstreuung, wobei zwischen dem Vorwartsstreulicht
(FSC) und dem Seitwartsstreulicht (SSC) zu differenzieren ist. Wahrend das Vorwartsstreulicht
ein Mal® fur die GrolRe der Zellen darstellt, gilt das Seitwartsstreulicht als Mal} fur die
Granularitat der Zellen (siehe Abbildung 4.2).

28



Methoden
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Abbildung 4.2: Prinzip von FSC und SSC (94)

Des Weiteren regt der Laserstrahl die gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe an, die in Folge Licht
einer bestimmten Wellenlange emittieren. Das optische System des Durchflusszytometers
setzt sich aus verschiedenen Filtern und Spiegeln zusammen, die das Licht seiner
Wellenlange entsprechend auftrennen und die Lichtsignale zu den entsprechenden
Detektoren leiten (siehe Abbildung 4.3). Die Detektoren wandeln die optischen Signale in
elektronische Signale um, die von einem Computerprogramm gespeichert werden. Die
gemessenen Fluoreszenzintensitaten verhalten sich direkt proportional zu der Menge an
gebundenen Antikérpern pro Zelle. Die Daten werden in einem Standardformat, dem Flow
Cytometry Standard (FCS), gespeichert. Die Darstellung der Messungen erfolgt graphisch
(94).

FL 1
A 530/30
48810
3
FL 2 Spiegel
585/42 3
FL4 b LA T
Moy Spiegel
661/16
(,,_ hh‘) Sammellinse
] 670 LP
FL3
Laser ) » - =
880m L .
Fokussierungslinse Messkivette 488/10 FSC-Diode

Abbildung 4.3: Optisches System eines Durchflusszytometers. Das Licht des Lasers trifft
in der Messkuivette auf den Probenstrom und wird anschlielend gestreut, reflektiert und durch
Bandpassfilter (488/10, 530/30, 585/42, 661/16) und Longpassfilter (670 LP) entsprechend der
Wellenlange aufgeteilt. Neben der GroRe (FSC-Diode) und der Granularitat (SSC-Diode) von
Zellen kénnen bis zu vier Fluoreszenzfarbstoffe (FL 1-4) gemessen werden (94).
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Mit der FACS-Analyse kénnen unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig gemessen
werden. Das ist dadurch zu erkldren, dass sich die Farbstoffe zwar bei gemeinsamen
Wellenlangen anregen lassen, dabei jedoch Uber verschiedene Emissionsspektren verfiigen
(95). Tabelle 4.1 zeigt die in dieser Dissertation verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.

Tabelle 4.1: Fluoreszenzfarbstoffe mit ihren jeweiligen Eigenschaften. Abklirzungen:
APC, Allophycocyanin; Cy7, ,cyanine dye“; FITC, ,Fluorescein isothiocyanate®; PE,
Phycoerythrin; PerCP, ,Peridinin-chlorophyll-protein complex® (94)

Fluorochrom | Absorptionsmaximum | Emissionsmaximum | Anregungswellenldnge
(nm) (nm) (nm)

APC 650 660 635

FITC 495 519 488

PE 480; 565 578 488

PE-Cy7 480; 565 785 488

PerCP 482 678 488

4.3.1.2 Messung der Oberflachenexpression

Mit der FACS-Analyse wurde in dieser Dissertation untersucht, welchen Effekt H-1PV-infizierte
kolorektale Tumorzellen auf Immunzellen haben.

Am Tag der FACS-Farbung wurde zunachst der FACS-Puffer vorbereitet, der sich aus PBS +
5 % FBS zusammensetzte. Um die Gefahr der Schadigung zellularer Oberflachenmolekdle zu
minimieren, wurden die nachfolgenden Schritte auf Eis durchgefuhrt. Alle verwendeten
Losungen, inklusive des FACS-Puffers, kamen stets gekihlt zum Einsatz. Zentrifugiert wurde
immer fur 5 Minuten bei 1500 rpm und 4 °C.

Die kokultivierten Tumorzellen sowie die zur Kontrolle mitgefliihrten unstimulierten und
stimulierten PBMCs (siehe 4.1.8) wurden vorsichtig mithilfe eines Zellschabers geerntet. Der
Zellschaber wurde nach dem Abschaben jeder Zelllinie sorgfaltig gewaschen und getrocknet,
um eine Verunreinigung der Proben zu verhindern. Die Zellsuspensionen wurden in zuvor
beschriftete FACS-Rohrchen Uberfihrt und zentrifugiert. Unterdessen erfolgte die Zugabe von
jeweils 2 ml FACS-Puffer pro Well. Die 12-Well Mikrotiterplatten wurden im Kuhlschrank
gelagert. Nach der Zentrifugation erfolgte die Uberfihrung der Uberstande aus den FACS-
Réhrchen in die zuvor entsprechend beschrifteten Tubes. Fir den spateren Nachweis der
freigesetzten Zytokine wurden diese eingefroren. Die in den FACS-Ro6hrchen
zurlckgebliebenen Zellen wurden mit dem FACS-Puffer aus den jeweiligen Wells
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Im Anschluss wurde ein weiterer Waschgang
durchgefiihrt. Dazu wurde der Uberstand verworfen, die Zellen in 1 ml FACS-Puffer
resuspendiert und abermals zentrifugiert. Der Uberstand wurde entsorgt und die Zellen
gevortext.

In der Zwischenzeit waren die Antikorpermixe fur die geplanten extrazellularen Farbungen
vorbereitet worden (siehe Tabelle 4.2). Von jedem Antikérper wurden jeweils 5 pl verwendet.
Bis zum Gebrauch wurden die Mixe lichtgeschitzt im Kuhlschrank aufbewahrt.
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Tabelle 4.2: Durchgefiihrte FACS-Farbungen. Innerhalb der Farbungen waren die
Antikdrper jeweils an unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe (siehe Tabelle 4.1) gekoppelt.
Abklrzungen: FoxP3, ,Forkhead-Box-Protein P3“; HLA-DR, ,Human Leukocyte Antigen — DR
isotype*

Extrazellular Intrazellular

Farbung 1:
CD3/CD4/CD69 FoxP3

Farbung 2:
CD3/CD8/CD69 Granzym B

Farbung 3:
CD11b/CD14/CD33/HLA-DR

Farbung 4.
CD3/CD8/CD56/CD57

Fir die Einzelfarbungen bzw. Kontrollfarbungen wurde ein Mix aus unstimulierten und
stimulierten PBMCs gewahlt. Die Einzelfarbungen wurden mit allen im Antikérpermix enthalten
Antikérpern durchgefiihrt, verwendet wurden jeweils 5 pl. Zur Kontrolle und Einstellung des
Durchflusszytometers wurden die PBMCs auch ungefarbt mitgeflhrt. Die Einzelfarbungen
dienten der Zuordnung der im Rahmen der Messung entstehenden Signale. Im Anschluss
folgte die Durchfiihrung der eigentlichen Farbungen. Dazu wurden die verschiedenen
Antikdrpermixe bei den Farbungen 1 und 2 zu jeweils 15 pl und bei den Farbungen 3 und 4 zu
jeweils 20 pl zu den Versuchsansatzen gegeben. Nach der Zugabe des jeweiligen Antikorpers
bzw. der jeweiligen Antikérpermixe wurden die Zellen gevortext und 45 Minuten im
Kihlschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde zunachst ein Waschgang mit
1 ml FACS-Puffer durchgefuhrt, um ungebundene Antikdrper zu entfernen und damit fur die
Messung storende Hintergrundgerausche zu reduzieren. Im Anschluss an die Zentrifugation
wurde der Uberstand verworfen und die Zellen gevortext. Dann erfolgte die Zugabe von je
200 pl Fixierungspuffer. Die Zellen wurden gevortext und bis zur Messung mit Parafiim
abgedeckt im Kuhlschrank gelagert.

4.3.1.3 Messung der intrazellularen Expression

Im Rahmen der Kokultur wurden auch intrazellulare Farbungen durchgefihrt (siehe Tabelle
4.2). Verwendet wurde hierzu das ,Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Set* von
Invitrogen. Das Kit enthielt neben einem Fixierungspuffer, der Zellen fixiert und Proteine
miteinander vernetzt, auch einen Permeabilisierungspuffer, der Locher in Membranen erzeugt
und das Eindringen der Antikdrper erméglicht (96). Der Permeabilisierungspuffer (10x) wurde
vor dem Gebrauch 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Das entsprechende Farbeprotokoll
fur die intrazelluldren Farbungen schloss sich direkt an das Protokoll fiir die extrazellularen
Farbungen an. Auch hier wurde auf Eis und mit gekihlten Lésungen gearbeitet. Zentrifugiert
wurde ebenfalls fir 5 Minuten bei 1500 rpm und 4 °C.

Nach der 45-min(tigen Inkubation der Oberflachenfarbungen im Kihlschrank wurde zunachst
ein Waschgang mit 1 ml FACS-Puffer durchgefiihrt. Der Uberstand wurde verworfen, die
Zellen gevortext und jeweils 100 ul Fixierungspuffer zugegeben. Im Anschluss wurde erneut
gevortext, gefolgt von einer 30-mindtigen Inkubation im Kuhlschrank. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen. Der erste
Waschgang wurde mit 1 ml, der zweite mit 500 ul durchgefiihrt. Der Uberstand wurde entsorgt
und die Zellen gevortext. Anschlielend folgte die Farbung der Zellen mit
fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern gegen intrazellulare Antigene. Dabei wurden
Einzelfarbungen mit jeweils 5 pl FoxP3 oder 5 ul Granzym B durchgefihrt. Nach der Zugabe
der Antikdrper wurden die Zellen gevortext und fir 45 Minuten im Kuhlschrank inkubiert.
Hiernach wurden zwei Waschgange mit jeweils 1 ml Permeabilisierungspuffer durchgefihrt.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen gevortext. Im letzten Schritt erfolgte die Zugabe
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von jeweils 100 yl FACS-Puffer. Bis zur Messung wurden die FACS-Réhrchen mit Parafilm
abgedeckt im Kuhlschrank gelagert.

4.3.2 ELISA

4.3.2.1 Sandwich-ELISA

Der Sandwich-ELISA (,Enzyme-linked Immunosorbent Assay®) ist ein haufig angewendeter
quantitativer Immunoassay, dessen Prinzip auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion beruht
(siehe Abbildung 4.4).

Biotin-gskoppelter Avidin-HRP TMB H,S0,
Detektionsantikorper

9 L R
NN A
Fangerantikérper
Y0 09 0 0

Abbildung 4.4: Sandwich-ELISA. Fangerantikbrper  und Biotin-gekoppelter
Detektionsantikdrper binden das Antigen. Avidin-HRP bindet an den Biotin-gekoppelten
Detektionsantikorper. Die Reaktion der Peroxidase mit TMB flihrt zu einer Farbreaktion, die

photometrisch gemessen werden kann. Abklrzungen: H;SO., Schwefelsdure; HRP,
Meerrettichperoxidase; TMB, 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (97)

B —

In dieser Dissertation kam der Sandwich-ELISA zum quantitativen Nachweis der Zytokine
Granzym B, IFN-y, IL-2, IL-6 und IL-10 zum Einsatz. Die Konzentrationsbestimmung der
Zytokine erfolgte aus den im Rahmen der Kokultur gewonnenen Uberstanden. Verwendet
wurden ELISA-Kits von Thermo Fisher Scientific. Sie enthielten neben samtlichen Materialien
und Reagenzien auch die beachteten Protokolle zur Durchfiihrung. An dieser Stelle soll
lediglich der allgemeine Ablauf des Sandwich-ELISA beschrieben werden.

Am ersten Tag wurde eine 96-Well Mikrotiterplatte mit einem Antikdrper gegen das
nachzuweisende Zytokin beschichtet. Dazu wurde der sogenannte Fangerantikdrper (capture
antibody) 1:250 in 1x Coating-Puffer verdinnt und zu je 100 pl/Well aufgetragen. Es folgte eine
Inkubation im Kihlschrank tiber Nacht.

Am nachsten Tag wurde der Platteninhalt abgekippt und dreimal gewaschen. Die Waschgange
wurden stets mit 200 yl Waschpuffer/Well durchgefiihrt. Nach dem Auftragen von 200 ul
Elispot/Well erfolgte eine einstundige Inkubation bei Raumtemperatur. Dieser Schritt diente
dem Abblocken der Proteinbindestellen, die ansonsten unspezifisch Antigene binden wiirden.
Die Inkubationszeit wurde zur Vorbereitung der Standardverdinnungsreihe genutzt. Im
Anschluss wurde der Platteninhalt abgekippt und einmal gewaschen. Dann erfolgte das
Auftragen der Proben als Doppelwerte. Als Nachstes wurde der Standard, ebenfalls doppelt,
zu jeweils 100 ul/Well pipettiert. Es folgte eine Inkubation im Kihlschrank tGber Nacht.

An Tag 3 wurde der Platteninhalt zunachst abgekippt, anschlie®end wurden drei Waschgange
durchgefiihrt. Hiernach wurde der zuvor 1:250 in Elispot verdiinnte Detektionsantikorper, ein
Biotin-gekoppelter Antikdrper gegen das jeweils nachzuweisende Zytokin, zu je 100 ul/Well
zugegeben. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde der Platteninhalt abgekippt und dreimal gewaschen. Im
Anschluss erfolgte die Zugabe des enzymgekoppelten Antikérpers Avidin-HRP (,horseradish
peroxidase®), der den Biotin-gekoppelten Antikrper band. Dazu wurde das HRP-konjugierte
Avidin 1:250 in Elispot verdiinnt und zu je 100 pl/Well aufgetragen. Es folgte eine 30-minltige
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Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschlielend wurde der Platteninhalt abgekippt
und fanf Waschgange durchgefiihrt. Dann wurden pro Well 100 pl der Substratiésung TMB
(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin) zugegeben und erneut bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Bei TMB handelt es sich um ein Chromogen, das mit HRP reagiert. Als Resultat
entsteht ein blaues Reaktionsprodukt, wobei die Intensitdt der Farbreaktion mit der
Zytokinkonzentration korreliert (98). So konnte eine Aussage Uber den Zytokingehalt der
jeweiligen Probe getroffen werden. Die Standardverdinnungsreihe ermdglichte die
Quantifizierung der aufgetragenen Proben. Je nach Farbentwicklung, vor allem der
Standardreihe, wurde die Substratreaktion nach durchschnittlich 15 Minuten abgestoppt. Dazu
wurden pro Well 50 pl Schwefelsaure (1 M H.SO.) zugegeben. Die Saure stoppt die
Farbreaktion und bewirkt einen Farbwechsel von blau nach gelb (98). Mdglichst zeitnah
erfolgte dann die Messung mit einem ELISA-Reader bei 450 und 550 nm.

4.3.2.2 Multiplex-Assay

Zum quantitativen Nachweis der Zytokine kam auch der Multiplex-Assay zum Einsatz. Diese
Technologie ermdglicht die gleichzeitige Messung mehrerer Zytokine. Beim Multiplex-Assay
wird der Fangerantikbrper an magnetische, fluoreszierende Kiigelchen, sogenannte ,beads®,
gebunden (siehe Abbildung 4.5). Das MAGPIX-System registriert die unterschiedlichen
Zytokine, ermittelt die jeweilige mittlere Fluoreszenzintensitat (MF|) und berechnet anhand von
Standardkurven die Zytokinkonzentrationen in pg/ml (99).

