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ABKURZUNGEN

Abb. Abbildung
ADM Adriamycin
BCG Bacillus Calmette-Guérin

BAK-Zelen BCG-aktivierte Killer-Zellen
CD Cluster Designation

DNA/DNS  Desoxyribonukleinsaure

FKS Fetales K&l ber-Serum

FN Fibronektin

G Differenzierungsgrad eines Tumors

HBSS Hank"s balanced salt solution
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IL-2 Interleukin-2
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1S6110 Insertionssequez 6110 (wird zur Typisierung der Mykobakterien verwendet)
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MHC Major Histocompatibility Complex
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N Lymphknotenstadium eines Tumors
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1. EINLEITUNG

Die intravesikale Instillation von Bacillus Camette-Guérin (BCG) hat sich als effektive
Therapie des oberflachlichen Urothelkarzinoms der Harnblase erwiesen. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass es unter der Immuntherapie mit BCG zu einer deutlichen
Senkung der Rezidivrate kommt und der Tumorprogress ebenfalls therapeutisch relevant
beeinflusst wird . Zugleich haben diverse Studien die Uberlegenheit einer Immuntherapie
mit Bacillus Camette-Guérin (BCG) gegentiber verschiedenen Chemotherapeutika wie

Adriamycin, Doxorubicin, Thiotepa und Mitomycin C gezeigt .

Bereits seit EinfUhrung von Bacillus Camette-Guérin (BCG) in die Immuntherapie
verschiedener Tumore wird die Frage diskutiert, ob auch Unterschiede zwischen den
verschiedenen BCG-Stdmmen den Therapieerfolg beeinflussen . Wahrend bisher keine
klinischen Studien existieren, die die Effektivitdt der verschiedenen Stdmme direkt
vergleichen, zeigte eine Studie von van der Meijden et al., dass die Immuntherapie mit
BCG-RIVM und die Chemotherapie mit Mitomycin C die gleiche Effektivitét in der
Therapie des oberflachlichen Urothelkarzinoms aufwiesen, wahrend BCG-Tice ene
geringere therapeutische Wirkung als Mitomycin C erzielte . Die Ergebnisse dieser
umstrittenen Studie weisen auf die Bedeutung eines Vergleiches der verschiedenen BCG-
Stdmme unter standardisierten in-vitro Bedingungen und auf die Notwendigkeit weiterer

klinischer Studien hin.

Der genaue Wirkmechanismus der Immuntherapie mit Bacillus Calmette-Guérin ist zur
Zeit nicht vollstandig aufgeklart. Allerdings wird vermutet, dass der Erfolg der
Immuntherapie durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird. Brosman et a. postulierten,
dass die Fahigkeit des Immunsystems des Patienten, auf mykobakterielle Antigene zu
reagieren, eine geringe Tumormasse und der direkte Kontakt zwischen Tumorzelle und den
BCG-Bakterien Voraussetzung fur eine therapeutisch effektive Therapie sind . Diese
Hypothese war ebenfalls von Zbar aufgestellt worden .

Andere Autoren vermuten, dass der Erfolg der Immuntherapie unter anderem von der
Viabilitdét der Mykobakterien, der Anzahl der verwendeten Bakterien, dem

Therapieschema aber auch von dem verwendeten BCG-Stamm abhangig ist .



Obwohl sich alle BCG-Stdmme von dem originar von Albert Calmette und Camille Guérin
attenuierten Ursprungsstamm aus dem Pasteur-Ingtitut in Lille ableiten, fuhrte die
nachfolgende Subkultivierung der Stémme zu einer Vielzahl von Tochterlinien, die eine
Heterogenitdt in Hinblick auf ihr Genom und potentiell auf ihre Immunitét aufweisen.
Neuere DNA-Analysen der verschiedenen BCG-Stamme haben tatséchlich genetische
Unterschiede zwischen den verschiedenen BCG-Stdmmen nachweisen konnen . Da
lebende BCG nicht Uber langere Zeit gelagert werden konnten, mussten die zur Impfung
bzw. Immuntherapie benttigten Bakterien immer relativ frisch aus fortlaufenden Kulturen
gewonnen werden. Behr et a. sehen in der fortlaufenden Kultur die Ursache fur die
genetischen Unterschiede zwischen den verschiedenen BCG-Stammen und konnten
nachweisen, dass das Fortschreiten der Evolution der BCG-Stamme fir die bisher
aufgetretenen genetischen Veranderungen der Mykobakterien verantwortlich war . Dieser
Umstand betont wiederum die Notwendigkeit, die BCG-Stamme engmaschig hinsichtlich

ihrer sich &ndernden genetischen und immunol ogischen Eigenschaften zu untersuchen.

Zusétzlich konnten weitere Faktoren nachgewiesen werden, die ebenfalls Einfluss auf den
Therapieerfolg der Immuntherapie mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG) nehmen kdnnten.
So wurden Unterschiede zwischen verschiedenen Chargen desselben Stammes beobachtet.
Shapiro et al. untersuchten die Keimzahl und die Wachstumsgeschwindigkeit zweier
Chargen von BCG-Pasteur, Institute Armand-Frappier, Laval, Quebec, Kanada. Nach
Herstellerangaben sollten beide Chargen 10" CFU (colony forming units) pro Milligramm
Lyophilisat enthalten. Die Autoren konnten nachweisen, dass die erste Charge nach einer
Kulturdauer von 3 Wochen lediglich 10° CFU/mg enthielt, wéhrend bei der zweiten
Charge bereits nach ener in-vitro Kulturdauer von 2 Wochen die angegebene
Bakterienkonzentration von 10" CFU/mg bestétigt werden konnte. In derselben Arbeit
wiesen die Autoren eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen eingesetzter BCG-
Konzentration und Anti-Tumoreffekt nach. Daher muss nach Meinung der Autoren auch
die Variabilitdt zwischen den verschiedenen Chargen bel der Beurteilung des
Therapieerfolges einer Immuntherapie mit BCG berlicksichtigt werden .

Ratliff et a. konnten nachweisen, dass die Mykobakterien nach der Rekonstitutionierung
und Verdinnung des Lyophilisats zu makroskopisch sichtbaren Konglomeraten
aggregieren, wodurch die Effizienz der Immuntherapie reduziert wird . Daher wurden die
Mykobakterien teilweise mit Detergentien versetzt, um die Aggregation zu verhindern.

Allerdings verursacht der Zusatz von Detergentien wahrend der Kultur und bel der

10



Instillation der Bakterien in die Harnblase ebenfalls eine Reduktion der Immunantwort und

des Adhasionsvermdgens in-vitro und in-vivo .

Die besondere Bedeutung einer effektiven Adhasion der Mykobakterien an die epitheliaen
Tumorzellen wird dadurch deutlich, dass hierin der initiale Schritt der Immuntherapie des
oberflachlichen Blasenkarzinoms mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG) vermutet wird . In
einem zweiten Schritt kommt es dann zur Generierung von zytotoxischen Zellen, die BCG-
aktivierte Killerzellen, kurz BAK-Zellen genannt werden . Diese zwei Schritte der
Immuntherapie konnten in der vorliegenden Arbeit in einem Adhésionsassay und einem

Zytotoxizitétsassay unter standardisierten in-vitro Bedingungen simuliert werden.

Die Mykobakterien wurden dabei unter optimalen Kulturbedingungen kultiviert, um
Unterschiede zwischen den verschiedenen BCG-Stammen auf den Stamm und nicht auf

unterschiedliche Préparation oder Wachstumsbedingungen zurtickfiihren zu kénnen.
Zusétzlich wurden 6 atypische mykobakterielle Stdmme und E. coli in den oben

beschriebenen Assays untersucht, um zu kléaren, ob auch diese Bakterien unter in-vitro

Bedingungen immuntherapeutisch relevante Eigenschaften besitzen.
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1.1. DasHarnblasenkarzinom

Die Tumore der Harnblase lassen sich allgemein in benigne und maligne Tumore einteilen.
Hinsichtlich ihres histologischen Ursprungs unterscheidet man mesenchymale und

epitheliale Tumore.

Das Harnblasenkarzinom ist der funfthaufigste maligne Tumor des Mannes und der
siebthaufigste maligne Tumor der Frau. Die Inzidenz betrdgt 17-19 pro 100.000
Einwohner. Mit 2-3% aller malignen Tumorerkrankungen ist das Harnblasenkarzinom der
haufigste Tumor der ableitenden Harnwege . Dabel liegt das Maximum der Tumorinzidenz
inder 5. bis 7. Lebensdekade .

Die Einteilung der Tumorausdehnung des oberflachlichen Urothelkarzinoms erfolgt durch
die TNM-Klassifikation der UICC (1997). Dabel beschreibt das T-Stadium die
Infiltrationstiefe des Tumors, wéahrend der Befall der regiondren Lymphknoten durch das
N-Stadium klassifiziert wird. Das Vorhandensein von Fernmetastasen wird durch das M-
Stadium beschrieben. Die Abbildung (Abb. 1.1) zeigt die Unterteilung des T-Stadiums in
grafischer Darstellung. Nicht dargestellt ist die Unterteilung des Tumorstadiums pT4 in die
Stadien pT4aund pT4b bei Infiltration von Prostata bzw. Uterus und Vagina einerseits und
der Infiltration von Becken- bzw. Abdominalwand andererseits.

Die histopathologische Differenzierung der Karzinome wird durch das G-Stadium
beschrieben. Wahrend es sich bel einem Gl1-Karzinom um einen hochdifferenzierten
Tumor handelt, ist ein G2-Tumor nur maldig differenziert und ein G3-Tumor schlecht

differenziert.

60 - 70% der Harnblasenkarzinome treten multifokal auf . Dabei sind die meisten Tumore
an der Seiten- und Hinterwand bzw. dem Trigonum der Harnblase lokalisiert.

75 - 85% der Urothelkarzinome der Harnblase wachsen oberfléchlich bzw. papilléar und
werden daher den Tumorstadien TIS, Taund T1 zugeordnet. (Abb. 1.1)
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pTis pTa pT1 pT2a pT2b pT3a/b pT4
mikroskopisch/
makroskopisch

Urothel *

Submucosa

Muscularis

Fettgewebe

Abb. 1.1 : TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms

15-25% der Urothelkarzinome sind bei Diagnosestellung bereits muskelinvasiv und
werden durch die Tumorstadien T2-T4 klassifiziert. Ein T4-Tumor hat die Blasenwand
bereits Uberschritten.

Verschiedene Studien konnten einen Zusammenhang zwischen Tumorstadium und
Metastasierungswahrscheinlichkeit herstellen . Wéhrend bel einem TIS in 20-80% der
Fadle bereits Metastasen vorliegen, liegt die Metastasierungswahrscheinlichkeit der
Tumorstadien Ta und T1 lediglich bei 5%. Bel einem T2 Tumor liegt bereits in 30% der
Falle eine Metastasierung vor. Die Metastasierungsrate der T4 Tumore steigt auf 60% zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung.

Ebenso konnte ein Zusammenhang zwischen Infiltrationstiefe und Differenzierungsgrad
hergestellt werden . Wahrend es sich bei einem Carcinoma in situ, das einem TIS
Tumorstadium entspricht, definitionsgemald in 100% der Fadle um einen schlecht
differenzierten G3-Tumor handelt, sind 65% der papillaren Tumore (Ta) gut differenziert
(G1). Bel einem T1-Tumorstadium handelt es sich in 48% der Félle um einen maiig
differenzierten G2-Tumor und in 39% um einen schlecht differenzierten G3-Tumor. Es
wird deutlich, dass mit Ausnahme des Carcinoma in situ (Tis) eine Entdifferenzierung
auch zu einer Zunahme der Infiltrationstiefe fihrt. Das Carcinoma in situ hingegen wéchst
nur oberflachlich und zeigt keine Infiltration, d.h. es Uberschreitet die Basallamina nicht,

bildet aber unbehandelt aggressive und muskelinvasive Tumore aus.
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Von weiterer klinischer und therapeutischer Bedeutung sind die Rezidiv- und
Progressionswahrscheinlichkeit des Harnblasenkarzinoms. Die hierdurch bedingte
unterschiedliche Prognose und der unterschiedliche zu erwartende Verlauf der
Tumorerkrankung sind wiederum wichtige Parameter, die bei der Festlegung der
Behandlungsstrategie beachtet werden missen. Die Untersuchung der Rezidivrate und des
Tumorprogresses in Abhangigkeit des Differenzierungsgrades fuhrt zu der Definition von
Risikogruppen . So betragt die 1-Jahres-Rezidivrate bei gut und maldig differenzierten
Tumoren (G1-G2) lediglich 30-38%, bel schlecht differenzierten Karzinomen aber bereits
70%. Die 3-Jahres-Rezidivrate nach Resektion des Tumors ohne weitere Therapie betragt
bei einem gut differenzierten Tumor 50%. Diese Rezidivrate steigt jedoch auf 60% bei
maldig (G2) und sogar auf 80% bel schlecht (G3) differenzierten Tumoren an. Bei
multifokalen Tumoren erhoht sich die Rezidivwahrscheinlichkeit zusétzlich .

Die Progressions- und Metastasierungsneigung der oberflachlichen Harnblasenkarzinome
wird ebenfalls durch den Tumor- und Differenzierungsgrad bel Diagnosestellung
bestimmt. So kommt es bei einem Differenzierungsgrad von G1 in 2%, von G2 in 11% und
von G3 bereits in 45% der Féle zu einem Tumorprogress mit Muskelinvasion und
Metastasierung. Wahrend bei papilléaren Tumoren (Ta) nur 4% der Tumore zu einem
Tumorprogress neigen, zeigen bereits 30% der T1 Tumore dieses Verhalten . Das
tumorbiologische Verhalten des in 5% der Harnblasenkarzinome auftretenden Carcinoma
in situ (CIS) zeigt sogar bei 31-83% der Patienten einen Tumorprogress, wie auch

aufgrund der schlechten Differenzierung (G3) zu erwarten ist .

14



1.2. Stadienorientierte Therapie

Um die Therapie und Diagnostik des Harnblasenkarzinoms zu standardisieren und zu
optimieren, wurden im Auftrag der Deutschen Krebsgesellschaft und ihren
wissenschaftlichen Arbeitsgemeinschaften, der Deutschen Krebshilfe, der Deutschen
Gesellschaft fur Urologie und anderen Institutionen Leitlinien zur Diagnostik und Therapie
des Harnblasenkarzinoms entwickelt . Die Leitlinien beschreiben detailliert die
durchzufiihrende Diagnostik, die Untersuchungsverfahren zum prétherapeutischen staging,
die histo-pathol ogische Diagnostik und die Therapie des Urothelkarzinoms.

Die transurethrale Elektroresektion (TUR) stellt den initialen Schritt  zur
Diagnosesicherung und Therapie des Harnblasenkarzinoms dar. Die Histol ogiegewinnung
ermoglicht die Bestimmung des Differenzierungsgrades, der Infiltrationstiefe und der
Tumorausdehnung. In Abhéngigkeit vom Tumorstadium erfolgt die Resektion unter
kurativer oder palliativer Zielsetzung.

Daesin 20-40% der Falle zu einer Persistenz des Tumors nach einmaliger TUR kommt,
schliefdt sich an die erste TUR mindestens eine weitere Resektion nach einigen Tagen an.
Nach 3 Monaten erfolgen routinemafdige Kontrollcystoskopien und Biopsieentnahmen.

Aufgrund des oberflachlichen und nicht infiltrativen Wachstums der pTa und pT1-Tumore
erfolgt die Resektion hier in kurativer Zielsetzung. Weiter fortgeschrittene Tumorstadien
(pT2-pT3) kénnen unter Umstanden zwar lokal vollsténdig reseziert werden, aufgrund des
zu erwartenden Lymphknotenbefalls ist jedoch nur von einer palliativen Resektion
auszugehen. Bel muskelinvasiven Tumoren und die Blase Uberschreitenden Tumoren ist
daher eine radikale Zystektomie indiziert. Dies gilt auch fir das therapierefraktare und

rezidivierende T1-G3 Karzinom .

Verschiedene klinische Studien konnten zeigen, dass selbst nicht infiltrativ wachsende
Tumore nach alleiniger TUR in bis zu 70% der Félle zu Rezidiven neigen und dass in 25%
der Félle eine Progredienz des Tumorstadiums und des Differenzierungsgrades im Rezidiv
Zzu erwarten ist . Diese Zahlen machen die Notwendigkeit weiterer therapeutischer

Malinahmen in der Therapie des Harnblasenkarzinoms deutlich.

Methode der Wahl ist die intravesikale Instillationstherapie . Lediglich monofokale

Tumore des Stadiums pTa G1 bedurfen aufgrund ihrer hohen Differenzierung und des
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damit verbundenen geringen Rezidiv- und Progressionsrisikos keiner weiteren adjuvanten
Therapie. Adjuvante Therapieindikationen bestehen daher fur die Tumorstadien pT1 G1-2,
die priméren pT1 G3 Tumoren, das Carcinoma in situ und den rezidivierenden pTa Tumor
. Therapeutisch kommt bei den oben genannten Tumorstadien die Instillationstherapie mit
Zytostatika wie Mitomycin C und Doxorubicin oder eine Immuntherapie mit BCG in

Frage.

Neueste Studien versuchen die Effekte einer lokalen Chemotherapie mit Epirubicin und
der Immuntherapie mit BCG zu kombinieren, um den Therapieerfolg zu optimieren. Eine
Ingtillation von Chemotherapeutika ist unmittelbar nach der TUR-B méglich, wahrend die
BCG-Ingtillation erst nach 2 Wochen indiziert ist, um eine systemische BCG-Infektion zu
vermeiden. Durch eine fruhzeitige Ingtillation der Chemotherapeutika wird die
Implantation flottierender Tumorzellen verhindert und das Auftreten von Rezidiven
reduziert. Allerdings konnte in ersten Untersuchungen keine Steigerung der Effektivitat
durch die Kombinationstherapie im Vergleich zur Immuntherapie mit BCG nachgewiesen
werden. Die Kombinationstherapie flhrte sogar zu ener Steigerung der

Nebenwirkungsrate .
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1.3. Rezidivprophylaxe des oberflachlichen Har nblasenkar zinoms mit BCG

Die intravesikale BCG-Indtillationstherapie gilt heute als anerkannte Rezidivprophylaxe
der nicht infiltrativen Tumorstadien (pTis, pTa, pT1l) und wurde von Ratliff et al. as

»golden standard” in der Therapie des oberflachlichen Urothelkarzinoms bezeichnet .

In groRen prospektiv-randomisierten Studien konnte die Uberlegenheit der BCG-
Immuntherapie hinsichtlich der Zeitspanne bis zum Auftreten eines Tumorrezidivs und
hinsichtlich des Tumorprogresses gegentiber anderen Instillationstherapien gezeigt werden.
Die BCG-Instillationstherapie bewies wiederholt eine grof3ere therapeutische Effektivitat
als Adriamycin, Doxorubicin und Mitomycin C ..

Zur Zeit werden sowohl verschiedene Therapieschemata und Bakterienkonzentrationen als
auch verschiedene BCG-Stamme in der BCG-Therapie eingesetzt. Nach der priméren
Resektion des Harnblasenkarzinoms mittels TUR und mindestens einer weiteren
Nachresektion erfolgt nach Abheilung der Resektionswunde die Ingtillation von
2,5-7,5x10° viablen Keimen mittels Einmalkatheder, wobei die Mykobakterien zwei
Stunden in der Harnblase verbleiben sollten. Es folgen insgesamt 6 Zyklen der
Ingtillationstherapie im wochentlichen Abstand. Zur Boosterung schliefdt sich eine
Erhaltungstherapie nach 3, 6, 12, und 18 Monaten an. In neueren Therapieprotokollen wird
die Erhaltungstherapie auch langer als 18 Monate fortgesetzt. Lamm et a. konnten zeigen,

dass diese Erhaltungstherapie zu einer weiteren Reduktion der Rezidivrate fuhrt .

