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1. Zusammenfassung

Das duktale Pankreaskarzinom ist eine der tédlichsten Krebsentitaten. In den meisten Fallen
wird es im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, fur das derzeit keine kurative
Therapieoption verfigbar ist. Eine der groften Hirden flr die Therapie stellt die
immunsuppressive Tumormikroumgebung dar. Teil dieser sind Bakterien, die den Tumor
besiedeln. Zwischen Patient:innen ist die Verteilung der Stamme und die damit assoziierten
Effekte heterogen. Die gezielte Transplantation von Bakterien kann fur spezielle Kollektive das
Ansprechen auf Therapien verbessern. Eine weitere Methode, die bisher vor allem praklinisch
erprobt wurde, ist die Einflhrung von gentechnisch veranderten Bakterien. Hierbei wird sich
die natlrliche Eigenschaft von Bakterien, gezielt Tumorgewebe zu kolonisieren, zunutze
gemacht, um Therapeutika lokal freizusetzten. In dieser Arbeit wurden gentechnisch
modifizierten Bakterien des Stammes  Escherichia  coli, die  rekombinante
immunstimulatorische Proteine FimH-abhangig auf ihrer Oberflache prasentieren kénnen,
generiert und getestet. FimH ist ein bakterielles Adhasinprotein, das sich an der Spitze der
Fimbrien von E.coli befindet und die Funktion hat, Bakterien an Wirtszellen anzuhaften. Durch
genetische Modifikation wurde das FimH Protein mit hochkonservierten Fragmenten von TNF-
a fusioniert und auf der bakteriellen Oberflache exprimiert.

Ziel war es, die rekombinanten Proteine mit immunstimulierenden und zytolytischen
Eigenschaften im Pankreaskarzinom mittels genetisch modifizierter Bakterien herzustellen,
um den Tumor zu behandeln. Hierzu wurden verschiedene TNF- a Varianten genutzt.

Die induzierbare Expression der Proteine durch die verwendeten Bakterien konnte sowohl in
vitro als auch in vivo nachgewiesen werden. Fir den Nachweis der Bioaktivitdt der
rekombinanten TNF-a-FimH Fusionsproteine wurden murine Makrophagen aus Mausen des
Stammes C57BL/6N Myd88~ Trif"- verwendet. Hierzu wurde die TNF-a-Rezeptor-abhangige
Signalweiterleitung in murinen Makrophagen untersucht. Im anschliefenden in vivo Versuch
wurde in immunkompetenten Mausen des Stammes C57BL/6N die antitumorale Wirkung
untersucht. Die intraperitoneale Verabreichung der Bakterien mit induzierbarer TNF-a-FimH-
Expression fuhrte bei Mausen mit orthotopen syngenen Pankreaskarzinomen zu einer
signifikant 1angeren Uberlebensdauer als bei Mausen, die mit wt-Bakterien behandelt wurden.
Der zugrundeliegende Mechanismus konnte in dieser Arbeit jedoch nicht aufgeklart werden.
Die Verabreichung der Bakterien fuhrte nicht zu signifikanten Veranderungen der Blut-

Zytokinwerte oder zu anderen adversen Effekten.
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2. Einleitung

Diese experimentelle Arbeit beschaftigt sich mit der Entwicklung eines neuartigen

Therapieansatzes flr das Pankreaskarzinom.

21 Grundlagen des Pankreaskarzinoms

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) war 2022 fur die viertmeisten
Krebstodesfalle Uber beide Geschlechter hinweg in der EU verantwortlich, wahrend es nur die
siebthéchste Inzidenz hatte.' In den USA wird erwartet, dass das PDAC bis 2030 die
zweithaufigste Ursache fir Krebstodesfalle sein wird.?

Mit einer relativen Funf-Jahres-Uberlebensrate von 13 % gehort es zu den Krebsarten mit der
schlechtesten Prognose ab Zeitpunkt der Diagnose.® Eine Heilung ist nur durch chirurgische
Resektion erreichbar, die nur in einem friihen Stadium moglich ist. In einem solch frihen
Stadium werden jedoch nur 15 bis 20 % der Patient:innen diagnostiziert.*

Symptome treten haufig erst in fortgeschrittenem, metastasiertem Stadium auf und sind
unspezifisch. Das einzige Symptom mit einem positiven pradiktiven Wert von mehr als 1 % ist
der lkterus, welcher wiederum nur in 30 % der Falle auftritt.®

Ein Screeningverfahren fir die asymptomatische Allgemeinbevélkerung wird derzeit nicht
empfohlen. Bei Patientiinnen mit speziellen hereditdren Risikofaktoren kdnnen
Screeningverfahren zum Einsatz kommen, diese Gruppe macht jedoch nur etwa 10 % der
Pankreaskarzinomfalle aus.®

Kurz- und mittelfristig muss daher davon ausgegangen werden, dass weiterhin eine Mehrzahl
der Patient:innen in lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Stadium diagnostiziert
werden. Hier kommen aktuell FOLFIRINOX, NALIRIFOX und die Kombination aus Gemcitabin
mit nabPaclitaxel als Erstlinientherapien zum Einsatz.” Wahrend verlangertes Uberleben bei
hoherer Lebensqualitdt durch Chemotherapien nachgewiesen werden konnte® und neue
Therapieregime Vorteile gegentiber vorherigen haben®, bleiben substanzielle Fortschritte aus.
Immuncheckpoint-Inhibitoren, die die Therapie vieler anderer Krebsarten in den letzten Jahren
revolutioniert haben, zeigen beim PDAC eine unzureichende Effektivitat.’® Auch andere
Immuntherapien wie chimare Antigenrezeptor T-Zellen scheinen auf das PDAC nicht gut
Ubertragbar zu sein.' "2,

Die Tumormikroumgebung (TME) wird als bedeutende Hirde fir die Therapie des PDAC
betrachtet.

2.2 Die Tumormikroumgebung
Charakteristisch fur die TME des PDAC ist ein ausgepragtes, desmoplastisches Stroma.

Dieses wird zu groRen Teilen von krebsassoziierten Fibroblasten (CAF) gebildet. CAFs
12



rekrutieren sich aus pankreatischen Sternzellen, aber auch aus Stammzellen des
Knochenmarks und Fettgewebes.” Wie die Herkunft sind auch ihre Funktionen vielfaltig:
Neben der Stroma-Bildung férdern sie das Tumorwachstum' und die Immunsuppression.’
Gleichzeitig scheinen sie den Tumorprogress auch einzudammen: Die Depletion von CAF in
Mausen mit PDAC fuhrte zu einem verstarkten invasiven Wachstum und einer verklrzten
Uberlebenszeit.®

Die im TME befindlichen Immunzellen zeigen im Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe ein
ausgepragt immunsuppressiveres Expressionsmuster. So werden regulatorische T-Zellen fast
ausschlieRlich im Tumorgewebe detektiert."”

Die bei Uber 90 % der PDAC nachgewiesene KRAS Mutation fiihrt Uber Freisetzung von
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF),"® vermehrte PD-L1-
und verminderte MHC-1-Expression?® zusatzlich zu einer Beeintrachtigung von CD8+ T-
Lymphozyten.

Ein weiterer mdglicher Faktor ist das Tumormikrobiom. So zeigten Pushalkar und Kollegen die
Unterdriickung des adaptiven Immunsystems durch das Mikrobiom. Sie postulierten, dass das
Mikrobiom eine Toleranz des PDAC durch eine Aktivierung spezifischer Toll-like Rezeptoren

(TLR) von Monozyten bewirkt.?!

2.2.1. Bakterien als Teil der TME

Bakterien sind ein erst in jungster Zeit in den Fokus geruckter Bestandteil der TME. In Mausen
konnte die selektive Kolonisierung von Tumoren und deren Metastasen durch Bakterien
nachgewiesen werden.?>?* Geller et al. fanden in 76 % von menschlichen
Pankreastumorproben Bakterien.?®

Die Tumorinfiltration ist unabhangig von Chemotaxis und Motilitat?® der Bakterien und erfolgt
vermutlich vaskuldr?* Zu den beeinflussenden Faktoren zahlen unter anderem
Immunzellen,?27 Zytokinsekretion?® und der bakterielle Stoffwechsel.?® Die Kolonisierung ist
sowohl hinsichtlich des Verteilungsmusters als auch der Stdmme heterogen.?®

Die Effekte der bakteriellen Kolonisation sind vielfaltig und heterogen.

Routy et al. zeigten den Zusammenhang zwischen der Kolonisation mit bestimmten Stammen
und dem Ansprechen auf eine PD-1-Checkpointinhibitor-Therapie in Mausen. Durch die
Transplantation dieser Stdmme konnten Resistenzen bei vormals nicht auf PD-1-Therapie
ansprechenden Mausen Uberwunden werden®®. Auch fir eine Untergruppe menschlicher
Melanom-Patient:innen konnte nach Transplantation von Stuhl von auf die Therapie
ansprechenden Patient:innen ein signifikant besseres Ansprechen beobachtet werden. 3
Auch fur das PDAC besteht ein Zusammenhang zwischen Tumormikrobiom und sowohl

Uberleben als auch Infiltration durch CD8+ T-Zellen.32
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2.2.2. Genetisch modifizierte Bakterien als Therapie

Neben der Identifikation von fiir Krebstherapien férderlichen oder hinderlichen®® Stammen ist
auch das gezielte Einbringen von gentechnisch veranderten Bakterien ein vielversprechender
Ansatz, um Therapiemdglichkeiten zu erweitern. Hier werden die naturlichen
tumorinfiltrierenden Eigenschaften genutzt, um Wirkstoffe gezielt in das TME zu bringen.
Hierfir werden verschiedene Bakterienarten, meist Escherichia coli (E. coli)*3* oder
Salmonella,®%¢ verwendet. Die durch die Bakterien eingebrachten Wirkstoffe sind haufig
Bestandteile der bakteriellen Membran® oder Zytokine.**37:3 Die Induktion der
Wirkstofffreigabe kann beispielsweise durch die im TME vorherrschende Hypoxie®* oder durch
aulere Reize wie ionisierende Bestrahlung® oder ultraschallvermittelte Hyperthermie®’
erfolgen.

In praklinischen Modellen zeigten verschiedene Anséatze vielversprechende Ergebnisse.3" 4041
Auch in einer veterinar-klinischen Studie konnte ein Uberlebensvorteil fiir Hunde gezeigt
werden, die zusatzlich zu der standardmafigen Chemotherapie mit IL-2-freisetzenden
Salmonellen behandelt wurden.* Klinische Studien mit menschlichen Patient:innen konnten

hingegen noch keinen Durchbruch erzielen.3®

2.3 Grundlagen der in dieser Arbeit generierten Bakterien
Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem gentechnisch veranderten Bakterienstamm E. coli BL-
21-Gold, welcher mit dem bakteriellen Vektor pET-11a ausgestattet wurde, um induzierbar

rekombinante TNF-a-FimH Fusionsproteine zu exprimieren.

2.3.1. FimH-Display-System

Die Grundlage fur die in dieser Arbeit entworfenen Bakterien bildet das in unserem Labor
entwickelte FimH-Display-System. FimH ist ein adhasives Protein, das an der Spitze von Typ-
1-Fimbrien lokalisiert ist. Diese Typ-1-Fimbrien kommen natlrlicherweise auf E. coli vor und
ermdglichen das Anheften an Glykoproteine.*?

Das FimH-Display fusioniert ein rekombinantes Protein-of-Interest (POI) an das Ende dieser
Typ-1-Fimbrie. Auf diese Weise kann von den bereits vorhandenen, fur Faltung und Transport
auf die Oberflache optimierten Prozessen des Bakteriums Gebrauch gemacht werden.

Die auf diese Weise an die Oberflache transportierten Proteine sind biologisch aktiv.*® Die
Expression wird durch einen lacUV5-Promotor reguliert, der durch den kunstlichen Zucker

Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) aktiviert werden kann.

14
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des FimH-Displays. Das POl wird im Periplasma zwischen innerer
Membran (IM) und &uBerer Membran (AM) gefaltet und an der Spitze eines Fimbriums an die Bakterienoberfléche
gebracht. Aus Chmielewski et al. 201943

2.3.2. Hochkonservierte TNF-a Peptide

Der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-qa) ist ein Zytokin, das hauptsachlich von Makrophagen
und T-Zellen ausgeschiittet wird.** Er ist Ligand des ubiquitar vorhandenen TNF-Rezeptors 1
(TNF-R1) und des hauptsachlich auf Lymphozyten, dendritischen Zellen und Endothelzellen
exprimierten TNF-R2.4°

Neben regulatorischen Funktionen z. B. bei der Bildung von B-Zell-Follikeln in der Milz*® ist er
vor allem bei akuten wie chronischen Entziindungsreaktionen und bei der Steuerung von
Zelltod und Uberleben von entscheidender Bedeutung. Zuséatzlich foérdert es die
Tumorinfiltration durch Bakterien.?®

Die konkrete Wirkung von TNF-a hangt unter anderem von dem aktivierten Rezeptor ab. So
vermittelt TNF-R1 ganz allgemein proinflammatorische Signale, wahrend TNF-R2 eher
antiinflammatorische und gewebeschiitzende Funktionen unterstiitzt.*> Die Bindung von TNF-
a an TNF-R1 kann Uber Aktivierung von Caspase-8 die Apoptose ausldsen. Gleichzeitig fihrt
TNF-R1 zur Aktivierung des NF-kB-Signalwegs und damit zur Aktivation sowie zum Uberleben
der Zelle.*” Der am Ende Uberwiegende Effekt ist dabei das Resultat eines komplexen
Zusammenspiels unterschiedlicher Signalwege und ist aktuell noch nicht véllig verstanden.
Um zu untersuchen, inwiefern die primare Sequenz von TNF-a Einfluss auf dessen Effekt hat,
verglichen Lu, Chen und Kollegen TNF-a Uber neun verschiedene Spezies hinweg. Dabei
identifizierten sie innerhalb von TNF-a mehrere hochkonservierte Peptide, die sie
anschlielfend auf ihre Zytotoxizitadt untersuchten. Hierbei beobachteten sie fir die beiden
Peptide P15 und P16 eine von TNF-R1 und Caspase-3 unabhangige zytotoxische Aktivitat auf
Tumorzellen und Erythrozyten.*® Aufgrund dieser Eigenschaft und der fiir das FimH-Display

geeigneten GroRRe wahlten wir diese beiden Peptide als Payload fir unsere Bakterien aus.
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24.1.

24.2.

2.4.3.

Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Design und Klonierung von einem Vektor, der die Expression von TNF-a
Peptiden via FimH-Display ermoglicht
Kann ein aus FimH-Display und TNF-a Peptid bestehendes Konstrukt auf der

Oberflache von E.coli Bakterien exprimiert und nachgewiesen werden?

Nachweis einer zusatzlichen biologischen Funktion der TNF-Bakterien im
Vergleich zu Vehicle-Bakterien in vitro

Zeigen die rekombinanten TNF-a-FimH Fusionsproteine eine Bioaktivitat via TNF-a
Rezeptor?

Fuhren die Bakterien mit rekombinanter TNF-a-FimH Expression zu einer verstarkten
Zytokin Produktion durch involvierte Immunzellen?

Zeigen die Bakterien mit rekombinanter TNF-a-FimH Expression eine zytotoxische
Wirkung auf Zellen unterschiedlicher solider Tumorlinien?

Verstarken die Bakterien mit rekombinanter TNF-a-FimH Expression eine

tumorlytische Wirkung von Makrophagen?

Nachweis einer zusatzlichen biologischen Funktion der TNF-Bakterien im
Vergleich zu Vehicle-Bakterien in vivo:

Wie beeinflusst die Injektion von Bakterien mit rekombinanter TNF-a-FimH Expression
das Uberleben von tumortragenden Mausen?

Kann eine Expression des Konstruktes im Tumorgewebe nachgewiesen werden?
Kann eine veranderte B- oder T-Zell Antwort beobachtet werden?