Streptavidin-PE

o

- b

N\ N# A4
Fangerantikorper

Magnetische Kiigelchen

Biotin-gekoppelter
Detektionsantikorper

Abbildung 4.5: Prinzip des Multiplex Assay. Die magnetischen Kigelchen binden den
Fangerantikoérper, dieser bindet wiederum sein spezifisches Antigen. Durch die Zugabe des
Biotin-gekoppelten  Detektionsantikdrpers entsteht ein  Antikdrper-Antigen-Sandwich.
Streptavidin-PE bindet an den Biotin-gekoppelten Detektionsantikdrper (99).

Der Multiplex-Assay wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt. Verwendet
wurde das ,ProcartaPlex Multiplex Immunoassay“ Kit von Thermo Fisher Scientific, welches
alle erforderlichen Materialen sowie das detaillierte Protokoll zur Durchflihrung enthielt. Die
Waschgange wurden stets mit 150 pl Waschpuffer/Well durchgefihrt. Um dabei ein
Auswaschen der magnetischen Kligelchen zu verhindern, wurde die Platte auf einer speziellen
magnetischen Halterung (Hand-Magnetplattenwaschgerat) befestigt. Vor der Zugabe des
Waschpuffers wurde durch eine zweiminlitige Wartezeit sichergestellt, dass sich die
Klgelchen am Boden der Wells sammelten. Dann erst erfolgte die Zugabe des Waschpuffers.
Nach einer halben Minute Wartezeit wurde der Platteninhalt abgekippt, die Platte gut auf
Papier ausgeklopft und aus der Halterung entfernt.
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Am ersten Tag der Durchfiihrung des Multiplex-Assays erfolgte zunachst die Vorbereitung der
Standardverdinnungsreihe. Bis zum Gebrauch wurde diese im Kihlschrank aufbewahrt. In
der Zwischenzeit wurde eine 96-Well Mikrotiterplatte vorbereitet, indem pro Well jeweils 50 pl
der Bead-Losung pipettiert wurden. Es folgte ein Waschgang, in dessen Anschluss die
Standardverdinnungsreihe doppelt aufgetragen wurde. Hiernach erfolgte das Auftragen der
Proben als Doppelwerte zu jeweils 100 pl/Well. Die Platte kam fiir 30 Minuten bei 121 rpm auf
einen Plattenschittler und wurde dann Uber Nacht im Kihlschrank inkubiert.

An Tag 2 wurde die Platte zunachst fur 30 Minuten auf den Plattenschuttler gestellt.
AnschlieRend wurde der Platteninhalt abgekippt und zweimal gewaschen. Dann wurden pro
Well jeweils 25 ul Detektionsantikérper aufgetragen. Es folgte eine 30-minltige Inkubation bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Platteninhalt
abgekippt und zweimal gewaschen. Anschliellend wurden pro Well jeweils 50 pl Streptavidin-
PE zugegeben. Wieder folgte eine 30-min(tige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln,
danach wurden zwei Waschgange durchgefihrt. SchlieRlich wurden in jedes Well 120 pl
Reading-Puffer pipettiert und mindestens 5 Minuten auf dem Plattenschittler inkubiert. Im
Anschluss wurde die Platte mittels MAGPIX ausgelesen.
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5 Ergebnisse
5.1 Effekt von H-1PV auf die Viabilitatsraten von CMS2 und CMS3

Der erste Teil der Arbeit beschaftigte sich mit dem Effekt von H-1PV auf die Viabilitat der
Kolonkarzinomzellen von CMS2 (LS1034 und NCI-H508) und CMS3 (CL-34 und HT115).

Hierzu wurden die Tumorzellen ausplattiert und mit verschiedenen Virus-MOls infiziert (siehe
4.2.1). Nach einer Inkubationszeit von 24 h bzw. 48 h erfolgte die Bestimmung der
metabolischen Aktivitat (siehe 4.1.7). Die Viabilitatsraten wurden sowohl in Abhangigkeit von
der Viruskonzentration als auch in Abhangigkeit von der Inkubationszeit dargestellt. Der
Einfluss von H-1PV wurde als relative Veranderung des Lebendzellanteils infizierter Zellen im
Vergleich zu einer unbehandelten Zellkontrolle (= 100 % Viabilitat) angegeben.
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40 - * xx -=-48h
20

Viabilitat [% der ZK]

ZK ‘ 1 ‘ 5 ‘ 10 ‘ 15 ‘ 20 ‘
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Abbildung 5.1: Effekt von H-1PV auf die Viabilitat der Zelllinie LS1034 (CMS2). Mit dem
MTT-Assay wurde die Viabilitat bei verschiedenen Viruskonzentrationen (MOI 1, 5, 10, 15, 20)
und Inkubationszeiten (24 h, 48 h) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei
unabhangigen Versuchen inklusive Standardabweichungen und statistischer Signifikanz (* p
<0.05;** p=<0.01; *™* p=<0.001). Abklrzungen: MOI, ,multiplicity of infection®; ZK, Zellkontrolle

Bei der Zelllinie LS1034 resultierte die Infektion mit H-1PV in einer statistisch signifikanten
Viabilitatsminderung. Bei einer Inkubationszeit von 24 h reduzierte H-1PV (MOI 20) den
Lebendzellanteil auf 76 %. Bei einer Inkubationszeit von 48 h wurde die maximale Reduktion
der Zellviabilitat auf 63 % mit einer MOI von 10 erreicht (siehe Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.2: Effekt von H-1PV auf die Viabilitat der Zelllinie NCI-H508 (CMS2). Mit dem
MTT-Assay wurde die Viabilitat bei verschiedenen Viruskonzentrationen (MOI 1, 5, 10, 15, 20)
und Inkubationszeiten (24 h, 48 h) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei
unabhangigen Versuchen inklusive Standardabweichungen und statistischer Signifikanz (* p
<0.05; ** p<0.01).

35



Ergebnisse

Auch bei NCI-H508 induzierte H-1PV bei einer 24-stiindigen Inkubationszeit mit steigender
Virus-MOI eine zunehmende Viabilitdtsminderung. Die maximale Reduktion der
Zelllebensfahigkeit auf 68 % bewirkte H-1PV bei einer Infektion mit MOI 20. Ein ahnlicher
Effekt konnte bei einer Inkubationszeit von 48 h beobachtet werden. Als statistisch signifikant
erwies sich hier jedoch nur die Infektion mit H-1PV (MOI 10), die eine Abnahme des
Lebendzellanteils auf 76 % nach sich zog (siehe Abbildung 5.2).

Zusammenfassend erzielte H-1PV mit einer MOI von 10 bei beiden CMS2-Tumorzellen die
deutlichste Verringerung der Viabilitat. Dabei war die onkolytische Wirkung bei LS1034 starker
ausgepragt als bei NCI-H508. Bei einer Inkubationszeit von 48 h reduzierte H-1PV (MOI 10)
die Lebensfahigkeit von LS1034 um 37 %. Bei NCI-H508 wurde unter denselben Bedingungen
eine Abnahme des Lebendzellanteils um 24 % detektiert. Eine vollstdndige Hemmung der
Viabilitat konnte H-1PV bei den Kolonkarzinomzellen des CMS2-Subtyps nicht induzieren.
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Abbildung 5.3: Effekt von H-1PV auf die Viabilitat der Zelllinie CL-34 (CMS3). Mit dem
MTT-Assay wurde die Viabilitat bei verschiedenen Viruskonzentrationen (MOl 1, 5, 10, 15, 20)
und Inkubationszeiten (24 h, 48 h) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei
unabhangigen Versuchen inklusive Standardabweichungen und statistischer Signifikanz (* p
<0.05; ** p<0.01).

Bei der Zelllinie CL-34 fuhrte die Infektion mit H-1PV (MOI 1, 5, 10 und 20) bei einer
Inkubationszeit von 24 h zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Zellviabilitat. H-1PV
(MOI 20) verringerte den Lebendzellanteil auf 64 %. Bei einer Inkubationszeit von 48 h wurde
die maximale Reduktion der Viabilitat auf 68 % mit einer MOI von 15 erreicht (siehe Abbildung
5.3).
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Abbildung 5.4: Effekt von H-1PV auf die Viabilitat der Zelllinie HT115 (CMS3). Mit dem
MTT-Assay wurde die Viabilitdt bei verschiedenen Viruskonzentrationen (MOI 1, 5, 10, 15, 20)
und Inkubationszeiten (24 h, 48 h) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei
unabhangigen Versuchen inklusive Standardabweichungen und statistischer Signifikanz (* p
<0.05; ™ p<0.01).
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Bei einer Inkubationszeit von 24 h zeigte H-1PV keinen Effekt auf die Lebensfahigkeit der
Zelllinie HT115. Bei einer Inkubationszeit von 48 h induzierte H-1PV mit einer MOI von 1, 5
und 10 eine statistisch signifikante Minderung der Zellviabilitat. Die Infektion mit H-1PV (MOI
10) reduzierte den Lebendzellanteil auf 85 %. Mit steigender MOl nahm die Viabilitat
tendenziell weiter ab und erreichte bei einer MOI von 15 und 20 mit 76 % eine Plateauphase
(siehe Abbildung 5.4).

Vergleicht man die beiden Zelllinien von CMS3 untereinander, wies H-1PV bei CL-34 einen
deutlicheren onkolytischen Effekt auf. Hier induzierte H-1PV (MOI 15) bei einer Inkubationszeit
von 48 h eine Viabilitatsminderung um 32 %. Bei der Zelllinie HT115 bewirkte H-1PV (MOI 20)
die maximale Abnahme der Zelllebensfahigkeit um 24 %. Zu einer vollstandigen Hemmung
des Lebendzellanteils konnte H-1PV auch bei den getesteten CMS3-Subtypen nicht fihren.
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Abbildung 5.5: Viabilitatsraten von CMS2 (LS1034 und NCI-H508) und CMS3 (CL-34 und
HT115) bei einer Inkubationszeit von 48 h. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte mehrerer
unabhangiger Versuche inklusive Standardabweichungen.

Zusammenfassend lie sich ein zytotoxischer Effekt von H-1PV auf die untersuchten
Kolonkarzinomzellen beider molekularer Subtypen nachweisen. Eine Inkubationszeit von 48 h
resultierte bei allen vier kolorektalen Tumorzelllinien in einer MOl-abhangigen Reduktion des
Lebendzellanteils. Durch die onkolytische Virusbehandlung mit H-1PV konnte weder bei CMS2
(LS1034 und NCI-H508) noch bei CMS3 (CL-34 und HT115) eine vollstandige Hemmung der
Zellviabiliat induziert werden. Die Infektion mit H-1PV (MOI 15) resultierte bei beiden
molekularen Subtypen in einer Plateauphase, bei der eine Viabilitatsminderung um etwa 30%
erreicht wurde. Den groRten zytotoxischen Effekt erzielte H-1PV bei LS1034 (CMS2) mit einer
Abnahme der Zelllebensfahigkeit um 37 %. Am wenigsten sensitiv reagierte die Zelllinie HT115
(CMS3). Hier reduzierte H-1PV die Viabilitat um 24 % (siehe Abbildung 5.5).

Da sich bei einer Inkubationszeit von 48 h auch bei geringen Viruskonzentrationen ein
zytotoxischer Effekt zeigte, wurden die nachfolgenden Versuche mit H-1PV (MOI 1 und 5)
durchgefiihrt.
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5.2 Effekt von H-1PV auf die Verteilung und Aktivierung ausgewahliter
Immunzellen

Im zweiten Teil der Dissertation wurde der Einfluss von H-1PV auf die Verteilung und
Aktivierung verschiedener Immunzellen untersucht. Betrachtet wurden NK-Zellen, NKT-Zellen,
CD4" und CD8" T-Zellen sowie MDSCs.

Dazu wurden zunachst unbehandelte und H-1PV (MOI 1 und 5) -infizierte Kolonkarzinomzellen
der Subtypen CMS2 (LS1034 und NCI-H508) und CMS3 (HT115) mit PBMCs kokultiviert.
Zusatzlich wurden nicht in Kokultur gesetzte PBMCs als Kontrollen mitgeflihrt, sowohl
unstimuliert als auch stimuliert durch einen Mix aus IL-2, anti-CD3 mAK und anti-CD28 mAK
(siehe 4.1.8). Der Mix induzierte die Aktivierung von T-Zellen. Damit dienten die stimulierten
PBMCs als Aktivierungskontrolle und reprasentierten das aktivierte Immunsystem. Mit den
unstimulierten PBMCs liel3 sich quantifizieren, wie viele Immunzellen im Blut der PBMC-
Spender vorhanden waren und wie sich deren Verhaltnis durch die Kokultivierung mit den
kolorektalen Tumorzellen veranderte. Mittels FACS-Analyse wurde die Expression der
jeweiligen zellularen Marker gemessen und so der Effekt von H-1PV dargestellt.

Die Kokulturversuche konnten mit der Zelllinie CL-34 (CMS3) nicht durchgefiihrt werden, da
die Anzucht der Zellen zum Zeitpunkt der Durchfiihrung nicht méglich war.

5.2.1 Naturliche Killerzellen
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Abbildung 5.6: Anzahl an NK-Zellen (CD3"CD56"). Mit der FACS-Analyse wurde in der
Kokultur mit unbehandelten und infizierten Tumorzellen (TZ) die Expression von CD56 auf
CD3 PBMCs gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhangigen Versuchen
inklusive Standardabweichungen. Abkirzung: PBMC, ,peripheral blood mononuclear cell®

NK-Zellen sind definiert als CD3-CD56* Zellen. Sie besitzen die Fahigkeit zur Abtétung von
virusinfizierten und entarteten Zellen. Im Blut der PBMC-Spender lagen 30 % der
mononuklearen Blutzellen als NK-Zellen vor.

Wahrend CMS2-Tumorzellen (LS1034 und NCI-H508) den Anteil an NK-Zellen auf 20 %
reduzierten, zeigten die Tumorzellen der CMS3-Subgruppe (HT115) keinen Effekt.

Die Infektion mit H-1PV hatte weder bei CMS2 noch bei CMS3 einen Einfluss auf das Level
an NK-Zellen (siehe Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.7: Anzahl an ausgereiften NK-Zellen (CD3:CD56'CD57*). Mittels FACS-
Analyse wurde in der Kokultur mit unbehandelten und infizierten TZ die Expression von CD57
auf CD3CD56" PBMCs gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei unabhangigen
Versuchen inklusive Standardabweichungen und statistischer Signifikanz (* p < 0.05).

Der Oberflachenmarker CD57 kennzeichnet ausgereifte NK-Zellen. In der PBMC-Kontrolle lag
ihr Anteil bei 33 %, in der Aktivierungskontrolle bei 32 %.

Die Tumorzellen von CMS2 (LS1034 und NCI-H508) und CMS3 (HT115) supprimierten die
Ausreifung von NK-Zellen. Im Vergleich zur PBMC-Kontrolle reduzierte sich das Level
ausgereifter NK-Zellen in der Kokultur bei LS1034 auf 15 %, bei NCI-H508 auf 18 % und bei
HT115 auf 8 %.

H-1PV hatte beim CMS2-Subtyp keinen Effekt auf die Ausreifung von NK-Zellen. Beim CMS3-
Subtyp reduzierte H-1PV bei einer Infektion mit MOI 5 den Anteil ausgereifter NK-Zellen auf
5 % (siehe Abbildung 5.7).

5.2.2 Natirliche Killer-T-Zellen
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Abbildung 5.8: Anzahl an NKT-Zellen (CD3*CD56*). Mit der FACS-Analyse wurde in der
Kokultur mit unbehandelten und infizierten TZ die Expression von CD56 auf CD3* PBMCs
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhangigen Versuchen inklusive
Standardabweichungen.
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NKT-Zellen, die als CD3*CD56™ definiert sind, iibernehmen wichtige verbindende Aufgaben
zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort. In der PBMC-Kontrolle handelte es sich
bei 13 % der mononuklearen Blutzellen um NKT-Zellen.