Neuere Studien verwenden sogenannte low-dose Protokolle, in denen die Konzentration
der verwendeten Mykobakterien reduziert wurde, um die Rate und Schwere der
Nebenwirkungen zu reduzieren. Allerdings zeigen erste Studien zwar die Effektivitdt der
low-dose Therapie, eine signifikante Reduktion der Nebenwirkungsrate konnte bisher
jedoch nicht eindeutig nachgewiesen werden .
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1.4. BCG in der Therapie verschiedener Malignome

Die Urspringe der Immuntherapie verschiedener maligner Tumore liegen in der
Beobachtung des amerikanischen Chirurgen Coley, der bereits im letzten Jahrhundert -
nach Heilung eines an einem Lymphosarkom erkrankten Patienten im Anschluss an zwei
Erysipe-infektionen - gefilterte Bakterienextrakte (Coley’s Toxin) zur adiuvanten

Immuntherapie einsetzte.

Alberte Calmette und Camille Guérin legten 1921 die Grundlage der BCG-Immuntherapie,
indem sie M. bovis aus der GalleflUssigkeit von Rindern isolierten und weiter kultivierten.
Dieser abgeschwéchte Erreger konnte aufgrund seiner geringeren Virulenz als relativ

sicherer Impfstoff gegen die Tuberkul ose eingesetzt werden.

Nachdem Freund et al. die immunogene Wirkung speziell von Mykobakterien untersucht
hatten, wandten Mathé et al. Bacillus Camette-Guérin (BCG) as adjuvante systemische
Therapie bei der akuten lymphoblastischen Leukémie an . Allerdings konnten erste
Klinische Erfolge nicht reproduziert werden. Bacillus Camette-Guérin wurde in der
Folgezeit in in-vitro Studien und in der Therapie verschiedener solider Tumore wie dem
malignen Melanom und dem Mammakarzinom eingesetzt, ohne allerdings den

erwinschten Therapieerfolg zu erzielen .

Lewis und Loom hatten 1924 zeigen kénnen, dass es nach systemischer BCG-Applikation

zu einer Stimulation des Immunsystems der verwendeten Meerschweinchen kam .

18



1.5. Wirkmechanismusder intravesikalen Immuntherapie mit BCG

Hinsichtlich der Harnblase bewiesen Coe und Feldmann bereits 1966, dass die Harnblase
auf eilnen antigenen Reiz mit einer Immunantwort vom verzdgerten Typ reagiert (delayed
type hypersensitivity, DTH). Somit stellte die Blase ein idedes Organ fir ene
Immuntherapie dar . 1976 fuhrten Morales et a. die intravesikale Instillationstherapie mit
BCG in die Behandlung des oberflachlichen Urothelkarzinoms der Harnblase beim

Menschen ein ..

Der genaue Wirkmechanismus der BCG-Immuntherapie ist bis heute nicht geklart. Droller
hatte bereits 1986 zwei Theorien aufgestellt . Danach kdnnte durch die BCG-Ingtillation in
die Harnblase eine erosive Zystits induziert werden, die eine Abschilferung des Urothels
und somit auch eine Eradikation der malignen Zellen bewirkt. Andererseits konnte Gber
eine Aktivierung immunkompetenter Zellen wie T-Lymphozyten, Makrophagen und

naturlichen Killerzellen eine anhaltende Tumoriberwachung induziert werden.

Die guten Therapieerfolge bei der Behandlung des Carcinoma in situ konnten fir eine
Abschilferung der malignen Zellen nach einer BCG-Ingtillation sprechen . Allerdings
konnten Guinan et al. unterschiedliche zellul&re Infiltrate nach BCG-Instillation und nach
der Instillation von Thiotepa, einem Zytostatikum, nachweisen . Fir diese Aktivierung von

immunkompetenten Zellen sprechen eine Vielzahl von in-vitro Studien.

So konnten Ratliff et al. im Tierversuch nachweisen, dass der Wirkmechanismus der BCG-
Immuntherapie T-Zell abhangig ist. Die Ingtillation von Bacillus Camette-Guérin in die
Harnblasen von athymischen Nacktmausen, in denen zuvor ein Tumorwachstum induziert
worden war, zeigte keinen therapeutischen Effekt. Nach T-Zell-Transfer konnte jedoch ein

Erfolg der Immuntherapie mit BCG nachgewiesen werden .

Bohle et al. beschrieben 1990 eine massive Infiltration der Harnblasenwand mit
mononukledren Zellen nach BCG-Instillation . Dieses Infiltrat bestand Uberwiegend aus T-
Zellen - mit einem deutlichen Ubergewicht der CD4"-T-Zellen (T-Helfer/Inducer-Zellen).
Das Verhdtnis von CD4" T-Zellen zu CD8" T-Zellen kehrte sich dabei von einem
Verhdtnis von 1.2 zu einem Verhdltnis von 2:1 nach der BCG-Therapie zugunsten der
CD-4" Zellen um.
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Dieselbe Arbeitsgruppe konnte den Nachweis von Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-2
(IL-2) und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-o) im Urin von Patienten nach BCG-Instillation
erbringen . Der Nachweis von Interferon-y (IFN-y) durch Prescott et al. lieferte einen
weiteren Beweis fir immunologische Vorgange in der Harnblase wahrend und nach einer
BCG-Instillationstherapie .

Durch verschiedene Arbeitsgruppen konnte im Urin der mit BCG behandelten Patienten
eine Vielzahl von Zytokinen nachgewiesen werden. Bisher wurden TNF-a, GM-CSF, |FN-
g, 1IL-1, IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und IL-12 im Urin detektiert .

Der Nachwels der Zytokine im Urin flhrte dann zu der Frage, welche Rolle diese Zytokine
im Rahmen der Immunantwort spielen. So konnten Bohle und Thanhauser in einem in-
vitro Modell nachweisen, dass IFN-g und IL-2 fur die Induktion von BCG-aktivierten
Killerzellen (BAK-Zellen) essentiell sind .

Der Einfluss der Zytokine IFN-g, IL-12 und IL-10 auf die lokale Tumor-Surveillance bzw.
die BCG-Therapie im Mausmodell wurde von Riemensberger et a. untersucht . Die
Autoren konnten zeigen, dass IFN-g-KO-(knock out) Mé&use und IL-12-KO-Mé&use nach
Transplantation von Tumorzellen wesentlich friher starben als Wildtyp-Mause, denen
sogar eine grélRere Anzahl an Tumorzellen instilliert wurde. Die Autoren konnten
weiterhin demonstrieren, dass IFN-g und IL-12 essentiell fir eine erfolgreiche BCG-
Immuntherapie im Mausmodell sind. Die IFN-g-KO-Mause und IL-12-KO-Mause starben
trotz BCG-Therapie genauso schnell aufgrund des Urothelkarzinoms wie die nicht
behandelte Kontrollgruppe. Eine Immuntherapie der I1L-10-KO mit BCG zeigte sogar eine
bessere Uberlebensrate in dieser Gruppe as in der Wildtyp-Kontrolle. Die Autoren zogen
aus diesen Ergebnissen die Schlussfolgerung, dass die TH-1 Zytokine IL-12 und IFN-g
essentiell fur eine effektive Immuntherapie mit BCG sind. Zudem scheinen beide Zytokine
eine wichtige Rolle bei der Immunosurveillance zu spielen. IL-10 hingegen hat im
Mausmodell einen negativen Effekt auf eine BCG-Immuntherapie und die Aggregation
von CD4"- und CD8"-Zellen sowie NK-Zellen in der Blasenwand.

Den positiven Effekt einer Blockade von IL-10 auf die BCG-Immunantwort konnten
Ratliff et a. ebenfalls nachweisen .
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Die Aggregation der immunkompetenten Zellen vor alem in der Submucosa der
Blasenwand wurde als BCG-induzierte Granulombildung bezeichnet . Diese Granulome
konnten noch nach mehr als zwei Jahren nach der letzten BCG-Instillation nachgewiesen

werden .

In neueren Studien konnten Durek et a. mittels PCR zeigen, dass die BCG-DNA auch
noch 24 Monate nach der letzten Instillation nachweisbar ist. Es ist daher davon
auszugehen, dass lebende Mykobakterien Uber Jahre hinweg in der Harnblase persistieren

und so zu einer andauernden |mmunstimulation fuhren .

Die Beteiligung des humoralen Immunsystems ist ebenfalls anzunehmen, da Lamm et al.
belegen konnten, dass es zu einer Erhdhung des Immunglobulintiters im Serum nach BCG-

Instillation kommt .

Weiterhin konnten B-Lymphozyten in den oben beschriebenen Granulomen nachgewiesen
werden. Kuster et al. hatten IgA-Antikorper im Urin wahrend der BCG-Therapie und
persistierende 1gG-Antikorpertiter im Serum der behandelten Patienten gefunden .
Allerdings ist davon auszugehen, dass es durch die Ingtillation von Bacillus Calmette-

Guérin primér zu einer lokalen Immunantwort der Harnblase kommt.

Bohle et a. konnten dann 1993 in einem in-vitro Zytotoxizitatsassay beweisen, dass es
durch die Stimulation mit BCG zu einer Aktivierung von nicht MHC-restringierten
zytotoxischen Zellen kommt. Die in-vitro Stimulation von mononukledren Zellen des
peripheren Blutes flhrte zu einer deutlichen Lyse von Tumorzellen im Zytotoxizitétsassay,
wahrend die gleichen Tumorzellen resistent gegeniiber der zytotoxischen Aktivitat von
unstimulierten nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen) waren. Die Stimulation der MNZ mit

IL-2 fuhrte ebenfalls zu einer effektiven Lyse der Tumorzellen .

Die durch BCG aktivierten immunkompetenten Zellen wurden durch den Nachweis der
Expression von CD8" und CD56" naher charakterisiert. Die immunkompetenten Zellen
wurden, analog zu den durch die Stimulation mit IL-2 generierten lymphokin-aktivierten
Killer-(LAK-)Zellen, BCG-aktivierte Killer-(BAK-) Zellen genannt. Diese BAK-Zellen
unterscheiden sich jedoch von den LAK-Zellen durch ihren Aktivierungsmodus, ihre

Kinetik und durch die fir die Induktion bendtigten Zellpopulationen. Es konnte gezeigt
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werden, dass fur die Induktion der BAK-Zellen die Freisetzung von IL-2 und IFN-y
notwendig ist, da eine Blockierung dieser Zytokine durch Antikorper die Induktion der
BAK-Zellen verhinderte. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass zur Induktion der
BAK-Zellen Makrophagen und CD4"-T-Helferzellen, die die oben angefiihrten Zytokine

freisetzen, notwendig sind.

Neueste Daten von Brandau et al. aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die BAK-Zellen
den NK-Zellen zuzuordnen sind . Die Autoren stimulierten zunachst in einem etablierten
und auch in dieser Arbeit verwendeten Zytotoxizitdtsassay die mononukledren Zellen des
peripheren Blutes Uber 7 Tage mit BCG und entfernten anschlief3end die NK-Zellen. Die
verbliebenen Zellen zeigten nur noch ein geringes zytotoxisches Potential gegen die
Blasentumorzellinie T-24. Lediglich die stimulierten CD3 / CD56" NK-Zellen fihrten zu
einer effektiven Lyse der Tumorzellen. Bel den BAK-Zellen handelt es sich also um eine
Subpopulation von stimulierten NK-Zellen. Diese Ergebnisse konnten in-vivo im
Mausmodell bestétigt werden .

Dieselben Autoren konnten belegen, dass die lytische Aktivitdt der BAK-Zellen Perforin
vermittelt ist . In einer weiteren Arbeit wiesen dieselben Autoren die Expression von
Perforin und CD16 auf den BAK-Zellen nach . Sowohl Perforin as auch CD16 sind
charakteristische Marker fur aktivierte NK-Zellen.

Dadie Lyse von Tumorzellen Uber Perforin einen Zellkontakt zwischen der Effektorzelle
und der Zielzelle voraussetzt, untersuchten Suttmann et a. die Rolle des , Leukozyten-
Funktion-assoziierten Antigens-1“ (LFA-1) . LFA-1 besteht aus den zwei Domanen
CD11a und CD 18 und bindet an CD54, das dem , interzellularen Adh&sionsmolekdil-1
(ICAM-1) entspricht. Die Autoren konnten unter in-vitro Bedingungen nachweisen, dass
BAK- und LAK-Zellen mehr CDl1la und CD18 exprimieren as unstimulierte
mononukledre Zellen. Durch Antikorper gegen CD11a und CD18 konnte der zytotoxische
Effekt der BAK- und LAK-Zellen gegen Tumorzellen aufgehoben werden. Die Adhésion
der BAK- und LAK-Zellen an die Tumorzellen in vitro konnte im
Phasenkontrastmikroskop bestatigt werden.
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Ferner ist die direkte Interaktion von Bacillus Calmette-Guérin (BCG) mit urotheliaen
Tumorzellen untersucht worden. Dabei konnte eine primdre Adhasion von BCG an die

Tumorzellen mit sekundérer Internalisation bzw. Phagozytose nachgewiesen werden .

Ratliff et al. konnten zeigen, dass in der Adhésion der Mykobakterien ein initialer Schritt
der Immuntherapie mit Bacillus Camette-Guérin zu sehen ist. Dabei binden die
Mykobakterien unter Umstanden an Fibronektin (FN). Verhindert man die Bindung von
BCG an die Tumorzellen durch anti-FN-Antikorper, so ist auch ein Effekt einer BCG-

Immuntherapie im Mausmodell nicht mehr nachweisbar .

Bohle und Brandau gaben in ihrem 2003 erschienen Artikel im Journal of Urology einen
Uberblick tber die bisher zum Wirkmechanismus der BCG-Immuntherapie publizierte
Daten. Die Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen konnten in einem Modell zum
Wirkmechanismus der BCG-Immuntherapie einflief3en, wobei die Autoren Studiendaten
aus der lokalen Immunantwort in behandelte Patienten, aus Immuntherapien in
Tiermodellen und in-vitro Modellen in einen Gesamtkontext stellten . Wie oben angefuhrt
ist nach Meinung der Autoren in der Bindung der Mykobakterien an das Urothel der
Harnblase der erste entscheidende Schritt der Immuntherapie des Harnblasenkarzinoms mit
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) zu sehen. Dabel erfolgt die Adhasion der Mykobakterien
an die Urothelzellen Gber Fibronektin. Die hohe Konzentration an Mykobakterien direkt
nach der Ingtillation fihrt zudem zu einer verringerten Proliferationsrate und Viabilitat der
verbliebenen Tumorzellen. BCG aktiviert in einem zweiten Schritt Antigen présentierende
Zellen und Urothelzellen, so dass Granulozyten und andere immunkompetente
mononukledre Zellen in die Wand der Harnblase einwandern. Auch durch diese Zellen
wird ein fur die Differenzierung von TH1-T-Zellen (T-Helfer-1-T-Zellen) notwendiges
Zytokin-Muster hervorgerufen. Zugleich bilden sich Granulome aus. Die wichtigsten
Wirkmechanismen kdnnten nach Meinung der Autoren dann in einer direkten Antitumor-

Aktivitéat von IFN-g und der zytotoxischen Aktivitét der aktivierten NK-Zellen liegen.
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1.6. Entstehung der verschiedenen BCG-Stamme und Nachwels genetischer
Unter schiede

Bacillus Calmette-Guérin (BCG) wurde von Calmette und Guérin attenuiert, indem sie in

einem Zeitraum von 1908 bis 1921 einen Stamm von Mykobakterium bovis (M. bovis) 230

mal passagierten. lhr Ziel war es, einen Impfstoff gegen das Mykobakterium tuberculosis

zu entwickeln, der sich durch eine deutlich reduzierte Virulenz bel erhaltener

Immunogenitét auszeichnen sollte.
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Abb. 1.2: Stammbaum der verwendeten BCG-Stdmme und deren genetische
Veradnderungen. Seit 1921 sind mindestens 2 genetische Verénderungen
aufgetreten. Ausschnitt aus Behr et al.

Waéhrend BCG-Pasteur als direkter Nachfolger des von Calmette und Guérin attenuierten

Stammes, der im 1. Weltkrieg verloren ging, anzusehen ist, entstanden Stémme wie BCG-

Connaught, -Tice und -Copenhagen in der Zeit nach 1931.

Die Abbildung 1.2 zeigt den genetischen Stammbaum der in dieser Arbeit verwendeten
BCG-Stamme. Die Grafik basiert auf den genetischen Analysen von Behr et al. . Die
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass alle vor 1921 existierenden Stdmme 2 Kopien der
Insertionssequenz (1S) 1S6110 besitzen. In der Zeit von 1925 bis 1931 ging dann zuné&chst
eine Kopie der Insertionssequenz 1S6110 verloren, anschlief3end folgte der Verlust des
mpt64 Gens. Allen nach 1931 entstandenen Stammen fehlen diese beiden Komponenten.
Waéhrend BCG-Pasteur durch 1S6110- 2 und mpt64+ genetisch charakterisiert wird, sind
alle anderen Stamme 1S6110- 1 und mpt64 -.

Ferner konnten die Autoren nachweisen, dass auch eine unterschiedliche Nomenklatur
beziiglich der verschiedenen BCG-Stdmme existiert. So wurde lange vermutet, das es sich
bei BCG-Copenhagen und -Denmark um die gleichen Stdémme handelte, oder BCG-
Copenhagen der vor 1931 benutzte Stamm war. Allerdings fanden die Autoren zwel
verschiedene als BCG-Copenhagen bezeichnete BCG-Stamme, von denen einer noch zwel
1S6110 Kopien der andere jedoch nur noch eine besal3. Gemald Abb. 1.2 war dann der erste
Stamm auch mpt64 +, muss also vor 1925 entstanden sein, wahrend der zweite Stamm
mpt64 — war. Diese Genkonstellation konnte dann auch fir BCG-Denmark nachgewiesen

werden.

Behr et a. konnten auch nachweisen, dass die Attenuierung von M. bovis zu Bacillus
Camette-Gueérin zu einer Deletion der DNA-Region RD1 (region of deletion) gefuhrt hat .
Die weitere Kultivierung von BCG-Pasteur fuhrte zu weiteren Deletionen von RD2 und
RD14. Da BCG-Tice und BCG-Copenhagen nach 1931, adso nach dem RD2-Verlust
entstanden sind, fehlt auch ihrer DNA diese Region. Ein RD14 Verlust ist jedoch nicht

nachweisbar.
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Es wird deutlich, dass — bedingt durch die fortlaufende Kultivierung von Bacillus
Camette-Guérin und die Anpassung der Bakterien an die Laborbedingungen— die
Evolution zu einer genetischen Vielfat der BCG-Tochterstdmme geftihrt hat.
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1.7. Problematik

Seit Einfihrung von Bacillus Camette-Guérin in die Immuntherapie verschiedener
Tumore wird vermutet, dass auch der BCG-Stamm neben weiteren Faktoren die
Effektivitét einer Immuntherapie beeinflussen konnte. Zudem haben sich genetische
Unterschiede zwischen den Stdmmen gezeigt, die auch immunologisch relevante

Unterschiede hervorrufen kdnnten.

Bisher wurden jedoch nur sehr wenige klinische Studien verdffentlicht, die die
immuntherapeutische Potenz der verschiedenen BCG-Stamme vergleichen. In der Studie
von Witjes et a. war die immuntherapeutische Potenz von BCG-RIVM und —Tice im
Vergleich zu einer Instillationstherapie mit Mitomycin C unter standardisierten
Bedingungen untersucht worden . Die Autoren hatten in dieser Studie keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Stammen nachwei sen kdnnen.