Kann eine Veranderung der Immuninfiltration des Tumorgewebes beobachtet werden?
Kann ein Anstieg von proinflammatorischen Zytokinen im peripheren Blut von

behandelten Mausen beobachtet werden?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1. Antikorper

ELISA Hersteller Katalog-Nr. Assay
c-Myc Antibody, anti human/mouse/rat, Miltenyi 130-092-113 FimH/c-Myc
HRP Biotec
Rabbit anti C-Myc Tag Polyclonal Antibody EnoGene E16TPUOO2 FimH/c-Myc
c-myc Antibody, anti-human/mouse/rat, Miltenyi 130-124-899 FimH/c-Myc
Biotin Biotec
IFN gamma Monoclonal Antibody (AN-18)  Thermo 14-7313-81 IFN-y
Fisher
IFN gamma Monoclonal Antibody (R4- Thermo 13-7312-81 IFN-y
6A2), Biotin Fisher
anti-mouse IL-2 Bio-Legend 503706 Maus-IL2
Biotin anti-mouse IL-2 Bio-Legend 503804 Maus-IL2
Biotin anti-mouse TNF-a Antibody Bio-Legend 506311 Maus-TNF
anti-mouse TNF-a Antibody Bio-Legend 510801 Maus-TNF
Biotin Anti-Mouse IFN-y BD 551506 Maus-IFN-y
Bioscience
Anti-Mouse IFN-y Thermo 14-7313-81 Maus-IFN-y
Fisher
Purified Mouse Anti-Human IL-2 BD 555051 IL2
Bioscience
Biotin Mouse Anti-Human IL-2 BD 555040 IL2
Bioscience
Human TNFalpha ELISA Kit ImmunoTools 31673019 TNF
Humanes Interleukin2 Apotheke der IL2
Uni zu Kolin
Humanes Interferon Gamma Apotheke der IFN-y
Uni zu Kdlin
Durchflusszytometrie Hersteller Katalog-Nr.
Brilliant Violet 510™ anti-mouse CD19 Antibody Bio-Legend 115546
PE anti-mouse CD69 Antibody Bio-Legend 104507
APC anti-mouse CD80 Antibody Bio-Legend 104713
PE/Cyanine7 anti-mouse CD86 Antibody Bio-Legend 105014
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APC anti-mouse CD86 Antibody

PE anti-mouse F4/80 Antibody

FITC anti-mouse NK-1.1 Antibody
anti-mouse CD19 APC-conjugated

APC anti-mouse CD3¢ Antibody

FITC anti-mouse CD3¢ Antibody
CD8a Antibody, anti-mouse, PerCP
CD44 Antibody, anti-mouse, PE-Vio® 770

CD62L VioBlue

CD4 Antibody, anti-mouse, APC

Goat Anti-Mouse |gG-PE
Negative Compensation Beets
Positive Compensation Beets
Westernblot

Monoklonale anti 3-Actin AB
Monoklonale anti phospho-
IKKa/B (Ser176/180) AB
Monoklonale anti phospho-
NF-kBp65 (Ser536) AB
Monoklonale anti IkBa AB
Monoklonale anti IKK AB
Polyklonale anti phospho-
ERK1/2 (Thr202/204) AB

Hersteller

Sigma-Aldrich
Cell Signaling Technology

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology

3.1.2. Zellkulturmedien und Zusatze

Bio-Legend 105011
Bio-Legend 123110
Bio-Legend 156507
ImmunoTools 22270196
Bio-Legend 100311
Bio-Legend 100305
Miltenyi Biotec 130-122-953
Miltenyi Biotec 130-102-377
Miltenyi Biotec 130-102-425
Miltenyi Biotec 130-116-487
Southernbiotech 1030-09
Biolegend 750002765
Biolegend 750002762
Katalog-Nr.  Verdiinnung
A2228 1:10000
#2697 1:1000
#3033 1:1000
#4812 1:1000
#8943 1:1000
#9101 1:1000

Name Hersteller
RPMI-1640 GlutaMAX  Thermo Fisher
FBS Good PAN Biotech
DMEM (1X) GlutaMAX  Thermo Fisher
Trypsin/EDTA (10x) PAN Biotech
Accutase Bio-Legend

XTT Sodium Salt AppliChem

BioChemica

Phenazine methosulfate Sigma Aldrich
Trypton Carl Roth
Yeast Extract Carl Roth

Katalog-Nr.
61870044
P40-37500
61965059
P10-024100
423201
A2240,0500

P9625
8952.2
2363.1

zusatzliche Informationen

Stammlésung 1:10 in PBS
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Natrium Chlorid Carl Roth 3957.2

IPTG Carl Roth CNO08.2 Stammlésung 0,2M
LymphoPrep™ ProGen 757475

Dimethylsulfoxid Carl Roth 70291

Penicillin-Streptomycin ~ PAN Biotech P10-024100

Kanamycin Carl Roth T832.2 Stammlésung: 20mg/ml
Ampicillin Carl Roth K029.5 Stammldsung: 100mg/ml

3.1.3. Puffer und Stammldsungen

PBS: 1.37 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na2HPO4, 18 mM KH2PO4 in ddH,0
Wasch-Puffer (PBS-T): 1x PBS mit 0,1 % Polysorbat20

Coating Puffer: 17% (Na2 CO3 10,69/500ml) 8 % (Na HCO3 8,4g/500 ml) 75% ddH.0
Blocking-Lésung: 100ml PBS + 3g BSA

LB-Medium: 10 g NaCl, 10 g Trypton und 5 g Yeast werden in 1L ddH20 aufgel6st und
autoklaviert. Nach dem Abkuhlen wurde das Medium bei 4°C gelagert.

Agarose-Gel: 4 g Agarose wurden in der Mikrowelle bei 800 Watt in 400ml TAE-Puffer gelost.
AnschlieRend wurden 40 ul Thiazol Orange beigefligt, das Gemisch in eine Gelkammer
gegossen und bei RT ausharten lassen.S

Ampicillin (100 mg/ml): 10 g Ampicillin-Salz wurden unter sterilen Bedingungen in 100 mli
0,9%NacCl aufgeldst, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Kanamycin (20 mg/ml): 2 g Kanamycin-Salz wurden unter sterilen Bedingungen in 100 ml
0,9%NacCl aufgeldst, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

XTT (1 mg/ml): 100 mg XTT-Salz wurden unter sterilen Bedingungen in 100 ml RPMI-1640
geldst, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

IPTG (0,2 M): 5 g IPTG wurden in 104,7 ml 0,9% NaCl aufgeldst, aliquotiert und bei -20 °C
gelagert.

1x Trypsin: 5 ml 10xTrypsin wurden mit 45 ml PBS verdinnt und anschlieend bei 4 °C
gelagert.

RIPA-Puffer: 50 mM Tris HCI, 150 mM NacCl, 0,1 % Nonidet P-40, 0,5 % Natriumdesoxycholat,
1 % SDS, 0,5 % Benzonase-Endonuklease (Merck Millipore) sowie Protease- und

Phosphataseinhibitor-Cocktails

3.1.4. Zelllinien und Bakterienstamme

Ziellinie Standardmedium Quelle Kulturbedingungen
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Panc02 RPMI + 10% FCS +
Pen/Strep

Panc02 #3006 RPMI + 10% FCS +
Pen/Strep

Panc02 #3032 RPMI + 10% FCS +
Pen/Strep

MC38 RPMI + 10% FCS +
Pen/Strep

MC38 #3006 RPMI + 10% FCS +
Pen/Strep

HEK 293T DMEM + 10% FCS +
Pen/Strep

Bakterienstamm
E.coli BL-21-Gold
E.coli BL-21-Gold #1404
E.coli BL-21-Gold #2170
E.coli BL-21-Gold #3025
E.coli BL-21-Gold #3060

E.coli DH5a Dcm negativ Dam negativ

1% RRID:CVCL_D627

37°C 5% CO2

1% Im Rahmen dieser 37°C 5% CO;

Arbeit generiert

1% Im Rahmen dieser 37°C 5% CO;

Arbeit generiert
1% RRID:CVCL_B288

37°C 5% CO2

1% Im Rahmen dieser 37°C 5% CO;

Arbeit generiert
1% RRID:CVCL_0063

Quelle
Agilent
Laborintern
Laborintern

Laborintern

37°C 10% CO2

Name in der Arbeit
Vehicle-Bakterien
GLuc-Bakterien
1xTNF-Bakterien

2x TNF-Bakterien

Im Rahmen dieser Arbeit P1516-Bakterien

generiert

Thermo Fisher

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC): Die Blutbank der Uniklinik Kdln stellte

Leukozyten-Konzentrate (,Buffy-Coats®) bereit.

3.1.5. Plasmide und Restriktionsenzyme

Plasmid Bestandteil

#1404 FimH-Display mit dem POl Gaussia Luciferase
#1559 FimH-Display mit dem POl hEGF

#2070 FimH-Display mit dem POI P16

#2129 FimH-Display mit dem POI hIL10

#3006 Kontinuierliche dTomato

Expression, GFP-

Expression bei Aktivation der Caspase3
#3025 FimH-Display mit dem POI P16glyP16

#3032 Kontinuierliche dTomato +

Expression

Clickbeatle Luciferase

Quelle

Chmielewski et al (2019)
Chmielewski et al (2019)
laborintern

Chmielewski et al (2019)

laborintern

laborintern

laborintern
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#3058 pUCIDT-Vektor mit P1516

Integrated DNA

Technologies

#3060 FimH-Display mit dem POl P1516 Im Rahmen dieser Arbeit
generiert

#3076 gag und pol des Murines Leukamievirus Laborintern

#3077 Glykoprotein des Vesikulares Stomatitisvirus Laborintern

Enzyme Erkennungs Sequenz Puffer Quelle

Nco | 5 CfL C A T G G 3% 10x Puffer Thermo
3 G G T A Ct C 5% Tango Scientific

SexAl 5 Al C C WG G T g Cut smart New England
3 T G G WC Ct A 5 (Biolegend) Biolabs

3.1.6. Kits

Name Hersteller Katalog-Nr.

Ncol (10 U/uL) Thermo Fisher ER0572

T4 DNA-Ligase Thermo Fisher 10723941

NucleoSpin Tissue, Mini kit Macherey Nagel 740952.50

NucleoBond Xtra Midi kit Macherey Nagel 740410.100

Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH) Sigma 4744926001

NucleoSpin Tissue, Mini kit Macherey Nagel 740952.50

NucleoBond Xtra Midi kit Macherey Nagel 740410.100

ImMmPACT® DAB Substrate Kit Vectorlabs SK-4105

Tissue-Tek Compound Sakura 4583

BLOXALL® Endogenous Blocking Solution  Biozol VEC-SP-6000

Protein Block, Serum-Free Agilent X090930-2

Antibody Diluent Agilent S202230-2

VectaMount® Express Mounting Medium Vectorlabs VECH-5700-60

3.1.7. Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller Katalog-Nr.

500mL Centrifuge Tube Corning 431123

30 kDa Filter Merck Millipore UFC903024

MMACS™ Separator Miltenyi Biotec 130-042-602

p Columns Miltenyi Biotec 130-042-701
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Kryoeinbettformen

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter
CRYO.S 2ml

Lumox® multiwell Zellkulturplatte
Maxisorp 96 Well

Falcon™ Zellsiebe 70um

Leucosep Réhrchen

3.1.8. Mauslinien
Mauslinie

C57BL/6N WT
C57BL/6N Myd88~- und Trif’-4°

3.1.9. Gerite und Software

Gerat

Hidex Sense Microplate Reader

CellDrop™ FL Fluorescence Cell Counter

Photometer Multiscan GO
Nanodrop1000

FACS Canto |l

Olympus BX53M
Software

BioRender

Excel

FlowJo V10 Software
GraphPad Prism 8
Vector NTI

R Studio

OlyVIA 2.4

OLYMPUS cellSense Dimensions 2.2

Sakura 4557
Thermo Fisher 5100-0001
Greiner Bio-One 122263-TRI
Sarstedt 94.6120.096
Thermo Fisher 1018551
Thermo Fisher 10788201

Greiner Bio-One 227290

Quelle

AG Pasparakis, Institut

Universitat zu Koln

Hersteller

Hidex Oy

DeNovix

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Becton Dickinson

Olympus

Hersteller

BioRender

Microsoft

FlowJo

GraphPad

Thermo Fisher scientific

Posit PBC

Olympus Soft Image Solutions
Olympus Soft Image Solutions

far

Genetik,
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3.2 Methoden

3.2.1. Molekularbiologische Methoden

Design und Klonierung von Expressionsvektoren
Die gewinschte DNA-Sequenz wurde mithilfe von Vector NTI entworfen und bei Integrated
DNA Technologies (Coralville, lowa) als pUCIDT-Vektor bestellt. Dieser Vektor enthalt neben

der gewunschten Sequenz eine Ampicillin-Resistenz.

Transformation chemokompetenter E. coli DH5 Bakterien

Chemokompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Sie wurden mit 100 ng DNA des
Vektors oder des Ligationsansatzes fur 30 Minuten inkubiert. Anschlielend erfolgte der
Hitzeschock bei 42 °C fur 60 Sekunden, gefolgt von einer dreiminttigen Inkubation auf Eis.
Die Bakterien wurden in 600 uyl LB-Medium resuspendiert und fir 60 Minuten bei 37 °C
inkubiert, bevor sie auf LB-Platten mit Ampicillin (200 ug/ml) ausgestrichen wurden. Die Platten
wurden invertiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde das Wachstum der Bakterien auf den Platten Uberprift und 10 bis 20
Klone gepickt. Dazu wurde ein einzeln wachsender Klon identifiziert, mit einer sterilen
Pipettenspitze von der Platte entnommen und anschlielend in 3 ml LB-Medium mit dem

entsprechenden Selektionszusatz Uberflhrt.

Extraktion von Plasmid-DNA

Eine Kultur von Bakterien mit dem gewlnschten Plasmid wurde bis zu einer OD600 von 2,0
bei 37 °C und 200 RPM in LB-Medium mit Selektionszusatz kultiviert. AnschlieRend erfolgten
die Zelllyse und die Isolation der DNA mithilfe des NucleoSpin Tissue Mini Kits oder des
NucleoBond Xtra Midi Kits (beide Macherey-Nagel) entsprechend dem Herstellerprotokoll.
Die eluierte DNA wurde in ddH,O resuspendiert und mithilfe eines Spektralphotometers bei

260 nm/280 nm quantifiziert. Die geloste DNA wurde bei -20 °C gelagert.

Enzymatischer Verdau

Die Restriktionsenzyme wurden basierend auf den Schnittstellen des entsprechenden Vektors
ausgewahlt. Ein Reaktionsansatz bestehend aus DNA, Restriktionsenzymen und Puffer wurde
vorbereitet. Der verwendete Puffer und die Menge der Enzyme wurden entsprechend den
Herstellerangaben oder basierend auf laborspezifischen Erfahrungen ausgewahlt, um eine
effektive Enzymaktivitat von jeweils 1 U pro 1 ug DNA zu gewahrleisten.

Dem Reaktionsansatz wurde ddH,O hinzugeflgt, bis die Endkonzentration des verwendeten

Puffers der 1-fachen Konzentration entsprachen. Der Reaktionsansatz wurde 60 Minuten bei
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37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion durch Hitzeinaktivierung der Enzyme bei 65

°C fur 20 Minuten gestoppt.

Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Proben wurden im Verhaltnis 1:6 in Loadingpuffer verdinnt. Ein Agarose-Gel in einer
mit TAE-Puffer gefillten Elektrophorese-Kammer wurde mit Langenmarkern und DNA-Proben
beladen. Eine elektrische Spannung von 80 V bis 120 V wurde flr 15 bis 45 Minuten angelegt.
Sobald eine ausreichende Trennung der Fragmente zu beobachten war, wurde das Gel aus
der Kammer entnommen und im Transilluminator analysiert. Benotigte DNA-Fragmente
wurden anhand ihrer GroRe identifiziert, mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein
Eppendorf-Gefal tberfuhrt. Die DNA wurde anschlieRend mithilfe des NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up Kits (Macherey-Nagel) entsprechend dem Herstellerprotokoll extrahiert.