Die CMS2-Tumorzellen (LS1034 und NCI-H508) dezimierten das Level an NKT-Zellen. In der
Kokultur mit LS1034 wurden 9 % NKT-Zellen registriert, in der Kokultur mit NCI-H508 nahm
ihr Anteil im Vergleich zur PBMC-Kontrolle um die Halfte (auf 6 %) ab. Die HT115-Tumorzellen
(CMS3) beeinflussten den Anteil an NKT-Zellen nicht.

Die Infektion mit H-1PV fiihrte weder bei CMS2 noch bei CMS3 zu einem veranderten Anteil
an NKT-Zellen. Es wurden ahnliche Werte wie in der Kokultur mit unbehandelten Tumorzellen
detektiert (siehe Abbildung 5.8).
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Abbildung 5.9: Anzahl an ausgereiften NKT-Zellen (CD3*CD56*CD57*). Mit der FACS-
Analyse wurde in der Kokultur mit unbehandelten und infizierten TZ die Expression von CD57
auf CD3"CD56* PBMCs gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhangigen
Versuchen inklusive Standardabweichungen.

Der Oberflachenmarker CD57 charakterisiert ausgereifte NKT-Zellen. Im Blut der PBMC-
Spender lag ihr Anteil bei 40 %. In der Aktivierungskontrolle stieg das Level an ausgereiften
NKT-Zellen auf 45 %.

Sowohl die CMS2- (LS1034 und NCI-H508) als auch die CMS3-Tumorzellen (HT115)
reduzierten die Ausreifung von NKT-Zellen. Beim CMS2-Subtyp war der Effekt gering
ausgepragt. In der Kokultur mit LS1034 wurden 33 % ausgereifte NKT-Zellen registriert, in der
Kokultur mit NCI-H508 36 %. Ein deutlicher Effekt konnte bei HT115 beobachtet werden. Hier
verringerten die kolorektalen Tumorzellen das Level ausgereifter NKT-Zellen auf 14 %.

Die Infektion mit H-1PV hatte weder bei CMS2 noch bei CMS3 einen Einfluss auf die
Ausreifung von NKT-Zellen (siehe Abbildung 5.9).
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5.2.3 CD8* T-Zellen
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Abbildung 5.10: Anzahl an aktivierten CD8" Zellen (CD3*CD8*CD69*). Mit der FACS-
Analyse wurde in der Kokultur mit unbehandelten und infizierten TZ die Oberflachenexpression
von CD69 auf CD3*CD8" PBMCs gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei
unabhangigen Versuchen inklusive Standardabweichungen und statistischer Signifikanz (* p
< 0.05; *** p <0.001).

Aktivierte CD8" T-Zellen sind definiert als CD3*CD8*CD69*. Neben NK-Zellen spielen sie eine
zentrale Rolle in der Eliminierung von virusinfizierten und entarteten Zellen. Wahrend ihr Anteil
in der unstimulierten PBMC-Kontrolle bei 15 % lag, wurde in der Aktivierungskontrolle ein Wert
von 67 % gemessen.

In der Kokultur mit LS1034-Zellen (CMS2) nahm die Aktivierung CD8" T-Zellen auf 23 % zu.
Die Relevanz ist begrenzt, da der Wert der Aktivierungskontrolle bei Weitem nicht erreicht
wurde. Bei den Zelllinien NCI-H508 (CMS2) und HT115 (CMS3) hatte die Kokultivierung
keinen Einfluss auf den Anteil aktivierter CD8"* T-Zellen.

Die Infektion mit H-1PV zeigte bei CMS2 keinen Effekt. Beim CMS3-Subtyp HT115 flhrte H-
1PV bei einer MOI von 5 zu einem statistisch signifikanten Anstieg der aktivierten CD8" T-
Zellen auf 39 % (siehe Abbildung 5.10).

5.2.4 CD4*T-Zellen

Im Rahmen der Kokultur wurde auch der Effekt von H-1PV auf die Verteilung und Aktivierung
von CD4" T-Zellen untersucht. Betrachtet wurden Ty-Zellen und Tregs. Letztere stellen eine
Untergruppe der CD4* T-Zellen dar und exprimieren charakteristischerweise den
Transkriptionsfaktor FoxP3 (Forkhead-Box-Protein P3). Trgs Supprimieren die Aktivierung des
Immunsystems und leisten damit eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der
Immuntoleranz. Tu-Zellen sind definiert als FoxP3" Zellen. Sie sind sowohl an der zellularen
als auch an der humoralen Immunabwehr beteiligt.
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Abbildung 5.11: Verhaltnis von Tregs (CD3*CD4*FoxP3*) zu Tu-Zellen (CD3*CD4*FoxP3)
in der Kokultur mit LS1034 (CMS2). Mit der FACS-Analyse wurde in der Kokultur mit
unbehandelten und infizierten TZ die intrazellulare FoxP3 Expression von CD3*CD4* PBMCs
gemessen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von drei unabhangigen Versuchen inklusive
Standardabweichungen.

Im Blut der PBMC-Spender lagen die CD4" T-Zellen zu 10 % als Tregs Und zu 38 % als Tw-
Zellen vor.

Die Kokultivierung mit LS1034 (CMS2) zeigte keinen Effekt auf den Anteil an Tregs. Die LS1034-
Zellen erhdhten das Level von Th-Zellen auf 92 %. Damit lagen in der Kokultur mit LS1034 ca.
10-mal so viele Ty-Zellen wie Tregs VOr.

Die Infektion mit H-1PV hatte in der Kokultur mit LS1034 keinen Einfluss auf das Verhaltnis
von Tregs zU Th-Zellen (siehe Abbildung 5.11).
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Abbildung 5.12: Verhaltnis von Tregs (CD3*CD4*FoxP3*) zu Tu-Zellen (CD3*CD4*FoxP3")
in der Kokultur mit NCI-H508 (CMS2). Mit der FACS-Analyse wurde in der Kokultur mit
unbehandelten und infizierten TZ die intrazellulare FoxP3 Expression von CD3*CD4* PBMCs
gemessen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von drei unabhangigen Versuchen inklusive
Standardabweichungen.

In der Kokultur mit NCI-H508 (CMS2) sank das Level an Trgs auf 6 % ab, wahrend der Anteil
an Tu-Zellen auf 97 % anstieg. Im Verhaltnis lagen in der Kokultur ca. 16-mal so viele Ty-Zellen
wie Tregs VOT.

H-1PV zeigte in der Kokultur mit NCI-H508 keinen Effekt auf die Differenzierung von CD4" T-
Zellen (siehe Abbildung 5.12).
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Abbildung 5.13: Verhdltnis von Tregs (CD3*CD4'FoxP3*) zu Tu-Zellen (CD3*CD4*FoxP3)
in der Kokultur mit HT115 (CMS3). Mit der FACS-Analyse wurde in der Kokultur mit
unbehandelten und infizierten TZ die intrazellulare FoxP3 Expression von CD3*CD4* PBMCs
gemessen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von drei unabhéngigen Versuchen inklusive
Standardabweichungen.

Im Vergleich zur PBMC-Kontrolle verringerte die Kokultivierung mit HT115 (CMS3) den Anteil
an Tregs auf 4 %. Das Level an Ty-Zellen stieg auf 97 %. Im Verhaltnis lagen in der Kokultur mit
unbehandelten Tumorzellen ca. 24-mal so viele Th-Zellen wie Tregs VOr.

Bei HT115 hatte die Infektion mit H-1PV keine Auswirkung auf die CD4* T-Zell-Differenzierung
(siehe Abbildung 5.13).

Zusammenfassend veranderte H-1PV bei keiner der untersuchten CMS-Subgruppen das
Verhaltnis von Tregs zu Th-Zellen. Die CD4* T-Zellen lagen zu einem hohen Anteil als Th-Zellen
vor.
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Abbildung 5.14: Anzahl an aktivierten Tu-Zellen (CD3*CD4*FoxP3CD69"). Mit der FACS-
Analyse wurde in der Kokultur mit unbehandelten und infizierten TZ die Oberflachenexpression
von CD69 auf CD3*CD4*"FoxP3- PBMCs gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei
unabhangigen Versuchen inklusive Standardabweichungen und statistischer Signifikanz (* p
<0.05).

Aktivierte T-Helferzellen spielen eine wichtige Rolle in der Aktivierung antigenprasentierender
dendritischer Zellen.
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In der PBMC-Kontrolle wurden 6 % aktivierte Tu-Zellen registriert. In der Aktivierungskontrolle
lag ihr Anteil bei 41 %.

Im Vergleich zur PBMC-Kontrolle bedingten die CMS2-Tumorzellen (LS1034 und NCI-H508)
keine verstarkte Aktivierung von Tx-Zellen. Die Kokultivierung mit HT115 (CMS3) resultierte in
einer Aktivierung von Tw-Zellen auf 22 %.

Die Infektion mit H-1PV induzierte bei beiden CMS-Subgruppen tendenziell eine Aktivierung
von Ty-Zellen. Bei LS1034 wurden 15 % aktivierte Tu-Zellen detektiert, bei NCI-H508 11 %
und bei HT115 25 %. Eine vollstandige Aktivierung wurde weder bei CMS2 noch bei CMS3
erreicht (siehe Abbildung 5.14).
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Abbildung 5.15: Anzahl an aktivierten Tregs (CD3*CD4'FoxP3*CD69%). Mit der FACS-
Analyse wurde in der Kokultur mit unbehandelten und infizierten TZ die Oberflachenexpression
von CD69 auf CD3*CD4'FoxP3* PBMCs gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei
unabhangigen Versuchen inklusive Standardabweichungen und statistischer Signifikanz (* p
<0.05).

Aktivierte Tregs exprimieren unter anderem den Oberflachenmarker CD69. In der PBMC-
Kontrolle fanden sich 7 % aktivierte Tregs, in der Aktivierungskontrolle stieg ihr Level auf 38 %.

Im Vergleich zur PBMC-Kontrolle fuhrte sowohl die Kokultivierung mit LS1034-Tumorzellen
(CMS2) als auch die Kokultivierung mit HT115-Tumorzellen (CMS3) zu einer Aktivierung von
Tregs- Bei LS1034 erhohte sich ihr Anteil auf 14 %, bei HT115 auf 16 %. Bei der Zelllinie NCI-
H508 (CMS2) konnte kein Effekt dargestellt werden.

Die Infektion mit H-1PV (MOI 5) resultierte bei LS1034 in einer statistisch signifikanten
Aktivierung von Tregs auf 21 %. Bei NCI-H508 und HT115 flhrte die Infektion zu einer
reduzierten Aktivierung von Tregs auf 7 % bzw. auf 10 %, die jedoch statistisch nicht signifikant
war (siehe Abbildung 5.15).

44



Ergebnisse

5.2.5 Myeloide Suppressorzellen
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Abbildung 5.16: Anzahl an myeloiden Suppressorzellen (MDSCs). Mit der FACS-Analyse
wurde in der Kokultur mit unbehandelten und infizierten TZ die Expression von HLA-DR auf
CD11b*CD33" PBMCs gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhangigen
Versuchen inklusive Standardabweichungen.

MDSCs sind immunsuppressive Zellen, die durch die Oberflachenmarker CD11b*CD33*HLA-
DR gekennzeichnet sind. In der PBMC-Kontrolle umfassten sie 6 % der CD11b*CD33* Zellen.

Im Vergleich zur PBMC-Kontrolle erhéhten alle untersuchten Tumorzellen das Level an
MDSCs. Bei LS1034 (CMS2) wurde ein Wert von 38 %, bei NCI-H508 (CMS2) von 76 % und
bei HT115 (CMS3) von 89 % erreicht.

Die Infektion mit H-1PV hatte weder bei CMS2 noch bei CMS3 eine Auswirkung auf den Anteil
an MDSCs (siehe Abbildung 5.16).
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Abbildung 5.17: Anzahl an monozytischen MDSCs (M-MDSCs). Mit der FACS-Analyse
wurde in der Kokultur mit unbehandelten und infizierten TZ die Oberflachenexpression von
CD14 auf CD11b*CD33"HLA-DR PBMCs gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei
unabhangigen Versuchen inklusive Standardabweichungen und statistischer Signifikanz (* p
<0,05).
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Monozytische MDSCs (M-MDSCs) stellen eine Untergruppe der MDSCs dar. Sie exprimieren
den Oberflachenmarker CD14. 57 % der MDSCs lagen in der PBMC-Kontrolle als M-MDSCs
vor. In der Aktivierungskontrolle reduzierte sich ihr Anteil auf 29 %.

In der Kokultur mit LS1034-Zellen (CMS2) konnte eine Zunahme der M-MDSCs auf 65 %
beobachtet werden. Die Kokultivierung mit NCI-H508 (CMS2) und HT115 (CMS3) reduzierte
den Anteil an M-MDSCs auf 19 % bzw. auf 42 %.

Die Infektion mit H-1PV zeigte bei LS1034 und HT115 keine Auswirkung auf das Level an M-
MDSCs. Bei der Zelllinie NCI-H508 fiihrte die Infektion mit H-1PV (MOI 5) zu einer statistisch
signifikanten Zunahme der M-MDSCs auf 35 % (siehe Abbildung 5.17).

Tabelle 5.1: Zusammenfassung des Effekts von H-1PV auf ausgewahlte Immunzellen.
Statistisch signifikante Ergebnisse (* p < 0,05) sind entsprechend gekennzeichnet.

LS1034 NCI-H508 HT115

(CMS2) (CMS2) (CMS3)
NK-Zellen D— A— —
Ausgereifte NK-Zellen — — ¥
NKT-Zellen -_— —_— -_—
Ausgereifte NKT-Zellen — — —
Aktivierte zytotoxische T-Zellen — — *
Tru-Zellen — — —
Aktivierte Ty-Zellen * * *
Tregs —) () —
Aktivierte Tregs * 4 ¥
MDSCS —) —) —)
M-MDSCs e 4 d—

Tabelle 5.1 fasst den Effekt von H-1PV auf die untersuchten Immunzellen zusammen. Bei den
CMS2-Tumorzellen flihrte die Infektion mit H-1PV zu einer Zunahme immunsuppressiver
Immunzellen. Bei LS1034 nahm der Anteil an aktivierten Tegs, bei NCI-H508 der Anteil an M-
MDSCs zu.

Bei den CMS3-Tumorzellen (HT115) zeigte sich ein heterogenes Bild, was den Effekt von H-
1PV auf immunstimulierende Immunzellen anging. Wahrend die Infektion mit dem
onkolytischen Virus eine Abnahme von NK-Zellen bedingte, induzierte H-1PV die Aktivierung
von CD8" T-Zellen.

Sowohl bei CMS2 als auch bei CMS3 resultierte die Infektion mit H-1PV tendenziell in einer
Aktivierung von Ty-Zellen.
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5.3 Analyse der Zytokinkonzentrationen im Kokulturversuch

Im Anschluss an die Kokulturversuche wurde in den gesammelten Uberstanden mittels ELISA
die Konzentration der Zytokine Granzym B (GranB), IFN-y, IL-10, IL-2, IL-6 und TGF ermittelt.
Wie auch in den Kokulturversuchen dienten die unstimulierten PBMCs als Referenz fiir das
ruhende Immunsystem, wahrend die stimulierten PBMCs als Aktivierungskontrolle fungierten.