Waéhrend Lamm et al. in ihrer 1992 verdffentlichten Studie 120 mg BCG-Connaught
verwendeten, wurden von derselben Arbeitsgruppe in einer Studie aus dem Jahr 1991
lediglich 50 mg BCG-Tice zur Therapie eingesetzt . Da jedoch verschiedene in-vitro
Studien gezeigt haben, dass das zytotoxische Potential der BAK-Zellen von der zur
Stimulation eingesetzten Bakterienkonzentration abhéngig ist, kénnen Unterschiede in den
genannten Studien nicht ausschliefdlich auf den zur Therapie verwendeten BCG-Stamm,

sondern auch auf die unterschiedliche Bakteriendosis zurtickgeftihrt werden.

Zusétzlich wurden bei den in Tabelle 7.2 aufgefthrten klinischen Studien verschiedene
Therapieprotokolle verwendet. Wéhrend sich bei der eben schon angefiihrten Studie von
Lamm et a. auf die 6 wochentlichen Ingtillationen eine Erhaltungstherapie nach 12
Wochen durch 3 weitere wochentliche Instillationen anschloss, fehlt diese
Erhaltungstherapie beispielsweise in der oben genannten Studie von Witjes et al. . Durch
die unterschiedlichen Therapieansdtze kann die Frage, ob therapeutisch relevante
Unterschiede zwischen den verschiedenen BCG-Stammen existieren, nicht geklart werden.
(seheauch Tab. 7.2)
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Ebenso lasst eine Analyse der bisher unter in-vitro Bedingungen durchgefiihrten
Untersuchungen keine Aussage dartber zu, ob immuntherapeutisch relevante Unterschiede
zwischen den verschiedenen BCG-Stdmmen existieren. Wéahrend einige Studien keine
Unterschiede zwischen den BCG-Stammen nachwiesen, zeigten andere Untersuchungen
zwar die Uberlegenheit des einen oder des anderen BCG-Stammes, ohne jedoch eine

abschlief¥ende Aussage zuzul assen.

So konnten zwar Rajala et al. keine Unterschiede zwischen BCG-Connaught, -Pasteur, -
RIVM, -Tice und —Evans hinsichtlich der direkten zytotoxischen Wirkung gegen die
Blasentumorzellinie T-24 nachweisen, eine andere Studie von Bartlett et al. aus dem Jahr
1980 wies jedoch die Uberlegenheit von BCG-Tice in der Therapie des
L eberzellkarzinoms im Meerschweinchen-Modell nach .

Leider wurden in alen in Tabele 7.3 aufgefihrten Studien unterschiedliche
Versuchsansétze verwendet. Ein standardisierter Vergleich von fur die Immuntherapie des
Urothelkarzinoms relevanten Parametern ist bisher nicht durchgefiihrt worden.

(sieheauch Tab. 7.3)

28



1.8. Fragestellung

Um maogliche Unterschiede zwischen den BCG-Stammen nachweisen zu kénnen, wurden
in der vorliegenden Arbeit 6 verschiedene, kommerziell erhdtliche BCG-Stdmme unter

standardisierten, optimalen Bedingungen kultiviert und anschlief3end in-vitro evaluiert.

Mit der Adhésion der Mykobakterien an epitheliale Tumorzellen und der Induktion von
zytotoxischen Killer-Zellen wurden zwei entscheidende Parameter der BCG-Therapie des
oberflachlichen Urothelkarzinoms untersucht.

Als Vergleich wurden 6 verschiedene atypische Mykobakterien-Stémme und 1 Stamm von
E. coli herangezogen, indem diese hinsichtlich der oben genannten Parameter genauer
analysiert wurden.

Folgende Fragen sollten mit diesem Ansatz eruiert werden:

1. Existieren quantitative bzw. qualitative Unterschiede zwischen den verschiedenen

untersuchten BCG-Stammen hinsichtlich der Adhésion an epithelialen Tumorzellen?

2. Existieren quantitative bzw. qualitative Unterschiede zwischen den verschiedenen

BCG-Stammen hinsichtlich der Induktion von zytotoxischen Killerzellen?

3. Welches Potential besitzen atypische Mykobakterien und E. coli hinsichtlich der
Adh&sion an epitheliale Tumorzellen?

4. Fuhrt die Stimulation von MNZ mit atypischen Mykobakterien und E. coli zu einer

Induktion von zytotoxischen Killerzellen?

5. lst die Induktion von Zytotoxizitdt in der menschlichen Harnblase an spezielle BCG-

Stamme gebunden?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Verwendete Chemikalien, Nahrmedien, Puffer und L 6sungen

Antibiotikalésung (Biochrom, Berlin):

Penicillin/Streptomycin (10°E/ml/10'mg/ml)

Aqua ad injectabilia (Braun, M elsungen)
... diente zum Ansetzen aler Puffer und Ldsungen

Ficoll-Paque (Pharmarcia, Freiburg)

... diente zur Blutauftrennung

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; Biochrom, Berlin)

... die Gebrauchsl6sung wurde aus Trockensubstanz (Hanks BSS 9,86 g/l) und NaHCO;
(0,35 g/l) mit aqua ad injectabilia hergestellt. Diese wurde anschlief3end sterilfiltriert und
auf einen pH-Wert von 7,2 bel 280-290 osm eingestellt und bei +4°C gelagert.

Humanserum (HS; Forschungszentrum Bor stel)

... wurde von gesunden Spendern verschiedener Blutgruppen aus Vollblut gewonnen und
durch Erwarmung auf 56°C tber 30 Minuten hitzeinaktiviert.

Kochsalzlosung (NaCl 0,9%; Braun, M elsungen)

L-[*H]-Methionin (Amersham Buchler, Braunschweig)
... wies eine spezifische Aktivitét von 70-85 Ci/mMol auf und wurde in Methionin-freiem
RPMI 1640 aiquotiert und bei —20°C gelagert.

L ockemann eiwei3freie Nahrlésung fur Mykobakterien

NaHPO,2H,O nach Sorensen 1,59, KH,PO, nach Strensen 4,09, CeHsNasO;°5,5 H,0
2,59, Asparagin 5,0g, Natriumsulfat 5,0g, Magnesiumchlorid-H,O 0,1g, Glyzerin 20 ml, 1
% Ferriammoniumsulfatl dsung NH4Fe(SO,4), 12 H,0, Aquadest. 11, 10 ml 1-n-NaOH,
wurde auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt und tber 15 min bei 121°C autoklaviert.
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L 6wenstein-Jensen

1. Sadzlésung: 2,49 KH,PO,, 0,24g MgSO,, 0,69 Magnesiumcitrat, 3,69 Asparagin,
12ml Glycerin bidest. Die Reagentien werden einzeln in je 100 ml dest. Wasser
gelost. Danach werden die Reagentien zusammengegossen und nach Zugabe des
Glycerins mit dest. Wasser auf 600 ml aufgefillt. Anschlief3end erfolgt eine
Sterilisation bel 112°C im Autoklaven.

2. Malachitgriin-L 6sung: 2g Malachitgriin werden in 100 ml dest. Wasser gel6st und
filtriert. FUr einen Ansatz werden 20 ml bendtigt.

3. Kartoffelemulsion: zu 200 ml der Salzldsung werden 20 ml der Malachitgrin-
L6sung gegeben, danach werden 30g Kartoffelmehl zugesetzt und durch Ruhren
gleichmédig vertellt. Der Rest der Salzlésung wird aufgekocht und der
Kartoffelemulsion unter weiterem RUhren zugefigt. Die Kartoffelemulsion wird
ebenfalls sterilisiert.

4. Eimasse: Frische HuUhnereier werden mechanisch gereinigt, mit Alkohol
abgeflammt, aufgeschlagen und die Eimasse grindlich homogenisiert. Insgesamt
wird 1 Liter Eimasse (20-25 Eier) benttigt.

5. Fertigstellung des Né&hrbodens: 1000 ml Eimasse und die 620 ml der
Kartoffelemulsion werden grindlich gemischt, zu je 5 ml in Glasréhrchen abgefillt
und koaguliert.

7 H 10-Agar nach Middelbrook

... 1st s Trockensubstanz mit ,, enrichment” kommerziell erhdtlich

PBS, Phosphat gepufferte Salzlésung
... besteht aus 0,9 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,, 2,7 mM KCI, 140 nM NaCl, 1,5 mM
KH,PO, und 8,1 mM NaHPQO,, gel6st in aqua ad injectabilia (pH 7,4; 265 osm).

RPM1 1640 (Biochrom, Berlin)
... wurde aus Trockensubstanz (RPMI 1640, 10,40 g¢/I) und NaHCO; (2 g/l) mit agua ad
injectabilia hergestellt. Diese Ldsung wurde sterilfiltriert, ein pH von 7,2 bel 280-290 osm
eingestellt und bei 4°C gelagert.

RPM1 1640 ohne L-Methionin (Biochrom, Berlin)
... kam in Verbindung mit L-[*H]-Methionin (Amersham Buchler, Braunschweig) zur

Anwendung.

Szintillationsflissigkeit (Rotiscint eco plus, Carl Roth, Karlsruhe)
... ZUr Bestimmung der in der auszuwertenden Probe enthaltenden Radioaktivitét
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Trypanblau (Fluka, Buchs, Schweiz)
... diente zur Vitalitatspriufung der Zellen in der Neubauer Zéhlkammer

Trypsin (Serva, Heidelberg)

... die Trypsinlésung wurde aus 2,5 g Trypsin, 8 g NaCl, 200 mg KCI, 1150 mg
Na,HPO,-12H,0, 200 mg KH,PO, ad 1000 ml aqua ad injectabilia hergestellt und steril
filtriert.

2.2. Bakterien und Bakterienkulturen

2.2.1. Bacillus Calmette-Guérin (BCG) Préaparationen

Es wurden insgesamt 6 verschiedene Stdmme von Bacillus Camette-Guérin (BCG)
verwendet. Diese wurden entweder ausgehend von kommerziell erhdtlichen und in der
Therapie des oberflachlichen Urothelkarzinoms eingesetzten Préparaten oder aus
eingefrorenen, zuvor kultivierten Proben in Kultur genommen und dann auf Léwenstein-

Jensen Agar kultiviert.

2.2.1.1. Bacillus Calmette-Guérin Stamm Connaught
BCG-Connaught lag ausgehend von ImmuCyst® Institut Merieux GmbH als Lyophilisat
vor. 231 mg Trockensubstanz wurden in Lockemann-Nahrmedium resuspendiert und

anschlieffend in Kulturréhrchen auf L éwenstein-Jensen Schragagar kultiviert.

2.2.1.2. Bacillus Calmette-Guérin Stamm Copenhagen

Der Stamm lag als in flussigem Stickstoff eingefrorenes Praparat vor und wurde uns
dankenswerter Weise von Frau Dr. Rusch-Gerdes (Nationales Referenzzentrum fir
Mykobakterien, Forschungszentrum Borstel) zur Verfigung gestellt. Nach Auftauen und
Resuspendierung in Lockemann Flissigkulturmedium erfolgte wiederum die Kultur auf

L 6wenstein-Jensen Schragagar.

2.2.1.3. Bacillus Calmette-Guérin Stamm M or eau
BCG-Moreau lag ebenfalls als in flissigem Stickstoff eingefrorenes Préparat vor. Auch
dieser Stamm wurde uns von Frau Dr. Riusch-Gerdes zur Verfigung gestellt. Das

Procedere entsprach dem von BCG-Copenhagen.
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2.2.1.4. Bacillus Calmette-Guérin Stamm Pasteur
BCG-Pasteur lag als Suspension (75 mg) ausgehend von IMMUN BCG PASTEUR F,
PASTEUR VACCINS, Paris vor. Die Suspension wurde wiederum in Lockemann-

Flissigkulturmeduim resuspendiert und auf Lowenstein-Jensen Schragagar kultiviert.

2.2.1.5. Bacillus Calmette-Guérin Stamm RIVM

BCG-RIVM wurde ausgehend von BCG-S-medac (medac GmbH, Hamburg) kultiviert.
Eine Durchstechflasche BCG-S-medac enthélt mindestens 2 x 10° lebende BCG-Keime.
Nach der Resuspendierung mit Lockemanns-Flussigkulturmedium erfolgte auch hier die

Kultur auf Léwensten-Jensen-Schrégagar.

2.2.1.6. Bacillus Calmette-Guérin Stamm Tice

BCG-Tice lag as Lyophilisat mit durchschnittlich 5 x 10° Iebenden Mykobakterien als
Préparat Onco TICE? HOMONCO (Organon Teknika Medizinische Produkte GmbH,
Eppelheim) vor. Auch hier erfolgte zundchst die Resuspendierung in Lockemanns-
Fltssigkulturmedium und anschlief3end die Kultur auf Léwenstein-Jensen Schrégagar.

2.2.2. Kultur von Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

Alle verwendeten Stdmme wurden parallel unter konstanten Bedingungen bei +37°C auf
L 6wenstein-Jensen Schragagar unter normalem CO, Partialdruck fir jeweils 3 Wochen in
Kulturréhrchen kultiviert.

Bevor die Mykobakterien in den Versuchen eingesetzt wurden, erfolgten zundchst 2
Passagen, um die Unterschiede der verschiedenen Ausgangspraparationen auszugleichen.
Die Mykobakterienkolonien wurden jeweils nach 3 Wochen mit einer Ose von dem
Lowenstein-Jensen Schrégagar abgehoben und in NaCl resuspendiert. Ausgehend von
dieser Suspension wurden die neuen Kulturrohrchen der nachsten Passage bei mpft.

Der grofdte Teil der Suspension wurde in den unten beschriebenen Assays eingesetzt. Dafir
wurden die Mykobakterien, die teilweise noch in grofkeren, relativ festen Kolonien
vorlagen, in Kolbenmorsern weiter zerkleinert und anschlief3end durch Kantlen der Grole
1 (0,9x40) und der GrofRe 20 (0,4x19) (Microlance®, Becton Dickinson) gespritzt. Dieses

Verfahren wurde neu entwickelt, um eine moglichst homogene Suspension zu erhalten.
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2.2.3. Keimzahlbestimmung von Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
Die Keimzahlbestimmung von Bacillus Calmette-Guérin (BCG) erfolgte photometrisch.
Nach Resuspendierung der frisch geernteten Mykobakterien in 10 ml Lockemann-
Flissigkulturmedium wurde die Extinktion der Suspension gegen das Kulturmedium
abgeglichen und in einer 96 well Platte bei einer Wellenlange von 550 nm gemessen. Die
Umrechnung der gemessen Extinktion auf die dazu gehorige Konzentration erfolgte
anhand der in verschiedenen Publikationen etablierten Formel

Extinktion (E) = 719 x log (Konzentration(K)) — 4322.
Daraus ergibt sich fur die Konzentration :

log(K) = (E + 4322)/719

K = 10(E+4322)/719 ]
Dabel ist K die Bakterienkonzentration in colony forming units pro Milliliter (cfu/ml).
Die Regressionsgerade der Extinktionskurve war nach dem unten beschrieben Prinzip
erstellt worden.
Nach der Konzentrationsbestimmung erfolgte die Einstellung einer Stammlésung von
1x10’ cfu/ml durch weitere Verdiinnung mit L ockemann-Fl iissigkul turmedium.
Die so ermittelten rechnerischen Konzentrationen wurden wiederum  Uber
Verdinnungsreihen in anschliefienden Bakterienkulturen im Bereich der ermittelten
Zehnerpotenz bestétigt, indem die Kolonien ausgezéhlt wurden.

2.2.4. Atypische Mykaobakterien

Definitionsgemald werden ale Mykobakterien, bel denen es sich nicht um
Tuberkulosebakterien (M. tuberculosis, M. bovis und M. africanum) oder um
Leprabakterien (M. leprae) handelt, als atypische Mykobakterien (alte Bezeichnung) oder
nichttuberkuldse Mykobakterien (NTM) oder MOTT (mycobacteria other than tubercle
bacilli) bezeichnet.

Insgesamt wurden 6 verschiedene Stamme atypischer Mykobakterien verwendet. Alle
Stdmme wurden zuvor in flissigem Stickstoff gelagert und wurden uns wiederum von Frau
Dr. Rusch-Gerdes zur Verfigung gestellt. Dabei wurden 4 verschiedene Untergruppen der
atypischen Mykobakterien eingesetzt.



Nach Kultur wurden die Mykobakterien wiederum mit einer Ose abgeimpft, in NaCl
resuspendiert, und ein Tell der Suspension zur Beimpfung der Kulturréhrchen fur die

néchste Passage verwendet.
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2.2.4.1. Mykobakterium kansasii

Mykobakterium kansasii ist ein photochromogenes Mykobakterium, das sich bei
Wachstum unter Lichteinfluf3 gelb farbt. M. kansasii wurde wie die oben genannten BCG-
Stdmme auch bel 37°C auf Lowenstein-Jensen Schragagar kultiviert. Die Kulturdauer
betrug wiederum 3 Wochen.

2.2.4.2. Mykobakterium gordonae
Mykobakterium gordonae ist ein skotochromogenes Mykobakterium, das auch ohne Licht
gelblich gefarbt ist. M. gordonae wurde unter den bereits beschriebenen

Standardkulturbedingungen kultiviert.

2.2.4.3. Mykobakterium avium und Mykobakterium avium intracellulare

Diese beiden Stamme gehoéren zu den langsam wachsenden atypischen Mykobakterien.
Die Kultur erfolgte hier auf 7H10-Agar nach Middlebrook bei 37°C. Um eine ausreichende
Anzahl an Mykobakterien nach 3 Wochen zu erhalten, wurde die Anzahl der
Kulturréhrchen erhoht.

2.2.4.4. Mykobakterium chelonae

Mykobakterium chelonae ist ein schnell wachsendes Mykobakterium. Die Kultur erfolgte
auf Lowenstein-Jensen Schragagar bei 31°C, wobel die Kulturdauer bis zur weiteren
Verwendung 14 Tage betrug.

2.2.4.5. Mykobakterium vaccae

Mykobakterium vaccae ist ebenfals ein schnell wachsendes Mykobakterium. Die Kultur

erfolgte hier jedoch wiederum unter den Standardkulturbedingungen fir BCG.
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Stamm . Farb- M edium Temperatur Kulturdauer /
eigenschaft Wochen
M. kansasii photo- L 6wenstein-Jensen 37°C 3
chromogen
M. gordonae SKOWO- 1| & enstein-Jensen|  37°C 3
chromogen
M. avium keine M iddle-brook 37°C 3
M. avium keine M iddle-brook 37°C 3
intracellulare
M. chelonae keine Lowenstein-Jensen 31°C 2
M. vaccae keine L dwenstein-Jensen 37°C 3

Tab. 2.1. Zusammenfassung der Kulturbedingungen der atypischen Mykobakterien

2.2.5. Konzentrationsbestimmung der atypischen Mykobakterien

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte auch hier in einem Plattenphotometer bel einer
Weéllenlange von 550 nm. Da keine Eichkurven zur Verflgung standen, wurden diese neu
erstellt.

Ausgehend von einer Bakteriensuspension unbekannter Konzentration erfolgte die
Herstellung einer Verdinnungsrethe in drei 1:1 Verdunnungsschritten. Anschlief3end
wurden die jewelligen Extinktionswerte bestimmt. Die Keimzahlbestimmung erfolgte
wiederum Uber weitere Verdinnungsschritte durch Auszéhlen der Bakterienkolonien nach
Kultur unter den oben angefuhrten Bedingungen.

Die ermittelten Werte wurden in einem Microsoft Excel® Diagramm graphisch aufgetragen
und die jeweiligen Regressionsgeraden ermittelt. (Anhang Abb. 7.1 — 7.6) Aus der
Funktion der Regressionsgeraden erfolgte dann die Berechnung der zu bestimmenden
Bakterienkonzentration in cfu/ml. (Anhang Tab. 7.1)

Die so erhaltenen Ergebnisse konnten erneut Uber eine sich anschlief3ende Kultur im
Bereich der jewelligen Zehnerpotenz der Konzentration bestatigt werden.