Ligation
Die Insert-DNA wurde im molaren Verhaltnis von 3:1 mit dem Zielvektor ligiert. Die bendtigte
Masse der Insert-DNA wurde mithilfe der folgenden Formel berechnet:
m(Vektor) X Nggsenpaare (Insert) X 3
Npasenpaare (Vektor)

Ein Ligationsansatz mit 100 ng Vektor-DNA, der entsprechenden Menge an Insert-DNA, 1 pl

m(Insert) =

T4-DNA-Ligase und 1 ul T4-Ligasepuffer wurde angesetzt und mit ddH,O auf ein Volumen von
10 pl aufgefullt. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 14 °C inkubiert.

Transfektion von HEK 293T Zellen

4 x 10° HEK 293T-Zellen wurden auf 10-cm-Zellkulturplatten ausgesat und Uber Nacht
inkubiert.

Ein Reaktionsansatz mit 8 pg des Expressionsplasmids, 4 pg des MLV-Retrovirus-
Verpackungsvektors (#3076) und 4 ug des VSV-Transfer-Plasmids (#3077) wurde angesetzt
und mit RPMI-1640 auf ein Gesamtvolumen von 250 pl aufgefillt. Ein zweiter Ansatz mit 16
Mg PElpro und 234 pl RPMI-1640 wurde vorbereitet. Beide Ansatze wurden jeweils fur 15
Sekunden vortexiert, anschliellend zusammengefluhrt, erneut vortexiert und fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert.

Die Mischung wurde anschlieBend vorsichtig auf eine Platte mit HEK 293T-Zellen pipettiert
und durch sanftes Schwenken mit dem Medium vermischt. Die Platte wurde flr insgesamt 48
Stunden inkubiert. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand der Platte abpipettiert, in einem
Rohrchen gelagert und neues Medium hinzugegeben. Nach weiteren 24 Stunden wurde

erneut der Uberstand abgenommen, und die Platte wurde anschlieRend entsorgt.
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Transduktion von adharent wachsenden Tumorzelllinien

Eine 6-Well-Platte wurde mit 1 ml PDL pro Well beflillt und tGber Nacht bei 4 °C gelagert. Das
PDL wurde abpipettiert, und 2 x 10* Tumorzellen wurden pro Well in 1 ml Medium ausgesat.
Nach einer Inkubation Giber Nacht wurde 1 ml des entsprechenden Virusiberstandes je Well
hinzugegeben, und die Platte wurde flir 90 Minuten bei 1200 g und 32 °C zentrifugiert.

Nach 72 Stunden Inkubation wurde das Medium entfernt, und die Zellen wurden in
Zellkulturflaschen Uberfihrt. Die Transduktion wurde mithilfe der Durchflusszytometrie
quantifiziert, wobei Mock-Zellen als Referenz dienten. Bei Konstrukten, die fir ein Fluorochrom

codierten, wurde die Expression alternativ auch mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie tberprift.

3.2.2. Bakterienkulturen

Anlegen einer Bakterienkultur

Bakterienkulturen wurden in der Regel aus Glycerol-Stocks des entsprechenden Stammes
angelegt. Dazu wurde mit einer sterilen Pipettenspitze eine etwa stecknadelkopfgrof’e Menge
des gefrorenen Glycerol-Stocks entnommen und in LB-Medium inokuliert.

Die verwendeten E. coli -Bakterien weisen eine Verdopplungszeit von etwa 20 Minuten auf,
was bedeutet, dass selbst geringe Unterschiede in der Ausgangs-Bakterienmenge nach
einigen Stunden der Kultivierung erhebliche Unterschiede in der Zellkonzentration
verursachen konnen. Um konsistente Bedingungen flir Experimente mit lebenden Bakterien
zu gewabhrleisten, wurde am Vortag eine Vorkultur vorbereitet. Am Tag des Experiments wurde
diese in frisches LB-Medium Uberfiihrt. Das Volumen der Gberfuhrten Vorkultur wurde an die

OD600 angepasst, um die gewlinschte Ausgangszellzahl sicherzustellen.

Vorbereitung von Bakterien fiir Assays mit lebendigen Bakterien
Es wurden Vorkulturen angelegt. Sterile Erlenmeyerkolben mit einem Fassungsvermoégen von
250 ml und 100 ml wurden mit 100 ml bzw. 50 ml LB-Medium beflillt. Gegebenenfalls wurden
der entsprechende Selektionszusatz und/oder IPTG hinzugefugt. Mit einer sterilen
Pipettenspitze wurde eine etwa stecknadelkopfgroRe Menge aus dem entsprechenden
Glycerol-Stock enthommen und in einen 250-ml-Erlenmeyerkolben inokuliert. Der Kolben
wurde Uber Nacht bei 37 °C und 200 RPM inkubiert. Am Morgen wurde die OD600 gemessen,
und anhand der Formel:

zu Uberfiihrendes Volumen [ml] = ODgyo X 0,5 ml
wurde das Volumen flr einen 50-ml-Kolben berechnet. Dieser wurde fiir 1,5 Stunden bei 37
°C und 200 RPM weiter inkubiert.
AnschlieBend wurde die Bakterienkultur bei 4000 RPM fir 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, und das Pellet wurde in PBS resuspendiert. Die OD600 wurde

erneut gemessen, und die Bakterienzahl wurde mit der folgenden Formel geschatzt:
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Zellzahl [proml] = 0Dgyo X 8 X 108

Die Bakterienkultur wurde anschliel®end auf Eis gelagert.

3.2.3. Aufkonzentration und Reinigung von Bakterienkulturuberstanden
Generierung von Bakterien-Uberstand Konzentraten

Zur Generierung von Bakterien-Uberstand wurden 2-Liter-Erlenmeyerkolben mit LB-Medium,
5 ml/l IPTG und dem entsprechenden Selektionszusatz befillt. Diese wurden aus Vorkulturen
beimpft und bei 37 °C und 200 RPM inkubiert, bis eine OD600 von 2,0 erreicht wurde.

Die Bakterienkultur wurde in 500-ml-Zentrifugengefalien fir 30 Minuten bei 4000 RPM und 4
°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert, das Pellet in 2 ml PBS resuspendiert und
in einen 50-ml-Falcon uberfihrt. Die Falcons wurden Uber 64 Stunden bei 4 °C auf einem
Rollenmischer inkubiert.

Anschlieend wurden die Falcons fur 30 Minuten bei 4000 RPM und 4 °C erneut zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in 30-kDa-Filterréhrchen (berfiihrt, die unmittelbar vorher mit PBS
gespult wurden, und bei Raumtemperatur (RT) mit 4000 x g fur 15 Minuten zentrifugiert. Das

Filtrat wurde verworfen, das Retentat aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Reinigung des Konzentrats zur Generierung eines ELISA-Standards

Das Konzentrat wurde mithilfe des yJMACS™ c-myc Isolation Kits gereinigt. Hierzu wurde das
Konzentrat gemal® dem Protokoll zuerst gelabelt und anschlieBend durch p Columns im
MMACS™ Separator geleitet. Nach zwei Waschschritten wurde die Antikdrperbindung mit dem
Elution Buffer aufgehoben.

Das Eluat wurde mithilfe eines Spektralphotometers (NanoDrop) bei 37 kDa und einem e-Wert

von 7,58 quantifiziert, wobei 1 l frischer Elution Buffer als Nullwert verwendet wurde.

3.2.4. Zellkultur
Zellkulturarbeiten wurden unter Sicherheitsbanken in Laboren der Sicherheitsstufe 2
durchgefiihrt. Falls nicht anders beschrieben, wurden die Zellen in Zellkulturflaschen in

Inkubatoren unter den in 3.1.4 beschriebenen Kulturbedingungen gehalten.

Splitten adharent wachsender Zellkulturen

Zellkulturen in Monolayer wurden bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 80 % gesplittet. Dazu
wurde zuerst das Medium abpipettiert und die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen.
Anschlieend wurde, je nach Grofle der Zellkulturflasche, 0,5 ml — 3 ml 1x Trypsin hinzugefugt

und gleichmaRig verteilt. Falls Oberflachenmerkmale der Zellen in nachfolgenden

26



Experimenten untersucht werden sollten, wurde Accutase als Zelldissoziationsreagenz
genutzt. Die Flasche wurde fir wenige Minuten bei 37 °C inkubiert. Das
Zelldissoziationsreagenz wurde nach dem Ldsen der Zellen durch Zugabe von Medium
neutralisiert.

Die Zellsuspension wurde in einen Falcon-Tube Uberfihrt und bei 1200 RPM fir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet wurde in frischem Medium
resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen gezahlt, und ein Teil der Zellen wurde in die
Zellkulturflasche zurtickgegeben. Je nach Grofie der Flasche wurde die Kultur auf ein Volumen
von 10 bis 40 ml frischem Medium aufgefillt. Die Zellkulturflaschen wurden spatestens nach

zwei Wochen ausgetauscht.

Praparation von humanen PBMCs aus Vollblut

Humane PBMCs wurden durch Dichtegradientenzentrifugation aus peripher venésem Blut
isoliert. Dazu wurden Freiwilligen etwa 80 ml Vollblut aus einer peripheren Vene enthommen.
Leucosep-Rdhrchen wurden mit 15 ml LymphoPrep vorgeflllt und fir 30 Sekunden bei 1300
RPM zentrifugiert. In einem separaten Falcon-Tube wurden 15 ml Vollblut mit 15 ml PBS
vermischt. Das Gemisch wurde anschlielRend vorsichtig in die Leucosep-Rdhrchen pipettiert
und bei 20 °C und 800 RPM fur 20 Minuten zentrifugiert. Um die Schichtung intakt zu halten,
wurden die Bremsen der Zentrifuge deaktiviert.

Die Lymphozytenschicht wurde vorsichtig abpipettiert und in ein frisches Réhrchen berfihrt,
das mit PBS aufgefillt wurde, und bei Raumtemperatur (RT) und 1300 RPM fir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Dieser Schritt wurde wiederholt, bis der
Uberstand klar war. AnschlieRend wurde das Pellet in RPMI mit 10 % FCS und 1 % Pen/Strep

resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und die Zellen in Zellkulturflaschen tberfihrt.

Lagerung von Zellen bei -150°C

Fir die mittel- und langfristige Lagerung wurden die Zellen eingefroren. Dazu wurden die
Zellen zentrifugiert, und das Pellet wurde je nach Zellzahl in 2 bis 5 ml des entsprechenden
Mediums resuspendiert. Cryotubes (CRYO.S) wurden mit 100 pl DMSO beflillt. AnschlieRend
wurden 900 ul der Zellsuspension hinzugegeben, das Cryotube mehrfach invertiert und in
einen mit Isopropanol gefiiliten Gefrierbehalter gestellt. Dieser wurde Uber Nacht bei -80 °C
gelagert.

Die Cryotubes wurden am nachsten Tag in einen -150 °C Kuihlschrank uberfuhrt, und die

Position wurde dokumentiert.
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3.2.5. Arbeit mit primaren Murinen Zellen und Geweben

Fur alle Mausversuche lag eine Genehmigung der Bezirksregierung Koln vor. Fur alle
Versuche wurden, sofern nicht anders angegeben, C57BL/6-Mause CEAtg+/- tg verwendet.
Wahrend der Versuche wurden die Mause abhangig von der Belastung bis zu zweimal taglich
kontrolliert. Die Kontrolle der TumorgroRe erfolgte zusatzlich wdchentlich durch eine
Lumineszenzmessung im IVIS unter Narkose mit 2,5 % Isofluran.

Die Mause wurden durch zervikale Dislokation getdtet und anschlieiend mit 70 % Isopropanol

desinfiziert.

Implantation orthotoper Panc02-Tumore

Die Operationen wurden unter bedarfsgerechter Narkose mit Ketamin und Xylazin
durchgefuhrt. Nach Desinfektion mit Cutasept wurde die Bauchhaut eréffnet, die Milz
angehoben und 5 x 10* Panc02-Zellen in 30 pl PBS in das Pankreas injiziert. Nach
Ruckverlagerung von Milz und Pankreas wurden das Bauchfell und die Bauchhaut vernaht.

Postoperativ wurde eine Analgesie mit Metamizol verabreicht.

Milz-Praparation

Die Bauchdecke wurde mit einem sterilen Skalpell gedéffnet. Die Milz wurde im linken
Oberbauch lokalisiert, mit einer Pinzette entnommen und in sterilem PBS resuspendiert.
Unter einer Sicherheitswerkbank wurde die Milz mit dem Stempel einer 2-ml-Spritze durch
einen 100-um-Filter gedruckt. Der Filter wurde anschliefiend mehrmals mit PBS gespdlt. Das
Filtrat wurde durch einen 70-um-Filter in einen Falcon-Tube Uberflhrt und fir 15 Minuten bei
1500 RPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet wurde zweimal mit
PBS gewaschen.

Anschlieend wurde das Pellet in RPMI [XX] resuspendiert, gezahlt und in Kultur genommen.

Bauchfell-Spulung

Die Bauchdecke wurde mit einem sterilen Skalpell vorsichtig eréffnet, wobei das Peritoneum
parietale erhalten blieb. AnschlieRend wurde die Haut des linken Hinterlaufs ebenfalls inzidiert.
Durch den linken Leistenkanal wurde eine Kantile intraperitoneal eingefihrt, und 5 ml kaltes
RPMI-Medium wurden injiziert.

Das Peritoneum wurde fir 3 Minuten mithilfe einer anatomischen Pinzette geschiittelt.
Anschlieend wurde das Medium aus dem Peritoneum aspiriert und in ein Réhrchen tberflhrt.

Die Zellzahl wurde bestimmt, und die Zellen wurden in Kultur genommen.

Praparation von Organen nach in Vivo Versuchen
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Die Bauchdecke wurde mit einem sterilen Skalpell von der Leiste bis zum Sternum eroffnet.
Die Leber, das Pankreas, die Milz sowie makroskopisch sichtbare Tumoren wurden mit einer
sterilen Pinzette entnommen und in PBS gesplilt.

Falls erforderlich, wurde eine Halfte der Milz fur die Praparation von PBMCs verwendet. Falls
notig, wurde auch ein Stick des Tumors abgewogen und fiir die Durchflusszytometrie

vorbereitet.

Bettung der Organe fiir Kryostat-Schnitte

Ein Metallklotz wurde in einer mit Trockeneis gefillten Styroporbox vorgekihit. Die Organe
wurden in Kryoeinbettformen auf den Metallklotz gelegt und schrittweise mit Eindeckmedium
(Tissue-Tek) bedeckt. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen im Medium
entstehen.

Nachdem die Organe vollstéandig bedeckt und das Eindeckmedium vollstandig gefroren waren,

wurden sie bei -80 °C gelagert.

Herstellen einer Einzelzellsuspension aus explantiertem Tumorgewebe

Nach der Explantation der Tumoren wurden 10 mg schwere Stlicke aus dem Randbereich des
Tumors entnommen. Diese Sticke wurden in kleinere Fragmente von weniger als 1 mm zerteilt
und in 50-mL-Rdhrchen Uberfuhrt. Anschlieend wurden 10 ml Collagenase Typ IV (1 mg/ml)
in DMEM/F12 (STEMCELL), erganzt mit 2 % FBS, zu den Réhrchen gegeben. Die Réhrchen
wurden fir 1,5 Stunden bei 37 °C auf einem Schittler inkubiert.

Das Gewebehomogenat wurde durch ein 70-um-Zellsieb in neue 50-mL-Réhrchen filtriert, und
die Siebe wurden mehrmals mit serumfreiem RPMI gespult. Dem Gewebehomogenat wurde
DNase zu einer Endkonzentration von 10 mg/ml zugesetzt und bei 37 °C fur 15 Minuten
inkubiert. Die Zellen wurden nach Zentrifugation des Gewebehomogenats bei 400 x g fur 5

Minuten gesammelt und in PBS resuspendiert.