5.3.1 Granzym B

GranB ist eine Serinprotease, die sich hauptsachlich in den intrazellularen Granula von NK-
Zellen und CD8* T-Zellen befindet. Die Aktivierung dieser Zellen fuhrt zur Ausschittung von
GranB, was wiederum die Apoptose in virusinfizierten und entarteten Zellen induziert.
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Abbildung 5.18: Freisetzung von Granzym B durch die TZ von CMS2 und CMS3.
Abgebildet sind die Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen
und statistischer Signifikanz (* p < 0.05; ** p < 0.01). Logarithmische Darstellung.

Infolge der T-Zell-Aktivierung wird vermehrt GranB freigesetzt. In der Aktivierungskontrolle
wurde eine Konzentration von 32.270 pg/ml gemessen. Im Vergleich zur PBMC-Kontrolle (11
pg/ml) sezernierte die Zelllinie LS1034 (CMS2) deutlich mehr GranB (450 pg/ml). NCI-H508
(CMS2) setzte hingegen mit 5 pg/ml signifikant weniger bzw. kaum GranB frei. Bei HT115
(CMS3) war das Level an GranB mit 15 pg/ml &hnlich hoch wie in der PBMC-Kontrolle (siehe
Abbildung 5.18).
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Abbildung 5.19: Konzentration von Granzym B in der Kokultur mit unbehandelten und
infizierten TZ. Gemessen wurde die Zytokinkonzentration mit dem ELISA. Dargestellt sind die
Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen und statistischer
Signifikanz (* p < 0.05; ** p < 0.01)

Im Vergleich zur Tumorzell-Kontrolle wurde in den Uberstédnden der Kokultur mit LS1034
(CMS2) mit 395 pg/ml ein geringeres Level an GranB detektiert. Die Infektion mit H-1PV (MOI
5) induzierte eine leichte Erhéhung der GranB-Freisetzung auf 410 pg/ml. Damit war der Effekt
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von H-1PV so gering ausgepragt, dass er vernachlassigt werden kann. In den Ubersténden
der Kokultur von NCI-H508 (CMS2) und HT115 (CMS3) fand sich ein héheres Level an GranB
als in der Tumorzell-Kontrolle. Bei NCI-H508 wurde mit 20 pg/ml eine 4-fach hohere
Konzentration gemessen. Ein dhnlicher, wenngleich nicht ganz so deutlicher Effekt, konnte
auch fur HT115 gezeigt werden. Hier stieg die GranB-Freisetzung von 15 pg/ml auf 22 pg/ml
an. H-1PV (MOI 5) infizierte NCI-H508- und HT115-Zellen induzierten in der Kokultur eine
verstarkte Sekretion von GranB, die auch statistisch signifikant war. Bei NCI-H508 wurde ein
Wert von 50 pg/ml, bei HT115 ein Wert von 100 pg/ml erzielt. Damit stieg das Level an GranB
um das 2,5-fache bzw. um das 4,5-fache an (siehe Abbildung 5.19).

Zusammenfassend flhrte die Infektion mit H-1PV bei NCI-H508 und HT115 zu einer
gesteigerten Sezernierung von GranB. Bei LS1034 konnte kein Effekt dargestellt werden.

53.2 IFN-y

Bei IFN-y handelt es sich um ein proinflammatorisches Zytokin, das unter anderem von NK-
Zellen, Tu-Zellen und CD8* T-Zellen freigesetzt wird. Eine vermehrte IFN-y-Ausschittung
korreliert mit einer gesteigerten Immunzellaktivierung.
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Abbildung 5.20: Freisetzung von IFN-y durch die TZ von CMS2 und CMS3. Abgebildet
sind die Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen.
Logarithmische Darstellung.

Wahrend die Immunzellen in der PBMC-Kontrolle 6 pg/ml IFN-y sezernierten, wurde in der
Aktivierungskontrolle ein Level von 5.280 pg/ml detektiert. Von den getesteten kolorektalen
Tumorzellen setzte keine das proinflammatorische Zytokin IFN-y frei (siehe Abbildung 5.20).
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Abbildung 5.21: Konzentration von IFN-y in der Kokultur mit unbehandelten und
infizierten TZ. Gemessen wurde die Zytokinkonzentration mit dem ELISA. Dargestellt sind die
Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen und statistischer
Signifikanz (* p £ 0.05; *** p < 0.001).
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In den gesammelten Uberstéanden der Kokultur mit LS1034 (CMS2) zeigte sich mit 6 pg/ml
eine ahnlich niedrige Konzentration von IFN-y wie in den Uberstanden der PBMC-Kontrolle.
Die Infektion mit H-1PV (MOI 5) fihrte zu einer statistisch signifikanten Erhéhung des IFN-y-
Levels um das 4-fache auf 25 pg/ml. Bei NCI-H508 (CMS2) und HT115 (CMS3) wurde sowohl
in der Tumorzell-Kontrolle als auch in der Kokultur kaum IFN-y freigesetzt. H-1PV flihrte bei
einer Infektion mit MOI 5 bei beiden Zelllinien zu einer gesteigerten Sekretion des
proinflammatorischen Zytokins. Bei NCI-H508 wurde im Vergleich zur Kokultur eine ca. 6,5-
fache Sekretion auf 13 pg/ml detektiert, bei HT115 eine ca. 8-fache Freisetzung auf 11 pg/ml
(siehe Abbildung 5.21).

H-1PV induzierte somit bei allen untersuchten kolorektalen Tumorzellen eine erhéhte IFN-y-
Ausschittung, wobei der deutlichste Effekt bei LS1034 zu beobachten war.

533 IL-2

IL-2 ist ein Zytokin mit proinflammatorischer Wirkung, welches von aktivierten T-Zellen
sezerniert wird und die T-Zell-Proliferation fordert (siehe Tabelle 2.8).
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Abbildung 5.22: Freisetzung von IL-2 durch die TZ von CMS2 und CMS3. Abgebildet sind
die Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen und statistischer
Signifikanz (** p < 0.01). Logarithmische Darstellung.

Die CMS2- und CMS3-Tumorzellen setzten, im Vergleich zur PBMC-Kontrolle (8 pg/ml), mehr
IL-2 frei. In den Uberstanden mit LS1034 (CMS2) wurde ein Wert von 63 pg/ml gemessen, mit
NCI-H508 (CMS2) von 43 pg/ml und mit HT115 (CMS3) von 34 pg/ml. In den Uberstanden der
Aktivierungskontrolle lag die IL-2-Konzentration bei 3.700 pg/ml (siehe Abbildung 5.22).
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Abbildung 5.23: Konzentration von IL-2 in der Kokultur mit unbehandelten und
infizierten TZ. Gemessen wurde die Zytokinkonzentration mit dem ELISA. Dargestellt sind die
Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen und statistischer
Signifikanz (* p £ 0.05; ** p < 0.01).
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Im Vergleich zu den Uberstéanden der Tumorzell-Kontrolle fanden sich in den Uberstanden der
Kokulturen bei allen Tumorzellen ein geringeres Level an IL-2. Bei LS1034 (CMS2) wurde in
der Kokultur eine Konzentration von 29 pg/ml, bei NCI-H508 (CMS2) von 27 pg/ml und bei
HT115 (CMS3) von 18 pg/ml detektiert. H-1PV-infizierte LS1034-Zellen verstarkten in der
Kokultur die Freisetzung von IL-2. Bei einer MOI von 5 stieg die Konzentration um das 3,4-
fache auf 100 pg/ml an. Derselbe Effekt wurde auch bei der Zelllinie HT115 beobachtet. Hier
bewirkte die Infektion mit H-1PV (MOI 5) eine statistisch signifikante Erhdhung der IL-2-
Konzentration um das 5-fache auf 134 pg/ml. Bei H-1PV (MOI 5) -infizierten NCI-H508-Zellen
wurde ein IL-2-Level von 37 pg/ml gemessen. Damit induzierte H-1PV hier nur eine geringfugig
héhere Sezernierung des Zytokins. Der Wert der Tumorzell-Kontrolle wurde nicht erreicht
(siehe Abbildung 5.23).

Die Infektion mit H-1PV zog bei LS1034 und HT115 eine vermehrte Sekretion von IL-2 nach
sich. Bei NCI-H508 konnte H-1PV keine erhéhte Ausschuttung von IL-2 induzieren.

534 IL-6

IL-6 verfligt sowohl (ber proinflammatorische als auch Uber antiinflammatorische
Eigenschaften.
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Abbildung 5.24: Freisetzung von IL-6 durch die TZ von CMS2 und CMS3. Abgebildet sind
die Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen und statistischer
Signifikanz (* p £ 0.05; ** p £ 0.01; *** p < 0.001). Logarithmische Darstellung.

Wahrend in der PBMC-Kontrolle ein IL-6-Wert von 12 pg/ml detektiert wurde, lag die
Konzentration in der Aktivierungskontrolle bei 536 pg/ml. Im Vergleich zur PBMC-Kontrolle
setzten die CMS2- und CMS3-Tumorzellen weniger IL-6 frei (siehe Abbildung 5.24).
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Abbildung 5.25: Konzentration von IL-6 in der Kokultur mit unbehandelten und
infizierten TZ. Gemessen wurde die Zytokinkonzentration mit dem ELISA. Dargestellt sind die
Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen und statistischer
Signifikanz (* p £ 0.05; ** p £ 0.01; *** p = 0.001).
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Im Vergleich zur Tumorzell-Kontrolle flihrte die Kokultivierung bei allen untersuchten
Tumorzellen eine gesteigerte Freisetzung von IL-6 herbei. Bei LS1034 (CMS2) stieg die
Konzentration auf 43 pg/ml an, bei NCI-H508 (CMS2) auf 9 pg/ml und bei HT115 (CMS3) auf
18 pg/ml an. H-1PV (MOI 5) -infizierte Tumorzellen bedingten in der Kokultur eine statistisch
signifikante Zunahme der IL-6-Ausschittung. Bei LS1034 wurde der Anteil um das 4-fache auf
174 pg/ml erhoht, bei NCI-H508 um das 20-fache auf 180 pg/ml und bei HT115 um das 17,5-
fache auf 315 pg/ml (siehe Abbildung 5.25).

Betrachtet man die Konzentration des Zytokins IL-6, fiihrte H-1PV sowohl bei CMS2 als auch
bei CMS3 zu einer deutlich erhéhten Freisetzung.

53.5 IL-10

IL-10 ist ein immunsuppressives Zytokin, das neben Monozyten und Makrophagen auch von
T-Zellen sezerniert wird.
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Abbildung 5.26: Freisetzung von IL-10 durch die TZ von CMS2 und CMS3. Abgebildet
sind die Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen und
statistischer Signifikanz (* p < 0.05). Logarithmische Darstellung.
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Die Aktivierung von T-Zellen resultiert in einer vermehrten Freisetzung von IL-10 (835 pg/ml in
der Aktivierungskontrolle). Im Vergleich zur PBMC-Kontrolle (5 pg/ml) zeigte sich in den
Uberstanden der Tumorzellen der Zelllinie LS1034 (CMS2) mit 13 pg/ml eine tendenziell
erhdhte IL-10-Sekretion. In den Uberstanden von NCI-H508 (CMS2) und HT115 (CMS3)
wurde weniger IL-10 nachgewiesen (siehe Abbildung 5.26).
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Abbildung 5.27: Konzentration von IL-10 in der Kokultur mit unbehandelten und
infizierten TZ. Gemessen wurde die Zytokinkonzentration mit dem ELISA. Dargestellt sind die
Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen.
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Bei den untersuchten CMS2- und CMS3-Tumorzellen hatte weder die Kokultivierung noch die
Infektion mit H-1PV eine Anderung der IL-10-Konzentration zur Folge. Die gemessenen Werte
entsprachen jeweils der Tumorzell-Kontrolle (siehe Abbildung 5.27).

53.6 TGFp

Bei TGFB handelt es sich um ein immunsuppressives Zytokin, das unter anderem Tegs
induziert und von diesen auch sekretiert wird (s. Tabelle 2.8).
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Abbildung 5.28: Freisetzung von TGFB durch die TZ von CMS2 und CMS3. Abgebildet
sind die Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen und
statistischer Signifikanz (* p £ 0.05; *** p < 0.001). Logarithmische Darstellung.

Im Vergleich zur unstimulierten PBMC-Kontrolle, bei der ein TGFR-Level von 115 pg/ml
detektiert wurde, setzten die CMS2- und CMS3-Tumorzellen weniger TGFp frei. Bei LS1034
(CMS2) lag die Konzentration in den Uberstanden bei 58 pg/ml, bei NCI-H508 (CMS2) bei 80
pg/ml und bei HT115 (CMS3) bei 54 pg/ml. Die Aktivierungskontrolle erreichte eine TGF3-
Ausschuttung von 423 pg/ml (siehe Abbildung 5.28).
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Abbildung 5.29: Konzentration von TGFB in der Kokultur mit unbehandelten und
infizierten TZ. Gemessen wurde die Zytokinkonzentration mit dem ELISA. Dargestellt sind die
Mittelwerte von mindestens drei ELISAs inklusive Standardabweichungen.

Im Vergleich zur Tumorzell-Kontrolle zeigte sich in den gesammelten Uberstanden der
Kokultur bei allen getesteten Tumorzellen eine gesteigerte Sezernierung von TGF3, die auch
den Wert der unstimulierten PBMC-Kontrolle (ca. 115 pg/ml) Gbertraf. Bei LS1034 (CMS2)
wurde ein Wert von 132 pg/ml gemessen, bei NCI-H508 (CMS2) von 125 pg/ml und bei HT115
(CMS3) von 143 pg/ml. H-1PV (MOI 5) induzierte in der Kokultur bei allen Tumorzellen eine
reduzierte Ausschuttung von TGFR. Bei LS1034 wurden 118 pg/ml freigesetzt, bei NCI-H508
101 pg/ml und bei HT115 105 pg/ml (siehe Abbildung 5.29).
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Damit resultierte die Infektion mit H-1PV bei allen Zelllinien in einer reduzierten, wenngleich
statistisch nicht signifikanten Sekretion des immunsuppressiven Zytokins TGFR. Am
deutlichsten war der Effekt bei der Zelllinie HT115.

Tabelle 5.2: Zusammenfassung des Effekts von H-1PV auf die Konzentrationen
verschiedener Zytokine. Statistisch signifikante Ergebnisse (* p < 0.05; ** p < 0.01; ** p <
0.001) sind entsprechend gekennzeichnet.

LS1034 NCI-H508 HT115

(CMS2) (CMS2) (CMS3)
GranB — ++ 4+
IFN-Y f** f f*
IL-2 t** — *
”_-6 f* f** f***
IL-10 — — —
TGFB 4 A 4 A 4

Zusammenfassend induzierte H-1PV sowohl bei CMS2 als auch bei CMS3 eine vermehrte
Sezernierung der Zytokine IFN-y und IL-6 durch Immunzellen. Gleichzeitig resultierte die
Infektion mit dem onkolytischen Virus tendenziell in einer reduzierten Freisetzung des
antiinflammatorischen Zytokins TGFR. Bei NCI-H508 und HT115 induzierte H-1PV die
Ausschittung der proinflammatorischen Serinprotease GranB, wahrend bei LS1034 und
HT115 ein erhdéhtes Level des proinflammatorischen Zytokins IL-2 gemessen wurde (siehe
Tabelle 5.2).