Das Einstellen der benétigten Konzentrationen erfolgte analog zu den Bacillus Calmette-

Guérin Stdmmen mit Lockemann-Fl tssi gkulturmedium.
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2.2.6. E. coli Laborstamm XL 1-blue

Der Laborstamm XL-1 blue wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. Gerdes,
Forschungszentrum Borstel zur Verfigung gestellt. Die Kultur erfolgte fir einen Tag in
flissigem LB-Medium. Die Konzentration wurde wiederum anhand einer von mir selbst
ermittelten Eichkurve photometrisch bestimmt und mit LB-Medium auf 1x10° cfu/ml
eingestellt. (Anhang Abb. 7.7 und Tab. 7.1)

2.3.  Zdlkulturen

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Experimente wurden mit verschiedenen
Blasentumorzellinien durchgefthrt, die standig in Kultur gehalten wurden.

Eine nach Abschluss dieser Dissertation mit spdteren Passagen durchgefihrte Analyse der
Zellinien BT-A und SBC-7 zeigte, dass es sich zu dem spéteren Zeitpunkt bel beiden
Zdllinien um Hela-Zellen handelte. Esist daher nicht ganz auszuschlief3en, dass auch in der
vorliegenden Arbeit bereits Hela-Zellen verwendet wurden. Allerdings konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass im Zytotoxizitdtsassay und im Adhésionsassay keine
Unterschiede zwischen der internationalen Standardzellinie T-24 und den verwendeten
Zdlinien auftraten. Weiterhin konnte nach Abschluss dieser Arbeit von der Arbeitsgruppe
in Borstel nachgewiesen werden, dass das immunologische Verhalten von international
etablierten Urothelkarzinom-Zellinien dem der Hela-Zellen entspricht.

2.3.1.BT-A
Die Zéellinie BT-A wurden im Forschungszentrum Borstel in der Arbeitsgruppe von van

der Bosch et al. aus einer Gewebeprobe eines pTaG3 Blasentumors etabliert .

2.3.2. SBC-7
Die Zellinie SBC-7 wurde aus einem pTaG1-2 Blasentumor etabliert .

233.T24
Diese international haufig verwendete Blasentumorzellinie wurde uns dankenswerterweise
von Prof. Dr. K.H. Kurth (Universitét Amsterdam, Niederlande) zur Verfligung gestellt.

Hierbel handelte es sich ebenfalls um einen G3 Tumor .
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2.3.4. HCV-29
Diese Zdllinie , die aus normalem Urothel etabliert wurde, wurde uns von Frau Prof. Dr.

Knlchel (Universitét Regensburg) zur Verfigung gestellt.

2.3.5. Kulturbedingungen

Alle Zellinien wurden in Kulturflaschen (Falcon Gewebekulturflaschen, 75 cm?, BECTON
DICKINSON, HEIDELBERG) in 30 ml RPMI 1640 mit 10% FKS und 1%
Antibiotikal 6sung passagiert.

Zur Passage wurde das Medium von den adharenten Zellinien abgesaugt und anschlief3end
5 ml Trypsinlésung hinzupipettiert.

Nach 5-mindtiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen
abgesaugt und das Trypsin durch Zugabe von 1 ml FKS inaktiviert. Anschlief3end wurden
die Zellen abzentrifugiert und mit RPMI 1640 zweimal gewaschen. Danach wurden die
Zellen in 2-5 ml Medium aufgenommen. Die Zellzahl wurde in einer Probe, die mit
Trypanblau in eéinem Verhdtnis von 20:1 (190ml Zellsuspension und 10ml Trypanblau)
versetzt wurde, in einer Neubauer-Zahlkammer (BRAND, Ludwigshafen) bestimmt. 1x10°
Zellen wurden fur die anschlief}ende Passage in eine neue Kulturflasche in 30 ml
Kulturmedium ausgesét, wahrend die Ubrigen Zellen fir die unten beschriebenen Versuche
verwendet oder verworfen wurden. Alle verwendeten Zellinien wurden zweima

wochentlich passagiert.

24. Zytotoxizitatsassay

Der in dieser Arbeit verwendete Zytotoxizitétsassay wurde von unserer Arbeitsgruppe in
Anlehnung an Leibold und Bridge weiterentwickelt und ist bereits in verschiedenen
Publikationen beschrieben worden .

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Versuchsablauf ist in Abb. 2.1 kurz skizziert

worden.
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Zytotoxizitatsassay

Aussaat von 5000 mit *H-L-Me-
thionin markierter Tumorzellen
in 200 pl Zellkulturmedium

1

Hinzugabe der Effektorzellen in
einem Verhaltnis von 40:1, 20:1
und 10:1

Inkubation der Ziel- und
Effektorzellen fiir 20 h, Lyse
der Tumorzellen, Freisetzung
des *H-L-Methionin

Abpipettieren von 100 ul des
nun radioaktiven Uberstandes

ADbb. 2.1 : Zytotoxizitatsassay
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2.4.1. Gewinnung mononukledrer Zellen

Vollblut gesunder Spender wurde zundchst mit Heparin versetzt (20E/ml). Anschlief3end
wurden die mononukledren Zellen Uber eine diskontinuierliche
Dichtegradientenzentrifugation Uber Ficoll-Pague isoliert. Dafir wurde das Vollblut zu
gleichen Volumenanteilen mit HBSS gemischt. Je 20 ml diese Gemisches wurden auf 5 ml
Ficoll-Pague geschichtet und fir 45 Minuten (180 s Anlaufzeit) bei 400 g und 22°C
zentrifugiert. Die nun auf der Trennschicht zwischen Plasma und Ficoll sedimentierten
mononukledren Zellen (MNZ) wurden mit einer Pipette abgenommen, anschlief3end
zweimal mit HBBS gewaschen (10 min, 400g, 4°C) und in Kulturmedium (RPM1 1640 mit

5% HS) aufgenommen.

2.4.2. Effektorzell-Stimulation

Die mononukledren Zellen (MNZ) wurden nun zur Induktion von LAK- bzw. BAK-Z€llen
mit Interleukin-2 (IL-2) bzw. Bacillus Camette-Guérin (BCG) stimuliert. Dazu wurden
1x10° mononukledre Zellen in 6-well Flachbodenplatten (Nunc, Roskilde Danemark) in
RPMI 1640 mit 5% inaktiviertem Humanserum (HS) mit 1% L-Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin (PS)-L6sung fur 7 Tage bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

Zur Induktion von BAK-Zellen erfolgte die Zugabe von 3,75x10* cfu BCG aus den

frischen Kulturen.

Um das durch die verschiedenen BCG-Stdmme induzierte zytotoxische Potential
vergleichen zu kdnnen, wurden alle 6 BCG-Stamme paralel in einer Konzentration von
3,75x10* cfu/ml zur BAK-Zell-Induktion eingesetzt.

Auch die atypischen mykobakteriellen Stamme und E. coli wurden in der genannten
Konzentration zur Stimulation der MNZ verwendet, um zu Uberprifen, ob auch die
Bakterien in der Lage sind, ein zytotoxisches Potential gegen Tumorzellen zu induzieren.

Auch diese Bakterien wurden aus frischen Kulturen gewonnenen.

LAK-Zellen wurden durch die Stimulation von wiederum 1x10° MNZ mit I1L-2 (800 U/ml)

generiert.
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Das Gesamtvolumen pro well betrug dabel 5 ml. Die Zellen, die spéter als unstimulierte
Kontrolle eingesetzt wurden, wurden nur in Medium ohne weitere Zusédtze parallel
kultiviert. Wurden Bakterien als Stimulus verwendet, wurde dem Medium kein
Antibiotikum zugesetzt.

1x10° MNZ + 3,75x10*cfuBCG P 7Tage> BAK-Zédllen
1x10° MNZ + 800 U/ml IL-2 P 7Tagel> LAK-Zéelen
1x10° MNZ P 7Tage P unstimulierte Kontrolle (UK)

Nach 7 Tagen wurden die tellweise adhérenten Zellen mit einem Gummischaber gelost,
abpipettiert, gewaschen und anschlief3end mit Trypanblau auf ihre Vitalitét untersucht.
Gleichzeitig wurden die Zellen gezahlt (Neubauer-Zéhlkammer (BRAND,
Ludwigshafen)). Anschlieend wurde eine Konzentration von 2x10° Zellen/ml eingestellt.

2.4.3. Préaparation der Zielzellen flr den Zytotoxizitats-Assay

Die zuvor kultivierten Zellen der oben angefiihrten Blasentumorzellinien wurden mit
Trypsin aus den Kulturflaschen enzymatisch gel6st und anschlief3end das Trypsin mit FKS
inhibiert. Nach der Zentrifugation (s.0.) wurden die Zellen zweimal mit Methionin-freiem
Medium gewaschen. Die Zellen wurden darauf in 1 ml RPMI 1640 ohne L-Methionin
(10% FKS, 1% Antibiotikaldsung) aufgenommen und, wie oben ebenfalls beschrieben,
gezahlt. Jetzt wurde eine Konzentration von 5x10° Zellen/ml in Falcon Tubes (10 ml,
Becton Dickinson, Heidelberg) eingestellt und 20 mCi/ml [*H]-L-Methionin hinzugegeben.
Durch den Einbau des radioaktiven [*H]-L-Methionin wurden die Blasentumorzellen

markiert. Die Dauer des Markierungsvorganges betrug 4 Stunden bei 37°C und 5% CO..

Anschliel?end wurden die Zellen mit Methionin-haltigem Medium gewaschen (120 s
Anlaufzeit, 10 min, 400g, 20°C) und auf eine Konzentration von 2,5x10* Zellen/ml
eingestellt. Zuletzt wurden 200 ml der Zellsuspension in eine Flachboden-Mikrotiterplatte
(96-well, F-Form, Falcon 3072; Becton Dickinson, Heidelberg) pipettiert, so dass jedes
well 5000 Tumor-Zellen enthielt.

Die Zellen wurden anschlief3end fur 20 Stunden im Brutschrank (37°C, 5% CO,) kultiviert,

um die Adhasion der Zellen der adhérent wachsenden Zellinien zu gewéhrleisten.
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Das Medium, das auch von den Zellen freigesetztes [*H]-L-Methionin enthielt, wurde nun
abgesaugt. Anschlief?end wurden 100ml Standard-Kulturmedium in jedes well wieder
hinzugegeben.

2.4.4. Ansatz des Zytotoxizitats-Assays und Berechnung der spezifischen Lyse

Als Effektor-Zellen dienten BAK- und LAK-Zellen und die Zellen der unstimulierten
Kontrolle. Nach der Stimulation lagen die Zellen — wie oben beschrieben — in einer
Konzentration von 2x10° Zellen/ml vor.

Ausgehend von dieser Zellkonzentration wurde zweimal eine 1:1 Verdinnungsreihe
hergestellt, so dass zusétzlich Konzentrationen von 1x10° Zellen/ml und 5x10° Zellen/ml
vorlagen. Je 100ml je Effektorzelltyp und Zellkonzentration wurden nun zu den radioaktiv
markierten Zielzellen im daraus resultierenden Verhdltnis 40:1, 20:1 und 10:1

hinzupi pettiert.

1. 2x10°Zelen/ml > 2x10° Zellen/ 100ml

P200.000 Effektor-Zellen : 5.000 Tumor-Zellen = 40:1
2. 1x10°Zellen/ml B 1x10° Zellen/ 100m

>100.000 Effektor-Zellen : 5.000 Tumor-Zellen = 20:1
3. 5x10°Zelen/ml b 5x10° Zellen/ 100ml

P50.000 Effektor-Zellen : 5.000 Tumor-Zellen = 10:1

Zur spateren Bestimmung der Maximal-Freisetzung wurden in nicht mit Effektor-Zellen
belegte wells 100ml SDS/Triton-X-100 pipettiert, um eine komplette Lyse der Tumorzellen
herbeizufiihren. Zur Bestimmung der Spontan-Freisetzung erfolgte die Zugabe von 100ml

Kulturmedium.

Die Tumor- (Ziel-)zellen und Effektorzellen wurde fur 20 Stunden bel 37°C und 5% CO,
koinkubiert. Alle Ansétze wurden in tripletts durchgefuhrt.



Hinzuweisen ist darauf, dass durch die Stimulation mit den 6 verschiedenen BCG-
Stammen auch 6 unterschiedlich stimulierte BAK-Zell-Spezies verwendet wurden. Mit den
Effektor-Zellen, die mit den 6 verschiedenen Stdmmen atypischer Mykobakterien und E.
coli stimuliert worden waren, wurde ebenso verfahren.

Nach der ca. 20 stindigen Koinkubation von Ziel- und Effektorzellen, die zu einer
Zytolyse der Tumorzellen durch die Effektorzellen und somit zu einer Freisetzung des
[*H]-L-Methionin fuihrte, wurden je 100ml Uberstand pro well abpipettiert und in mit 2 mi
SzintillationflUssigkeit gefullte Za&hlrohrchen (Pony-vials, 6 ml, Canberra Packard,
Frankfurt a. M.) Uberfihrt. Nach dem Durchmischen von radioaktivem Uberstand und
Szintillationsflissigkeit wurde die freigesetzte Radioaktivitét des [*H]-L-Methionin
(Experimentielle-Freisetzung) in einem Beta-Counter (Tricarb, 460 M, Canberra Packard)
bestimmt. Mit Hilfe der ebenso bestimmten Spontan- und Maximal-Aktivité wurde die

spezifische Lyse je well in Prozent berechnet.

EXPERIMENTIELL - SPONTAN
MAXIMAL - SPONTAN

Spezifische Lyse (%) =

Je triplet wurden der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet (Microsoft Excel®)
und die Werte anschlief3end graphisch dargestellt. Fir einen Teil der gezeigten Grafiken
wurden die Einzelergebnisse je Effektorzellkonzentration (z.B. 40:1), Stimulus (z.B. BCG-
Connaught, IL-2, M. avium) und Tumorzellinie (SBC-7, BT-A, T-24) zusammengefasst.

Die Signifikanzuntersuchungen wurden analog zu friheren Publikationen mit dem
student’s t-test (Microsoft Excel®) durchgefiihrt. Die Normalverteilung der erhobenen
Daten konnte stichprobenartig im Rahmen der Beratung durch das Institut fir
Medizinische Biometrie und Statistik des UKL nachgewiesen werden. Auf eine weltere
statistische Analyse der Daten musste verzichtet werden, da es sich bel der Auswertung der
vorliegenden Arbeit um eine explorative Datenanalyse handelt. Eine detaillierte statische
Anayse ist erst nach Auswertung dieser Arbeit Uber eine gezielte Versuchsplanung bel

zukUnftigen Untersuchungen méglich.



2.5. Adhasionsassay

Der Adhésionsassay wurde ebenfalls von unserer Arbeitsgruppe modifiziert und in dieser
Form etabliert. Dieser modifizierte Adhéasionsassay ist u.a. von Schneider publiziert

worden .

Der Versuchsablauf des Adhésionsassaysist in Abb. 2.2 schematisch dargestellt.
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Adhasionsassay

Aussaat eines Monolayers aus Tumorzellen

(40.000 Zellen in 100 pl je well)
‘ Kultur fiir 20 h

Hinzufiigen der mit ’H-L-Methionin radio-
aktiv markierten Bakterien

Anzentrifugieren der Bakterien mit 440 g
fiir 15 min

Koinkubation der Bakterien und Tumor-
zellen fiir 4h; Adhiision und Phagozytose
der Bakterien

Uberkopfzentrifugieren mit 195g fiir

10 min, Ausschlagen des Uberstandes,
nicht adhirente bzw. phagozytierte Bakt-
terien werden entfernt

Zytolyse der Tumorzellen mit Triton/SDS,

komplettes Abpipettieren des Uberstandes
einschliefilich der radioaktiv markierten
Bakterien, Auswertung

e t D> o x Xy

Abb. 2.2 : Adh&sionsassay
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2.5.1. Praparation des Monolayer s aus Blasentumor zellen

Die Tumorzellen wurden aus den laufenden Zellkulturen gewonnen und auf eine
Konzentration von 4x10° Zellen/ml (Gesamtvolumen 10 ml, 4x10° Zellen) mit Medium
ohne PS, das zu einer Abt6tung der Bakterien gefuihrt hétte, eingestellt. Pro well wurden
anschlief?end 100 ml in eine 96-well Flachbodenplatte (Falcon 3072, F-Form; Becton
Dickinson, Heidelberg) ausgesit, so dass 4x10* Zellen in 100 ml in jedem well enthalten
waren. Die Zellen wurden in einer Plattenzentrifuge kurz anzentrifugiert und fur 24 h
kultiviert, um eine ausreichende Adhdrenz der Tumorzellen zu gewdhrleisten. Auch in
diesem Assay wurden die Tumorzellinien BT-A, SBC-7 und T-24 verwendet.

2.5.2. Markierung und Praparation der Bakterien, Berechnung der Adhasion

Alle 6 BCG-Stdmme sowie die 6 atypischen Mykobakterien-Stdmme und E. coli wurden

hinsichtlich ihres Adhdrenzvermdgens an den Blasentumorzellen untersucht.

Zunachst wurden 1x10° cfu der BCG-Stamme in 5 ml Lockemann’s Fliissigkulturmedium
resuspendiert und anschlieRend mit 20 mCi [*H]-L-Methionin fur 5 Tage in

Bakterienkulturréhrchen radioaktiv markiert.

Anschlielend wurden die Mykobakterien zweimal in PBS gewaschen. Nach
photometrischer Keimzahlbestimmung wurde eine Stammlésung von 107 cfu/ml in PBS

hergestellt (Gesamtvolumen mindestens 6 ml).

Ausgehend von dieser Konzentration wurden beztglich der BCG-Stdmme je 2 ml der
Konzentrationen 5x10° 2,5x10° und 1,25x10° cfu/ml durch weitere Verdiinnung mit PBS
hergestellt.

100 ml je Konzentration und BCG-Stamm wurden wiederum in triplets zu den adhérenten

Tumorzellen hinzupipettiert.
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Ein weiteres triplet der Bakterien wurde je Konzentration direkt in die mit 2 ml
SzintillationsflUssigkeit (Rotiscint eco plus, Carl Roth, Karlsruhe) gefillten Zahlréhrchen
(Pony-vias, 6 ml, Canberra Packard, Frankfurt a. M.) Uberfuhrt. Dieses triplet diente
jeweils der Bestimmung der Maximal aktivitét.

Die Mykaobakterien wurden 15 min bei 440qg in der Plattenzentrifuge an den Monolayer aus
Tumorzellen anzentrifugiert und fir 4 h koinkubiert. Anschlief3end wurden die wells durch
Eintauchen der Flachbodenplatte in eine mit PBS gefiilite Schale aufgeftillt und die Platte
uber Kopf zentrifugiert (10 min, 195g).

Nachdem der Uberstand vorsichtig herausgeschlagen worden war, wurden je well 100 ml
Triton-X-100/SDS hinzugefugt, um sowohl Tumorzellen as auch phagozytierte bzw.
adhérente Mykobakterien jetzt vollstéandig in die mit 2 ml SzintillationsflUssigkeit
(Rotiscint eco plus, Carl Roth, Karlsruhe) gefullten Z&hlrohrchen (Pony-viads, 6 ml,
Canberra Packard, Frankfurt a M.) Uberfihren zu kénnen. Abschlie3end erfolgten die
Messung der Radioaktivitét in einem Beta-Counter (Tricarb, 460 M, Canberra Packard)

und die Berechnung der Adhasion in Prozent nach der Formel :

experimentielle Aktivitat
MAXIMAL - AKTIVITAT

Adhasion (%) =

Anschlief3end wurden wiederum der Mittelwert und die Standardabweichung je triplet
berechnet (Microsoft Excel®) und anschlieffend grafisch aufgetragen.