3.2.6. Zytotoxizitat

Tumorzellinie-Bakterien Co-Kultur

In 48-Well-Platten wurden zur Halfte Panc02-Zellen mit 150.000 Zellen pro Well in je 200 pl

Medium ausgeséat. Die Platte wurde Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Die Bakterien

wurden wie oben beschrieben vorbereitet.

Kurz vor der Zugabe der Bakterien wurde das Medium durch RPMI mit FCS ohne Antibiotika

ersetzt. Anschliefend wurden die Bakterien gemal einem vorher festgelegten Schema

(Abbildung 2) zu den Zellen gegeben und bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Das Wachstum
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der Bakterien wurde nach 4 Stunden durch Zugabe von Kanamycin mit einer Endkonzentration
von 100 pg/ml gestoppt. Nach weiteren 20 Stunden Inkubation wurde der Prozess beendet

und ein XTT-Zellviabilitatsassay durchgefihrt.

2 3 4 5 6 7 8

keine A / f keine
Bakterien / \ Bakterie!

keine
Bakteriel

keine
Bakterie

Abbildung 2: Layout fiir die Tumorzellinie-Bakterien Co-Kultur. In den grau hinterlegten Wells wurden Tumorzellen
vorgelegt, in den weild hinterlegten Wells wurden keine Tumorzellen gegeben

XTT basierte Assays

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (XTT) ist ein Tetrazoliumsalz, das von stoffwechselaktiven
Zellen zu einem wasserldslichen Formazan-Farbstoff reduziert wird. Diese Reaktion kann
durch Zugabe von Phenazinmethosulfat (PMS) verstarkt werden. Die Geschwindigkeit der
Reaktion ist direkt proportional zur Anzahl stoffwechselaktiver Zellen in einem Well. Der
entstehende Formazan-Farbstoff kann mithilfe eines Spektrometers durch Subtraktion der OD
bei 650 nm von der OD bei 450 nm quantifiziert werden. Mithilfe von XTT und PMS kann so
die Viabilitdt von Zellen oder die Zytotoxizitdt von Behandlungen im Rahmen eines Platten-
Assays gemessen werden.

Die Formel zur Berechnung der Zytotoxizitat lautet:

ODycq— Bakterien und Tumorzellen) — OD 44— Bakterien
Zytotoxizitit (in %) = (1 _ ODaso-ss0( ) 450650 )) «100

0D ,59—g50(Tumorzellen)

Fir Tests auf 48-Well-Platten wurden 7,5 ml XTT-Stammldsung (1 mg/ml) mit 150 yl PMS (0,4
mg/ml) versetzt. AnschlieRend wurden 150 pl der XTT+PMS-Mischung zu jedem Well
pipettiert, sodass ein Gesamtvolumen von 450 pl pro Well erreicht wurde.
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Far Tests auf 96-Well-Platten wurden 5 ml XTT-Stammlésung mit 100 yl PMS versetzt, und
50 ul der Mischung wurden in jedes Well pipettiert. Das Gesamtvolumen betrug 150 pul pro
Well. Die Platte wurde lichtgeschitzt bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Die Messung erfolgte entweder mithilfe eines ELISA-Readers oder eines Hidex-Readers. Bei
der Messung mit dem ELISA-Reader wurde die Inkubation alle 30 Minuten unterbrochen, und
eine Messung wurde durchgefuihrt. Bei der Messung mit dem Hidex-Reader wurde die OD alle
5 Minuten automatisiert gemessen. Nach Erreichen einer OD4s9_¢s50 von 3,0 wurde die

Inkubation in beiden Fallen beendet.

Fluoreszenz basierte Zellproliferations Assay

Tumorzellen mit Fluorochrom wurden mit einer Dichte von 2 x 10* Zellen pro Well auf eine
Lumox® 96-Well-Platte (Sarstedt) ausgesat. Nach vier Stunden wurden konzentrierte
Uberstande von Bakterienkulturen hinzugefiigt, und die Platte wurde im Hidex Microplate-
Reader bei 5 % CO, und 37 °C inkubiert.

Der Hidex Plate-Reader flihrte jede Stunde eine Well-Scan-Messung der Fluoreszenz durch.
Nach 24 bis 72 Stunden wurde die Inkubation beendet. Falls erforderlich, wurde anschlieRend

ein XTT-Assay durchgefiihrt und/oder Uberstande fiir weitere Analysen entnommen.

Bakterien-Ko-Kultur mit Makrophagen und Tumorzellen

Bakterien-Vorkulturen wurden vorbereitet. Murine Makrophagen wurden mittels Bauchfell-
Spulung gewonnen und in RPMI mit FCS und IPTG resuspendiert.

Auf eine 96-Well-Platte wurden Panc02- oder MC38-Zellen mit einer Dichte von 2 x 10*
Zellen pro Well ausgesat und tuber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Auf eine zweite
96-Well-Platte wurden entweder keine, 2 x 10* oder 4 x 10* Makrophagen pro Well pipettiert.
AnschlieRend wurden die Bakterien mit einer MOI von 1 hinzugegeben und fir 1 Stunde bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Die Platte wurde anschlieend bei 2600 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert, und das Pellet wurde in 50 yl RPMI mit FCS und Kanamycin resuspendiert und
mit einer Mehrkanalpipette auf die Platte mit den Tumorzelllinien Gberfihrt. Die Platte wurde

fur 48 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde ein LDH-Release-Assay (Sigma) durchgefuhrt.

3.2.7. Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (ELISA)

Die ELISAs wurden mit den in Abschnitt 3.1.1 aufgefiihrten Antikdrpern durchgefihrt. Die
Antikérper ohne Konjugat fungierten als Capture-Antikérper, wahrend die mit Biotin oder HRP
konjugierten als Detektionsantikorper dienten.

Coating
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Der Capture-Antikorper wurde in einer Konzentration von 1 ug/ml in Coating-Puffer gel6st und
mit 50 ul pro Well auf eine 96-Well-Platte (Maxisorp, Fa. Nunc) aufgetragen. Die Platten
wurden Uber Nacht bei 4 °C auf einem Schuttler inkubiert.

Blocking:

Jede Platte wurde mit 200 pl Blocking-Losung pro Well befiillt und tGber Nacht bei 4 °C auf
einem Schittler inkubiert. Die Platten wurden ausgeschlagen und, falls erforderlich, fir bis zu
3 Monate bei -20 °C gelagert. Anschlielfiend oder nach dem Auftauen wurden die Platten
dreimal mit 200 pyl PBS-T pro Well gewaschen.

Proben und Standard:

Die Proben wurden gegebenenfalls mit PBS verdiinnt und in 50-pl-Volumina aufgetragen. Die
Standardreihe wurde mittels Serienverdinnung in je 50 ul PBS erstellt. Dazu wurden in alle
Wells auf3er das erste 50 ul PBS vorgelegt. Das erste Well wurde mit 100 pl des Standards in
der gewinschten Startkonzentration beflillt. AnschlielRend wurden 50 pl aus dem ersten Well
entnommen und durch finfmaliges Auf- und Abpipettieren im zweiten Well um 50 % verdinnt.
Dieser Vorgang wurde bis zum vorletzten Well wiederholt. Die Proben und der Standard
wurden fir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert.

AnschlieRend wurden die Platten dreimal mit PBS-T (200 ul pro Well) gewaschen.

Detektion:

Der Capture-Antikorper wurde in PBS auf eine Konzentration von 1 pg/ml eingestellt und mit
50 ul pro Well aufgetragen. Die Platten wurden eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und
danach erneut gewaschen. Bei Capture-Antikdrpern mit Biotin-Konjugat wurde anschliel3end
50 pl Streptavidin-POD pro Well aufgetragen, fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und danach erneut gewaschen.

Entwicklung:

Fir die Entwicklung wurden 100 yl TMB pro Well hinzugefiigt und fir 5 bis 30 Minuten
lichtgeschutzt inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 pl 0,5 M H,SO,
gestoppt. Die OD wurde bei 450-570 nm gemessen.

3.2.8. Durchflusszytometrie (FACS)
Alle Messungen wurden am FACS Canto Il (BD) durchgeflhrt und mithilfe von FlowJo
ausgewertet.
Vorbereitung der Proben
Etwa 3 x 108 Zellen wurden in FACS-Rd&hrchen Uberflihrt, zweimal mit 2 ml PBS gewaschen,
und der Uberstand wurde verworfen, sodass die Zellen in etwa 100 ul PBS resuspendiert
waren.
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Wenn primare und sekundare Antikérper verwendet wurden, wurden zuerst die primaren
Antikérper zu den Zellen gegeben, diese vortexiert und flr 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln
inkubiert. Anschlielend oder bei direkter Farbung wurden die Zellen erneut zweimal mit 2 ml
PBS gewaschen. Die mit Fluorochrom konjugierten Antikérper wurden hinzugeflgt, erneut
vortexiert, inkubiert und gewaschen. Die Proben wurden bis zur Messung auf Eis gelagert.
Messung der Proben

Die Proben wurden vor der Messung vortexiert. Ein Gate flr lebende Zellen wurde gesetzt.
Bei Erreichen von 10.000 erfassten Zellen in diesem Gate oder nach einer Minute wurde die
Messung beendet.

Wenn mehr als ein Fluorochrom gleichzeitig gemessen wurde, wurden Kompensations-Beads
(Miltenyi) zur Kompensation verwendet. Die Daten wurden anschliefend mit FlowJo 8

ausgewertet.

3.2.9. Immunhistochemie

Farbung von Gewebeschnitten

Tiefgefrorene Gewebeschnitte wurden in -20 °C kaltes Aceton uberfuhrt und fir 10 Minuten
fixiert. Anschlie®end wurden sie an der Luft bei Raumtemperatur (RT) getrocknet. Danach
wurden sie dreimal fur je 5 Minuten in PBS gewaschen. AnschlieRend wurden sie fir 10
Minuten bei RT in BLOXALL® (Biozol) inkubiert und erneut in PBS gewaschen. Danach
wurden sie fur 10 Minuten bei RT in ,Protein Block® (Agilent) inkubiert und an der Luft bei RT
getrocknet.

Anti-c-Myc-HRP-Antikérper wurden 1:100 mit ,Antibody Diluent® (Agilent) verdinnt. Die
Schnitte wurden fir 2 Stunden mit dem Antikorper inkubiert und anschliefiend dreimal in PBS
gewaschen. 1 ml DAB-Diluent wurde ein Tropfen DAB-Chromogen (beides Vectorlabs)
beigefugt und auf die Schnitte getraufelt. Die Farbung wurde unter dem Mikroskop beobachtet.
Nach 2 bis 10 Minuten wurden die Schnitte fir 5 Minuten in Wasser gewaschen.
AnschlieBend wurden die Schnitte fur 10 Sekunden in Hamalaun gefarbt und in
Leitungswasser geblaut. Die Schnitte wurden mit 70 %, 90 % und schlieRlich 100 % Alkohol
dehydriert. AnschlieRend wurden sie in VectaMount® (Vectorlabs) eingedeckt und im Ofen fur
15 Minuten bei 65 °C getrocknet.

Aufnahme von Schnittbildern

Gefarbte und fixierte Schnitte wurden mit dem Olympus BX53M und der Software cellSense

gescannt. Die Ubersichtsaufnahmen wurden mit einem 10x-Objektiv aufgenommen.
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3.2.10. Immunblot

Lysierung von Makrophagen

Makrophagen wurden in RIPA-Puffer lysiert und anschliefiend einer SDS-PAGE und einem
Western Blot unterzogen.

Die Proben wurden in SDS-Probenpuffer erhitzt, der 0,2 % (w/v, Endkonzentration) SDS und
10 % B-Mercaptoethanol enthielt, und einer Standard-SDS-PAGE und einem Western Blot
unterzogen.

Standard-SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde gemal dem Protokoll des Herstellers (Bio-Rad Laboratories, Inc.)
durchgefthrt, unter Verwendung einer Criterion-Gelkassette mit einem 12 % Tris/HCI-Gel,
montiert in einer Criterion-Zelle, die mit 1X TGS-Laufpuffer gefillt war.

Die Lysate wurden zur Denaturierung der Proteine fur 10 Minuten bei 95 °C erhitzt,
anschlielRend 1 Minute auf Eis inkubiert und kurz zentrifugiert (10.000 x g, 1 Min., RT), bevor
sie auf das Gel aufgetragen wurden.

Die SDS-PAGE wurde bei konstanter Spannung von 70 V durchgefiihrt. Die Gele wurden nach
dem Lauf in 1X Roti®-Blot K Kathodenpuffer inkubiert, bis der Proteintransfer erfolgte.
Western Blot

Der Proteintransfer vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte mithilfe des Trans-Blot®
Turbo™ Transfer-Systems. Das Blotten wurde mit dem StandardSD-Protokoll durchgefuhrt
(konstant 25V, 1 A, 30 Minuten) gemaf den Anweisungen des Herstellers.
Antikorperfarbung

Nach dem Proteintransfer wurden die Membranen 1 Stunde lang in Blockierungspuffer (TBS-
T + 5 % Milchpulver) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Der Blockierungspuffer wurde entfernt, und die Membranen wurden Uber Nacht bei 4 °C mit
dem in Blockierungspuffer verdinnten Primarantikdrper inkubiert.

Am néachsten Tag wurden ungebundene Primarantikérper durch dreifaches Waschen in TBS-
T (jeweils 5 Minuten) entfernt. Danach wurden die Membranen 1 Stunde lang mit HRP-
konjugierten Sekundarantikdrpern inkubiert.

Ungebundene Sekundarantikbrper wurden durch zweimaliges Waschen in TBS-T entfernt.
AnschlieBend wurden die Membranen einmal in TBS gewaschen, um verbleibendes

Detergens zu entfernen, und bis zur Visualisierung in TBS bei 2—8 °C gelagert
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3.211.  Statistische Auswertung und grafische Darstellung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mithilfe von GraphPad Prism 8.0.2 (263) sowie
R 4.2.1 mit RStudio und den Paketen dplyr, readxl und openxlsx durchgefuhrt. Die Signifikanz
wurde mittels gepaartem oder ungepaartem Student's T-Test berechnet. P-Werte unter 0,05
wurden als signifikant eingestuft.

Die grafische Darstellung der Messwerte wurde mithilfe von GraphPad Prism 8.0.2 (263)
erstellt. P-Werte kleiner 0,05 wurden mit *, kleiner 0,005 mit ** und kleiner 0,0005 mit ***
markiert. Abbildungen wurden mit BioRender und Paint.net erstellt. Die Darstellung der

Histologie wurde mit OlyVIA und Paint.net erstellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Generierung der Bakterien
Zunachst wurden die Expressionskassetten der Konstrukte entworfen und mittels
molekularbiologischer Klonierung sowie Ligation in BL21-GOLD-Bakterien eingebracht.
AnschlieRend wurde die Expression der Proteine nachgewiesen. Die GLuc-, 1XTNF- und
2xTNF-Bakterien wurden bereits vor Beginn meiner Arbeit von der Arbeitsgruppe generiert,

wahrend das Konstrukt P1516 im Rahmen meiner Arbeit hergestellt wurde.

4.1.1. Design der Konstrukte

A

| 1407 bp i

I 63bp 4+— 507bp —f— 837bp —

} 1074 bp |

- 63bp 4+60bp4—— 114bp ———— 837bp —]

| 1144 bp I
[ FimH leader P15 Gly P15 Gly cMyc Gly CS FimH protein -3¢

- 63bp +—— 130bp ———— 114bp ——f— 837bp —]

} 1104 bp '

;{8 FimH leader _ Gly | cMyc Gly CS FimH protein -3¢
I 63bp 4+ 90bp 4+—— 124bp ———— 837bp —]

Nco |

Nco |

B \ —_—
Sex Al Sex Al
e #3058 #3060

Abbildung 3 Design der in dieser Arbeit verwendeten FimH-Displays A: Schematischer Aufbau der
Expressionskassetten von GLuc, 1xTNF, 2xTNF und P1516 (nach Chmielewski et al.*}) B: Ligation der
Expressionskassette von P1516 in den Frame von #1559. Die in A gezeigte Expressionskassette wurde in einem
pUCIDT-Vektor (#3058) bestellt. Als Zielvektor wurde das Plasmid von einem hEGF (iber den FimH-Display
exprimierenden Bakterium genutzt, bei dem mittels Restriktionsverdau das hEGF-Gen entfernt wurde.