53



Ergebnisse

54



Diskussion

6 Diskussion

Das KRK zahlt zu den haufigsten malignen Erkrankungen in Deutschland. Die klassischen
Behandlungsmdglichkeiten umfassen Operationen, Chemo- und Radiotherapien. In
Abhangigkeit von der Molekularbiologie des Tumors haben inzwischen auch
Kombinationstherapien mit monoklonalen Antikdrpern, die eine zielgerichtete und damit
nebenwirkungsarmere Behandlung ermdglichen, Einzug in den klinischen Alltag gefunden.
Hierzu zahlen zum Beispiel der EGFR-Inhibitor Cetuximab oder der VEGF-Inhibitor
Bevacizumab (2). Trotz verbesserter und multimodaler Therapiekonzepte ist die Prognose des
KRK weiterhin ungtinstig. Da Tumore komplexe Strategien zur Umgehung des Immunsystems
entwickeln und zunehmend Resistenzen gegen klassische Therapien ausbilden, ist es
notwendig, neue Therapiestrategien zu entwickeln (7). Wahrend CMS1-Tumore geeignete
Kandidaten flr die Behandlung mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren darstellen, zeigt diese Form
der immunzellaktivierenden Therapie bei den wenig immunogenen CMS2- und CMS3-
Tumoren keinen Effekt (88). Die vorliegende Dissertation untersuchte das therapeutische
Potenzial von H-1PV. Betrachtet wurde sowohl der direkte onkolytische Effekt auf die
kolorektalen Tumorzellen des CMS2- (LS1034 und NCI-H508) und CMS3-Subtyps (CL-34 und
HT115) als auch der indirekte Einfluss auf ausgewahlte Immunzellen. Ein besonderes
Augenmerk lag auf der Identifizierung von Gemeinsamkeiten und Unterschieden zwischen den
beiden molekularen Subgruppen des KRK.

6.1 Einfluss von H-1PV auf die Zellviabilitat

Der zytotoxische Effekt von H-1PV auf kolorektale Tumorzellen konnte bereits in einer friiheren
Arbeit dargestellt werden. Bei der Zelllinie SW480, die dem CMS4-Subtyp zuzuordnen ist,
reduzierte H-1PV (MOI 20) die Zellviabilitat auf weniger als 40 % (100). Im Zellmodell mit
Kolonkarzinomzellen von CMS2 (LS1034 und NCI-H508) und CMS3 (CL-34 und HT115)
bestatigte sich die virusvermittelte Onkolyse. Die Infektion mit H-1PV flihrte bei beiden
molekularen Subtypen zu einer Reduktion der Zellviabilitdt. Erwartungsgemafll war die
Zytotoxizitdt zum einen von der Inkubationszeit, zum anderen von der Viruskonzentration
abhangig. Differenzen in der onkolytischen Wirksamkeit von H-1PV zeigten sich sowohl
zwischen den verschiedenen molekularen Subtypen als auch innerhalb dieser.

6.1.1 Einfluss von H-1PV auf die Zellviabilitat von CMS2

Vergleicht man die beiden Zelllinien der kanonisch aktiven Subgruppe des KRK untereinander,
war der zytotoxische Effekt von H-1PV bei LS1034 starker ausgepragt als bei NCI-H508.
Wahrend H-1PV (MOI 10) bei LS1034-Tumorzellen eine maximale Reduktion der Zellviabilitat
auf 63 % erzielte, sank die Viabilitdt der NCI-H508-Tumorzellen bei der gleichen
Viruskonzentration auf 76 % ab. In Anbetracht der unterschiedlichen Wachstumsbedingungen
der Zellen hatte man eher erwartet, dass die H-1PV induzierten Viabilitatseffekte bei der semi-
adharenten Zelllinie NCI-H508 starker ausfallen als bei der adharenten Zelllinie LS1034 (101,
102). SchlieBlich hat das onkolytische Virus bei semi-adharenten Zellen eine groRere
Angriffsflache zur Penetration. Die Diskrepanz kann jedoch auch auf das hohe Mal} an
Heterogenitat innerhalb der CMS-Subgruppe zuriickzuflihren sein. Fir beide CMS2-Zelllinien
konnten jeweils typische Mutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen identifiziert
werden. So unterscheiden sich LS1034 und NCI-H508 hinsichtlich des KRAS-Mutationsstatus.
Wahrend LS1034 durch eine Mutation des Onkogens KRAS gekennzeichnet ist, findet sich
diese Mutation bei NCI-508 nicht (33). Flr das onkolytische Reovirus konnte gezeigt werden,
dass es sich vorzugsweise in KRAS-mutierten Zellen repliziert und diese lysiert (103-105).
Damit kdnnte der KRAS-Mutationsstatus die groRere onkolytische Wirksamkeit von H-1PV bei
LS1034 erklaren. Unterstitzt wird diese These dadurch, dass auch bei den untersuchten
CMS3-Tumorzellen CL-34 und HTT15 keine KRAS-Mutation vorliegt. Betrachtet man die
Abbildung 5.5, so induzierte H-1PV (MOI 1, 5 und 10) bei der KRAS-mutierten Zelllinie LS1034

55



Diskussion

eine deutlichere Viabilitatsminderung als bei den KRAS-Wildtypen NCI-H508, CL-34 und
HT115. Bei der Analyse weiterer molekularer Differenzen fallt auf, dass die Zelllinie NCI-508
durch eine Mutation des Gens AKT1 (Alpha-Serin/Threonin Kinase 1) charakterisiert ist (33).
In einer Studie, bei welcher der onkolytische Effekt des vesikuldren Stomatitisvirus (VSV) auf
kolorektale Tumorzellen untersucht wurde, zeigte sich bei resistenten Zellen eine signifikant
héhere AKT1-Expression (106). Auch auf dieser Grundlage lasst sich der unterschiedliche
Viabilitdtseffekt von H-1PV innerhalb der CMS2-Subgruppe begriinden. AbschlieRend sei
darauf hingewiesen, dass der kanonisch aktive Subtyp von allen CMS-Subgruppen am
heterogensten ist (107). Guinney et al. wiesen bei CMS2 eine gréliere Zunahme an Genkopien
von Onkogenen und eine groRere Abnahme an Genkopien von Tumorsuppressorgenen als
bei jedem anderen CMS-Subtyp nach (14). Vor diesem Hintergrund ware es sicherlich sinnvoll,
noch weitere CMS2-Zelllinien auf die onkolytische Wirksamkeit von H-1PV zu untersuchen
und zu prifen, ob die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse auch fir
diese reproduzierbar sind.

6.1.2 Einfluss von H-1PV auf die Zellviabilitat von CMS3

Die Zelllinien CL-34 und HT115 sind der metabolisch aktiven Subgruppe des KRK zugeordnet.
Beides sind epitheliale und adharente Zellen (108, 109). Im direkten Vergleich wiesen die CL-
34-Tumorzellen eine starkere Sensitivitat gegentiber H-1PV auf. Die Infektion mit H-1PV (MOI
15) resultierte in einer Reduktion der Zellviabilitat auf 68 %. Bei HT115-Tumorzellen wurde die
maximale Viabilitatsminderung auf 76 % mit einer MOI von 20 erzielt. Einen Erklarungsansatz
fur die unterschiedlich ausgepragte onkolytische Wirksamkeit kdénnen auch hier die
verschiedenen molekularbiologischen Eigenschaften bieten. Wahrend es sich bei CL-34 um
eine mikrosatelliteninstabile Zelllinie handelt, sind HT115-Tumorzellen mikrosatellitenstabil. Es
ist allerdings fraglich, ob der Mikrosatellitenstatus ursachlich flir den unterschiedlichen
Viabilitatseffekt ist. Im Versuch mit einem onkolytischen Reovirus konnte kein deutlicher
Sensitivitdtsunterschied zwischen mikrosatellitenstabilen- und -instabilen kolorektalen
Tumorzellen festgestellt werden (104). Neben dem Mikrosatellitenstatus unterscheiden sich
die beiden getesteten CMS3-Tumorzelllinien im Mutationsstatus des Onkogens BRAF.
Wahrend es bei HT115 als Wildtyp vorliegt, ist es bei CL-34 mutiert (33, 110). Die vorliegende
BRAFY%E Mutation gilt als negativer prognostischer Faktor beim metastasierten KRK. Sie
stimuliert den MAPK (mitogen-aktivierte Proteinkinase) / ERK (extrazellulare signalregulierte
Kinase) Signalweg, der an der Proliferation, Migration und Angiogenese sowie an der
Suppression der Apoptose beteiligt ist. Die therapeutischen Optionen flr Patientinnen und
Patienten mit BRAF-mutietem KRK sind begrenzt, in der Regel kommen
Kombinationstherapien aus einer Chemotherapie-Triplette mit Bevacizumab zum Einsatz
(111). Wenngleich sich der onkolytische Effekt von H-1PV auf CL-34-Tumorzellen limitiert
zeigte, sollte geprift werden, ob das onkolytische Virus in Kombination mit anderen Therapien
eine deutlichere Viabilitdtsminderung bewirken kann.

Moehler et al. konnten in einer vorherigen Arbeit zeigen, dass H-1PV bei der Melanomzelllinie
SK29Mel einen annahernd vollstandigen Viabilitdtsverlust auf weniger als 10 % induziert. Die
ebenfalls untersuchten LS1034-Tumorzellen reagierten weniger sensitiv auf das onkolytische
Virus (112). Auch in der vorliegenden Dissertation war der onkolytische Effekt auf die
untersuchten kolorektalen Tumorzelllinien limitiert. Sowohl beim CMS2- als auch beim CMS3-
Subtyp bedingte die Infektion mit H-1PV (MOI 15) eine Viabilitditsminderung auf ca. 70 %. Bei
der Suche nach molekularbiologischen Gemeinsamkeiten fallt auf, dass alle getesteten
kolorektalen Tumorzellen eine Mutation des Tumorsuppressorgens TP53 aufweisen (33). Es
spielt eine zentrale Rolle in der Regulierung der Zellteilung und des Zelltodes. Als Antwort auf
die Synthese fremder DNA induziert TP53 den Zellzyklusarrest und/oder die Apoptose (113).
Der Funktionsverlust dieses Tumorsuppressorgens geht in der Regel mit einem aggressiveren
Krebs-Phanotyp sowie einem schlechteren klinischen Outcome einher. FUr das
hepatozellulare Karzinom konnte eine gréf3ere zytotoxische Wirksamkeit von H-1PV auf p53-
negative Tumorzellen im Vergleich zu p53-positiven Tumorzellen dargestellt werden (114). Vor
diesem Hintergrund lasst sich der insgesamt limitierte onkolytische Effekt von H-1PV auf die
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untersuchten p53-positiven CMS2- und CMS3-Tumorzellen erklaren. Im direkten Vergleich
wiesen die CMS2-Tumorzellen eine starkere Sensitivitdt gegenuber H-1PV auf. Eine
vollstdndige Hemmung der Zellviabilitat konnte bei beiden molekularen Subtypen nicht erreicht
werden. Mit einer verbleibenden Tumorzellviabilitatsrate von Uber 60 % erwiesen sich die
durch H-1PV induzierten Viabilitatseffekte als zu gering, um als Monotherapie eingesetzt zu
werden. Das Ergebnis deckt sich mit friheren Beobachtungen, in denen H-1PV zwar durchaus
zytotoxisch auf kolorektale Tumorzellen wirkte, allerdings nur bei hohen Viruskonzentrationen
und langen Inkubationszeiten. Es hat den Anschein, als sei die Fahigkeit zur Virusreplikation
in kolorektalen Tumorzellen beeintrachtigt (115, 116). An dieser Stelle soll noch einmal im
Detail auf den Vermehrungszyklus von H-1PV eingegangen werden. Kulkarni et a. haben
Laminin y1 (LAMC1) als wichtigen Modulator der H-1PV-Infektion identifiziert. Das
Glykoprotein ist essenziell fur die Adsorption und Penetration des onkolytischen Virus. Die
Arbeitsgruppe konnte eine direkte Korrelation zwischen der LAMC1-Expression und der
virusvermittelten onkolytischen Aktivitat nachweisen. Tumore mit einem erhdhten Level an
LAMC1 zeigten sich empfanglicher fur H-1PV basierte Therapien. Unter den 59 untersuchten
Zelllinien fanden sich auch kolorektale Tumorzellen. Neben ovariellen Tumorzellen wiesen sie
die hdéchste Resistenz gegenuber H-1PV auf (117). Wenngleich die im Rahmen der
vorliegenden Dissertation untersuchten CMS2- und CMS3-Tumorzellen nicht analysiert
wurden, wurde mit HT29 zumindest ein Vertreter des CMS3-Subtyps betrachtet. Im Vergleich
zu den anderen getesteten kolorektalen Tumorzellen, die entweder dem CMS1- oder dem
CMS4-Subtyp zuzuordnen waren, zeigte H-1PV beim CMS3-Subtyp HT29 den deutlichsten
Viabilitatseffekt (117). Neben LAMC1 macht sich H-1PV auch das Glykoprotein Galectin-1
(Gal-1) bei der Penetration von Tumorzellen zu Nutze. Der Knockout des Gens LGALST,
welches fur Gal-1 codiert, verringert die Fahigkeit von H-1PV zur Infektion und Lyse von
Tumorzellen (118). Es ware interessant zu wissen, wie hoch die LAMC1- und LGALS1-
Expression bei den hier getesteten CMS2- und CMS3-Tumorzellen ist. Mdglichweise konnte
so ein weiterer Schlusselfaktor identifiziert werden, der zum Verstandnis der heterogenen
Sensitivitdt gegenuber H-1PV beitragt.

Neben der zytotoxischen Aktivitdt verfligen onkolytische Viren Uber weitere antitumorale
Eigenschaften. Sie kdénnen Immunzellen aktivieren und die immunsuppressive, ,kalte®
Tumormikroumgebung in ein proinflammatorisches, ,heilRes* Mikromilieu umwandeln (119,
120). Diesem Aspekt widmete sich der zweite Teil der Arbeit.

6.2 Einfluss von CMS2 und CMS3 auf das Immunsystem
6.2.1 Verteilung und Aktivierung von Immunzellen

Die molekularen Subtypen CMS2 und CMS3 gelten als ,kalte“ Tumoren und sind durch eine
schwache Immunzellinfiltration gekennzeichnet (37, 121, 122). Die im Rahmen der
Kokulturversuche analysierten kolorektalen Tumorzellen des CMS2- (LS1034 und NCI-H508)
und CMS3-Subtyps (HT115) sind allesamt mikrosatellitenstabil. Studien haben gezeigt, dass
der Erfolg von Therapien mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren mit dem Mikrosatellitenstatus
korreliert. In einer klinischen Studie konnte belegt werden, dass insbesondere Patientinnen
und Patienten mit MSI-H- bzw. dMMR-Tumoren von der kombinierten Therapie mit dem PD-
1-Inhibitor Nivolumab und dem CTLA-4-Inhibitor Ipilimumab profitieren (44, 123). Begrindet
ist das darin, dass diese Tumoren eine hohe Mutationslast aufweisen, die zu einer vermehrten
Freisetzung tumorspezifischer Antigene fihrt. Folge ist eine erhohte Immunogenitat des
Tumors sowie eine groRere Angriffsflache fur immunstimulierende Therapien (44). Um neue
Ansatzpunkte fir die Behandlung von MSS- bzw. pMMR-Tumoren zu identifizieren gilt es, die
Wechselwirkungen zwischen MSS-Tumorzellen und humanem Immunsystem zu verstehen.
An dieser Stelle sei explizit darauf hingewiesen, dass mit der vorliegenden Dissertation nicht
die Immunzellinfiltration untersucht wurde. Stattdessen dienten die Kokulturversuche als
Modellsystem, um den Effekt der kolorektalen Tumorzellen des CMS2- und CMS3-Subtyps
sowie den Einfluss von H-1PV auf die Verteilung und Aktivierung ausgewahlter Immunzellen
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darzustellen. Die komplexen Vorgange und Regulationsmechanismen, die innerhalb eines
Organismus ablaufen, konnten in den in-vitro-Versuchen nicht rekonstruiert werden.