Wiederum wurden die Ergebnisse der Einzelversuche je Zellinie und Konzentration
zusammengefasst. Mit den atypischen Mykobakterien und E. coli wurde analog verfahren.
Allerdings wurden hier Bakterienkonzentrationen von 1x10° cfu/ml verwendet, da die

gemessene Radioaktivitédt sonst nicht auswertbar gewesen wére.

Die statistische Auswertung der Zusammenfassung der Adhésionsassays erfolgte analog zu
friheren Publikationen Uber den student’s t-test (Microsoft Excel®). Hinsichtlich der
erhobenen Daten war im Rahmen der Beratung durch das Institut fir Medizinische
Biometrie und Statistik des UKL wiederum stichprobenartig die Normalverteilung der
Daten nachgewiesen worden.
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3. ERGEBNI SSE
3.1. Ergebnisseder Adh&sionsassays

3.1.1. Adhasion der verschiedenen BCG-Stamme und E. coli an Blasentumor zellen

In der Adhasion von Bacillus Calmette-Guérin (BCG) an den Blasentumorzellen sowie an
normalem Urothel liegt der initiale Schritt der Immuntherapie des oberflachlichen
Urothelkarzinoms. Daher kommt dem Vergleich des Adhasionsvermogens der
unterschiedlichen Bakterienstdmme eine wichtige Rolle in dieser Arbeit zu. Grundlage der
Untersuchungen waren die Ergebnisse von Schneider et a. , der die optimae
Inkubationszeit der Mykobakterien mit den Tumorzellen, die auch der Instillationsdauer
wéhrend der BCG-Immuntherapie entspricht, sowie die im Adhé&sionsassay eingesetzten

Bakterienkonzentrationen ermittelt hatte.

Zunéchst wurde das Adhésionsverhaten der 6 verschiedenen BCG-Stdmme an den
Blasentumorzellinien untersucht. Exemplarisch werden im folgenden die Ergebnisse mit
der Tumorzellinie SBC-7 gezeigt, die insgesamt den Ergebnissen der anderen untersuchten
Zéellinien entsprechen. (Abb. 3.1)
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Abb. 3.1 : Adhasion der BCG-Stdmme und E. coli an der Tumorzellinie SBC-7.
BCG-Copenhagen und —Moreau adhérieren deutlich (p<0,001)
schlechter als BCG-Tice
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Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse von insgesamt 5 Versuchen.

Als wichtigstes Ergebnis wird deutlich, dass ale untersuchten BCG-Stamme an der
untersuchten Tumorzellinie adhérieren. Dabel nimmt bis auf BCG-Moreau bei allen
anderen 5 BCG-Stdmmen der prozentuale Anteil der adhdrenten und phagozytierten
Mykobakterien, die ebenfalls miterfasst wurden, mit steigender Bakterienzahl zu. Eine
Séttigung der Adhasionskurven wird mit Ausnahme von BCG-Moreau in den vorliegenden
Untersuchungen jedoch nicht erreicht. Schneider hatte in friheren Publikationen eine
Séttigung der Bindungskurve bei einer BCG-Konzentration von 5x10° cfu/ml nachweisen

konnen .

In der aktuellen Untersuchung werden jedoch Unterschiede im Adhasionsvermogen
zwischen den einzelnen BCG-Stdmmen deutlich. Wéhrend BCG-Connaught, -Pasteur, -
RIVM und —Tice in der héchsten verwendeten Bakterienkonzentration zu 50 — 60% (der
eingesetzten Bakterien) an den Tumorzellen adhérieren, liegt das Adhasionsvermdgen von
BCG-Copenhagen und -Moreau in derselben Konzentration lediglich bei 30 %. Der
statistische Vergleich des Adhéasionsvermdgens von BCG-Copenhagen und- Moreau auf
der einen Seite und BCG-RIVM und —Tice auf der anderen Seite zeigt eine deutliche
Tendenz. (p<0,001; student’s t-test). Aufgrund des Versuchsaufbaus sollte hier, wie auch
hinsichtlich der folgenden Ergebnisse nicht von signifikanten Unterschieden gesprochen
werden. Diese Aussage wére nur moglich gewesen, wenn 2 Stamme direkt miteinander

verglichen worden waren.

Weiterhin wird deutlich, dass eine Erhohung der Bakterienkonzentration zu einer
Steigerung der Adhasion fuhrt. Lediglich bei BCG-Moreau ist eine Séttigung der Bindung
erreicht, so dass hier eine Erhdhung der eingesetzten BCG-Konzentration zu keiner
Erhohung der relativen Adhasion fuhrt. Wie Abb. 3.2 zeigt, scheint aber auch bei BCG-
Tice bel einer weiteren Steigerung der Bakterienkonzentration eine Séttigung der
Bindungskurve erreicht zu werden. Hier flacht sich die Adhésionskurve ab, so dass bei
einer weiteren Steigerung der Bakterienkonzentration eine Abnahme der relativen
Adhasion zu erwarten ist. Der Unterschied beziglich der relativen Adhéasion von BCG-
Tice in den beiden Grafiken ist dadurch zu erkléren, dassin Abb. 3.2 lediglich 2 Versuche
zusammen gefasst worden sind, wobel das Adhéasionsverhalten in einem der beiden

Versuche insgesamt relativ niedrig war.
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E. coli zeigt ein gutes Adhasionsvermégen an den Tumorzellen. (Abb. 3.1) Allerdings ist
bei E. coli bereits in der geringsten Konzentration eine Séttigung der Bindung erreicht, so
dass eine welitere Steigerung der eingesetzten Bakterienkonzentration zu einer Abnahme
der adhérenten Bakterien im Verhdtnis zu den eingesetzten Bakterien fuhrt.

Diese Ergebnisse konnten mit den Zellinien BT-A und HCV-29 bestétigt werden. Auf die
grafische Darstellung dieser Ergebnisse ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet

worden.

Zusammenfassung : 1. Alle  untersuchten BCG-Stdmme  zeigen ein  gutes
Adhasionsverhalten  gegenlber  epithelialen  Tumorzellen.
Hinsichtlich der Adhasion existieren keine qualitativen

Unterschiede zwischen den untersuchten BCG-Stammen.

2. Allerdings existieren quantitative Unterschiede zwischen den
verschiedenen BCG-Stammen. BCG-Pasteur, - RIVM, -Tice und
—Connaught besitzen ein besseres Adhasionsvermogen als BCG-

Copenhagen und —Moreau.

3. E. coli adhériert ebenfalls gut an den epithelialen Tumorzellen.
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3.1.2. Adhasion der atypischen Mykobakterien

M. chelonae M. gordonae M. kansasii M. vaccae M. avium M. avium intrac. ~BCG-Tice
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Weiterhin war von Interesse, ob nur Bacillus Camette-Guérin an Urothelzellen bzw. an
Tumorzellen adhériert oder ob auch atypische Mykobakterien dieses Verhalten zeigen.

Abb. 3.2 : Adhasion der atypischen Mykobakterien an der Tumorzellinie SBC-7

Die in Abb. 3.2 dargestellten Ergebnisse zeigen die Zusammenfassung von insgesamt 3
Einzelversuchen, wodurch die relativ hohe Standardabweichung zu erkléren ist. Es ist
darauf hinzuweisen, dass die Messung der Adhésion der atypischen Mykobakterien bei
hoheren Keimzahlen durchgefiihrt werden musste, da der Einbau des [*H]-L-Methionin
durch das einzelne atypische Mykobakterium geringer war als der Einbau durch die BCG-
Bakterien. In der oben dargestellten Zusammenfassung der Adhasionsassays mit der
Zellinie SBC-7 wurden die atypischen Mykobakterien in Konzentrationen von 5x10” bis
100x10" CFU/ml eingesetzt, wahrend BCG-Tice in der von Schneider et al. ermittelten
optimalen Konzentration von 1,25x10° bis 1x10° CFU/ml verwendet wurde .

Es wird deutlich, dass — wenn auch im unterschiedlichen Ausmal3 — ale atypischen
Mykobakterien an den Tumorzellen adhérieren.
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Dabel besitzen M. chelonae und M. gordonae mit tber 50% relativer Adhasion bei einer
eingesetzten Bakterienkonzentration von 5x10° cfu/ml ein gutes Adhésionsvermégen, das
dem von BCG in der Konzentration von 1x10° cfu/ml vergleichbar ist. 50% der
eingesetzten Mykobakterien adhérieren also an den Tumorzellen. Die Ubrigen atypischen
Mykobakterien zeigen in der gleichen Konzentration ein deutlich geringeres
Adhasionsvermdgen. Der statistische Vergleich der relativen Adhésion von M. avium und
M. avium intracellulare zu den gut adhérierenden atypischen Mykobakterien weist eine
deutliche Tendenz (p< 0,01; student’st-test (M. chelonae)) auf.

Weiterhin wird deutlich, dass bei alen atypischen Mykobakterien bel einer Konzentration
von 5x107 cfu/ml bereits eine Séttigung der Bindungskurve erreicht ist. Bei allen Stimmen
fuhrt eine weitere Steigerung der Bakterienkonzentration zu einer Abnahme der relativen
Adhasion.

Zusammenfassung: 1. M. chelonae und M. gordonae zeigen mit maximal 60% relativer
Adhdsion en dem der BCG-Stdmme vergleichbares
Adhésionsverhalten.

2. Alle Stamme der verwendeten atypischen Mykobakterien
adhérieren an epithelidlen Tumorzellen. Allerdings existieren
guantitative Unterschiede zwischen den einzelnen atypischen
mykobakteriellen Stdmmen. M. avium und M. avium
intracellulare adhérieren deutlich schlechter an den epithelialen
Tumorzellen als M. chelonae und M. gordonae. Zudem bestehen
guantitative Unterschiede im Vergleich der relativen Adhésion
der atypischen Mykobakterien auf der einen Seite und Bacillus

Camette-Guérin auf der anderen Seite.

53



3.2. Ergebnisse der Zytotoxizitatsassays

3.2.1. Vergleich des durch die verschiedenen BCG-Stdmme und E. coli induzierten

zytotoxischen Potentials gegen Tumor zellen

Fruhere Studien haben gezeigt, dass die Stimulation von mononukledren Zellen (MNZ) des
peripheren Blutes zu einer Induktion von CD8" und CD56" Zellen fuihrt, die analog zu den
Lymphokin-aktivierten Killer- (LAK-)zellen BCG-aktivierte Killer- (BAK-)zellen genannt
werden . Diese aktivierten, immunkompetenten Zellen sind in der Lage, zu einer effektiven
Lyse von Tumorzellen, die resistent gegen die zytotoxische Aktivitdt von unstimulierten,
mononukledren Zellen sind, zu fohren. Hierin liegt ein weiterer wichtiger Schritt der
Immuntherapie mit Bacillus Calmette-Guérin. Die optimale Stimulationsdauer sowie die
optimale Bakterienkonzentration waren von Thanhduser in friheren Studien ermittelt

worden . Diese optimalen Stimulationsbedingungen wurden fir die folgenden Versuche
Ubernommen.

Zunéchst wurde die Frage untersucht, ob die Stimulation der MNZ mit den 6
verschiedenen Stammen von Bacillus Calmette-Guérin zu einer effektiven Zytotoxizitét
gegen die Tumorzellinien fuhrt und ob Unterschiede im zytotoxischen Potential der BAK-

Zellen durch die Stimulation mit den unterschiedlichen BCG-Stammen auftreten. (Abb.
3.3)
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Abb. 3.3: Vergleich des durch die 6 verschiedenen BCG-Stémme und E. coli
induzierten zytotoxischen Potentials gegen die Tumorzellinie SBC-7.
BCG-Pasteur, - RIVM und -Tice fuhren zu einer eindeutig htheren
Stimulation der BAK-Zellen (p<0,01; student’s t-test; 40:1) als BCG
Connaught und —-Moreau (UK = unstimulierte Kontrolle)
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Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Zusammenfassung von insgesamt 7 Versuchen mit
der Tumorzellinie SBC-7. Da das zytotoxische Potential der immunkompetenten
Effektorzellen von Spender zu Spender differiert, ist bei 7 verschiedenen Spendern die
resultierende Standardabwei chung hoher a'sin den friheren Publikationen.

Es wird deutlich, dass alle verwendeten Stdmme von Bacillus Calmette-Guérin zu einer
effektiven Stimulation der MNZ fuhren, die sich in der Lyse der Tumorzellen durch die
BAK-Zéllen zeigt. Wéhrend die Zellen der unstimulierten Kontrolle (UK) eine maximale
spezifischen Lyse von 10% bewirken, werden bei einem Effektor-/Zielzellverhdtnis von
40:1 mindestens 30% der Tumorzellen durch die unterschiedlich stimulierten BAK-Zellen

lysiert.

Allerdings werden Unterschiede zwischen den mit verschiedenen BCG-Stammen
stimulierten BAK-Zellen auf hohem Niveau deutlich. So liegt das zytotoxische Potential
der mit BCG-Connaught, -Copenhagen und -Moreau stimulierten BAK-Zellen bei 30%
spezifischer Lyse, wahrend die mit BCG-Pasteur,- RIVM und —Tice stimulierten Zellen bei
demselben Effektor-/Zielzellverhdltnis von 40:1 zu einer Lyse von mindestens 40% der
Tumorzellen fuhren. Die statistische Analyse im t-test zeigt hier eine eindeutige Tendenz
(p< 0,01).

Weiterhin zeigt sich, dass auch die LAK-Zellen eine effektive Lyse der Tumorzellen
hervorrufen, wéhrend die Tumorzellen resistent gegen die Aktivité der unstimulierten
Kontrolle (UK) sind.

Die Stimulation der MNZ mit E. coli fuhrte zu keiner Steigerung des zytotoxischen
Potentials der Effektorzellen. Auch eine Steigerung der Bakterienkonzentration wahrend
der Stimulation um den Faktor 10 zeigte keinen Effekt. (Daten nicht abgebildet)

Die mit der Tumorzellinie SBC-7 gewonnenen Daten konnten mit den Tumorzellinien BT-
A und T-24 bestétigt werden, wobel die Versuche mit allen 3 Tumorzellinien parallel, also
mit den gleichen Effektorzellen durchgefihrt wurden.

55



Zusammenfassung : 1. Alle verwendeten BCG-Stamme fihren zu einer effektiven
Stimulation der MNZ mit daraus resultierender hoher
Zytotoxizitét der BAK-Zellen gegen epithelide Tumorzellen.
Hierin existieren keine qualitativen Unterschiede.

2. Es zeigen sich wiederum quantitative Unterschiede zwischen den
untersuchten BCG-Stammen. Mit BCG-Pasteur, -RIVM und -
Tice stimulierte MNZ zeigen eine hthere BAK-Zytotoxizitét as
die mit den Gbrigen BCG-Stdmmen stimulierten BAK-Zellen.

3. Die Stimulation von MNZ mit E. coli fihrt zu keiner Steigerung
des zytotoxischen Potentials der Effektorzellen. Hier zeigen sich

qualitative Unterschiede im Vergleich zu den BCG-Stammen.
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3.2.2. Vergleich desdurch die verschiedenen atypischen Mykaobakterien induzierten

zytotoxischen Potentials gegen Tumor zellen

Weiterhin interessierte die Frage, ob auch die Stimulation der MNZ mit atypischen
Mykobakterien zu einer effektiven Zytotoxizitét fuhrt. (Abb. 3.4)
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Abb. 3.4: Vergleich des zytotoxischen Potentials der mit atypischen Mykobakterien
stimulierten Effektorzellen gegen die Tumorzellinie SBC-7 (UK =
unstimulierte Kontrolle)

Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung von 5 Versuchen, wobel die MNZ je

V ersuchsansatz wiederum von unterschiedlichen Spendern stammten.

Es wird deutlich, dass auer M. chelonae kein weiterer Stamm zu einer effektiven
Stimulation der MNZ fuhrt. Die Steigerung des zytotoxischen Potentials der mit M.
chelonae stimulierten Effektorzellen zeigt im Vergleich zum zytotoxischen Potential der
unstimulierten Kontrolle (UK) eine eindeutige Tendenz (p<0,01; student’s t-test).
Allerdings ist das zytotoxische Potential mit 20% spezifischer Lyse deutlich geringer as
das der mit Bacillus Camette-Guérin stimulierten Effektorzellen. (Abb. 3.3) Dieser
Unterschied konnte im Parallelansatz mit verschiedenen BCG-Stammen bestétigt werden.

Das vorhandene zytotoxische Potential der MNZ wird durch die effektive Lyse der

Tumorzellen durch die mit IL-2 stimulierten LAK-Zellen a's Positivkontrolle bewiesen.
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Zusammenfassung : 1. Die Stimulation der MNZ mit atypischen Mykobakterien fuhrt zu
keiner Erhdhung des zytotoxischen Potentials der Effektorzellen
gegen epitheliale Tumorzellen im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle. Lediglich die mit M. chelonae stimulierten MNZ

fuhren zu einer geringfligig erhohten Lyse der Tumorzellen.

2. Es zeigen sich hinsichtlich der Fahigkeit zur Stimulation von
MNZ und der daraus resultierenden Erhdhung des zytotoxischen
Potentials gegen epitheliale Tumorzellen qualitative Unterschiede
zwischen atypischen Mykobakterien und Bacillus Camette-
Guérin (BCG).
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3.3. Vergleich des zytotoxischen Potentials der mit unterschiedlichen
Konzentrationen von BCG-Connaught und —Ticeinduzierten BAK-Zellen

Fruhere Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass das zytotoxische
Potential der BAK-Zellen neben der Stimulationsdauer auch von der Anzahl viabler
Mykobakterien, mit denen die Effektorzellen stimuliert wurden, abhangig ist .
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Bedingt durch die oben gefundenen Unterschiede zwischen den verschiedenen BCG-
Stammen interessierte daher die Frage, wie sich die Veranderung der BCG-Konzentration
wahrend der Stimulation auf das zytotoxische Potential der BAK-Zellen auswirkt. (Abb.
3.5)

Abb. 3.5: Einfluss der zur Stimulation verwendeten BCG-Konzentration von
BCG-Connaught und -Tice (x10%cfu) auf die BAK-Zell-Aktivitét
(UK = unstimulierte Kontrolle)

Die Abbildung zeigt alerdings einen Einzelversuch mit der Tumorzellinie SBC-7, so dass
zunéchst keine Aussagen hinsichtlich der Signifikanz der gefundenen Unterschiede
maoglich sind.
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Die in Abb. 3.3 gezeigten Ergebnisse waren mit einer BCG-Stimulus-Konzentration von
3,75x10* cfu gewonnen worden. In Abb. 3.5 wird deutlich, dass die Stimulation der MNZ
mit einer um den Faktor 100 verringerten BCG-Tice-Konzentration zu keiner Reduktion
des zytotoxischen Potentials der BAK-Zellen fuhrt. Eine weitere Steigerung der
Bakterienkonzentration um den Faktor 10 flhrt sogar zu einer weiteren Steigerung der
Effektorzell-aktivitét.

Bei BCG-Connaught fihrt die Steigerung der Bakterienkonzentration zu keiner Steigerung
der Zytotoxizitét der BAK-Zellen, wahrend eine Verringerung der Bakterienkonzentration

sogar ein Absinken der Zytotoxizitdt gegen die Tumorzellen bewirkt.

Der Vergleich der BAK-Zéell-Zytotoxizitdt der beiden BCG-Stdmme zeigt, dass die mit
BCG-Connaught stimulierten BAK-Zellen wiederum eine geringere Lyse as die mit BCG-
Tice stimulierten Effektor-Zellen bewirken. Dabel féllt auf, dass sogar eine um den Faktor
10 geringere Konzentration von BCG-Tice ein deutlich hdheres zytotoxisches Potential
induziert als die Standardkonzentration von BCG-Connaught. Auch die um den Faktor 100
verringerte  Bakterienkonzentration ist effektiver as BCG-Connaught in der
Standardkonzentration.