36



Basierend auf dem publizierten FimH-Display wurden Expressionskassetten fir 1xTNF-,
2xTNF- und P1516-Bakterien designt (Abbildung 3 A). Der Aufbau ist, abgesehen vom POlI,
fur alle Expressionskassetten gleich: FimH leader, POI, glycin-linker, c-Myc-Tag, glycin-linker
und FimH-Protein. Das POI fir die 1XTNF-Bakterien ist das Protein P15, Das POI fiir 2xTNF-
Bakterien besteht aus zwei durch einen Glycin-Linker verbundenen P15-Proteinen. Das POI
fur P1516-Bakterien ist das Protein P1516%8Die DNA der Vektoren flr die 1xTNF-Bakterien
(Laborintern #2170) und 2xTNF-Bakterien (Laborintern #3025) war zu Beginn meiner Arbeit

bereits im Labor vorhanden.

Name Aminosaurensequenz
P15/1xTNF KGQGCPSTHVLLTHTISRIA
P1515/2xTNF | KGQGCPSTHVLLTHTISRIAKGQGCPSTHVLLTHTI
SRIA
P1516 KGQGCPSTHVLLTHTISRIAVSYQTKVNLL
Tabelle 1: Aminosauresequenzen der Verschiedenen Konstrukte (nach Lu et al.)
4.1.2. Generierung der P1516-Bakterien
Fir P1516 wurde der pUCIDT-Vektor (Laborintern #3058) erstellt. Der Vektor #3058 enthalt

Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme Nco | und Sex Al, wobei Nco | direkt vor dem FimH-

Leader schneidet und Sex Al innerhalb des FimH-Proteins.

Das Plasmid des publizierten Vektors, der flr ein FimH-Display mit humanem epidermale
Wachstumsfaktor (hEGF) als POI codiert*® (Laborintern #1559), wurde als Backbone genutzt,
da es die gleichen Schnittstellen enthalt, wodurch ein Austausch des POl ermdglicht wird
(Abbildung 3B).

1000bp—— &«
750bp —

500bp —

360bp
250bp —

Abbildung 4 Gelelektrophorese des Restriktionsverdau von #1559 (links) und #3058 (rechts) mit Nco | und Sex Al.
Die umkreisten Banden stellen den Zielvektor (links, 6382 bp) und das Insert (rechts, 360bp) fiir die Ligation von
#3060 da.
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Zur Generierung der P1516-Bakterien wurden zunachst chemokompetente Bakterien mit
#3058 transformiert. Die Plasmid-DNA wurde mithilfe eines Mini-Preps isoliert und mit den
Restriktionsenzymen Nco | und Sex Al verdaut. Auch die Plasmid-DNA von #1559 wurde mit
Nco | und Sex Al verdaut (Abbildung 4).

AnschlieRend wurde eine Ligation durchgefiihrt, bei der das 6328 Basenpaare (bp) grolie
Fragment von #1559 als Zielvektor und das 360 bp groRe Fragment von #3058 als Insert
verwendet wurden. SchlieBlich wurden BL21-Gold-Bakterien mit dem resultierenden Vektor
(Laborintern #3060) transformiert. Diese Bakterien werden fortan als P1516-Bakterien

bezeichnet.

4.1.3. Nachweis des Konstruktes

Zur Uberpriifung der Expression der Kassetten wurde zunéchst ein Nachweis der Konstrukte
im Uberstand der entsprechenden Bakterienkulturen durchgefihrt. Bakterienkulturen der
2XTNF-, 1XTNF-, P1516-, GLuc- und Vehicle-Bakterien wurden angelegt, und aufkonzentrierte
Uberstande wurden gewonnen. Ein FimH-cMyc-ELISA wurde durchgefiihrt. Der aufgereinigte
und spektrometrisch quantifizierte Uberstand der 1xTNF-Bakterien wurde als Standard
verwendet.

Im Vergleich zum Blank zeigten sich signifikant hohere OD-Werte fiir die Uberstéande der
2xTNF-, 1XTNF- und P1516-Bakterien, nicht jedoch fir die Uberstande der GLuc- oder
Vehicle-Bakterien (Abbildung 5A). Damit konnten cMyc und so das jeweilige FimH-POI-cMyc-
Protein fir 2xTNF, 1XTNF und P1516 nachgewiesen werden.

Anhand des Standards wurde die Konzentration der Proteine in den Uberstanden von 2xTNF,
1XxTNF und P1516 berechnet (Abbildung 5B+C).
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Abbildung 5 Nachweis von cMyc in Bakterienkulturiiberstdnden A Blank-bereinigte OD-Werte eines cMyc basierten
ELISAS von verschiedenen Bakterienkulturiiberstianden. In Uberstdnde von 2xTNF--, 1xTNF- und P1516-
Bakterienkulturen konnte cMyc nachgewiesen werden, in solchen von Vehicle- oder GLuc-Bakterienkulturen konnte
kein cMyc nachgewiesen werden. B: Standardkurve des aus 1xTNF-Bakterienkulturiibertstand gewonnenen
Standards. Auf Basis der fiir den Standard gemessenen Konzentration von 2,02 mg/ml konnte die Formel Y =
18,50*X - 0,03543 errechnet werden mit einem R?von 0,9823. C: Auf Basis der Formel errechnete Konzentrationen
des POI-FimH-c-Myc-Proteins in den verschiedenen Bakterienkulturiiberstdnden.
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4.2 In Vitro Testung

Die in vitro Testung erfolgte mit lebendigen Bakterien sowie mit konzentrierten Uberstanden
von Bakterienkulturen. Es wurden die spezifische Aktivation des NFkB-Signalwegs Uber den
TNF-R in Makrophagen, die Aktivierung peripherer Monozyten, ein moglicher direkter
zytotoxischer Effekt sowie die Interaktion von Bakterien, Makrophagen und Tumorzellen

untersucht.

4.2.1. Untersuchung des NFkB-Signalwegs

@ LR4 TNF-R

'\‘ Aktivierung

LN\

Abbildung 6 Stark vereinfachte Darstellung des NFkB-Signalwegs und MAPK-Signalwegs: Bindung an den TLR-4
flihrt Gber TRIF- und MyD88-abhéngige Wege zur Phosphorylierung von IKK-a und IKK-B. Im phosphorylierten
Zustand férdern IKK-a/B die Phosphorylierung von IkBa, was dessen Abbau beglinstigt. IkBa verhindert dann nicht
mehr die Translokation von NF-kB in den Zellkern, wodurch NF-kB seine Wirkung entfalten kann. Zusétzlich kommt
es lber MyD88 zur Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2. Sowohl die Phosphorylierung von IKK-a/B als
auch die Aktivierung des MAPK-Signalwegs kénnen ebenfalls durch die Aktivierung des TNF-R vermittelt
werden.%Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt

Zur Untersuchung des TNF-R-Signalwegs wurden murine Makrophagen aus Mausen des
Stammes C57BL/6N Myd887 Trif"- 4° mit einem funktionellen Knockout (KO) des Toll-like-
Rezeptors 4 (TLR4) durch einen KO von MyD88 und TRIF verwendet. In diesen Makrophagen
wird der NFkB-Signalweg nicht durch unspezifische Reize wie LPS induziert. Als Kontrollen
wurden sowohl Wildtyp-(WT)-Makrophagen als auch I6sliches TNF, Lipopolysaccharid (LPS)
und PBS verwendet.

In WT-Makrophagen wurde eine Phosphorylierung von IKK-a/-3 5 und 15 Minuten nach
Behandlung mit Vehicle-Bakterien beobachtet. In MyD88-TRIF-KO-Makrophagen wurde eine
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Phosphorylierung von IKK-a/-B 5 und 15 Minuten nach Behandlung mit I6slichem TNF und 15
Minuten nach Behandlung mit 2xTNF-Bakterien beobachtet.

In WT-Makrophagen wurde eine deutlich reduzierte Menge IkB 15 Minuten nach Behandlung
mit Vehicle-Bakterien festgestellt. In MyD88-TRIF-KO-Makrophagen wurde eine deutlich
reduzierte Menge IkB 5 und 15 Minuten nach Behandlung mit I6slichem TNF und 2xTNF-

Bakterien festgestellt.
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Abbildung 7 Untersuchung der Aktivierung des NFkB-Signalwegs in WT und MyD88/TRIF-KO Makrophagen durch
Bakterien. Dargestellt ist das Gel (oben) sowie die Konzentrationen von phosphorylierten IKK-a/-3, NFkB und
ERK1/2 sowie von IkBa jeweils in Relation zur B-Aktin Konzentration (unten) jeweils 5 und 10 Minuten nach Infektion
mit Bakterien bzw. nach Zugabe von Islichem TNF oder LPS. Bei WT-Makrophagen konnte nach der Infektion mit
Vehicle-Bakterien die Aktivation des NFkB-Signalwegs mit Phosphorylierung von IKK-a/-3, folgendem Abbau von
IkBa und steigender Konzentration von NFKB beobachtet werden. In MyD88/TRIF-KO Makrophagen liel3 sich diese
Aktivation nur nach Infektion mit 2xTNF-Bakterien oder Zugabe von TNF beobachten. Die Phosphorylierung von
ERK1/2 war auch in KO Makrophagen nach Infektion mit allen Bakterien zu beobachten, ebenso wie nach Zugabe
von TNF.

In WT-Makrophagen wurde eine Phosphorylierung von NFkB 5 Minuten und in geringerem
Ausmal 15 Minuten nach Behandlung mit Vehicle-Bakterien festgestellt. In MyD88-TRIF-KO-
Makrophagen wurde eine Phosphorylierung von NFkB 5 und 15 Minuten nach Behandlung mit
I6slichem TNF sowie 15 Minuten nach Behandlung mit 2xTNF-Bakterien festgestellt.

40



In WT-Makrophagen wurde eine Phosphorylierung von ERK1/2 5 und 15 Minuten nach
Behandlung mit Vehicle-Bakterien festgestellt. In MyD88-TRIF-KO-Makrophagen wurde eine
Phosphorylierung von ERK1/2 in unterschiedlichem Ausmaf® 5 und 15 Minuten nach
Behandlung mit I6slichem TNF, P1516-, 1XTNF-, 2xTNF- und Vehicle-Bakterien festgestellt.
Zusammenfassend wurde in WT-Makrophagen eine Aktivierung des NFkB-Signalwegs durch
Vehicle-Bakterien nachgewiesen. In MyD88-TRIF-KO-Makrophagen flihrten ausschlieflich
I6sliches TNF und 2xTNF-Bakterien zur Aktivierung des NFkB-Signalwegs.

4.2.2. Einfluss auf PBMCs gesunder Spender

PBMCs wurden aus dem Blut gesunder Spender isoliert und mit Vehicle-Bakterien, 2xTNF-
Bakterien oder PBS behandelt. Im Uberstand der mit Vehicle-Bakterien und 2xTNF-Bakterien
behandelten PBMCs wurden signifikant erhéhte Spiegel von TNF und IFN-y, nicht jedoch von
IL2, nachgewiesen. Ein signifikanter Unterschied zwischen Vehicle- und 2xTNF-Bakterien
wurde nicht festgestellt. (Abbildung 8)
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Abbildung 8 Zytokinproduktion humaner PBMCs gesunder Spender 24 Stunden nach Infektion mit 2xTNF-Bakterien
oder Vehicle-Bakterien. Dargestellt sind OD-Werte von IL-2-, INF-y. und TNF-ELISA. Es zeigt sich ein im Vergleich
zu nicht infizierten PBMCs signifikant erhéhter INF-y und TNF-Wert fiir beide Bakterien-Stdmme. Ein signifikanter
Unterschied zwischen Vehicle-Bakterien und 2x TNF-Bakterien konnte nicht gezeigt werden. Fiir IL-2 zeigte sich
kein signifikant unterschiedlicher Wert gegentiber der Kontrolle fiir beide Bakterien-Stdmme.
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4.2.3. Zytotoxizitit Untersuchung anhand Bakterienkultur-Uberstinde

Fluoreszierende Tumorzellen wurden mit &aquivalenten Volumina aufkonzentrierter
Bakterienkultur-Uberstande behandelt. Die Proliferation wurde Uber 48 Stunden anhand von
Fluoreszenz-Messungen verfolgt, anschlieliend erfolgte ein XTT-Zellviabilitatstest.

Eine unterschiedlich stark ausgepragte Hemmung des Zellwachstums durch Uberstande aller
Bakterien wurde beobachtet (Abbildung 9A). Im XTT-Test wurde ebenfalls fiirjeden Uberstand
ein  zytotoxischer Effekt festgestellt (Abbildung 9B). Zwischen verschiedenen
Versuchsansatzen zeigte sich eine starke Variabilitat in den Effektstarken (Abbildung 9C),

sodass keine statistische Auswertung moglich war.
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Abbildung 9 Proliferations- und Zytotoxassays mit Bakterienkulturiibestédnden A. Fluoreszenz-Proliferationsassay
mit dTomato exprimierenden Panc02-Zellen: Dargestellt ist die Entwicklung der der Fluoreszenz-Werte der Wells
in relative fluorescence units (RFU) lber 48 Stunden. Als Positivkontrolle wurde 2% Triton X-100 verwendet. Hier
war der RFU-Wert iiber die Zeit konstant, es war also keine Proliferation zu beobachten. Fir die
Bakterieniiberstéande bis auf 1xTNF konnte jeweils eine eingeschrénkte Proliferation im Vergleich zu den mit PBS
behandelten Wells beobachtet werden. B. XTT-Zytotoxassay im Anschluss an A: Dargestellt ist die Zytotxizitét der
Bakterientiberstédnde relativ zu PBS. Fiir alle Bakterieniiberstdnde konnte in unterschiedlichem Ausmald eine
Zytotoxizitdt nachgewiesen werden. Die Reihenfolge der Effektstdrken ist dabei dquvialent zu den Ergebnissen des
Proliferationsassays. C.Darstellung vier verschiedener Versuchsdurchlédufe von Fluoreszenz-Proliferationsassays
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mit dTomato exprimierenden Panc02-Zellen. Dargestellt sind fiir alle Ldufe nur die Gruppen PBS, GLuc, 2xTNF
und 1xTNF. Zwischen den L&ufen wurde eine Varianz der Effektstérken der einzelnen Ubersténde festgestellt.

4.2.4. Zytotoxizitat Untersuchung anhand Bakterien-Tumorzellen Co-Kultur
Tumorzellen wurden fir 4 Stunden mit lebenden Vehicle- und 2xTNF-Bakterien co-inkubiert.
AnschlieRend wurde das Wachstum der Bakterien durch Zugabe eines Antibiotikums gestoppt.
Nach insgesamt 24 Stunden wurde ein XTT-Test durchgefihrt.

Ein dosis- bzw. MOI-abhangiger zytotoxischer Effekt wurde fir beide Bakterien beobachtet.

Zwischen den beiden Gruppen wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
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Abbildung 10 Zytotoxizitdt in Bakterien-Tumorzell-Ko-Kultur Panc02-Tumorzellen wurden mit Bakterien in
Verschiedenen MOlIs infiziert. Nach 4 Stunden wurde das Bakterienwachstum abgestoppt und nach weiteren 20
Stunden ein XTT-Zytotoxassay durchgefiihrt. Dargestellt ist die Zytotoxizitét fir MOI 20, 5 und 1 mit Vehicle- und
2xTNF-Bakterien. Flir MOI 20 und 5 konnte bei beiden Bakterien eine Zytotoxizitédt beobachtet werden. Signifikante
Unterschiede zwischen Vehicle- und 2xTNF-Bakterien konnten nicht beobachtet werden.

4.2.5. Zytotoxizitat Untersuchung anhand Makrophagen-Tumorzellen Co-Kultur
Murine Makrophagen wurden mit Vehicle- oder 2xTNF-Bakterien bei einer MOI von 1 infiziert.
Das Wachstum der Bakterien wurde nach einer Stunde gestoppt, und die Makrophagen
wurden mit Panc02- oder MC38-Zellen co-inkubiert. Nach 48 Stunden wurde die LDH-
Freisetzung im Uberstand gemessen.