Als zentrale Zellpopulation der friihen Immunitat wurde der Effekt der kolorektalen Tumorzellen
auf NK-Zellen untersucht. Wahrend die CMS2-Tumorzellen eine Abnahme von NK-Zellen
induzierten, konnte dieser Trend beim CMS3-Subtyp nicht dargestellt werden. Das Ergebnis
deckt sich mit dem von Lin et al. sowie dem von Becht et al. Diese Arbeitsgruppen fanden
beim CMS3-Subtyp sogar ein hoheres Level an NK-Zellen (121, 124). Das passt insofern, als
dass CMS3-Tumore im direkten Vergleich eine hdhere Immunaktivitat aufweisen als CMS2-
Tumore (14). Allerdings existieren auch Studien, in denen sowohl bei CMS2- als auch bei
CMS3-Tumoren ein geringerer Anteil an NK-Zellen registriert wurde (107). In der vorliegenden
Arbeit veranlassten beide molekulare Subgruppen eine deutliche Reduktion der Ausreifung
von NK-Zellen. Beim CMS3-Subtyp war der Effekt starker ausgepragt als beim CMS2-Subtyp.
Das kdnnte mit ein Grund fur die schlechtere Prognose von CMS3-Tumoren sein (13).

Auch die analysierten NKT-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Immunuberwachung von
Tumoren. Aktivierte NKT-Zellen sezernieren grofle Mengen an Zytokinen. Durch die
Freisetzung zytotoxischer Molekule sind sie zur direkten Lyse von Tumorzellen befahigt (125).
Anhand ihres TCR kénnen NKT-Zellen in zwei Subtypen unterteilt werden. Wahrend Typ |
NKT-Zellen eine invariante TCRa-Kette besitzen, verfugen Typ II NKT-Zellen Uber ein
vielfaltiges TCR-Repertoire. Damit sind sie in der Lage, eine Vielzahl von Antigenen zu
erkennen. Typ | NKT-Zellen zeichnen sich insbesondere durch antitumorale Funktionen aus.
Sie setzen proinflammatorische Zytokine frei, die wiederum NK-Zellen, CD4*- und CD8* T-
Zellen aktivieren. Typ Il NKT-Zellen weisen vor allem protumorale Eigenschaften auf. Sie
unterstitzen die tumorférdernden Funktionen von MDSCs und supprimieren die Aktivitat von
CD8" T-Zellen. Typ | und Typ Il NKT-Zellen regulieren sich gegenseitig. Der dominierende
Zelltyp bestimmt die nachfolgende Immunantwort (74). Fir das KRK wurden sowohl
tumorférdernde als auch tumorsupprimierende Eigenschaften von NKT-Zellen beschrieben.
So konnte gezeigt werden, dass sich IL-10-sezernierende NKT-Zellen in prakanzerbésen
Polypen anreichern und dass Typ | NKT-Zellen die Entstehung intestinaler Polypen fordern.
Auf der anderen Seite konnte in einer Studie, in der das Tumorgewebe von 103 Patientinnen
und Patienten mit KRK untersucht wurde, eine erhohte Infiltration mit Typ | NKT-Zellen
demonstriert werden, was mit einer verbesserten Prognose einherging (74, 126). In der
vorliegenden Dissertation reduzierten die Tumorzellen von CMS2 und CMS3 die Ausreifung
von NKT-Zellen. Eine Differenzierung zwischen Typ | und Typ Il NKT-Zellen wurde nicht
vorgenommen. In Anbetracht der antagonistischen Funktionen beider Subtypen sowie
aufgrund der in der Vergangenheit teils widerspruchlichen Beobachtungen ist eine Aussage
hinsichtlich der Bedeutung flir das Tumormikromilieu schwierig. Die meisten Publikationen
beschreiben eine antitumorale Wirkung von NKT-Zellen (74). Damit ist die reduzierte
Ausreifung von NKT-Zellen als vorteilhaft fiir die Tumorprogression anzusehen.

Charakteristisch sowohl fur CMS2 als auch fur CMS3 ist die Exklusion infiltrierender T-Zellen
aus der Tumormikroumgebung (107). Untersuchungen bei anderen Tumorentitdten haben
ergeben, dass hierflr neben der Aktivierung des Wnt-Signalweges (typisch fur CMS2) auch
mit KRAS-Mutationen (charakteristisch fur CMS3) assoziierte Co-Mutationen verantwortlich
sind (88). Interessanterweise induzierten die LS1034-Tumorzellen des CMS2-Subtyps in den
Kokulturversuchen eine zwar geringfligige, aber dennoch statistisch signifikante Aktivierung
von CD8" T-Zellen. Das wiirde zur guten Prognose des CMS2-Subtyps passen. Auch in der
Arbeit von Li et al. zeigte sich beim CMS2-Subtyp ein hohes Level an CD8" T-Zellen (121).
Erwartet hatte man dieses Ergebnis trotzdem nicht, denn in der Regel finden sich bei CMS2-
Tumoren fast keine T-Zellen. Ihre Exklusion ist ein wichtiger Mechanismus der Immunevasion
und gilt als negativer prognostischer Faktor (127). Die beiden anderen getesteten
Tumorzelllinien hatten keine Auswirkung auf die Anzahl aktivierter CD8* T-Zellen. Spannend
ware gewesen zu sehen, welchen Effekt die MSI-Tumorzelllinie CL-34 auf die Aktivierung von
CD8* T-Zellen hat. Generell zeigt sich bei Patientinnen und Patienten mit MSI-Tumoren eine
deutlich héhere Infiltration von CD8* T-Zellen und eine bessere Prognose als bei Patientinnen
und Patienten mit MSS-Tumoren (127).
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Alle getesteten Tumorzelllinien veranlassten eine Zunahme an Tu-Zellen um das ca. 2,5-fache
im Vergleich zur PBMC-Kontrolle. Des Weiteren fuhrten die Tumorzellen beider molekularer
Subtypen zu einer leichten Aktivierung von Tu-Zellen. Im direkten Vergleich fiel die Aktivierung
durch die CMS3-Tumorzellen starker aus. Eine Differenzierung zwischen Ty1- und Th2-Zellen
ist nicht erfolgt. Beim KRK geht eine erhdhte Infiltration mit Ty1-Zellen mit einer guten
Prognose einher. Tu1-Zellen reduzieren die Proliferation und Angiogenese von Tumorzellen,
fordern die Apoptose von Tumorzellen und rekrutieren CD8* T-Zellen. Welche Rolle Th2-Zellen
beim KRK einnehmen, wird kontrovers diskutiert. Zwar fihren die durch Tp2-Zellen
freigesetzten proinflammatorischen Zytokine zu chronischen Entziindungen, welche die
Karzinogenese beglinstigen. Th2-Zytokine kdbnnen aber auch eosinophile Granulozyten mit
antitumoralen Eigenschaften rekrutieren und die Tumorprogression durch die Modulierung der
Gefalversorgung verzogern (127). Vor diesem Hintergrund ist es schwer zu sagen, was die
gewonnenen Erkenntnisse fur die Tumormikroumgebung bedeuten. Insgesamt scheinen die
antitumoralen Eigenschaften von Tu-Zellen zu Giberwiegen. In Anbetracht der Tatsache, dass
der CMS2-Subtyp eine bessere Prognose aufweist als der CMS3-Subtyp, hatte man die
starkere Aktivierung von Ty-Zellen eher beim CMS2-Subtyp vermutet (13). Sicherlich sind
jedoch noch andere Faktoren dafiir verantwortlich, dass der CMS2-Subtyp die bessere
Prognose aufweist. Allerdings konnte auch die Arbeitsgruppe um Li et al. beim CMS2-Subtyp
ein hoheres Level an CD4* T-Zellen nachweisen als beim CMS3-Subtyp (121).

Neben Immunzellen, die mit einer guten Prognose des KRK einhergehen, wurden auch
Immunzellen, die mit einer schlechten Prognose assoziiert sind, betrachtet. Im Rahmen der
Progression von Krebserkrankungen sind unter anderem Te4s VOn besonderer Bedeutung. Die
durch sie vermittelte Immunsuppression wird neben der Freisetzung immunsuppressiver
Zytokine auch durch die verminderte Aktivierung von Ty-Zellen induziert. Trgs €xprimieren
daruber hinaus hohe Level an CTLA-4 und PD-1 auf ihrer Oberflache (85). Bei Patientinnen
und Patienten mit KRK finden sich zwei Subtypen: nicht-suppressive Tregs Und aktivierte Tregs.
Erstere sind keine funktionalen Trgs. Sie kdnnen die Proliferation von CD4* T-Zellen nicht
supprimieren und sezernieren aullerdem gro3e Mengen an proinflammatorischen Zytokinen
wie IFN-y, IL-2 und TNFa. Picard et al. haben demonstriert, dass nur aktivierte Tregs Mit
fortgeschrittenen Stadien und ungulnstigen Prognosen des KRK einhergehen (37). Damit
lassen sich auch die dem ersten Anschein nach widersprichlichen Ergebnisse der
Kokulturversuche verstehen: Wahrend NCI-H508- und HT115-Tumorzellen eine Abnahme von
Tregs induzierten, fuhrten LS1034- und HT115-Tumorzellen eine Aktivierung von Tregs herbei.
Als zweite wichtige Gruppe suppressiver Immunzellen gelten MDSCs. Wie schon zuvor
beschrieben, hemmen sie die antitumoralen Funktionen von NK-Zellen und T-Zellen, wobei
ihre immunsuppressive Funktion insbesondere auf der Inhibierung der T-Zell-Proliferation
beruht. Darlber hinaus férdern sie die Akkumulation und Aktivierung anderer
immunsuppressiver Zellen wie Trgs und M2-Makrophagen und tragen damit signifikant zur
Progression von Tumoren bei (128, 129). Beim KRK korreliert eine erhéhte Anzahl an MDSCs
mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer stattgehabten Metastasierung. Des
Weiteren ist ein erhéhter Anteil an MDSCs mit einem signifikant kiirzeren progressionsfreien
Uberleben nach Chemotherapie assoziiert (130). Mit der vorliegenden Arbeit wurde
nachgewiesen, dass sowohl die CMS2- als auch die CMS3-Tumorzellen eine deutliche
Anreicherung von MDSCs veranlassten. Im Vergleich zur PBMC-Kontrolle, bei welcher das
Level an MDSCs bei ca. 6 % lag, wurde in der Kokultur mit LS1034 ein Anteil von ca. 38 %,
bei NCI-H508 von ca. 76 % und bei HT115 von ca. 89 % erreicht. LS1034-Tumorzellen
induzierten zuséatzlich eine deutliche Zunahme an M-MDSCs, bei denen es sich um eine
Untergruppe der MDSCs handelt. Es scheint, als laufe die durch die kolorektalen Tumorzellen
beider molekularer Subtypen induzierte Immunsuppression Uber den myeloiden Weg. Das
Ergebnis deckt sich mit einer klinischen Studie, bei der im Blut von Patientinnen und Patienten
mit KRK ein signifikanter Anstieg an MDSCs registriert wurde (129).

Zusammenfassend zeigte sich sowohl zwischen den beiden CMS-Subgruppen als auch
innerhalb dieser ein heterogenes Bild der Immunaktivitdt. Zum Teil veranlassten die
kolorektalen Tumorzellen eine starkere Immunantwort, als man es bei den in der Literatur als
wenig immunogen bezeichneten CMS2- und CMS3-Subtypen erwartet hatte (14).
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6.2.2 Produktion von Zytokinen

Um der Immuniberwachung zu entgehen, setzen Tumore zahlreiche Molekile mit
immunsuppressiven Eigenschaften frei. Hierzu zahlen in erster Linie antiinflammatorische
Zytokine wie IL-10 und TGFR. Sie werden zum einen von den Tumorzellen selbst, zum
anderen von infiltrierenden Immunzellen wie Trg und MDSCs produziert. Auch kolorektale
Tumorzellen sezernieren vermehrt IL-10 (120). In der vorliegenden Arbeit konnte das fur die
Zelllinie LS1034 (CMS2) gezeigt werden. Erhdhte Serumlevel von IL-10 gelten beim KRK als
negativer prognostischer Faktor, sowohl fir das Therapieansprechen als auch fur das
Uberleben. IL-10 und TGFR inhibieren die zytotoxische Aktivitdt von CD8* T-Zellen und NK-
Zellen, fordern das Uberleben von Trgs und modulieren die Aktivitdt anderer
immunsuppressiver Zellen. So entsteht ein komplexes und dynamisches Netzwerk mit dem
Ziel, die Entwicklung und Metastasierung des Tumors zu gewdahrleisten (120). In den
Uberstanden der Kokultur mit PBMCs wurde sowohl bei CMS2- als auch bei CMS3-
Tumorzellen ein erhdhtes Level an TGFR registriert. Wie bereits erwahnt, sind beide
molekulare Subtypen wenig immunogen, d.h. sie induzieren eine schwache Antitumor-
Immunantwort (131). Damit Gberrascht es, dass die CMS2- und CMS3-Tumorzellen in der
vorliegenden Arbeit vermehrt immunsuppressive Zytokine sezernierten. In der Literatur ist eine
erhohte TGFR-Freisetzung vor allem fir den CMS4-Subtyp beschrieben (11, 23, 33).

Auch das Zytokin IL-6 wird von vielen Tumorzellen freigesetzt. Es tragt zur Karzinogenese bei,
indem es die Differenzierung, Proliferation und Metastasierung von Tumoren férdert. Erhdhte
Serumlevel von IL-6 sind beim KRK mit einer unglinstigen Prognose assoziiert. Gleichwonhl
werden IL-6 auch antitumorale Funktionen zugesprochen, da es bekanntermaften an der
Aktivierung von T-Zellen beteiligt ist. IL-6 wird in Lymphknoten von DCs freigesetzt und
beguinstigt die Differenzierung von T-Zellen zu CD8" T-Zellen. In der Tumormikroumgebung
fordert es die Rekrutierung von CD8* Effektor-T-Zellen (79, 128, 132, 133). Die untersuchten
kolorektalen Tumorzellen vom CMS2- und CMS3-Subtyp setzten kein IL-6 frei. In den
Uberstanden der Kokultur mit PBMCs fand sich hingegen bei allen untersuchten kolorektalen
Tumorzellen eine erhohte IL-6-Konzentration. In Ubereinstimmung mit Tarazona et al. konnte
kein deutlicher Unterschied zwischen CMS2 und CMS3 festgestellt werden (134).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ebenfalls die Konzentration der Serinprotease GranB
ermittelt. Uber die Aktivierung der Caspasenkaskade induziert sie die Apoptose von
Tumorzellen (135, 136). Ein hohes Level an GranB ist beim KRK mit einer glinstigen Prognose
assoziiert (137). Die Serinprotease wird aber auch von T zur Eliminierung von
proinflammatorischen Immunzellen genutzt (136). GranB wird Uberwiegend von aktivierten
CD8* T-Zellen und NK-Zellen sezerniert (135, 136). Fir den CMS2-Subtyp scheint das nicht
zuzutreffen. Die auf Grundlage der Studien AVANT und GSE39582 gesammelten Daten von
Daemen et al. suggerieren, dass bei CMS2 weder CD8* T-Zellen noch NK-Zellen die
Hauptproduzenten von GranB sind (137-139). Stattdessen wird die Protease vor allem von
den Tumorzellen selbst produziert (137). Das deckt sich nur zum Teil mit den hier gewonnen
Erkenntnissen. Wahrend bei den LS1034-Tumorzellen ein erhdhtes Level an GranB registriert
wurde, war die Konzentration bei NCI-H508-Tumorzellen, welche ebenfalls CMS2 zuzuordnen
sind, im Vergleich zur PBMC-Kontrolle erniedrigt. Beim CMS3-Subtyp HT115 zeigte sich im
Uberstand ein dhnliches Level an GranB wie in der PBMC-Kontrolle. In den Uberstanden der
Kokultur mit PBMCs wurde bei NCI-H508 und HT115 eine héhere Konzentration an GranB
detektiert.