Zusammenfassung : 1. Die Hohe des zytotoxischen Potentials der BAK-Zellen und die
damit verbundene Lyse der epithelialen Tumorzellen ist von der
zur Stimulation eingesetzten BCG-Dosis abhangig.

2. In einem Einzelversuch konnte gezeigt werden, dass mit BCG-
Tice trotz einer Reduktion der Standard-Stimulus-K onzentration
um den Faktor 10 bzw. 100 ein héheres zytotoxisches Potential
induziert wurde as mit BCG-Connaught in  der
Standardkonzentration. Auch hier scheinen quantitative

Unterschiede zwischen den Stammen zu existieren.
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34. Vergleich der BCG-Stdamme bei ,, non-respondern®

In unserer Arbeitsgruppe war in den vergangenen Jahren - trotz geringflgiger,
interindividueller Unterschiede im zytotoxischen Potential der stimulierten MNZ von
ungefahr 10% - wiederholt die Beobachtung gemacht worden, dass mononukleére Zellen
einiger Spender trotz Stimulation mit Bacillus Calmette-Guérin keine effektive Lyse der
Tumorzellen bewirkten, wahrend die Stimulation mit IL-2 hingegen effektiv war. Diese

Spender wurden daher as,, non-responder® bezeichnet.

Daher interessierte uns die Frage, ob diese fehlende Stimulierbarkeit vom BCG-Stamm
abhangig ist, d.h. ob ein anderer Stamm zu einer effektiveren BAK-Zell-Zytotoxizitét
fahrt.
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Abb. 3.6: Vergleich der BCG-Stamme bel ,,non-respondern (UK = unstimulierte
Kontrolle)

Die Ergebnisse eines Einzelversuchs werden exemplarisch in Abb. 3.6 gezeigt. Es wird
deutlich, dass zwar ale verwendeten BCG-Stamme die Suszeptibilitét der Tumorzellen
gegen die stimulierten Effektorzellen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle erhéhen.
Allerdings erreichen die BAK-Zellen aler zur Stimulation verwendeten BCG-Stamme

nicht das normale zytotoxische Potential. Geringe Unterschiede zwischen den Stdmmen
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werden auch hier deutlich. Das vorhandene zytotoxische Potential und die Stimulierbarkeit
der Effektorzellen beweist die hohe LAK-Zell-Aktivitét.

Zusammenfassung : 1. Die MNZ verschiedener gesunder Spender, so genannter ,,non-
responder”, zeigen trotz Stimulation mit Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) unter in-vitro Bedingungen kein signifikant
erhohtes  zytotoxisches Potential gegeniber  epitheliden

Tumorzellen.

2. Diesbeziglich existieren keine qualitativen Unterschiede

zwischen den untersuchten BCG-Stammen.

3. Lymphokin-aktivierte Killer- (LAK-) Zellen fihren trotz der
mangelnden Stimulierbarkeit der MNZ mit BCG zu einer

effektiven Lyse der Tumorzellen.
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4. DI SKUSSION
4.1. Diskussion der eigenen M ethodik
4.1.1. Keimzahlbestimmung der ver schiedenen Bakterien

Die Bestimmung der Keimzahl der verschiedenen Bakterien erfolgte photometrisch anhand
selbst erstellter Eichkurven. Die so ermittelten Bakterienkonzentrationen konnten Uber
Verdinnungsreihen und anschlief3ende Kultur anhand der Anzahl der Kolonien zumindest
in der Zehnerpotenz bestétigt werden. Eine genauere Keimzahlbestimmung war unter den
gegebenen Umstdnden nicht moglich, da das Ziel dieser Methode der

Konzentrationsbestimmung die Konzentration der viablen Keime war.

In friheren Untersuchungen konnte in unserer Arbeitsgruppe bewiesen werden, dass zur
Induktion der BCG-aktivierten Killer- (BAK-) Zellen lebende Mykobakterien bendtigt
werden. Wirde man die Keimzahl zum Beispiel Uber das Gewicht bestimmen, wére keine
Aussage Uber den Anteil der lebenden Mykobakterien moglich.

Allerdings werden mit der photometrischen Keimzahlbestimmung auch tote Bakterien und
Zdltrimmer mitbestimmt. Dies erklart auch die relativ grof®e Ungenauigkeit dieser
Methode. Da es aber vor allem auf die Anzahl der viablen Keime ankam, erwies sich die

photometrische K eimzahlbestimmung als die am besten geeignete Methode.

Die Problematik, die Konzentration viabler Keime zu bestimmen, wird auch durch die
Angaben der Pharmaindustrie bei den zur Immuntherapie eingesetzten Praparaten deutlich.
Hier wird zum Beispiel von ImmuCyst® (BCG-Connaught) nur eine Mindestanzahl viabler

Keime (1,8x10°%) zum Ende der Laufzeit der Praparate garantiert.

4.1.2. Adhasionsassay

Da auch der Adhasionsassay von der photometrischen Keimzahlbestimmung abhéngig ist,
liegt hier schon ein Ungenauigkeitsfaktor. Ein unterschiedlicher Einbau des [*H]-L-
Methionin durch die verschiedenen Bakterienstdmme wird allerdings nicht relevant, da fir
jeden Stamm und Ansatz die Maximalaktivitéat bestimmt wurde.
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Ein weiteres Problem bei der Versuchsdurchfiihrung war das Abreil3en von Teilen des
Monolayers aus Tumorzellen wahrend des ,, Uber-Kopf-Zentrifugierens®. Hier sollten die
nicht adharenten Bakterien von den Tumorzellen getrennt werden. Durch das Abreif3en von
Teilen des Monolayers ging mit den Tumorzellen ein Teil der adhérenten Bakterien vor der
Auswertung verloren, so dass grofRe Unterschiede innerhalb eines triplets auftraten. In
diesen Féllen wurde der Versuchsansatz nicht weiter verwertet. Durch das Abreil3en
kleinerer Teille des Monolayers ist auch die relativ hohe Standardabweichung bei der

Auswertung dieses Assays zu erkléren.

Weiterhin ist anzumerken, dass bei diesem Versuchsaufbau nicht nur die adhérenten
Mykobakterien, die sich an der Tumorzelloberflache befinden, sondern auch die
phagozytierten Mykobakterien, die sich bereits intrazelluldr befinden, mitbestimmt

werden.

4.1.3. Zytotoxizitatsassay

Der in dieser Arbeit verwendete Zytotoxizitatsassay ist international etabliert und wird von

verschiedenen Arbeitsgruppen verwendet .

Auch hier ist die zur Stimulation der Effektorzellen photometrisch bestimmte Keimzahl as
eine mogliche Fehlerquelle zu nennen. Da es aber besonders in diesem Assay auf die
Konzentration viabler Keime ankommt, stand keine genauere Methodik zur

Keimzahlbestimmung zur Verfligung.

Eine weitere Fehlerquelle ist in der Konzentrationsbestimmung der Effektorzellen, die tber
die Auszahlung der MNZ in der Neubauer-Zahlkammer erfolgte, zu sehen. Allerdings
wurde zunéchst eine Stammkonzentration von 10° Zellen/ml erstellt, die dann fur ale
Immunstimulantien verwendet wurde, so dass hier fur alle Immunstimulantien gleiche
Bedingungen und  Konzentrationen an  MNZ  vorherrschten.  Da  die
Konzentrationsbestimmung der verschiedenen BAK- bzw. LAK-Zellen wiederum, jetzt
aber getrennt, in der Neubauer-Z&hlkammer erfolgte, ist hierin eine weitere Fehlerquelle zu
sehen.



Weiterhin differiert das zytotoxische Potential der stimulierten MNZ von Spender zu
Spender. Da aber pro Einzelversuch die Effektorzellen desselben Spenders verwendet
wurden, ist dieser Faktor zunéchst zu vernachléssigen. Doch kommt dieser Faktor bel der
Zusammenfassung der Einzelergebnisse verschiedener Spender, wie in den oben gezeigten
Abbildungen durchgeftihrt, zum Tragen. Hier ist der Hauptgrund fir die relativ hohe
Standardabweichung in den Abbildungen zu sehen. Durch den Paralelansatz aller
verwendeten Stimulantien mit den mononukledren Zellen jeweils eines Spenders pro
Einzelversuch spielt dieser Faktor bei einem Vergleich der immunstimulatorischen Potenz

der verschiedenen Bakterien zumindest innerhalb des Einzelversuches keine Rolle.

Die Genauigkeit dieser Methode wird durch die geringe Standardabweichung innerhalb
eines Triplets pro Ansatz unterstrichen.
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4.2. Literaturtbersicht

4.2.1. LiteraturUbersicht tber die verschiedenen BCG-Stamme in der Therapie des

oberflachlichen Urothelkarzinoms

Verschiedene BCG-Stdmme haben sich in der Therapie des oberflachlichen
Urothelkarzinoms etabliert. Die Frage, ob fir die Therapie relevante Unterschiede
zwischen den Stammen bestehen, wird bereits seit Beginn der Immuntherapie unabhéngig

von dem zu therapierenden Tumor diskutiert .

Einige Autoren sehen in der Wahl des BCG-Stammes keinen den Therapieerfolg deutlich
beeinflussenden Parameter . Dies ist nach Meinung der Autoren insbesondere fir die
EinfUhrung neuer BCG-Stamme in die Immuntherapie in den Landern der 3. Welt von
Bedeutung, da die Tuberkuloseprophylaxe und die Immuntherapie mit selbst etablierten
BCG-Stammen selbstverstandlich kostengiinstiger ist als der Einsatz von etablierten BCG-

Stdmmen der grof3en Pharmakonzerne.

Jedoch existieren bisher nur wenige klinische Studien, die den Therapieerfolg der
verschiedenen BCG-Stamme in der Immuntherapie des oberflachlichen Urothelkarzinoms
direkt vergleichen .

In der Tabelle 4.1 ist ein Uberblick tber klinische Studien mit den unterschiedlichen BCG-
Stammen zum Zeitpunkt dieser Arbeit dargestellt. Eine allgemein glltige Aussage Uber
Unterschiede zwischen den BCG-Stammen ist anhand dieser Datenlage nicht moglich. Die
unterschiedlichen nicht standardisierten Parameter wie Therapieschema, eingesetzter
Bakterienkonzentration und Préparation der Mykobakterien lassen jedoch auch einen

indirekten Vergleich der klinischen Studien nicht zu.

Trotz unterschiedlicher Keimzahlen und Therapieschemata bewirkten alle Stamme eine
deutliche Senkung der Rezidivrate des oberflachlichen Urothelkarzinoms. Allerdings zeigt
sich, dass Unsicherheit hinsichtlich des optimalen Therapieschemas und der benétigten
BCG-Dosis besteht.

Weiterhin konnte in verschiedenen Studien die grél3ere therapeutische Effektivitét einer

BCG-Immuntherapie im Vergleich mit diversen Chemotherapeutika bewiesen werden.
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So konnten Mori et al. bereits 1986 zeigen, dass die Therapie des oberflachlichen
Urothelkarzinoms mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG) zu einer Remissionsrate von 81%
fahrt, wahrend die Chemotherapie mit Adriamycin lediglich eine Remissionsrate von 46%
bewirkte . Die Immuntherapie wurde in dieser Studie mitl20 mg BCG-Connaught
durchgefihrt.

Diese Ergebnisse konnten von Lamm et a. 1991 in der SWOG-Studie bestétigt werden, in
der ebenfals 120 mg BCG-Connaught zur Immunstimulation eingesetzt wurden. Hier
betrug die komplette Remissionsrate einer BCG-Therapie der Tumorstadien pTa und pT1
37%, die einer Chemotherapie mit Adriamycin nur 17%. Die gleiche Studie zeigte, dal3
durch eine Therapie mit BCG eine komplette Remissionsrate beim Carcinomain situ (CIS)
von 45% erzielt wurde, wahrend durch Adriamycin eine komplette Remissionsrate von
lediglich 18% erreicht wurde. Alle diese Unterschiede waren signifikant .

Im Vergleich der BCG-Immuntherapie mit der Chemotherapie mit Mitomycin C konnten
van-der-Meijden et al. 1988 keine signifikanten Unterschiede bezliglich der Effektivitat der
beiden Therapieformen finden. In dieser Studie wurde BCG-RIVM in einer Konzentration
von 1x10° CFU/50m fiir die Immuntherapie verwendet .

Dagegen konnten Rintala et al. 1989 die grolere Effektivitét der BCG-Therapie im
Vergleich zu der Mitomycin C-Therapie nachweisen. Hier lagen die Remissionsraten bel
97% und 91%. Diese Unterschiede waren signifikant . Allerdings wahlten die Autoren mit
BCG-Pasteur (75 mg) einen anderen BCG-Stamm als van-der-Meijden in der oben

genannten Studie.

Die Frage, welchen Einfluss die verschiedenen BCG-Stdmme einerseits und die
unterschiedliche Bakterien-Masse bzw. —Konzentration andererseits auf den
Therapieerfolg genommen haben, muss offen bleiben.

Krege et a. untersuchten in einer 1996 publizierten Multizenterstudie den Effekt einer
adjuvanten Therapie mit Mitomycin C bzw. BCG im Vergleich zu der aleinigen
transurethralen Resektion des Blasentumors . In dieser Studie wurden 20 mg Mitomycin C
und 120 mg BCG verwendet. Die Autoren konnten den Nachweis erbringen, dass die
adjuvante Therapie mit Mitomycin C und BCG zu einer signifikanten Abnahme der
Rezidivrate fuhrt. Unterschiede zwischen Mitomycin C und BCG bezlglich der
Rezidivrate nach 20 Monaten konnten die Autoren jedoch nicht belegen. In dieser Studie
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war ebenso kein Einfluss einer Immuntherapie mit BCG oder einer lokalen Chemotherapie
mit BCG auf den Tumor-Progress nachweisbar.

Die Ergebnisse der von Lundholm et a. 1996 vertffentlichten prospektiven,
randomisierten Studie mit 261 Patienten zeigen, dass die Patienten, die adjuvant mit 120
mg BCG-Pasteur behandelt wurden, eine niedrigere Rezidivrate und ein signifikant
langeres tumorfreies Intervall aufwiesen as die Patienten, die mit 40 mg Mitomycin C

behandelt worden waren .

Da eine Therapie mit Mitomycin C oder anderen Chemotherapeutika unmittelbar nach
einer transurethralen Resektion mdglich ist, wurden Therapieschemata entwickelt, in denen
zunachst das Chemotherapeutikum appliziert wurde, worauf sich ene BCG-
Immuntherapie anschloss. Witjes et a. untersuchten daher die Effektivitét einer Therapie-
Kombination aus Mitomycin C und BCG auf der einen Seite und einer aleinigen
Mitomycin C Therapie auf der anderen Seite, wobei die Nebenwirkungsrate ebenfalls in
die Studie einbezogen wurde . Die Autoren konnten keine Unterschiede zwischen beiden
Therapiearmen hinsichtlich der Nebenwirkungsrate und der Therapie-Effektivitét
nachweisen. Allerdings hatten dieselben Autoren in einer weiteren Studie auch keine
Unterschiede zwischen einer alleinigen Chemotherapie mit Mitomycin C gegentber der
BCG-Immuntherapie belegen konnen . In Hinblick auf die Verhinderung eines
Tumorprogresses zeigte Mitomycin C bel Patienten mit einem Carcinoma in situ (CIS)
sogar eine hohere Effektivitét als BCG.

Sylvester, van der Meijden und Lamm publizierten 2002 eine Metaanalyse der bis dahin
verdffentlichten randomisierten klinischen Studien, die entweder eine transurethrale
Resektion (TUR) mit anschlief3ender BCG-Therapie bzw. die alleinige TUR oder eine
TUR mit einer anderen adiuvanten Therapie als BCG zum Inhalt hatten . Insgesamt
konnten so 24 Studien mit 4863 Patienten in dieser Metaanalyse eingeschlossen werden.
Die Autoren haben belegt, dass eine BCG-Immuntherapie das Risko eines

Tumorprogresses signifikant reduziert.

In einer weiteren Metaanalyse untersuchten Bohle et a. den Einfluss einer adjuvanten
Immuntherapie mit BCG bzw. einer adiuvanten intravesikalen Chemotherapie mit
Mitomycin C auf die Rezidiv- und Nebenwirkungsrate . Insgesamt wurden 11 Kklinische
Studien erfasst, wobei die Daten von 1421 mit BCG behandelten und von 1328 mit
Mitomycin C behandelten Patienten anaysierten wurden. Die Metaanalyse der
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Studiendaten ergab, dass eine adjuvante, intravesikale Therapie mit BCG — insbhesondere
wenn sich eine Erhaltungstherapie fir mindestens 1 Jahr mit insgesamt 12 BCG-
Instillationen anschliefit — eine effektive Therapie darstellt, die sich gegenlber einer
adjuvanten, intravesikalen Chemotherapie mit Mitomycin C hinsichtlich der
Rezidivprophylaxe Uberlegen zeigt. Zugleich konnten die Autoren widerlegen, dass eine
Erhaltungstherapie durch die erhdhte Anzahl an Instillationen zu einer gesteigerten
Nebenwirkungsrate fuhrt.

Lamm et a. hatten die Effektivitét einer Erhaltungstherapie in der 2000 publizierten Studie
der Southwest Oncology Group (SWOG) belegen kdnnen . Erwdhnenswert ist, dass in
dieser Studie wahrend des initialen 6-wochigen Therapie-Kurses zusétzlich zu der BCG-
Instillation in die Harnblase eine perkutane BCG-Applikation erfolgte. Das mittlere
rezidivfreie Intervall betrug in der Gruppe ohne Erhaltungstherapie 35,7 Monate und in der
Gruppe mit Erhaltungstherapie 76,8 Monate. Dieser Unterschied zwischen den beiden

Therapie-Armen wurde auch in der 5-Jahres-Uberlebensrate deutlich.

Die Ergebnisse eniger randomisierter Studien sind in der Tabelle 4.1 kurz

zusammengefasst worden.
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Autor Therapie n = Patienten | CR Signifikanz | Literatur
BCG- 88 81%
MOSS? d. Connaught
(120 mg) p < 0,001
(SWOG) ADM 83 46%
BCG-Pasteur 67 87%
MARTINEZ- (150 mg)
PINEIRO et al. ADM 53 57% p < 0,002
1990
Thiotepa 56 64% p < 0,003
BCG-RIVM 170 67%
VAN-DER- (1x10° nicht
MEIJDEN et a. | CFU/50ml) o
1990 signifikant
MMC 167 70%
RINngLS,g etal. BCG-Pasteur 40 97%
(75 mg) p < 0,001
(Finnbladderl) MMC 56 e
LAMM et al.
1991 SWOG
BCG- 63 37%
Connaught
pTa, pT1 (120 mg) p =0,015
ADM 68 17%
BCG- 64 45%
Connaught
CIS (120 mg) p < 0,001
ADM 67 18%

Tab. 4.1 : Randomisierte Studien intravesikale BCG-Immuntherapie versus intravesikale
Chemotherapie
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Die Uberlegenheit der BCG-Immuntherapie gegeniiber allen bisher verwendeten
Chemotherapieformen und die Effektivitét aller bisher verwendeten Stamme bleibt als
wichtigste Aussage der oben genannten Studie festzuhalten.

Allerdings zeigt die Einfuhrung der low-dose-Protokolle bei erhaltener Effektivitdt der
BCG-Therapie, dass momentan unter Umstanden im Uberdosisbereich therapiert wird. Die
Frage, ob die Auswahl des BCG-Stammes den Therapieerfolg allgemein oder bei
Dosisreduktion in einem low-dose-Therapieschema beeinflussen konnte, missen

zukunftige klinische Studien beantworten.