Fir Panc02-Zellen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der LDH-Freisetzung zwischen
Tumorzellen, die mit Makrophagen co-inkubiert wurden, die zuvor mit Bakterien oder PBS
behandelt worden waren. Fur MC38-Zellen zeigte sich eine signifikant erhdhte LDH-
Freisetzung bei Co-Inkubation mit Makrophagen, die zuvor mit Bakterien behandelt worden

waren, im Vergleich zu solchen, die mit PBS behandelt worden waren. Zwischen
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Makrophagen, die mit Vehicle-Bakterien oder 2xTNF-Bakterien behandelt wurden, zeigte sich

kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 11 Makropphagen-Co-Kultur A. Schematischer Versuchsablauf: Makrophagen werden mit Bakterien
infiziert und anschlieBend mit Tumorzellen co-kultiviert. Durch die Aktivation werden Zytokine freigesetzt, die zum
Untergang der Tumorzellen fiihren. Dabei wird u.a. LDH in den Kulturiiberstand freigesetzt, welches gemessen und
somit der AuBmal3 des Zelluntergangs bestimmt wird. B. Ergebnisse der LDH-Messung als Prozentwert der
Positivkontrolle mit Panc02 und MC38 als Ziel-Zellen in Effektor (E) zu Ziel (T) Verhéltnissen 1:1 und 2:1. Es zeigte
sich fiir Panc02 Zellen unabhéngig des E:T Verhéltnisses kein Signifikanter unterschied zwischen Infektion mit
Vehicle-und 2xTNF-Bakterien. Auch gegeniiber Makrophagen, die mit PBS infiziert wurden, zeigte sich kein
Unterschied. Flir MC38-Zellen konnte unabhéngig des E:T Verhéltnisses eine signifikant h6here LDH-Freisetzung
gemessen werden zwischen mit Bakterien und mit PBS infizierten Makrophagen. Zwischen Vehicle- und 2xTNF-
Bakterien zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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4.3 InVivo Testung

Nach der in vitro-Testung der Bakterien wurde die in vivo-Testung durchgefihrt. Hierflr wurde
ein Mausmodell mit orthotopen Panc02-Tumoren in immunkompetenten C57BL/6-Mausen
verwendet. Neben dem Nachweis des Konstrukts im Tumorgewebe und der Untersuchung
des allgemeinen Uberlebens nach Bakteriengabe lag der Fokus auf der Reaktion des

Immunsystems.

Ma&use mit Panc02-Tumor wurden i.p. Bakterien exprimieren am
mit Bakterien behandelt Tumor Konstrukt

Tumor: Milz:

e Immunhistochemie
e Immunzellinfiltration

e T-Zell-Antwort

Blut/Serum:

e Zytokine
e B-Zell-Antwort

Probengewinnung fiir nachfolgende Assays
Abbildung 12 Ubersicht iiber den Ablauf der in- und ex-Vivo Versuche. Méusen mit Panc02-Tumoren wurden intra

peritoneal (i.p.) mit Bakterien behandelt. Die Expression des FimH-Displays wurde durch Injektion von IPTG alle 2
bis 3 Tage induziert. Nach Tétung wurden verschiedene Organe entnommen fiir nachfolgende Assays.
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4.3.1. Uberlebensanalyse

Im ersten Versuch wurde geprtift, ob die intraperitoneale Behandlung von wt Mausen des
Stammes C57bl/6N mit orthotopen und syngenen Panc02-Tumoren durch unterschiedliche
Bakterien das Uberleben beeinflusst. Um die Verteilung der Bakterien innerhalb der
Versuchstiere nachvollziehen zu konnen, wurden GLuc-Bakterien verwendet, die mithilfe der
Gaussia-Luciferase nach einer Luciferin-Injektion detektiert werden konnten. Zusatzlich erhielt
eine zweite Gruppe 1xTNF- und eine dritte Gruppe 2xTNF-Bakterien. Die Bakterieninjektion

erfolgte an Tag 32 nach der Tumorimplantation.
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Abbildung 13 Uberleben von Panc02-Tumor tragenden Mé&usen nach Behandlung mit Bakterien. Méusen wurden
orthotope Panc02-Tumore implantiert. An Tag 32 wurden sie per i.p. Injektion mit GLuc- (n=5), 2xTNF- und GLuc-
(n=6), oder 1xTNF- und GLuc-Bakterien (n= 10) behandelt. Das Tumorwachstum wurde (iber Bioluminiszens-
Messungen mittels IVIS (berpriift. Dargestellt ist das Gesamtiiberleben der drei Gruppen. Alle allein mit GLuc-
Bakterien behandelten Méuse mussten bis Tag 60 geopfert werden, wéhrend 4 von 6 der mit 2xTNF- und GLuc-
Bakterien und 7 von 10 der mit 1XTNF- und GLuc-Bakterien behandelten Tieren bis zum Ende des Versuchs an
Tag 82 (iberlebten.

In der Gruppe der ausschlieBlich mit GLuc-Bakterien behandelten Mause wurde ein medianes
Uberleben von 56 Tagen beobachtet, wobei die letzte Maus an Tag 60 verstarb. In den
Gruppen mit zusatzlicher Behandlung durch 1XTNF- bzw. 2xTNF-Bakterien Uberlebten 7 von
10 bzw. 4 von 6 Tieren bis zum Ende des Versuchs an Tag 82.

Im Vergleich zur GLuc-Gruppe zeigte sich in beiden Gruppen ein signifikant verlangertes
Uberleben. Zwischen der 1xTNF- und der 2xTNF-Gruppe kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (Abbildung 13).

4.3.2. Nachweis des Konstruktes im Gewebe

Zur Untersuchung der Persistenz der Bakterien und der Expression der Konstrukte im Gewebe
wurden Mausen orthotope Pankreastumore implantiert. Nach 14 Tagen wurde die Tumorgréf3e
kontrolliert, und die Mause wurden intraperitoneal mit Vehicle-, GLuc- und 2xTNF-Bakterien
behandelt. Zusatzlich erhielten die Mause dreimal wochentlich eine intravenose Injektion von

IPTG. Nach vier Wochen oder beim Erreichen eines Abbruchkriteriums wurden die Mause
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euthanasiert, die Tumoren und Milzen explantiert, geschnitten und histochemisch mit c-Myc-
Antikérpern gefarbt.

Im Tumorgewebe von Mausen, die mit Vehicle- oder GLuc-Bakterien behandelt wurden,
konnte kein c-Myc nachgewiesen werden (Abbildung 14A und B). Hingegen war im
Tumorgewebe von Mausen, die mit 2xTNF-Bakterien behandelt wurden, eine deutliche
Farbung sichtbar (Abbildung 14C und D). Im Milzgewebe konnte keine eindeutige Farbung
festgestellt werden (Abbildung 14E und F).

Damit konnten die Persistenz und die Expression des FimH-Displays der 2xTNF-Bakterien im
Tumorgewebe, nicht jedoch in der Milz, nachgewiesen werden. Da Vehicle- und GLuc-

Bakterien kein c-Myc exprimieren, war hier keine Farbung zu erwarten.

10x 50x 10x 50x

Abbildung 14 Histochemische Férbung von Tumor- und Milzgewebe mit c-Myc-Antikérpern in 10 und 50 facher
VergréBerung. Tumor (A-D) und Milzgewebe (E+F) von mit Bakterien behandelten Mdusen wurde geschnitten und
liber anti-c-Myc-HRP Antikbrpern und DAB geférbt. A zeigt Gewebe einer mit Vehicle-Bakterien behandelten Maus,
B einer mit GLuc-Bakterien behandelter Maus. C und D zeigen je eine mit 2xTNF-Bakterien behandelte Maus. Hier
zeigte sich eine Férbung von c-Myc und somit ein Nachweis der Konstrukte im Tumorgewebe. E und F zeigen
Milzgewebe von mit 2xTNF-Bakterien behandelten M&use
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4.3.3. Untersuchung des adaptiven Immunsystems

Seren von Mausen aus dem ersten Mausversuch, die mit GLuc-Bakterien (n=3), 2xTNF-
/GLuc-Bakterien (n=3) und 1xTNF-/GLuc-Bakterien (n=3) behandelt wurden, wurden
gesammelt und mit Panc02-Zellen inkubiert, die anschlieRend auf die Bindung spezifischer
Antikérper untersucht wurden. Als Negativkontrollen wurden Panc02-Zellen ohne Serum sowie
MC38-Zellen genutzt. Eine Bindung muriner Antikérper an Panc02-Zellen, jedoch nicht an
MC38-Zellen, wurde nachgewiesen (Abbildung 16A). In den Seren aller Tiere konnten gegen
Panc02 gerichtete Antikbrper nachgewiesen werden. Zwischen den Gruppen zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 16B).
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Abbildung 15 Untersuchung der T-Zell-Antwort: Milzen von je drei Versuchstieren der Gruppen 2xTNF+GLuc und
1XTNF+GLuc des Uberlebensversuchs 1 wurden explantiert und die T-Zellen isoliert. Zusétzlich wurden T-Zellen
einer Tumor und Bakterien naiven Maus isoliert. Die T-Zellen wurden in unterschiedlichen E:T-Verhéltnissen fiir 24
Stunden mit Panc02-Zellen co-inkubiert und das Medium anschlieBend auf INF-y analysiert. Dargestellt sind die
OD-Werte des INF-y-ELISAs. Es zeigte sich eine Dosis-abhdngige INF-y Sekretion fiir beide Gruppen, die l(iber
dem Wert der Kontrolle lag.

In einem zweiten Mausversuch wurden Seren von jeweils einer Maus vor und 14 Tage nach
der Behandlung mit Vehicle-Bakterien, GLuc-Bakterien und PBS gesammelt. Bei den mit
Bakterien behandelten Tieren zeigte sich eine Zunahme der durchschnittlichen Fluoreszenz
nach der Behandlung, wahrend das unbehandelte Tier eine leichte Abnahme aufwies
(Abbildung 16C). Aufgrund der fehlenden Replikate war eine statistische Auswertung dieser
Beobachtung nicht mdglich.

Zudem wurden Milz-Zellen von Mausen, die mit 2xTNF-/GLuc-Bakterien (n=3) und 1xTNF-
/GLuc-Bakterien (n=3) behandelt wurden, isoliert und mit Panc02-Zellen co-inkubiert. Nach 24
Stunden wurden die Ubersténde auf IFN-y analysiert. Als Negativkontrolle dienten Milz-Zellen
einer Maus, die weder mit Bakterien noch mit Panc02-Tumoren in Kontakt gekommen war.
Zwischen den Gruppen wurde kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt (Abbildung
15).
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Abbildung 16 Untersuchung der B-Zell-Antwort A. Nachweis Panc02-spezifischer Antikérper im Serum: Panc02
und MC38-Zellen wurden mit Serum Panc02-Tumor tragender Mé&use inkubiert und anschlieBend mit anti-Mouse-
IGG-PE Antikérpern geférbt. Als Kontrolle wurde auch Zellen ohne vorherige Inkubation mit Serum geférbt.
Dargestellt sind Histogramme des DS-Red Werts, wobei je Zelllinie die Werte mit und ohne Serum
gegeniibergestellt sind. Flir MC38-Zellen zeigte sich kein Unterschied der Verteilung, flir Panc02-Zellen liel3 sich
fuir die Probe mit Serum eine Verschiebung beobachten. Dies weist eine Bindung von Antikérpern aus dem Serum
an Panc02-, nicht aber MC38- Zellen nach. B. Vergleich der Antikérperbindung nach Bakterienbehandlung:
Panc02-Zellen wurden mit Seren von je drei Versuchstieren der drei Gruppen des Uberlebensversuchs 1 inkubiert
und mit anti-Mouse-IGG-PE Antikérpern geférbt. Dargestellt sind die Mittleren DS-Red-Floureszenzwerte der drei
Gruppen. Zwischen den Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. C. Vergleich vor
und nach Behandlung mit Bakterien. Serum von drei M&use mit Panc02-Tumoren wurde gewonnen. Eine Maus
wurde mit Vehicle-Bakterien und Eine mit GLuc-Bakterien behandelt. Die dritte Maus wurde nicht behandelt. Nach
einer Woche wurde erneut Serum gewonnen. Es zeigte sich eine Zunahme der Antikérperbindung fiir die mit
Bakterien behandelten Mduse und eine leichte Abnahme fiir die Unbehandelte.
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4.3.4. Tumorinfiltration durch Zellen des Immunsystems

Mausen wurden subkutan Pankreastumore implantiert, anschlieliend mit Vehicle-Bakterien
(n=4), 2xTNF-Bakterien (n=5) oder PBS (n=3) behandelt. Nach 7 Tagen wurden die Tumoren
explantiert und mittels FACS analysiert. Jeweils eine Probe pro Gruppe wurde aufgrund einer
zu geringen Zellausbeute ausgeschlossen.

In allen analysierten Proben wurden CD3+ Zellen nachgewiesen. Bezlglich der Anzahl zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Zur Untersuchung des
Aktivierungszustands wurden die CD3+ Zellen weiter auf die Expression von CD69 untersucht.
In allen Gruppen zeigte sich eine hdhere Zahl CD69-exprimierender Zellen im Vergleich zu
CD69-negativen Zellen. Zwischen den Gruppen wurden keine signifikanten Unterschiede
festgestellt.

Zur Unterscheidung zwischen naiven, aktivierten, zentralen Gedachtnis- und Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen wurden die Zellen anhand der CD62L- und CD44-Expression weiter
typisiert. In der Population der CD69-positiven T-Zellen stellten die Effektor-T-Zellen (CD62L-
CD44+) in allen Gruppen die gréfite Subpopulation dar. Bezuglich der Verteilung zeigten sich
zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede. In der Population der CD69-
negativen Zellen stellten die Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (CD62L- CD44+) die grofte
Subpopulation dar, gefolgt von den zentralen Gedachtnis-T-Zellen (CD62L+ CD44+). Auch
hier konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet werden.
Zusatzlich wurden die Zellen auf CD3 und anschlieRend auf CD4 und CD8 untersucht. Es
konnten T-Helfer-Zellen (CD3+ CD4+) und T-Killer-Zellen (CD3+ CD8+) in allen analysierten
Proben nachgewiesen werden. Zwischen den Gruppen wurden keine signifikanten
Unterschiede festgestellt.

Zuletzt wurden die Proben auf NK-Zellen (NK1-1+), B-Zellen (CD19+) und Makrophagen
(F4/80+) untersucht. Anhand der Marker CD80 und CD86 wurde der Aktivierungszustand der
einzelnen Populationen analysiert. Es konnten in allen Proben NK-Zellen und in deutlich
geringerem Ausmal} auch B-Zellen und Makrophagen nachgewiesen werden. Zwischen den
Gruppen wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Bei schwer abgrenzbaren
Populationen von CD80 und CD86 wurden die Mittelwerte der Fluoreszenz verglichen. Auch

hier zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 17 Infiltration des Tumorgewebes durch Zellen des Immunsystems: FACS-Analyse Tumorgewebes
sieben Tage nach Behandlung mit PBS, Vehicle- oder 2xTNF-Bakterien A: Differenzierung der Zellen des
Lymphozytengates: Dargestellt sind der Anteil des Lymphozytengates an der Gesamtprobe und der Anteil von NK-
Zellen, Makrophagen, B-Zellen, T-Helfer-Zellen und T-Killer-Zellen des Lymphozytengates. B: Aktivierungszustand
von NK- und B-Zellen sowie Makrophagen: Dargestellt ist der Mittelwert der Fluoreszenz fiir CD80 und CD86.
Zwischen den Gruppen konnte fiir keine der Zellarten ein signifikanter Unterschied in der Aktivierung nachgewiesen
werden. C: Aktivierung und weitere Phénotypisierung der T-Zellen: Dargestellt sind Anteil von aktivierten und nicht-
aktivierten T-Zellen des Gates sowie Charakterisierung beider Populationen anhand von CD62L und CD44. Es
wurden signifikant mehr CD69+ als CD69- Zellen nachgewiesen. Zwischen den Gruppen zeigten sich keine
Unterschiede. Unabhédngig vom CD69-Status war die Population der CD62 niedrig und CD44 hoch exprimierenden

Zellen die Gréf3te.