Neben antiinflammatorischen Zytokinen wurden auch die proinflammatorischen Zytokine IFN-
y und IL-2 betrachtet. In den Uberstdnden der Kokultur mit PBMCs fand sich bei allen
Tumorzellen ein geringeres Level an IL-2. Auf die Sezernierung von IFN-y hatten die CMS2-
und CMS3-Subtypen hingegen keinen Einfluss. Das ist insofern nicht verwunderlich, als dass
es sich bei allen getesteten Tumorzellen um MSS-Tumorzelllinien handelt. Die erhdhte
Infiltration mit CD8* T-Zellen und die konsekutiv gesteigerte Sekretion von IFN-y ist hingegen
typisch far MSI-Tumorzellen (23).
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6.3 Einfluss von H-1PV auf das Immunsystem

6.3.1 Verteilung und Aktivierung von Immunzellen

Schon in der Vergangenheit wurde demonstriert, dass H-1PV die tumorbedingte
Immunsuppression durch die Induktion eines immunogenen Zelltodes und die Etablierung
einer proinflammatorischen Tumormikroumgebung umzukehren vermag (89). Zum genaueren
Verstandnis der durch H-1PV vermittelten Immunmodulation wurden bereits zahlreiche in-
vitro-Studien durchgefiihrt. In der Kokultur von Melanomzellen mit DCs induzierte die Infektion
mit H-1PV eine verstarkte Aktivierung und Ausreifung von DCs, begleitet von der Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNFa. Ausgereiffe DCs aktivierten
antigenspezifische CD8* T-Zellen, was wiederum in einer erhohten Sekretion des
proinflammatorischen Zytokins IFN-y resultierte (5, 89). Fir die kolorektalen Tumorzelllinien
Colo32, HT29, Lovo und SW480 wurde ein verstarkender Effekt von H-1PV auf die durch NK-
Zellen induzierte Zytotoxizitat dargestellt (115). Bei den hier untersuchten Tumorzellen des
CMS2- und CMS3-Subtyps hatte die Infektion mit H-1PV weder eine Auswirkung auf die
Anzahl noch auf die Ausreifung von NK-Zellen. Damit stehen die Ergebnisse dieser Arbeit im
Widerspruch zu vorherigen Arbeiten, in denen H-1PV bei Pankreas- und Kolonkarzinomzellen
die Aktivierung von NK-Zellen induzierte (120, 140, 141).

Neben NK-Zellen wird die Immuntberwachung von Tumoren vor allem durch aktivierte CD8*
T-Zellen vermittelt (120, 142). lhre Existenz innerhalb des Tumormikromilieus gilt als wichtiger
prognostischer Marker. Ein hoher Anteil CD8* T-Zellen ist mit einem verbesserten Ansprechen
auf Immuntherapien assoziiert (143). In den durchgefihrten Kokulturversuchen resultierte die
Infektion mit H-1PV (MOI 5) beim CMS3-Subtyp HT115 in einer statistisch signifikanten
Aktivierung CD8" T-Zellen. Damit stimmen die Ergebnisse mit denen aus Zellmodellen zum
malignen Melanom und zum Glioblastom Uberein. Auch bei diesen Tumorentitaten wurde
gezeigt, dass H-1PV die Aktivierung antigenspezifischer CD8* T-Zellen induziert (7, 85).
Demgegentiiber stehen die Resultate der Kokulturversuche mit CMS2-Tumorzellen. Hier
bedingte die Infektion mit H-1PV keine Aktivierung CD8" T-Zellen. Mdglicherweise sind
Unterschiede auf molekularbiologischer Ebene verantwortlich fir den abweichenden Effekt
von H-1PV. Shen et al. konnten nachweisen, dass das Expressions- und Methylierungslevel
mehrerer Gene mit der Infiltration von CD8™" T-Zellen assoziiert ist. Die Arbeitsgruppe fand bei
CMS2-Tumorzellen eine Herabregulation der Genexpression von ARHGAP9 und TBX21 (T-
bet). Beim CMS3-Subtyp war die Expression der Gene ARHGAP9, TBX21 (T-bet), FML1,
HLA-DPB1 und STX11 herabreguliert. Insgesamt zeigte sich bei beiden CMS-Subtypen ein
geringes Methylierungslevel. Insbesondere TBX21 (T-bet) scheint beim KRK essenziell an der
Regulation der T-Zell-Antwort beteiligt zu sein. Eine gesteigerte Expression von TBX21 (T-bet)
sowie ein erhodhtes Methylierungslevel sind zur effektiven Strategie fir die Immuntherapie
.kalter* Tumoren geworden (144). Untersuchungen von van den Berg et al. sowie von Guinney
et al. haben ergeben, dass der CMS3-Subtyp im Vergleich zum CMS2-Subtyp durch ein
héheres Methylierungslevel gekennzeichnet ist (14, 145). Das konnte erklaren, wieso die
Infektion mit H-1PV nur beim CMS3-Subtyp HT115 eine Aktivierung von CD8" T-Zellen
induzierte.

Im Hinblick auf die Auswirkung von H-1PV auf NKT-Zellen wurden mit der vorliegenden
Dissertation neue Erkenntnisse gewonnen. Arbeiten hierzu gibt es bislang nach meinem
Kenntnisstand nicht. Die Analyse der Daten zeigt, dass die Infektion mit H-1PV bei beiden
molekularen Subtypen weder einen Einfluss auf die Anzahl noch auf die Ausreifung von NKT-
Zellen hatte. Ein interessanter Ansatzpunkt fiir weiterflihrende Versuche ware die Kombination
von H-1PV mit der NKT-Zell-Immuntherapie. Praklinische Studien haben gezeigt, dass die
Aktivierung von NKT-Zellen durch Glykolipide eine signifikante Antitumor-lImmunantwort
hervorruft (146). Im Mausmodell konnte die NKT-Zell-limmuntherapie bei 40-50 % der
untersuchten Tiere eine komplette Regression metastasierter Mammakarzinome induzieren.
Durch die kombinierte Infektion mit dem vesikuldaren Stomatitisvirus (VSV) wurde das
Gesamtuberleben gesteigert und die Tumorlast weiter verringert (125).
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Wahrend H-1PV auf die Anzahl an Tu-Zellen keine Auswirkung hatte, flihrte die Infektion bei
beiden molekularen Subtypen tendenziell zu einer leichten Aktivierung von Ty-Zellen. Der
Anstieg war bei der Zelllinie LS1034 (CMS2) am starksten ausgepragt. Damit stitzen die
gewonnenen Ergebnisse die Erkenntnisse von Moralés et al. Auch hier wurde gezeigt, dass
H-1PV die Aktivierung von CD4" T-Helferzellen induzierte - gemessen an den
Aktivierungsmarkern CD69 und CD30 sowie an der Freisetzung von Typ1- und Typ2-
Zytokinen (IL-2, IFN-y und IL-4) (120, 147). In verschiedenen Tiermodellen fuhrte die
Behandlung mit Parvoviren zu ausgepragten Veranderungen im Tumor- und Lymphgewebe,
die auf die Generierung einer zellularen Immunantwort schlieen lie®. Die Induktion der durch
Tu1-Zellen vermittelten Immunreaktion offenbarte sich durch erhéhte Serumlevel der Zytokine
IFN-y und TNFa, die Infiltration von Tumoren mit aktivierten Ty-Zellen und CD8* T-Zellen sowie
die Proliferation von Ty-Zellen und CD8* T-Zellen in lymphatischem Gewebe (89).

Eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der tumorinduzierten Immuntoleranz spielen
suppressive Immunzellen wie MDSCs und Tregs. Eine verringerte Anzahl dieser Zellen in der
Tumormikroumgebung geht mit einer verbesserten Antitumor-Immunantwort einher, sodass
im Rahmen der Kokulturversuche der direkte Effekt von H-1PV sowohl auf MDSCs als auch
auf Twegs untersucht wurde. Es stellte sich heraus, dass die Infektion mit H-1PV keine
Auswirkung auf die Anzahl an MDSCs hatte. Bei den NCI-H508-Tumorzellen des CMS2-
Subtyps fand sich im Vergleich zu den anderen Tumorzelllinien ein héherer Anteil an M-
MDSCs. In dieser Hinsicht stehen die Ergebnisse im Widerspruch zu denen einer neueren
Arbeit zum Adenokarzinom des Pankreas, in denen das onkolytische Adenovirus OBP-702 die
Anreicherung von MDSCs inhibierte (148). Andere Arbeiten, die den direkten Effekt von H-
1PV auf MDSCs untersuchen, liegen nach meinem Wissen bislang nicht vor. Hier sind
sicherlich weitere Studien erforderlich - vor allem, da die tumorinduzierte Immunsuppression
bei den untersuchten kolorektalen Tumorzellen, wie zuvor dargestellt, Uber den myeloiden
Weg zu laufen scheint. Betrachtet man den Einfluss von H-1PV auf Tegs lasst sich sagen, dass
die Infektion bei NCI-H508- (CMS2) und HT115-Tumorzellen (CMS3) tendenziell zu einer
verringerten Aktivierung von Tegs fuhrte. Damit decken sich die Ergebnisse mit Erkenntnissen
aus klinischen Studien zum Glioblastom, in denen gezeigt wurde, dass H-1PV die Aktivitat von
Tregs SUpprimiert. Gleiches konnte auch fur Melanomzellen dargestellt werden (85). Moralés et
al. haben demonstriert, dass die Infektion mit H-1PV die suppressive Aktivitat von Tregs inhibiert
(147). Allerdings sei an dieser Stelle erwahnt, dass sich der Versuchsaufbau der Arbeitsgruppe
um Moralés et al. grundlegend von den hier durchgefiihrten Kokulturversuchen unterschied,
da die Arbeitsgruppe Trgs direkt mit H-1PV infizierte. Damit sind die Ergebnisse nicht
Ubertragbar. Bei LS1034-Tumorzellen (CMS2) resultierte die Infektion mit H-1PV (MOI 5) in
einer statistisch signifikanten Aktivierung von Tgs, was einer Aufrechterhaltung bzw.
Forderung des immunsuppressiven Tumormikromilieus gleichkommt und sicherlich nicht
gewdinscht ist. Auch hier sind ohne Frage weitere Untersuchungen erforderlich, um die im
Rahmen dieser Dissertation gewonnenen Erkenntnisse einordnen zu kénnen.

6.3.2 Produktion von Zytokinen

Die zytotoxische Aktivitat von CD8* T-Zellen ist zu einem groRen Anteil auf die Sezernierung
der proinflammatorischen Zytokine IL-2, IFN-y und TNFa zurlckzufiihren. Auch die
Zytotoxizitat von NK-Zellen basiert unter anderem auf der Freisetzung von IFN-y und TNFa.
Die Zytokine induzieren die Apoptose von Tumorzellen und initiieren eine effektive und
tumorspezifische Immunantwort. CD4* T-Helferzellen tragen ebenfalls zur T-Zell-vermittelten
Antitumor-Immunantwort bei, indem sie durch die Sekretion von IFN-y das Priming von CD8*
T-Zellen stimulieren. IFN-y fungiert indes selbst als starkes Immunstimulans. Es supprimiert
die Angiogenese in Tumorzellen, induziert die Expression von MHC-Klasse-II-Molekullen auf
DCs, aktiviert und erhéht die phagozytotische Aktivitat von Makrophagen und fordert die Tw1-
vermittelte Immunantwort (120). Auf der anderen Seite induziert IFN-y die Expression von PD-
L1 auf Tumorzellen, was der Immunevasion von Tumoren dient (149). In der vorliegenden
Arbeit wurde nachgewiesen, dass H-1PV bei den kolorektalen Tumorzellen des CMS2- und
CMS3-Subtyps eine vermehrte Sezernierung von IFN-y induziert. Fir die LS1034- und HT115-
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Tumorzellen konnte dartber hinaus eine erhdhte Freisetzung von IL-2 dargestellt werden. Die
Ergebnisse stutzen die Erkenntnisse aus vorherigen Studien. Auch Moralés et al. konnten
zeigen, dass H-1PV eine gesteigerte Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-2 und
IFN-y bedingt. Damit ist indirekt bewiesen, dass H-1PV die Tnx1-vermittelte Immunantwort
induziert, welche fir die Antitumor-Immunantwort von besonderer Bedeutung ist (85, 147). Bei
Pankreaskarzinomzellen resultierte die Infektion mit H-1PV in einer gesteigerten Produktion
von IFN-y (150). Bei Melanomzellen induzierte H-1PV eine erhdhte Freisetzung von IL-2 (7).

Auch wenn proinflammatorischen Zytokinen eine bedeutende Aufgabe in der
Immuniberwachung von Tumoren zukommt, eliminieren sowohl NK-Zellen als auch CD8" T-
Zellen Tumorzellen in erster Linie durch die Freisetzung zytotoxischer Granula. Diese
enthalten neben Proteasen (Granzyme, Cathepsine und Granuloysin) auch Perforine, also
porenbildende Proteine, die ein Eindringen der Granzyme in die Zielzelle erleichtern (135). In
der vorliegenden Arbeit resultierte die Infektion mit H-1PV bei NCI-H508 (CMS2) und HT115
(CMS3) in einer gesteigerten Produktion von GranB. Das scheint zunachst von Vorteil zu sein,
denn die Protease gilt als Indikator fur die Aktivierung von NK-Zellen und CD8" T-Zellen (151).
Jedoch haben mehrere Studien gezeigt, dass GranB auch von Tegs exprimiert wird (136, 152).
In diesem Kontext vermittelt es die Eliminierung von Effektor-T-Zellen, womit die antitumorale
Immunantwort abgeschwacht werden kann (136). Damit konnte es sogar von Vorteil sein, dass
H-1PV bei der Zelllinie LS1034 (CMS2) keinen Effekt auf die Freisetzung von GranB hatte.

Zahlreiche Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass onkolytische Viren die Produktion von TGFR
inhibieren. Als Beispiel ist die Arbeit von Goepfert et al. anzuflihren, in der eine reduzierte
Sekretion von TGFR durch H-1PV-infizierte Melanomzellen beobachtet wurde. Auf die
Freisetzung des ebenfalls immunsuppressiv wirkenden Zytokins IL-10 hatte H-1PV hingegen
keinen Einfluss (85). Der gleiche Effekt konnte auch in der vorliegenden Arbeit dargestellt
werden. Wahrend H-1PV sowohl bei CMS2 als auch bei CMS3 tendenziell zu einer
verminderten Sezernierung von TGFR fuhrte, zeigte sich keine Auswirkung auf die Produktion
von IL-10. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die durch onkolytische Viren induzierte
Reduktion von TGFR in der Tumormikroumgebung mit einer Verringerung der Anzahl an T egs
und einer generellen Steigerung der Antitumor-Immunantwort assoziiert ist. Diese
Beobachtungen haben dazu gefuhrt, dass auch einige Kombinationsstudien zu TGFR-
Inhibitoren und onkolytischen Viren durchgefuhrt wurden. Wahrend viele Studien antitumorale
Effekte fanden, standen einige Arbeiten hierzu im Widerspruch. So resultierte die TGF[3-
Inhibition in einem Mausmodell zum Glioblastom neben reduzierten Virustitern in einem
verringerten Uberleben nach der Behandlung mit einem Herpes simplex Virus. Damit bleibt die
Rolle von TGFR in der onkolytischen Virotherapie kontrovers (133).