4.2.2. Literaturubersicht Uber den Vergleich der verschiedenen BCG-Stdmme in

experimentellen in-vitro und in-vivo Studien

Die Ergebnisse verschiedener in-vitro Modelle lief3en bereits friih den Verdacht entstehen,
dass Unterschiede zwischen den verschiedenen BCG-Stammen hinsichtlich der
untersuchten Parameter vorhanden sind. Primér handelte es sich dabel um verschiedene
Tiermodelle, in denen die direkte zytotoxische Wirkung bzw. das immunstimulatorische
Potential von Bacillus Camette-Guérin untersucht wurde. In-vitro Studien, in denen die
far die Immuntherapie des oberflachlichen Urothelkarzinoms relevanten Parameter unter
der Verwendung verschiedener BCG-Stdmme und atypischer Mykobakterien untersucht
wurden, sind bisher nur selten unternommen worden. Tabelle 4.2 zeigt eine Ubersicht Giber
einige Studien, die verschiedene BCG-Stdmme unter in-vitro Bedingungen untersucht
haben.

Versucht man die Ergebnisse zusammenzufassen, wird deutlich, dass die Studien entweder
keine Unterschiede zwischen den Stdmmen hinsichtlich der untersuchten Parameter
nachweisen konnten oder dass die Unterschiede nicht Uber alle Studien konstant waren.
BCG-Pasteur hat dabei in den meisten Studien, die Uberhaupt Unterschiede zwischen den
Stdmmen gezeigt haben, besser als verschiedene andere BCG-Stéamme abgeschnitten. Auf

einige dieser Studien soll im folgenden etwas néher eingegangen werden.
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So untersuchten Lagrange et a. 1977 die Lymphozytenproliferation und die T-Zell-
Stimulation durch BCG-Pasteur, -Connaught, -Tice, -Phipps und -Glaxo unter in-vivo und
in-vitro Bedingungen. Gleichzeitig wurden die Wachstumsei genschaften der BCG-Stamme
beobachtet. Sie konnten zeigen, dass BCG-Glaxo in ihrer Studie am schlechtesten
abschnitt, wahrend BCG-Pasteur die besten immunstimulatorischen Eigenschaften zu
besitzen schien. BCG-Glaxo bewies auch schlechtere Wachstumseigenschaften als die
dbrigen BCG-Stdmme. Diese Ergebnisse zeigen wiederum, dass die Kulturbedingungen
und das Wachstumsverhalten der BCG-Stdmme das immuntherapeutische Potential

beeinflussen .

Landi et a. hatten bereits 1977 den Einfluss des Wachstumsverhaltens verschiedener
BCG-Stamme unter optimierten Kulturbedingungen auf die Virulenz der Mykobakterien in
Goldhamstern in den Mittelpunkt ihrer Untersuchungen gestellt. Die meisten
Bakterienkolonien erzielte diese Arbeitsgruppe mit BCG-Japan und BCG-Connaught,
wahrend der franzosische und der déanische BCG-Stamm (Synonyme fir BCG-Pasteur und
BCG-Copenhagen) die wenigsten Kolonien — also ein langsameres Wachstumsverhalten -
aufwiesen. Allerdings war die Virulenz der untersuchten BCG-Stamme unabhéngig von
deren Proliferationsvermogen. BCG-Pasteur und BCG-Copenhagen erwiesen sich als die
virulentesten Stamme, wahrend in dieser Studie BCG-Japan und BCG-Connaught am
schlechtesten abschnitten . Der Einfluss des Wachstumsverhaltens der Mykobakterien auf
die immunstimulatorische Potenz bzw. die Infektiositdt konnte durch diese Studie also
nicht bestétigt werden.

Hanna et al. hatten zuvor im Meerschweinchenmodell die Entwicklung von
Lymphknotenmetastasen beobachtet, indem sie die Tiere - nach der Exzision der intrakutan
wachsenden Leberzellkarzinome - mit verschiedenen Pr8parationen unterschiedlicher
BCG-Stamme immunisierten. Nur durch die ,fresh-frozen®* BCG-Phipps und —Pasteur
konnte ein reduziertes Grélenwachstum von Lymphknotenmetastasen beobachtet werden,
wahrend die lyophilisierten, also unter Einwirkung von Vakuum préparierten BCG-Tice, -
Pasteur und —Connaught, zu keiner Reduktion der Grof3e der Lymphknotenmetastasen im
Vergleich zur Kontrollgruppe fuhrten. Die histologische Aufarbeitung der Lymphknoten
ergab analog zu der reduzierten LymphknotengrofRe auch eine Verringerung der
Metastasenanzahl in den Lymphknoten der Tiere, die mit den frisch gefrorenen BCG-
Phipps und -Pasteur immunstimuliert worden waren. Allerdings starben ale Tiere
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unabhéngig von dem zur Immunisierung verwendetem BCG-Stamm nach drei Monaten .
Diese Studie konnte wiederum Anhaltspunkte dafur liefern, dass Unterschiede zwischen
verschiedenen BCG-Stammen auch bel gleicher Préparation nachweisbar sind und dass das
Préparationsverfahren das immunstimulatorische Potential der Bakterien mal3geblich
beei nflusst.

Rajala und Lahde untersuchten den direkten zytotoxischen Effekt von BCG-Connaught, -
Pasteur, -RIVM, -Tice und —Evans auf die Blasentumorzellinie T-24 und dessen
Steigerung durch die Zugabe von IFN-y und Mitomycin C . Sie konnten geringe
Unterschiede zwischen den Stammen nachweisen. Der direkte zytotoxische Effekt von
BCG konnte allerdings von unserer Arbeitsgruppe in friheren Studien nicht bestétigt

werden.

Kreider und Bartlett studierten die zytotoxische und immunstimulatorische Wirkung
verschiedener BCG-Stamme und Corynebakterium parvum (C. parvum) in der Therapie
intrakutan wachsender Mammakarzinome in der Ratte . Sie konnten zeigen, dass C.
parvum nach der Exzision des Primartumors zu einer Verringerung der Metastasenzahl
fahrte, wahrend BCG-Connaught, -Pasteur, -RIVM, -Tice, und —Phipps zwar in
mindestens einem Tier eine immunstimulatorische Wirkung aufwiesen, die antitumorale
Potenz der BCG-Stamme aber schwéacher as die von C. parvum war. Unterschiede
zwischen den verschiedenen BCG-Stdmmen konnten nicht nachgewiesen werden.
Lediglich BCG-Glaxo zeigte in diesem Modell keinen Effekt.
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4.3. Kritischer Vergleich der eigenen Untersuchungen und Ergebnisse mit

friheren in-vitro Studien
4.3.1. Vergleich der Ergebnisse ver schiedener Adhasionsassays

Experimentelle Untersuchungen zum Adhéasionsverhalten der verschiedenen BCG-Stamme

an unterschiedliche epitheliale Tumorzellinien existieren bisher nicht.

Ratliff et a. untersuchten unter anderem die Bindung verschiedener BCG-Stamme an
Fibronektin (FN) . Sie hatten vorher nachweisen kénnen, dass Fibronektin eines der
extrazelluldren Matrixproteine sein kénnte, an das BCG auch in vivo bindet. Eine Bindung
an Laminin, Kollagen bzw. Fibrinogen konnte von den Autoren ausgeschlossen werden. In
ihrer Studie wurde die Bindung von BCG- Connaught, - Tice, - Pasteur und —Glaxo an mit
Fibronektin beschichtete Mikrotiterplatten verglichen. Wahrend BCG-Connaught, -Pasteur
und -Tice gut und ohne signifikante Unterschiede an Fibronektin adhérierten, zeigte BCG-

Glaxo ein wesentlich schlechteres Adhasionsverhalten.

Die Arbeitsgruppe um Ratliff konnte in weiteren Studien nachwei sen, dass dieses schlechte
Bindungsvermogen an der Verwendung von Detergentien bel der Lyophilisierung von
BCG-Glaxo lag . Wurde BCG-Glaxo in Abwesenheit von Detergentien lyophilisiert, wies
der Stamm ahnlich gute Adh&sionseigenschaften wie die anderen BCG-Stdmme auf. Der
Einfluss von Detergentien, die auch in Instillations-Gel verwendet werden, auf die
Adhédsion und Viabilitét von Bacillus Calmette-Gueérin konnte ebenfalls von unserer
Arbeitsgruppe bestétigt werden .

Ratliff et al. konnten in der oben angefiihrten Studie erstmals nachweisen, dass BCG-
Glaxo durch das schlechte Bindungsverhalten ebenfalls eine geringere
immuntherapeutische Potenz im Mausmodell aufwies. Die Autoren folgern aus diesen
Ergebnissen, dassin der Adhasion von BCG an die Tumorzellen bzw. die vesikale Mukosa

der initiale Schritt der Immuntherapie mit diesen Mykobakterien zu sehen ist.

Einen Unterschied bezilglich des Adhésionsverhaltens der verwendeten BCG-Stamme

konnte Ratliff in dieser Studie allerdings nicht nachweisen.

In einer weiteren Studie verglich die Arbeitsgruppe von Ratliff das Adhasionsverhaten

von verschiedenen BCG-Stammen und einem Stamm von M. kansasii, der sich durch hohe
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Adhasionsfahigkeit fur diese Studie anbot. Zudem wurde die durch die Bindung als ersten
Schritt einer Immunreaktion initiierte immuntherapeutische Potenz der Bakterien
untersucht .

Auch in dieser in-vitro Studie konnten keine Unterschiede im Adhasionsverhalten der
unterschiedlichen BCG-Stdmme an die Fibronektin beschichteten Mikrotiterplatten und an
|6slichem Fibronektin nachgewiesen werden. Dabel wurden die verschiedenen Stamme,
wie auch in der vorliegenden Arbeit, nach vorheriger Kultur miteinander verglichen. Es
zeigte sich weiterhin, dal3 auch M. kansasii as ein atypisches Mykobakterium eine hohe
Affinitdt zu Fibronektin (FN) besitzt. Der Stamm von M. kansasii adhérierte sogar

signifikant am besten.

Diese in-vitro Ergebnisse konnten in einem in-vivo Adhésionsassay an der murinen
Blasenmukosa bestétigt werden, was die Bedeutung der in-vitro Adhasionsergebnisse und

ihre Relevanz fur die Verhdtnisse in-vivo betont.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde ein Vergleich der verschiedenen Mykobakterien
in der Immuntherapie des Urothelkarzinoms (MB49) im Mausmodell durchgeftihrt. Auch
hier zeigte der Stamm von M. kansasii eine grof3ere immuntherapeutische Potenz als BCG-
Pasteur, wodurch wiederum die Bedeutung der Adhadsion as initialer Schritt der
Immuntherapie bestétigt werden konnte. Eine Immuntherapie mit M. kansasii wird klinisch
zur Zeit jedoch nicht durchgeftihrt, da die Infektiositét und Pathogenitét dieses Bakteriums
zu hoch ist und eine Immuntherapie aus infektiologischer Sicht zu riskant erscheint.
Zudem konnte das immunstimulatorische Potential von M. kansasii in nur wenigen Studien

nachgewiesen werden.

Morales et a. konnten jedoch im Jahr 2001 in einer ersten klinischen Studie nachweisen,
dass Zellwandbestandteile von M. phlel zu einer der Immuntherapie mit BCG

vergleichbaren Reduktion der Rezidivrate des oberflachlichen Urothelkarzinoms fihren .

Zusétzlich wurde in der oben genannten Studie von Ratliff et al. der Einfluss verschiedener
Praparationsverfahren  wie  Lyophiliserung und  Gefriertrocknung auf  die
immuntherapeutisch relevanten Parameter untersucht. Die Autoren vermuten, dass das
Verklumpen der Mykobakterien die Adhésion an FN und an Urothel negativ beeinflusst.

Diese Ergebnisse konnte ich nicht bestétigen. Obwohl auch in der vorliegenden Arbeit

zuvor kultivierte Bakterien verwendet wurden, um die durch die Préparation verursachten
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Einflussfaktoren auszuschlief3en, zeigten sich in meinen Untersuchungen Unterschiede
zwischen den verschiedenen BCG-Stdmmen.

M. kansasii bewies in der vorliegenden Arbeit lediglich ein geringes Adhé&sionsvermdgen
und in dem unabhangig von der Adhasion durchgefihrten Zytotoxizitétsassay nur eine
geringe immunstimulatorische Potenz. Méglicherweise ist dies auf den Stamm von M.
kansasii zurickzufuhren. Allerdings zeigten adle atypischen Mykobakterien en
schlechteres Adhasionsvermogen as die verwendeten BCG-Stdmme, so dass von einem
grundlegenden Unterschied zwischen den atypischen Mykobakterien und Bacillus

Camette-Gueérin ausgegangen werden kann.

Im Gegensatz dazu steht E. coli, das ein erwartet gutes Adhésionsverhalten an Tumorzellen
epithelialen Ursprungs zeigte, jedoch keine immunstimulatorische Eigenschaften im

Zytotoxizitétsassay besal3.
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4.3.2. Vergleich verschiedener immunstimulatorischer Studien

Ebensowenig wie das Adhasionsverhalten ist bisher das immunstimulatorische Potential
der verschiedenen BCG-Stamme bezlglich der Induktion von zellvermittelter Zytotoxizitét

untersucht worden.

Verschiedene Studien hatten sich mit dem Einfluss der unterschiedlichen BCG-Stamme
auf die Lymphozytenproliferation und die Lymphknotengréf3e beschéftigt . Diese Studien
sind jedoch mit dieser Arbeit nicht zu vergleichen. Ratliff hatte wie oben beschrieben
verschiedene BCG-Stamme im Mausmodell untersucht und keine signifikanten

Unterschiede gefunden.

Lagranderie vom Pasteur-Ingtitut hatte bereits 1996 die Immunantwort von Mausen nach
Stimulation mit verschiedenen BCG-Stammen erforscht . Hier hatten sich Unterschiede
zwischen BCG-GLAXO, -Japan, -Prag, -Pasteur und dem russischen BCG-Stamm gezeigt.
BCG-Prag und —Japan hatten schlechtere Ergebnisse in der T-Zell-Stimulation hinsichtlich
der T-Z€ll-Proliferation, der Zytokinproduktion, der Immunantwort vom verzégerten Typ
(DTH) und der zytotoxischen Aktivitdt gezeigt. Méause, die mit diesen beiden BCG-
Stammen immunisiert worden waren, konnten nach Infektion mit rekombinanten BCG-
Pasteur und —Japan diese Mykobakterien nicht eliminieren. Der Autor folgert daraus, dass
BCG-Japan und —Prag auch eine Infektion mit M. tuberculosis nicht verhindert hétten. In
dieser Studie war erstmals der Nachwels fir eine unzureichende Immunisierung und
Immunstimulation aufgrund von immunologischen Unterschieden zwischen den BCG-

Stammen erbracht worden.

Dieser Sachverhalt betont die Bedeutung der vorliegenden Arbeit. Vor allem die steigende
Zahl der in der Therapie eingesetzten BCG-Stdmme und nachgewiesene genetische
Unterschiede zwischen den Stdmmen, die durch die Deletion verschiedener Gene
verursacht wurde, zeigt die Notwendigkeit von vergleichenden Untersuchungen und
weiteren in-vitro Studien, um die immuntherapeutische Potenz und Sicherheit der BCG-

Stdmme nachzuweisen. Dazu liefert die vorliegende Arbeit einen ersten Beitrag.
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44. Relevanz der vorliegenden Ergebnisse fur die Immuntherapie mit Bacillus
Calmette-Guérin (BCG)

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass alle verwendeten BCG-Stdmme
sowohl ein gutes Adh&sionsvermdgen a's auch eine effektive immunstimulatorische Potenz
besitzen. Diese Ergebnisse stimmen mit den in Tabelle 4.1 aufgefihrten Daten der
klinischen Studien Uberein, die gezeigt haben, dass alle verwendeten Stdmme zu einer

deutlichen Reduktion der Rezidivrate des oberflachlichen Urothelkarzinoms fiihren.

Die vorliegende Studie hat zwar keine qualitativen, jedoch gquantitative Unterschiede
zwischen den Stdmmen zeigen konnen. Bereits seit Beginn der Immuntherapie des
oberfléchlichen Blasenkarzinoms mit Bacillus Camette-Guérin war vermutet worden, dass
neben der Viabilitdt der Mykobakterien und dem verwendeten Therapieschema auch der
BCG-Stamm den Therapieerfolg der Immuntherapie beeinflusst .

Allerdings existierten bislang nur wenige klinische oder in-vitro Studien, die Unterschiede
zwischen den BCG-Stammen nachweisen konnten. Ratliff et al. vertraten die Meinung,
dass die Wahl des BCG-Stammes den Therapieerfolg nicht beeinflusst, so dass auch BCG
aus Léndern der 3. Welt sicher und effektiv ist .

Daher stellt sich nun die Frage, inwieweit die in-vitro gefundenen Unterschiede Relevanz
fUr einen Therapieerfolg besitzen. Ratliff et al. hatten - wie oben beschrieben - nachweisen
konnen, dass Unterschiede in der Adhasion der Mykobakterien, die den initialen Schritt der
Immuntherapie darstellt, auch den Erfolg einer Immuntherapie beeinflussen . Unter
Berticksichtung der Ergebnisse dieser Arbeit konnte sich daher die schlechtere Adhasion
von BCG-Connaught, -Copenhagen und —Moreau auch negativ auf den Therapieerfolg

auswirken.

Allerdings ist davon auszugehen, dass die BCG-Immuntherapie zum jetzigen Zeitpunkt im
Uberdosisbereich ausgefuhrt wird. So kann eine geringere Affinitat der Mykobakterien zu
den potentiellen Bindungsstellen an den Blasentumorzellen durch eine Erhthung der
Konzentration der Mykobakterien ausgeglichen werden. Daher sollte eine fur einen
Therapieerfolg ausreichende Adhasion der Mykobakterien an der Mukosa bzw. den
verbliebenen Tumorzellen erreicht werden. Die nachgewiesenen Unterschiede erlangen
aso bei den Standardprotokollen unter Beibehaltung der zur Zeit eingesetzten

Bakteriendosi s hochstwahrscheinlich keine Relevanz.
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Es wird jedoch vermutet, dass die Schwere der Nebenwirkungen der BCG-Immuntherapie
auch von der zur Therapie eingesetzten Bakterienkonzentration beeinflusst wird. In low-
dose Protokollen wird daher versucht, durch Reduktion der BCG-Konzentration auch die
Nebenwirkungsrate und die Schwere der Nebenwirkungen zu reduzieren. Die Reduzierung
der verwendeten Keimzahl kénnte bewirken, dass Stamme mit einer geringeren Affinitét
zu den Tumorzellen und daraus resultierender geringerer Adhasion und Phagozytose eine
nicht mehr ausreichende Adhasion an den Blasentumorzellen zeigen. Eine geringere
Adhéasion der Mykobakterien konnte dann zu einer ineffektiveren Immunantwort fuhren,

die wiederum negativen Einfluss auf die Rezidivrate haben wirde.

In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass dieselben BCG-Stamme,
die eine geringere Adhasionsfahigkeit besitzen, auch eine geringere immunstimulatorische
Potenz aufweisen. Dabel wurden Adhdsion und immunstimulatorische Potenz der

Mykobakterien unabhangig voneinander bestimmt.

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Zytotoxizitat der BAK-Zellen von der
zur Stimulation verwendeten Dosis an Mykobakterien abhangig ist. Dies wirde bedeuten,
dass BCG-Stdmme, die schlecht an Blasentumorzellen adhérieren, - bedingt durch die
niedrigere Bakterienkonzentration in der Blasenmukosa - auch zu einer verminderten

Stimulation der immunkompetenten Zellen fihren.