4.3.5. Zytokine im peripheren Blut

Mausen wurden orthotop Pankreastumore implantiert. Nach Nachweis des Tumoranwachsens
mittels Biolumineszenz Messung wurden die Mause mit PBS (n=2), Vehicle-Bakterien (n=3),
GLuc-Bakterien (n=2) oder 2xTNF-Bakterien (n=3) behandelt. Unmittelbar vor der Behandlung
und eine Woche danach wurden Serumproben enthommen. Die Proben wurden mittels 23-
Plex auf IL-1 q, IL-1 B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-
17, Eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, KC, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, RANTES und TNF

untersucht. (Abbildung 18).
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Eine Zunahme der Konzentration von IL-1 und Eotaxin zwischen TO und T1 wurde Uber alle
Gruppen hinweg beobachtet, ohne dass ein Zusammenhang mit der Behandlung
nachgewiesen werden konnte. Beim Vergleich der Zytokinspiegel vor und nach der
Behandlung innerhalb der einzelnen Gruppen wurde flr keines der Zytokine ein signifikanter
Unterschied festgestellt. Ebenso zeigte der Vergleich der Zytokinspiegel zum Zeitpunkt T1
zwischen den Gruppen fir keines der Zytokine signifikante Unterschiede.

Zusatzlich wurde fir jede Maus die absolute Veranderung der Zytokinspiegel zwischen TO und
T1 berechnet. Auch hier wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen fir

eines der Zytokine festgestellt (Tabelle 2).
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Abbildung 18 Zytokine vor und nach Behandlung mit verschiedenen Bakterien im peripheren Blut von Tumor-
tragenden Mdusen. Méuse mit orthotropem Panc02-Tumor wurden mit PBS, Vehicle-, GLuc- und 2xTNF-Bakterien
behandelt. Unmittelbar vor und sieben Tage nach Behandlung wurden Serumproben gewonnen und mittels
Multiplex auf 23 unterschiedliche Zytokine untersucht. Dargestellt sind die Werte fiir jede Maus nach Gruppe sortiert
zum Zeitpunkt vor (T0) und nach (T1) Behandlung mit Bakterien oder PBS.
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Tabelle 2: Statistische Auswertung des Versuchs in Abbildung 18: Es wurden TO und T1 fiir alle Gruppen
gemeinsam sowie fiir jede Gruppe einzeln mittels gepaarter T-Tests verglichen. Die absolute Anderung der
Zytokinkonzentrationen wurde fiir jedes Tier berechnet und anschlieBend die Gruppen untereinander mittels
ungepaarter T-Tests verglichen. Zuletzt wurde der T1-Wert der zwischen den Gruppen mittels ungepaarter T-Tests
verglichen. Dargestellt sind die P-Werte der entsprechenden Tests. P-Werte kleiner 0,05 sind orange markiert. Félle
mit unzureichenden Daten zur Durchfiihrung eines T-Test wurden mit einem Kreuz markiert.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Testung einer neuen bakterienbasierten
Immuntherapie fir das Pankreaskarzinom, sowohl in vitro als auch in vivo. Das Konzept
basierte auf den hochkonservierten TNF-a Peptiden P15 und P1516, die Uber das FimH-
Display auf der Oberflache von E. coli BL-21-Gold-Bakterien exprimiert werden sollten.

Zu Beginn wurden die Expressionskassetten entworfen und mittels molekularbiologischer
Methoden der bakterielle pET11a Expressionsvektor erfolgreich in die Zielbakterien
eingebracht. Nach Induktion der Expression mittels IPTG wurde der Nachweis des Konstruktes
mittels ELISA (Abbildung 5) durchgefuhrt. Die Testung der Bioaktivitat wurde sowohl in vitro

und anschlie®end in vivo durchgefihrt.

5.1 2xTNF-Bakterien, nicht aber Vehicle-, 1XTNF- oder P1516-Bakterien fiihren
zur Aktivation des NFkB-Signalwegs liber den TNF-R

Lu et al. berichteten in ihrer Publikation zu den in dieser Arbeit verwendeten Sequenzen, dass
die den Sequenzen entsprechenden Proteine unabhangig von TNF-R1 ihre Wirkung
entfalten.#® Um zu priifen, ob diese Beobachtung auch fiir die Uber das FimH-Display
prasentierten Proteine gilt, wurde die Aktivierung des NFkB-Signalwegs in MyD88/TRIF-KO-
Mausen untersucht (Abbildung 7). Dieser Knockout verhindert die Aktivierung des Signalwegs
durch LPS®'. Wie erwartet wurde der Signalweg in den KO-Mausen weder durch I6sliches LPS
noch durch Vehicle-, 1XTNF- oder P1516-Bakterien aktiviert. Neben ldslichem TNF flhrte
jedoch Uberraschenderweise auch die Behandlung mit 2xTNF-Bakterien zur Aktivierung des
Signalwegs.

Da das Design der 2xTNF-Bakterien durch die Dopplung von P15 und das Zwischenschalten
eines Glycin-Linkers als einziges von den in der Publikation von Lu et al. beschriebenen
Sequenzen abweicht, vermuten wir, dass dadurch zuféllig die Affinitdt zum TNF-R

wiederhergestellt wurde.

5.2 TNF-Bakterien zeigen in vitro keinen zusatzlichen zytotoxischen Effekt auf
Panc02-Zellen

Aufgrund der von Lu et al. beschriebenen direkten zytolytischen Wirkung der Fragmente P15

und P1516* wurden die zytotoxischen Eigenschaften der Bakterien Uberprift. Hierzu wurden

zuerst Uberstande von Bakterienkulturen mit den Tumorzelllinien Panc02 und MC38 inkubiert

und die Proliferation sowie die Stoffwechselaktivitat analysiert.

Hier zeigte sich zwischen den Versuchslaufen eine groe Varianz (Abbildung 9 C), sodass

keine validen Schlussfolgerungen gezogen werden konnten. Ein Grund hierfir kann die
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fehlende Quantifizierbarkeit der Vehicle- und GLuc-Kontrolle sein, die mangels cMyc im
Uberstand nicht mittels cMyc-ELISA quantifizierbar waren. Auch fiir die cMyc-enthaltenden
Uberstdnde war die Quantifizierung eher unzuverlassig, da kein FimH-cMyc Standard
kommerziell verfigbar ist. Aufgrund dieser Limitationen wurde fir die restliche Arbeit auf
Experimente mit Bakterienkulturiiberstanden verzichtet.

Als nachstes wurde eine Co-Kultur von lebenden Bakterien und Panc02 Zellen durchgefihrt
(Abbildung 10). Hier konnte eine dosisabhangige zytotoxische Wirkung nachgewiesen werden,
die sich jedoch nicht zwischen 2xTNF-Bakterien und Vehicle-Bakterien unterschied.

Eine mogliche Erklarung sind von Bl21-Gold Bakterien produzierte Endotoxine®?, die eine

maogliche zusatzliche zytotoxische Wirkung der 2xTNF-Bakterien tberlagern kann.

5.3 TNF-Bakterien zeigen in vitro keinen zusatzlichen aktivierenden Effekt auf
humane PBMCs oder murine Makrophagen
Neben der direkten Zytolyse erhofften wir uns ebenfalls einen zusatzlichen
immunstimulatorischen Effekt durch den Einsatz der TNF-Fragmente. Nachdem die
spezifische Aktivation von Makrophagen mit MyD88/TRIF-KO bereits gezeigt werden konnte,
wurde der Einfluss der Bakterien auf die Zytokinproduktion humaner PBMCs von gesunden
Spendern untersucht (Abbildung 8).
Hier l6sten sowohl Vehicle- als auch 2xTNF-Bakterien eine INF-y- und TNF-Produktion aus,
wobei kein signifikanter Unterschied zwischen den Bakterien beobachtet wurde. IL2 wurde im
Vergleich zu nicht behandelten Proben nicht vermehrt produziert. Diese Beobachtungen
entsprechen der Reaktion von PBMCs auf LPS%® in den ersten 24 Stunden.
Als nachstes untersuchten wir, ob die TNFR-Aktivation durch 2xTNF-Bakterien den
antitumoralen Effekt von Makrophagen auf Panc02 oder MC38 Zellen verstarkt. Daflr wurden
murine Makrophagen mit Bakterien inkubiert und anschlieffend mit Tumorzellen co-inkubiert
(Abbildung 11). Far MC38-Zellen konnte ein verstarkter zytotoxischer Effekt durch
Makrophagen, die mit Bakterien inkubiert wurden, gezeigt werden. Dieser unterschied sich
nicht zwischen Vehicle- und 2xTNF-Bakterien, und entspricht in etwa den Beobachtungen von
Wei et al. in einem ahnlichen Experiment®. Fir Panc02-Zellen konnte kein verstarkter Effekt
durch Inkubation mit Bakterien gezeigt werden. In einem unverdffentlichten Experiment
konnten wir eine deutlich geringere Sensibilitdt von Panc02- im Vergleich zu MC38-Zellen auf
I6sliches TNF beobachten. Wir vermuten, dass die zusatzliche Zytotoxizitat der Makrophagen
nach Inkubation mit Bakterien TNF vermittelt ist und deshalb bei Panc02-Zellen nicht
beobachtet wurde.
Insgesamt konnten wir in vitro nur bei MyD88/TRIF-KO Makrophagen eine zusétzliche

biologische Funktion der 2xTNF-Bakterien gegenlber Vehicle-Bakterien nachweisen.
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5.4 2xTNF-Bakterien verlingern Uberleben von Panc02-Tumor tragenden
Mausen

Das hochkomplexe TME des PDAC lasst sich nur schwer in vitro nachbilden. Deshalb
entschieden wir uns dazu, in vivo Versuche anzuschlieRen. Hierflir benutzen wir ein
Mausmodell mit immunkompetenten Tieren und orthotropen Panc02-Tumoren.

Nach Anwachsen des Tumors wurden den Tieren Bakterien intraperitoneal gespritzt. Um das
Wachstum der Bakterien verfolgen zu kénnen, erhielten alle Tiere GLuc-Bakterien. Zusatzlich
erhielten zwei weitere Gruppen 1xTNF- oder 2xTNF-Bakterien. Es zeigte sich ein signifikant
langeres Uberleben bei den zuséatzlich mit TNF-Bakterien behandelten Mausen im Vergleich
zu den allein mit GLuc-Bakterien behandelten, wobei es keinen signifikanten Unterschied
zwischen 1xTNF- und 2xTNF-Bakterien (Abbildung 13) gab. Yoon et al. konnten mit

Salmonellen, die rekombinantes TNF freisetzen, dhnliche Uberlebensvorteile zeigen*'.

5.5 Lp. Verabreichung von 2xTNF-Bakterien an Panc02-Tumor tragenden
Mause ist sicher und fiihrt zur Kolonisation des Tumors

Eine Limitation, die wir durch die Nutzung von Bakterien als Vektor fir Therapeutika umgehen
wollen, ist eine systemische Toxizitat. Daflir ist es entscheidend, dass die Bakterien gezielt
den Tumor besiedeln. Dieses Verhalten wurde unter anderem von Stritzker et al.?
beschrieben. Wir konnten immunhistochemisch das von den 2xTNF-Bakterien exprimierte
Konstrukt im Tumor-, nicht aber im Milzgewebe der behandelten Mause nachweisen
(Abbildung 14).

Weiter beobachteten wir bei den Mausen makroskopisch keine Zeichen einer
Entziindungsreaktion nach Verabreichung der Bakterien. Auch im Plasma konnten wir nach
Bakteriengabe keine veranderten Zytokinlevel nachweisen (Abbildung 18).

Insgesamt schlieRen wir daraus, dass die Verabreichung von TNF-Bakterien in
immunkompentenen Mausen sicher ist. Diese Beobachtung passt zu denen anderer
Forschenden, die ebenfalls mit vermehrungsfahigen Bakterien in murinen Modellen gearbeitet

haben.

5.6 Mogliche Reaktion des Immunsystems

Da wir in vitro keinen zytotoxischen Effekt fuir die TNF-Bakterien zeigen konnten, erachteten
wir eine veranderte Immunantwort als wahrscheinlichsten Grund flr das verlangerte
Uberleben. Um diese Hypothese zu Uberpriifen, flhrten wir simple Tests mit aus dem
Uberlebensversuch gewonnen Milzzellen sowie Serum durch. Fir die Milzzellen konnten wir
eine INF-y Sekretion nach Reexposition mit Panc02-Zellen zeigen (Abbildung 15). Da keine
Tiere der Kontrollgruppe bis zum Ende des Versuchs uberlebten, fehlten frische Milzzellen

dieser Gruppe, sodass die Aussagekraft dieser Beobachtung stark eingeschrankt ist.
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Weiter wurde die B-Zell Antwort anhand von spezifischen Antikdrpern im Serum untersucht.
Hier konnten fir alle Gruppen spezifische Antikérper nachgewiesen werden, allerdings keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden (Abbildung 16 A+B).

In einem zweiten Mausversuch konnten von drei Tieren Seren vor und nach der Behandlung
mit Vehicle-, GLuc-Bakterien oder PBS gewonnen werden. Hier konnten Hinweise beobachtet
werden, dass die Behandlung mit Bakterien mit einer verstarkten Antikdrperproduktion
einhergeht (Abbildung 16 C). Dies wiirde mit der bereits beschriebenen Funktion von FimH als
Adjuvant® (ibereinstimmen. Hier benotigt es mehr Versuchstiere, um statistische Analysen zu
ermoglichen.

Eine verstarkte Infiltration des Tumors durch CD8 positive T-Lymphozyten ist mit einem
verbesserten Uberleben assoziiert.®%” Chen et al. zeigten fir E.coli, die INF-y freisetzen
kdénnen, eine verstarkte Infiltration von Lebertumoren mit CD8 Zellen sowie eine erhdhte Zahl
M1 Makrophagen.®” In unserer FACS-Analyse konnten wir ebenso eine durchschnittlich
héhere CD8-Infiltration in mit 2xTNF-Bakterien vorbehandelten Mausen im Vergleich zu mit
Vehicle-Bakterien Vorbehandelten beobachten (ca. 16 % vs. 8 %), allerdings war diese
Beobachtung statistisch nicht signifikant (Abbildung 17). In Bezug auf die Differenzierung der
Immunzellen konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden.

In der Literatur wird TNF hier mit teils gegensatzlichen Eigenschaften beschrieben. So zeigten
Dixit et al. beispielsweise eine Immunsuppression durch TNF-a vermittelte IL-33 Freisetzung®®,
wahrend Chopra et al. die Notwendigkeit von TNF-a und TNF-R1 fir die Infiltration durch CD8-
Zellen zeigten®®. Insgesamt konnten wir keine eindeutige Erklarung fir das verlangerte

Uberleben ausmachen.

5.7 Limitationen dieser Arbeit

Der Gegenstand dieser Arbeit ist ein auf vermehrungsfahigen Bakterien basierender
Therapieansatz. Damit gehen insbesondere im Vergleich zu herkdmmlichen Arzneimitteln
besondere Herausforderungen und Limitationen sowohl bei der in vitro als auch in vivo

Testung einher.