Auch die Funktion von IL-6 ist umstritten. Wenngleich dieses Zytokin im Allgemeinen als pro-
karzinogener Faktor angesehen wird, kann seine Iokale Anwesenheit in der
Krebsimmuntherapie unter bestimmten Umstanden von Vorteil sein (133). In der vorliegenden
Arbeit wurde in den Ubersténden aller H-1PV-infizierter kolorektaler Tumorzellen ein erhéhtes
Level an IL-6 gemessen. Das Ergebnis deckt sich mit Erkenntnissen aus bereits
durchgefiihrten klinischen Studien bei anderen Tumorentitdten. Auch die Infektion von
Melanom-, Mamma- und Pankreaskarzinomzellen mit onkolytischen Viren resultierte in einer
gesteigerten IL-6-Expression (133). In einem Mausmodell zum malignen Melanom wurde
demonstriert, dass IL-6 die durch T.egs induzierte Immunsuppression blockiert und zudem fur
die Aktivierung von CD8" T-Zellen von Noéten ist (128). AuRerdem konnte in zahlreichen
Experimenten mit Zytokin-induzierten NK-Zellen ein positiver Effekt von hohen IL-6-Leveln auf
die Antitumor-lImmunantwort verzeichnet werden (100). Zusammenfassend induzieren
onkolytische Viren eine gesteigerte Produktion von IL-6, welche die Wirksamkeit der
Behandlung zumeist nicht beeintrachtigt und bestenfalls die Kontrolle des Tumorwachstums
verbessert (133). Dennoch sind meines Erachtens weitergehende Untersuchungen
erforderlich, um die pleiotropen Effekte von IL-6 genauer zu verstehen.
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6.4 Diskussion der klinischen Anwendung

H-1PV wurde bereits in zwei klinischen Studien getestet (153). Bei der ersten Studie,
ParvOryx01, handelte es sich um eine Phase l/lla Studie, in die 18 Patientinnen und Patienten
mit einem Glioblastom-Rezidiv eingeschlossen wurden. H-1PV wurde entweder intratumoral
oder intravends verabreicht, neun Tage nach der Behandlung wurden die Tumore reseziert.
Im Tumorgewebe fanden sich grofle Immuninfiltrate bestehend aus aktivierten CD8" T-Zellen,
mit nur vereinzelt eingestreuten Trgs. In einem Teil der Tumorproben registrierte man zudem
ein erhohtes Level proinflammatorischer Zytokine, allen voran IL-2 und IFN-y (10, 55). Die
zweite klinische Studie, ParvOryx02, erfolgte zum metastasierten Pankreaskarzinom und
schloss 7 Patientinnen und Patienten ein. Auch hier wurde H-1PV entweder intratumoral oder
intravends injiziert. Bei zwei Patienten war die Behandlung mit einem verbesserten klinischen
Outcome im Sinne einer partiellen Remission und einem verlangerten Uberleben assoziiert
(153, 154). Sowohl bei ParvOryx01 als auch bei ParvOryx02 konnte ein exzellentes
Sicherheitsprofil von H-1PV, ohne nennenswerte Nebenwirkungen, demonstriert werden
(153).

In Anbetracht der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit scheint es fraglich, ob die onkolytische
Virotherapie mit H-1PV den Therapiedurchbruch beim CMS2- und CMS3-Subtyp des KRK
markiert. Wenngleich das onkolytische Virus eine vielversprechende Modulation der
Zytokinproduktion induzierte, war die direkte Wirkung auf ausgewahlte Immunzellen begrenzt.
Sicherlich bedarf es noch einiger Optimierungen, damit Patientinnen und Patienten von einer
klinischen Anwendung profitieren kdnnen. Es hat den Anschein, als sei ein potenteres
onkolytisches Virus unerlasslich (153). Bei H-1PV handelt es sich um natlrliches onkolytisches
Virus. Im Allgemeinen weisen diese eine geringe Steuerbarkeit auf, sind nur begrenzt zur
Abtétung von Tumorzellen befahigt und werden mit Leichtigkeit durch das humane
Immunsystem eliminiert (119). Eine Madglichkeit zur Optimierung der onkolytischen und
immunmodulierenden Eigenschaften onkolytischer Viren stellen genetische Modifikationen dar
(119, 153). GM-CSF, ein hamatopoetischer Wachstumsfaktor, der die Proliferation von
Granulozyten und Makrophagen stimuliert, wurde bereits in den Vektor einiger onkolytischer
Viren (z.B. T-VEC) integriert. Folge der genetischen Veranderung ist eine verbesserte
Antigenprasentation von DCs und damit einhergehend eine gesteigerte Rekrutierung von NK-
Zellen und T-Zellen (155). Auch proinflammatorische Zytokine bieten eine Mdglichkeit zur
Modifikation onkolytischer Viren. So wurde bereits ein Adenovirus generiert, das flr eine
Variante des humanen IL-2 Proteins (vIL-2) codiert. vIL-2 aktiviert selektiv CD8" T-Zellen und
CD4" T-Helferzellen, ohne Tregs zu beeinflussen. Adenoviren, die TNFa und IL-2 exprimieren,
fihrten im anti-PD-1-resistenten Melanommodell zu einer verstarkten Infiltration von CD8* T-
Zellen, wahrend der Anteil an M2 Makrophagen und MDSCs abnahm. Im Mausmodell zum
Lungenkarzinom konnte das IFN-y codierende onkolytische Virus VSV durch eine vermehrte
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine ein verbessertes Therapieansprechen induzieren
(155). In einem anderen Mausmodell zum Lungenkarzinom wurde durch die Kombination von
IL-10 mit dem onkolytischen Adenovirus Ad-hTERT (humane Telomerase Reverse
Transkriptase) eine starke Infiltration des Tumorgewebes mit CD8* T-Zellen und eine
gesteigerte Sekretion von IFN-y erreicht (142). In einem praklinischen Tiermodell zum duktalen
Adenokarzinom des Pankreas bedingte die kombinierte intraperitoneale Verabreichung von
IFN-y und H-1PV eine gesteigerte Immunantwort und ein verlangertes Uberleben (156).
Jedoch soll an dieser Stelle nicht unerwéhnt bleiben, dass eine Uberexpression an Zytokinen
auch schéadlich sein kann. So wurden bei hohen Dosen von rekombinantem IL-2 unter
anderem schwerwiegende hepatotoxische Nebenwirkungen verzeichnet (120). Auch fir H-
1PV wurden bereits Strategien zur Optimierung der antitumoralen Eigenschaften entwickelt.
Zum Beispiel wurde das Viruskapsid durch das Einfigen des Peptids RGD-4c genetisch
modifiziert, mit dem Ziel, die Penetration von H-1PV zu verbessern. Andere Ansatze zielen auf
eine Optimierung der Virusreplikation ab (5).

Eine weitere Option, die Limitationen der onkolytischen Virotherapie zu umgehen, stellen
Kombinationstherapien dar. Onkolytische Viren kénnen mit Radio-, Chemo- und
Immuntherapien sowie mit zielgerichteten Therapien kombiniert werden (153). Hierzu wurden
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bereits zahlreiche praklinische Untersuchungen, aber auch einige klinische Studien
durchgefuhrt. In praklinischen Arbeiten mit Pankreaskarzinomzellen erzielte H-1PV einen teils
synergistischen Effekt mit dem Zytostatikum Gemcitabin, wobei die Wirkung des onkolytischen
Virus auch in Gemcitabin-resistenten Kulturen erhalten war (156). Fur Melanomzellen wurde
gezeigt, dass H-1PV in Kombination mit Ipilimumab und Nivolumab die Freisetzung von TGF[}
und IL-10 weiter herabsetzte. Auch konnte H-1PV durch die kombinierte Gabe mit den
Checkpoint-Inhibitoren eine starkere Aktivierung CD8" T-Zellen induzieren (85). Fur das KRK
wurden Untersuchungen zur Kombination von H-1PV mit Tremelimumab, einem gegen CTLA-
4 gerichteten Antikorper, durchgefuhrt. Die Behandlung H-1PV-infizierter kolorektaler
Tumorzellen mit Tremelimumab resultierte in einer erhdhten Freisetzung von IFN-y (100, 156).
Auch in klinischen Studien zur Kombination von onkolytischen Viren mit Chemo- oder
Immuntherapien konnten aufRergewohnliche therapeutische Effekte erzielt werden. Dabei
Ubertraf die Wirksamkeit der Kombinationstherapie die der alleinigen Chemo- oder
Immuntherapie. Durch die kombinierte Behandlung mit onkolytischen Viren und Checkpoint-
Inhibitoren wurde eine groRe Anzahl an Immunzellen induziert, wodurch die Antitumor-Aktivitat
der Immuntherapie gesteigert und das Uberleben verlangert werden konnte (119). H-1PV
wurde beim Glioblastom in Kombination mit dem VEGF-Inhibitor Bevacizumab und dem PD-
1-Inhibitor Nivolumab getestet. Verzeichnet wurden partielle bzw. zum Teil auch vollstandige
Tumorregressionen. Dabei war die Ansprechrate des Tumors bei der Kombinationstherapie
signifikant héher als bei der Monotherapie mit Bevacizumab und Nivolumab (153).

Mit der vorliegenden Arbeit sollten Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der H-1PV-
induzierten Onkolyse und Immunzellaktivierung des CMS2- und CMS3-Subtyps des KRK
charakterisiert werden. Die Analyse der Daten zeigt, dass die virusvermittele Zytotoxizitat und
Immunmodulation sowohl zwischen den einzelnen Tumorzelllinien als auch zwischen den
molekularen Subtypen variiert. Zuriickzufuhren ist dieser Umstand vor allem auf das hohe Mal}
an Heterogenitat auch innerhalb der CMS-Subgruppen. Zu beachten ist, dass in der
vorliegenden Arbeit lediglich zwei dem CMS2- sowie zwei dem CMS3-Subtyp zugeordnete
Zelllinien untersucht wurden. Da jeder Subgruppe noch viele weitere Tumorzelllinien
angehoren, ist die Aussagekraft limitiert. Alles in allem zeigte sich ein vielversprechendes
Potenzial von H-1PV, das sicherlich weiter ausbaufahig ist. Ohne Zweifel ist es von Vorteil,
eine Einteilung des KRK auf molekularbiologischer Basis vorzunehmen. Insbesondere der
Identifikation spezifischer Mutationen ist ein hoher Stellenwert beizumessen. Aktuell hat die
CMS-Klassifikation noch keinen Einfluss auf die Therapieentscheidung beim KRK (157).
Weitergehende Untersuchungen sind von Néten, um das onkolytische und immunaktivierende
Potenzial von H-1PV zu optimieren und das onkolytische Virus als Therapieoption beim KRK
zu etablieren. In Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei mehr als 50 % der Karzinome um
CMS2- und CMS3-Tumore handelt und diese in der Regel schlecht auf Therapien mit Immun-
Checkpoint-Inhibitoren ansprechen, kdnnten viele Patientinnen und Patienten von dieser
neuen Therapieoption profitieren.
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7 Zusammenfassung

Das KRK kann im friihen Stadium durch eine Operation kurativ behandelt werden. Bei einer
stattgehabten Metastasierung ist, je nach Lokalisation, Stadium und Molekularbiologie des
Tumors, eine neoadjuvante Radiotherapie und/oder eine adjuvante Chemotherapie,
gegebenenfalls in Kombination mit einer AntikGrpertherapie, indiziert (2). Der Effekt dieser
etablierten Therapien ist limitiert und mit teils schwerwiegenden Nebenwirkungen verbunden.
Um die Therapieresistenz von Tumoren zu durchbrechen, missen neue Strategien entwickelt
werden. Eine Moglichkeit stellen onkolytische Viren dar. In der Vergangenheit wurden bereits
zahlreiche praklinische und klinische Studien zu verschiedenen Tumorentitdten durchgefihrt,
in denen das Potenzial der onkolytischen Virotherapie dargestellt werden konnte (119). Neben
der gezielten Infektion und Lyse von Tumorzellen stimulieren viele onkolytische Viren die
Antitumor-Immunantwort. Als vielversprechender Kandidat gilt H-1PV. Seine onkolytische
Wirksamkeit wurde unter anderem bei Melanom-, Pankreas- und Kolonkarzinomzellen gezeigt
(5, 85, 120). Zahlreiche Arbeitsgruppen konnten das immunstimulierende Potenzial von H-1PV
belegen. Beispielhaft sei an dieser Stelle die experimentelle Arbeit von Moehler et al. zum
malignen Melanom genannt (7).

In der vorliegenden Dissertation wurde der Effekt von H-1PV auf die kolorektalen Tumorzellen
des CMS2- (LS1034 und NCI-H508) und CMS3-Subtyps (CL-34 und HT115) analysiert. Im
Mittelpunkt der Arbeit stand dabei die Frage, ob die virusvermittelte onkolytische und
immunmodulierende Wirkung zwischen den CMS-Subgruppen bzw. innerhalb dieser variierte.

Im ersten Teil der Arbeit konnte das onkolytische Potenzial von H-1PV demonstriert werden.
Die Infektion resultierte bei allen vier Zelllinien in einer Reduktion der Zellviabilitat, wobei ein
vollstandiger Viabilitatsverlust weder beim CMS2- noch beim CMS3-Subtyp induziert werden
konnte. Im direkten Vergleich war der onkolytische Effekt von H-1PV bei CMS2 starker
ausgepragt als bei CMS3. Am sensitivsten reagierte die Zelllinie LS1034, am wenigsten
sensitiv die Zelllinie HT115.

In der Kokultur mit PBMCs induzierte die Infektion mit H-1PV bei der Zelllinie HT115 eine
statistisch signifikante Aktivierung CD8* T-Zellen. Bei beiden molekularen Subtypen fuhrte das
onkolytische Virus tendenziell eine Aktivierung von Tx-Zellen herbei. Insgesamt zeigte sich der
direkte immunstimulierende Effekt von H-1PV bei beiden CMS-Subtypen limitiert.

Vielversprechend waren die Ergebnisse der Zytokinanalysen. Im Vergleich zu den
Uberstdnden der Kokulturversuche mit nicht infizieten Tumorzellen, konnte in den
Uberstanden mit H-1PV infizierten Tumorzellen bei allen analysierten Zelllinien (LS1034, NCI-
H508 und HT115) eine erhdhte Konzentration von IFN-y und IL-6 sowie ein erniedrigtes Level
an TGFR detektiert werden. Bei LS1034 wurde ein erhéhter Wert von IL-2 gemessen, bei NCI-
H508 ein gesteigertes Level an GranB. Bei HT115 zeigte sich sowohl die Konzentration von
IL-2 als auch von GranB erhdht.

Abschlieend Iasst sich sagen, dass die Anwendung von H-1PV sowohl beim CMS2- als auch
beim CMS3-Subtyp des KRK denkbar ist. In den durchgefuhrten Versuchen wies das Virus
jedoch bei beiden molekularen Subgruppen einen begrenzten onkolytischen und
immunstimulierenden Effekt auf, sodass die Therapie mit H-1PV zum aktuellen Zeitpunkt keine
alternative Behandlungsstrategie darstellt. Weitere Untersuchungen sind erforderlich und
werden mit groRem Interesse erwartet, um die Wirkung von H-1PV zu optimieren und eine
klinische Anwendung, von der Patientinnen und Patienten mit CMS2- und CMS3-Tumoren
profitieren, zu ermdglichen.
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