Da BCG-Connaught, -Copenhagen und -Moreau zusdtzlich ein niedrigeres
immunstimulatorisches Potential besitzen, konnte sich der Effekt der schlechteren
Adhdsion mit dem Effekt der uneffektiveren Immunstimulation potenzieren bzw.

zumindest negativ beeinflussen.

Daher ist ein Vergleich der verschiedenen BCG-Stdmme im Mausmodell anzustreben, um
den Effekt der schlechteren Adh&sion und der geringeren Immunstimulation einiger BCG-
Stdmme in-vivo zu Uberprifen. Eine weitere interessante Frage wéare weiterhin, inwieweit
sich diese Faktoren in-vivo beeinflussen und welchen Effekt die BCG-Dosis in

Abhéangigkeit vom BCG-Stamm auf die Immuntherapie hat.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine um den Faktor 100 geringere
Konzentration von BCG-Tice eine hohere Zytotoxizitdt induziert as die
Standardkonzentration von BCG-Connaught. Auch diese Ergebnisse kénnten durch die

Verminderung der Bakterienkonzentration in low-dose Protokollen relevant werden. Der
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in-vitro Vergleich der Dosis-/Wirkungskurve hat hier erste Ergebnisse geliefert und muss
auf weitere Stamme ausgedehnt werden. Als nachster Schritt sollte untersucht werden,
inwieweit sich diese Daten in-vivo im Mausmodel | bestétigen lassen.

In einem weiteren Versuch konnte ermittelt werden, dass so genannte ,, non-responder” auf
keinen der verwendeten BCG-Stdmme mit der gewohnt hohen Zytotoxizitét der MNZ
reagieren. FUr die Therapie des oberflachlichen Urothelkarzinoms kénnte man daher den
Schluss ziehen, dass bei einem Therapieversagen eines BCG-Stammes der Wechsal zu
einem anderem BCG-Stamm wenig sinnvoll erscheint. Jedoch bedarf die Frage, inwieweit
ein Ansprechen der Patienten auf eine BCG-Immuntherapie durch in-vitro Versuche
vorausgesagt werden kann und ob , non-responder unter in-vitro Bedingungen auch

tatséchlich eine hohere Rezidivrate aufweisen, weiterer Untersuchungen.

Der genaue Wirkmechanismus der BCG-Immuntherapie ist bislang nicht bekannt. Die
vorliegende Arbeit hatte sich nicht zur Aufgabe gestellt, die Aufklarung des
Wirkmechanismus dieser Immuntherapie weiter voranzutreiben. Es konnte aber gezeigt
werden, dass alle BCG-Stdmme zu einer effektiven Stimulation von immunkompetenten
Zéellen fuhren, wéahrend die atypischen Mykobakterien einen eher zu vernachlassigenden

Effekt zeigen. Hierin konnte ein fir Bacillus Calmette-Guérin spezifischer Effekt liegen!

Im Gegensatz dazu konnte Ratliff gute immuntherapeutische Ergebnisse im Mausmodell
mit M. kansasii erzielen, und Kreider konnte die immuntherapeutische Potenz von C.
parvum in der Ratte nachweisen . Eine genauere Untersuchung der immunologisch
relevanten Parameter der verschiedenen Bakterien kdnnte einen Beitrag zu der Antwort auf
die Frage leisten, welche Faktoren zu einer Stimulation der immunkompetenten Zellen
fihren. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit scheint Bacillus Camette-Guérin diese
Faktoren zu besitzen, wahrend die atypische Mykobakterien und E. coli diese Faktoren

nicht oder in geringerer Auspragung exprimieren.

Zhang hatte 1995 keine genetischen Unterschiede bezlglich verschiedener DNA-
Fragmente zwischen BCG-Connaught und -Tice nachweisen kénnen . Neuere genetische
Untersuchungen der BCG-DNA durch Behr et al. haben hingegen die Deletion
verschiedener Gene seit der Attenuierung von Bacillus Calmette-Guérin nachgewiesen .
Alle bisher existierenden BCG-Stamme sind auf den Ursprungstamm von Calmette und
Gueérin zurlckzufihren. Durch fortlaufende Kultivierung an verschiedenen Orten und unter
unterschiedlichen Kulturbedingungen hat sich dann eine Vielzahl an Tochterstdmmen
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entwickelt, die sich durch die Deletion verschiedener Gene voneinander unterscheiden. Die
Autoren sehen in der Anpassung der Mykobakterien an die Kulturbedingungen die
Ursache fur eine Schwéchung des immunstimul atorischen Potentials.

Zudem gehen die Autoren davon aus, dass auch in Zukunft - bedingt durch die
fortschreitende Evolution und die Selektion unter den in-vitro Kulturbedingungen -
genetische Verdnderungen in der BCG-DNA und eine Abschwéchung der Virulenz der
Mykobakterien zu erwarten sind. Daher ist es nicht zuletzt aufgrund der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit dringend erforderlich, die BCG-Stdmme hinsichtlich der fur die

Immuntherapie relevanten Parameter unter standardisierten Bedingungen zu tberwachen.

Ob eine Standardisierung der Kulturbedingungen und der Prdparationen eine weitere
genetische Veranderung und unter Umstanden eine immunologische Schwéachung der
BCG-Stamme beeinflussen konnte und ob gezielte genetische Veranderungen die
Effektivitét der Immuntherapie eventuell sogar steigern kdnnen, werden weitere Studien

zeigen missen.

Die vorliegende Arbeit konnte den Nachweis erbringen, dass quantitative Unterschiede
zwischen den untersuchten BCG-Stdmmen beziglich der Adhdsion an epithelide
Tumorzellen und der Immunstimulation existieren. Als Ursache fir diese Unterschiede
kommen genetische Veranderungen in Betracht, wie sie durch andere Autoren
nachgewiesen werden konnten. Da sich die BCG-DNA auch in Zukunft verandern wird
und somit parallele Veranderungen der immunologisch relevanten Parameter nicht
auszuschliefRen sind, sollten die fur die BCG-Immuntherapie relevanten Parameter unter
standardisierten Bedingungen in reproduzierbaren Assays engmaschig kontrolliert werden.
Bezuglich der zu standardisierenden Parameter und der zu verwendenden in-vitro Assays
kann die vorliegende Arbeit erste Anhaltspunkte geben.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Immuntherapie des oberflachlichen Urothelkarzinoms mit verschiedenen Stammen
von Bacillus Calmette-Guérin (BCG) hat sich in der Vergangenheit als effektive Therapie
erwiesen, die hinsichtlich Rezidivrate und Tumorprogress einer Instillationstherapie mit
alen bisher verwendeten Chemotherapeutika Uberlegen ist. Allerdings wurde in der
Literatur immer wieder die Frage diskutiert, ob auch die Auswahl eines BCG-Stammes den
Erfolg der Immuntherapie beeinflussen konnte, zumal neuere Studien genetische
Unterschiede zwischen den einzelnen BCG-Stammen nachweisen konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals 6 verschiedene BCG-Stamme sowie 6
verschiedene atypische mykobakterielle Stamme und E. coli unter standardisierten Kultur-
und Versuchsbedingungen hinsichtlich zweier fir die Immuntherapie des
Urothelkarzinoms entscheidender Parameter untersucht.

Im Vergleich der Adhésionsfahigkeit an epithelialen Tumorzellinien zeigt sich, dass alle
verwendeten BCG-Stéamme und E. coli gut an den Tumorzellen adhérieren, die atypischen

Mykobakterien jedoch ein deutlich geringeres Adhas onsverméogen aufweisen.

Waéhrend alle BCG-Stdmme zu einer effektiven Stimulation der mononukledren Zellen
(MNZ) im Zytotoxizitdtsassay fuhren, bewirkt die Stimulation dieser Zellen mit den
atypischen Mykobakterien und E. coli keine nennenswerte Steigerung der Zytotoxizitét

gegen epitheliale Tumorzellinien.

Es existieren jedoch quantitative Unterschiede zwischen den BCG-Stammen hinsichtlich
der Adhdsion an Tumorzellen und der Induktion von BAK-Zellen und der damit
verbundenen Zytotoxizitdt gegen die Tumorzellen. BCG- Pasteur, -RIVM und —Tice

zeigten hier eindeutig bessere Ergebnisse a's BCG-Connaught, -Copenhagen und —Moreau.

Eine um den Faktor 100 geringere Dosis von BCG-Tice induzierte sogar eine héhere
BAK-Zell-Zytotoxizitét a's die Standarddosis von BCG-Connaught.

In friheren Studien hatte sich gezeigt, dass die mononukledren Zellen (MNZ)
verschiedener Spender nach Stimulation mit BCG nicht das erwartete zytotoxische

Potential erreichten. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass bei diesen
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Spendern keiner der verwendeten Stdmme zu einer deutlichen Steigerung des
zytotoxischen Potentials fuhrte.
Inwieweit diese unter in-vitro Bedingungen gewonnenen Ergebnisse fir die Situation in-

vivo relevant sind, missen weitere Untersuchungen kléren.

Allerdings fuhren der Nachwels von immunologisch relevanten Unterschieden zwischen
den BCG-Stdmmen einerseits und bereits vorhandene und weiterhin fortschreitende
genetische Veranderungen andererseits zu der Forderung, die immuntherapeutisch bzw.
genetisch relevanten Faktoren engmaschig unter standardisierten Bedingungen zu

kontrollieren.
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6. LITERATUR



7. ANHANG

7.1. Extinktionsgeraden der atypischen Mykobakterien und E. coli

M. chelone y = 6E-11x + 0,0085
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Abb. 7.1 : Extinktionsgerade fur M. chelonae.
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Abb. 7.2 : Extinktionsgerade fir M. gordonae.
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Abb. 7.3 : Extinktionsgerade fur M. kansasii.

oD

M. vaccae

08 1

07t

0,6 +

04 1 .

03t

.

01+

0 + + + +

0,00E+00 5,00E+08 1,00E+09 1,50E+09 2,00E+09
CFU/ml

2,50E+09

3,00E+09

y = 3E-10x + 0,047

Abb. 7.4 : Extinktionsgerade fur M. vaccae.
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M. avium y = 1E-10x + 0,1159
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Abb. 7.5 : Extinktionsgerade fur M. avium.




Abb. 7.6 : Extinktionsgerade fur M. aviumintracellulare.
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E. coli y = 3E-10x + 0,0341
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Abb. 7.7 : Extinktionsgerade fir E. coli.
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7.2. Berechnung der Bakterienkonzentration tUber die gemessene Extinktion

Tab. 7.1. Berechnung der Bakterienkonzentration



7.3.

Literatur Ubersicht Uber die verwendeten BCG-Stdmme

7.3.1. BCG in der Immuntherapie des oberflachlichen Urothelkarzinoms

Konzen-

(1990)

Ovesen, Steven
(1993)

lari (1991)

Copenhagen

Moreau

6x wochentlich, 6x alle
14 Tage zusétzlich bei
Rezidiv

BCG intravesikal / oral

6 x wochentlich,

CIS

pTa, pT1

Autor Stamm tration Therapieschema Tumorstadium Patienten Erfolgsrate | Literatur
. . CR=87%
zusétzlich 3 Ingtilla- i
Lamm (1995) Connaught . CIS, Ta T1 83%, UR =
tionen nach 3 Monaten 92%
Mack Frick Low dose, 27 6x wochentlich,
a°19'95”° Connaught | mg, 3x108 | 1x/Monat fir 1 Jahr, |Hochrisikopatienten| 25 CR = 84%
( ) cfu Erhaltungstherapie
Kalbe (1994) Connaught 120 mg monatlich fir 1 Jahr 32 CR =84%
CIS:CR=
Bach, Rusd | Connaught/ PTis pTa pTL | 26/78 92%,
(1992) (88%/78%)
Baretto (1992) Connaught CR=74%
6x wochentlich, 3x
Lamm (1992) Connaught 120 mg wochentlich nach 12 CR=82%
Wochen
Romics, f
: Connaught / . . pTis, pTa, pT1 CR=74%/
Christoph Pasteur 120/150 mg 6x wochentlich G1-2 26/13 85%

CR=68%

CR:
81%/60,7%

Ma&';'g';;' ck Paster | 0 gfsém monatlich fiir 1 Jahr, pT1, pTis 81 CR: 80%
vierteljéhrlich im 2. Jahr
pTa
- 75 mg low 0
Pagano, Milani Pasteur dose, 150 mg pT1, pTis, pTa 183 70%/62431
(1995) Standard pT1+pTis:
82%, 64%
Merz, Studer . . pTis .
(1995) Pasteur 120 mg 6 x wéchentlich (primér/sekundér) 115 CR : 88%/78%
Mack, Frick Pasteur /
(1994) Connaught
keine
Ta, pTl f
Fellows, . . p ) Unterschiede
Wallace (1994) Evans/ Pasteur 6 x wochentlich Markertumor nicht 99 in Effektivitit
reseziert
und NW
6 x wochentlich, 1x
, CR: 68%
Melekos, nach 3 Monaten;
Dauaher (1093)| & zusitzlicher 4 Wochen-| ~ PT@PTL (41% ohne
K BCG)
urs
Bach, Russel Pasteur / CR:
p pTis, pTa pT1 78/26 88,5%/73%,
(1992) Connaught 92% bei CIS
keine
Mukherjee, Unterschiede,
Smith (1997) | Pasteur/ Glaxo CRnach5 J.
43%
Eure,
Schellhammer Pasteur 6 x wéchentlich, (Wdh.) pTl 30 CR: 66 %
(1992)
Rintala, Vaaasti Pasteur / . 0
(1991) Mitomycin C pTapTl 91 CR : 40%/58%




6 x wochentlich, 2.Kurs

van-der Meijden
(1988)

RIVM /
Mitomycin C

1x109 cfu

6 x wochentlich

308

Pagano, : S .
; 75 mg low bel Rezidiv; 12 x . NW reduziert,
Garbeglio Pasteur oo monatlich, pTis, pTa pT1 126 | CR:57-74%
(1991) vierteljahrlich for 1 J.
Melekos, 6 x wochentlich, dann
Barbalias Pasteur vierteljahrlich; 2. Kurs
(1990) bei Rezidiv
Romics,
Christoph Pasteur, 150 Mg/ 120 ¢\ schentlich pTapTl 13126  |CR: 85%/74%
Connaught mg
(1990)
Kaisary (1087) | Fo9 Tioe 21 | aleeffektiv
120 mg
Lamm (1981) Pasteur '””g"fgka" 6 x wochentlich CR:78%
intrakutan

Rezidivrate
29.8% BCG/
25%
Mitomycin C

Witjes, van-der-
Mejden (1995)

RIVM/ Tice/

Mitomycin C

5x108 cfu
(BCG)/ 30
mg

6 x wdchentlich (BCG)

pTis, pTa, pT1

437

Mitomycin C
genauso
effektiv wie
RIVM aber
effektiver ds
Tice

DelJager, Lamm, . 1-8x108 cfu | 6 x wochentlich, 12x .
Reitsma (1991) Tice =50mg monatlich as 119 CR - 76%
; CR:68%/
Khanna, Tice/ )
) . pTa, pTis, pT1 158 57%, BCG
Uhimann (1991)| Adriamycin insg 85%
6 x wochentlich, dann
. 3x alle 2 Wochen, dann Rezidvrate :
Lamm (1991) Tice 50Mg | haipjhrlich: zusétzlich 66 43%142%
percutan
200 mg ora
3x pro 6 x wochentlich, dann Rezidivrate :
. Woche/ 50 | 3x alle 2 Wochen, dann 64% oral /
L.amm (1990) Tice mg | halbjanrich: zusitzlich 88 33%
intravesikal percutan intravesikal
u. intrakutan
. CR: 76%
Khanna, Tice/ o
Uhlmann (1988)|  Adriamycin 135 BCE I:/) gZA)
Khanna, : BCG
Friedmann A dTI ce/ : 116 niedrigere
(1987) riamycin Rezidivrate

Tab. 7.2 Vergleich der verwendeten BCG-Stdmme in unterschiedlichen klinischen Studien
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6.2.2. Verschiedenein-vivo und in-vitro Unter suchungen

Erhéhung durch IFN, Mitomycin C

Autor Stamm Modell Unterschiede Literatur
Szﬁa?r?he;t Connaught / RIVM / |Meerschweinchen, Bindung durch Pentosan keine
(1994) Pasteur Polyphosphat verbessert
. Aggregation der Bakterien nach
Ratl(lflggll)anna Congw&t;.?cste eur/ Resuspendierung, negativer Effekt auf keine
Therapieerfolg
Sparkes, Baretto Standardisierung der Produktion, cfu
(1992) Connaught Wirksamkeitstestung
’ Blasenkarzinomzellinie T-24, direkter . ’ .
Rajala, Lahde | Connaught, Pasteur, - - geringe Unterschiede zwischen den
(1992) RIVM, Tice, Evans zytotoxischer Effekt der Bakterien, StAmmen

Ratliff (1990)

Connaught / Tice/
Amand Frappier / M.

Bindung an Fibronektin (FN), Mausmodell
MB49

BCG Stamme kein Unterschied, M.
kansasii bindet besser und ist effektiver

kansasii in der Therapie im Mausmodell
. Connaught / Pasteur / . ) . Glaxo bindet schlechter und hat
Ratliff (1988) Tice/ Glaxo Bindung an Fibronektin (FN) geringere Antitumor-AKktivitét

Kreider, Bartlett

Connaught / Pasteur /
RIVM / Tice/ Glaxo

Ratte, Mammakarzinom (Adenokarzinom),
unterschiedliche BCG-Préparationen, C.

C. parvum deutlich Uberlegen, BCG

Meijden (1993)

Tice/ RIVM

(1980) / Phipps parvum, Bakterien direkt intratumoral keine Unterschiede, Glaxo nicht effektiv
Willmott, Connaught / Pasteur / Ratte, Sarkom, direkt intratumoral, Connaught deutlich besser als Qlaxo,
Baldwin (1979) Tice/ Glaxo unterschiedliche Préparationen Pasteur besser als Glaxo, keine
Unterschiede zwischen Tice und Glaxo
Connaught / Pasteur /
Lefford (1978) |Tice/ Glaxo/ Phipps| Bakterien direkt in die Lunge appliziert keine
/ Birkhaug
Connaught / Pasteur / BCG-Vakzine, T-Zell abhangige - u
Lagrange (1977) Tice/ Glaxo/ Immunantwort, gleiche Pesteur gEl axss Eo :In? ;iéﬁlzr;ﬂ(te;nen&amme,
PHIPPS Wachstumsbedingungen der Bakterien
’ Connaught / alle gefriergetrocknet, Anzahl |ebender
La?ldé,?%eld Copenhagen / Pasteur| Bakterien und verbliebende Virulenz in Pasmga%r;?q C;;pir:}ae%ﬁ?&aﬁrgnbﬂm,
/ Japan Goldhamster
gefrorene Pasteur /
Hanna, Tice/ Phipps; . .
Guttermann lyophilisiert Meerschweinchen, Leberzellkarzinom frisch gefro;e\?vzngsteur und Phipps
(1976) Connaught / Pasteur /
Tice
O’ Connell, Pasteur (gefroren / . . . . )
Schutt (1981) | Iyophilisiert) / Tice Mensch, Mammakarzinom kein Therapieerfolg, keine Unterschiede
Bal(irﬂgau b Pasteur / Tice/ Glaxo Lymphozyten-Assay Pasteur am besten
Witjes, van-der- Wirkung von Antikoagulantien auf FN-

BCG-Bindung

keine

Bartlett, Kreider
(1980)

Tice, 8 verschieden
Stamme bzw.

Praparationen

Meerschweinchen, Leberzellkarzinom

lyophilisierte BCG-Tice am besten

Tab. 7.3 Vergleich der verwendeten BCG-Stamme unter in-vivo und in-vitro Bedingungen
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