5.7.1. Limitationen der in vitro Arbeit.

Die Biologie des PDAC ist, wie oben beschrieben, sehr komplex. Diese Komplexitat 1asst sich
in vitro nicht nachbilden, sodass immer nur einzelne Komponenten untersucht werden
konnten. Das Verhalten von Bakterien in diesem Umfeld kann stark vom Verhalten in vivo
abweichen. Dies wurde beispielsweise von Stritzker et al. gezeigt, als sie eine von Kasinskas,
Forbes et al. in vitro aufgestellte These zur Tumorinfiltration® in vivo eindrucksvoll widerlegen
konnten.?® Die im realen Tumor durch Nahrstoffangebot, Immunzellen und andere Faktoren
begrenzte Proliferation ist in vitro nicht gegeben, sodass eine kinstliche Limitation des

Wachstums durch Antibiotika erfolgen musste. Dies fihrt dazu, dass die in vitro genutzten
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Bakterien-Konzentrationen stark von den in vivo vorherrschenden Konzentrationen abweichen
kénnen. Auch die in vivo vorhandene spezifische Verteilung der Bakterien innerhalb des
Tumorgewebes? entfillt in vitro. In Kombination damit, dass die in dieser Arbeit verwendeten
Vehicle-Bakterien Endotoxine und LPS freisetzen, ist das Bewerten der in vitro beobachteten
Ergebnisse bezlglich Zytotoxizitat und Immunaktivierung erschwert.

In Zukunft kdnnten die von den Bakterien prasentierten Proteine in eukaryotischen Zellen
produziert werden. So kénnte ein mdglicher zusatzlicher, LPS und Endotoxin unabhangiger

Effekt demaskiert werden.

5.7.2. Limitationen der in vivo Arbeit.

Durch das Verwenden von Mausmodellen kdnnen einige der in vitro vorhandenen Limitationen
umgangen werden. Doch auch aus Mausmodellen gewonnene Erkenntnisse Ubersetzten sich
nicht immer gut in klinischen Studien.*®

Die Anzahl der Mause und Kafige ist im Vergleich zur in vitro Arbeit stark begrenzt, Versuche
brauchen mehr Zeit und sind aufwandiger. Da auch eine orale Aufnahme von E.coli zu
Besiedlung des PDAC fiihren kann,?' koénnen Versuchstiere nur kéafigweise Bakterien-
Interventionen zugeordnet werden.

Das in dieser Arbeit beobachtete verlangerte Uberleben von mit 2xTNF-Bakterien behandelten
Mausen wurde nur im Vergleich zu Behandlung mit GLuc-Bakterien gezeigt. Ein zweiter
Uberlebensversuch, bei dem die Mause 2xTNF, Vehicle-, 1XTNF- oder GLuc-Bakterien oder
PBS als Monotherapie erhielten, konnte aufgrund zu groRRer Varianz der durchschnittlichen
Tumorgrofle zwischen den Gruppen vor Behandlung nicht ausgewertet werden (Daten nicht
gezeigt).

Die Untersuchungen der Milzzellen und Antikdrperkonzentration im Serum sind aufgrund
fehlender Kontrollen von mit PBS oder Vehicle-Bakterien behandelten Tieren nicht statistisch
belastbar. Hier bendtigt es Versuche mit mehr Versuchstieren pro Gruppe sowie den
Kontrollen.

Die mittels Durchflusszytometrie analysierte Tumorinfiltration wurde durch teils schlechte
Qualitat der Proben eingeschrankt. Hier konnte die gezielte Farbung von toten Zellen,
beispielsweise mittels 7-Aminoactinomycin, helfen, falsch positive Farbungen von der Analyse

auszuschliefRen.
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5.8 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Entwicklung und Erprobung einer neuen Immuntherapie auf der
Grundlage genetisch veranderter Bakterien des Stammes E.coli untersucht. Zu diesem Zweck
wurden von menschlichem TNF-a abgeleitete Fusionsproteine entwickelt und induzierbar in
Bakterien exprimiert. Bakterien mit dem Konstrukt 2xTNF und 1xTNF verlangerten das
Uberleben von Ma&usen mit syngenen und orthotopen Pankreaskarzinomen. Dies ist
vergleichbar mit den verdéffentlichten praklinischen Daten anderer bakterienvermittelter
Immunotherapien. Die zugrundeliegenden Mechanismen konnten nicht aufgedeckt werden,
da es bei der Produktion rekombinanter Proteine in Bakterien auch zur Freisetzung von LPS
und Endotoxine kommen kann, welche eine zusatzlich stimulierende Wirkung auf Immunzellen
haben und so eine erhebliche Co-Aktivierung auslésen konnen. Es gibt jedoch Hinweise auf
eine direkte Beeinflussung von Immunzellen durch rekombinante Proteine, obwohl dies
aufgrund der Herstellungsmethode nicht eindeutig nachgewiesen werden kann. Um jedoch die
Messung der Bioaktivitat zu verbessern und eine Hintergrundaktivitat durch mogliche
prokaryotische Moleklle zu vermeiden, kénnten die rekombinanten TNF-a-FimH-Proteine
zukunftig auch in eukaryotischen Zellen hergestellt werden. Damit kdnnte ein moglicher
Einfluss von LPS, Endotoxinen und weiterer storender Substanzen auf die Zielzellen
verhindert werden. In vivo kénnen die Versuche zur Tumorinfiltration mit mehr Tieren pro
Gruppe sowie zusatzlichen Markern zur verbesserten Auswertbarkeit wiederholt werden.
Falls sich so der Mechanismus fiir das verlangerte Uberleben zeigen lasst, ist die Ubertragung
der Konstrukte in den E.coli Stamm Nissel1917 der nachste Schritt, sowie die orale
Verabreichung der Bakterien anstatt der intraperitonealen Injektion. Langfristig ist die Testung

der Bakterien in Kombination mit Chemo- und Immuntherapien geplant.
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7.3. Sequenzen der in der Arbeit verwendeten Konstrukte

Konstr | Sequenz
ukt

1XTNF | taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataatttigtttaactttaagaagga
gatataccatggtacgagttattaccctgtttgctgtactgctgatgggctggtcggtaaatgcctggtcactcctcacce
cacaccatcagccgcatcgecgtctcctaccagaccaaggtcaacctcctctccgggggeggggatagtggggg
tggaggatccgaacagaaactgattagcgaagaagatctggagcaaaagttaatatccgaggaggacttagge
ggtagcggcttcgcctgtaaaaccgccaatggcaccgctatcectatiggcggtggcagegcecaatgtttatgtaaa
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ccttgcgcececgtegtgaatgtggggcaaaacctggtcgtggatctttcgacgcaaatcttttgccataacgattatcecg
gaaaccattacagactatgtcacactgcaacgaggctcggcttatggcggcgtgttatctaatttttccgggaccgta

aaatatagtggcagtagctatccatttcctaccaccagcgaaacgccgcgcegttgtttataattcgagaacggataa
gccgtggcecggtggcegctttatttgacgcctgtgagcagtgcgggeggggtggcegattaaagcetggctcattaattg

ccgtgcttattttgcgacagaccaacaactataacagcgatgatttccagtitgtgtggaatatttacgccaataatgat
gtggtggtgcctactggcggcetgegatgtttctgctecgtgatgtcaccgttactctgccggactaccctggttcagtgec
aattcctcttaccgtttattgtgcgaaaagccaaaacctggggtattacctctccggcacaaccgcagatgcgggcea
actcgattttcaccaataccgcgtcgttttcacctgcacagggcgtcggcgtacagttgacgcgcaacggtacgatta
ttccagcgaataacacggtatcgttaggagcagtagggacttcggcggtgagtctgggattaacggcaaattatge

acgtaccggagggcaggtgactgcagggaatgtgcaatcgattatiggcgtgacttttgtttatcaataatgatcceg

gctgctaacaaagcccgaaaggaagctgagttggctgctgccaccgcetgagcaataactagcataaccecttgg

ggcctctaaacgggtcttgaggggtttittgctgaaaggaggaactatatccggatatcccgcaagaggeccggcea
gtaccggcataaccaagcctatgcctacagcatccagggtgacggtgccgaggatgacgatgagegcattgttag
atttcatacacggtgcctgactgcgttagcaatttaactgtgataaactaccgcattaaagcttatcgatgataagctgt
caaacatgagaattcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttitataggttaatgtcatgataataatggttt
cttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgta
tccgctcatgagacaataaccctgataaatgcticaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccg
tgtcgcccttattcectttttgeggcattttgecttcctgttttigctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgcetg
aagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccce
gaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgceggtattatcccgtgttgacgccgggcaag
agcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacg
gatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctga

caacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgg
gaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgcagcaatggcaacaac

gttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggata
aagttgcaggaccacttctgcgctcggceccttccggetggcetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtg

ggtctcgcggtatcattgcagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagt
caggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcag
accaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgata

atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgticcactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatctt
cttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtitgecg

gatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcticagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtg
tagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcectacatacctcgctctgctaatectgttaccagtg

gctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggt
cgggctgaacggggggttcgtgcacacagceccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctaca
gcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagecggcagggt
cggaacaggagagcgcacgagggagcticcagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgeca
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cctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcectatggaaaaacgccagcaacgcggcec
tttttacggttcctggccttttgectggccttttgctcacatgttctttcctgegttatccectgattctgtggataaccgtattace
gcctttgagtgagctgataccgctcgeccgcageccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagceg
gaagagcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtaca
atctgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactccgctatcgctacgtgactgggtcatggctgecgecccgac
acccgccaacacccgctgacgcgecctgacgggcttgtctgetccecggeatecgcettacagacaagctgtgaccg
tctccgggagcetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgaggcagcetgecggtaaagcetcate
agcgtggtcgtgaagcgattcacagatgtctgcctgttcatccgcgtccagcetcegttgagtitctccagaagcegttaat
gtctggcttctgataaagcgggccatgttaagggcggtttiticctgtttggtcactgatgcctccgtgtaagggggattt
ctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatgaacatgccc
ggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggcggtatggatgcggcgggaccagagaaaaatcactcagggt
caatgccagcgcttcgttaatacagatgtaggtgticcacagggtagccagcagcatcctgecgatgcagatccgga
acataatggtgcagggcgctgacttccgcegtttccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgtt
gctcaggtcgcagacgttttgcagcagcagtcgcttcacgttcgectcgegtatcggtgattcattctgctaaccagtaa
ggcaaccccgccagcctageccgggtcctcaacgacaggagcacgatcatgecgcaccegtggccaggacccaa
cgctgcccgagatgegcecgcegtgeggcetgectggagatggecggacgcgatggatatgttctgccaagggttggtitg
cgcattcacagttctccgcaagaattgattggctccaattcttggagtggtgaatccgttagcgaggtgecgecggctt
ccattcaggtcgaggtggcccggctccatgcaccgcgacgcaacgcggggaggcagacaaggtatagggegg
cgcctacaatccatgccaacccgttccatgtgctcgccgaggeggcataaatcgecgtgacgatcageggtccag
tgatcgaagttaggctggtaagagccgcgagcegatccttgaagcetgtccctgatggtegtcatctacctgectggac
agcatggcctgcaacgcgggcatcccgatgeccgeccggaagcgagaagaatcataatggggaaggcecatccag
cctcgegtcgecgaacgccagcaagacgtagecccagegegtcggecgecatgecggegataatggcectgcttete
gccgaaacgtttggtggcgggaccagtgacgaaggcttgagcgagggcgtgcaagattccgaataccgcaage
gacaggccgatcatcgtcgcgctccagcgaaagceggtcctcgccgaaaatgacccagagcgetgccggeacct
gtcctacgagttgcatgataaagaagacagtcataagtgcggcgacgatagtcatgccccgegeccaccggaag
gagctgactgggttgaaggctctcaagggcatcggtcgagatcccggtgcctaatgagtgagctaacttacattaat
tgcgttgcgctcactgcccgctticcagtcgggaaacctgtcgtgccagcetgcattaatgaatcggccaacgegegg
ggagaggcggtttgcgtattgggcgccagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagctgattgceccttc
accgcctggccctgagagagttgcagcaageggtccacgctggtttgccccagcaggcgaaaatcectgtttgatg
gtggttaacggcgggatataacatgagctgtcttcggtatcgtcgtatcccactaccgagatatccgcaccaacgceg
cagcccggactcggtaatggegcegceattgegeccagcegcecatcetgatcgttggcaaccagecatcgcagtgggaa
cgatgccctcattcagcatttgcatggtttgttgaaaaccggacatggcactccagtcgcecttcecgttcecgctategg
ctgaatttgattgcgagtgagatatttatgccagccagccagacgcagacgcgccgagacagaacttaatgggcec
cgctaacagcgcgatttgctggtgacccaatgcgaccagatgctccacgceccagtcgegtaccegtcettcatgggag
aaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcaggcagcttcca
cagcaatggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatcagcccactgacgcegttgcgcgagaagattgtgcac

cgccgctttacaggcttcgacgccgcttecgttctaccatcgacaccaccacgetggcacccagttgatcggegega
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gatttaatcgccgcegacaatttgcgacggegegtgcagggccagactggaggtggcaacgcecaatcagcaacg
actgtttgcccgcecagttgttgtgccacgcggttgggaatgtaattcagctccgecatcgecgcttccactttttccege
gttttcgcagaaacgtggctggcctggttcaccacgcgggaaacggtctgataagagacaccggcatactctgeg
acatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggcgctatcatgccataccgcgaa
aggttttgcgccattcgatggtgtccgggatctcgacgctcteccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagta
gtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgceccaacagtcccce
ggccacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgageccgatcttce
ccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgecggtgatgccggecacgatgegtee
ggcgtagaggatcgagatctcgatcccgecgaaat

2xXTNF

taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtitaactitaagaagga
gatataccatggtacgagttattaccctgtttgctgtactgctgatgggctggtcggtaaatgcctggtcactcctcace
cacaccatcagccgcatcgccgtctcctaccagaccaaggtcaacctcctcggtggtictggacttctgacgcaca
cgatatcgcgaatagcggtgagctatcagactaatgttaacctactgtccgggggcgggggtagtgggggtggag
gatcggaacagaaactgattagcgaagaagatctggagcaaaagttaatatccgaggaggacttaggcggtag
cggcttcgcctgtaaaaccgccaatggcaccgctatccctattggeggtggcagegcecaatgtttatgtaaaccttge
gcccgtegtgaatgtggggcaaaacctggtcgtggatctttcgacgcaaatcttttgccataacgattatccggaaac
cattacagactatgtcacactgcaacgaggctcggcttatggcggcgtgttatctaatttttccgggaccgtaaaatat
agtggcagtagctatccatttcctaccaccagcgaaacgccgcgcgttgtttataaticgagaacggataagccgtg
gccggtggcegctttatttgacgcctgtgagcagtgcgggcggggtggcegattaaagcetggctcattaattgecgtgcet
tattttgcgacagaccaacaactataacagcgatgatttccagtttgtgtggaatatitacgccaataatgatgtggtgg
tgcctactggcggcetgegatgttictgctecgtgatgtcaccgttactctgccggactaccctggttcagtgecaattccte
ttaccgtttattigtgcgaaaagccaaaacctggggtattacctctccggcacaaccgcagatgcgggcaactcgatt
ttcaccaataccgcgtcgttttcacctgcacagggcgtcggegtacagttgacgcgcaacggtacgattattccage
gaataacacggtatcgttaggagcagtagggacttcggcggtgagtctgggattaacggcaaattatgcacgtacc
ggagggcaggtgactgcagggaatgtgcaatcgattattggcgtgacttttgtitatcaataatgatcccggctgctaa
caaagcccgaaaggaagctgagttggetgetgccaccgetgagcaataactagcataacccecttggggcectcta
aacgggtcttgagggatittttgctgaaaggaggaactatatccggatatcccgcaagaggcccggcagtaccgg
cataaccaagcctatgcctacagcatccagggtgacggtgccgaggatgacgatgagegcattgttagatttcata
cacggtgcctgactgcgttagcaatttaactgtgataaactaccgcattaaagcttatcgatgataagctgtcaaaca
tgagaattcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagac
gtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctattigtitattitictaaatacattcaaatatgtatccgctc
atgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgec
cttattcccttttttgcggcattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgctgaagatce
agttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaaga
acgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtgttgacgccgggcaagagcaa
ctcggtcgcecgceatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatgg

catgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttactictgacaacg
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atcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaacc
ggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgcagcaatggcaacaacgttgeg
caaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttg
caggaccacttctgcgctcggceccttccggcetggcetggtttattgctgataaatctggagecggtgagcegtgggtcete
gcggtatcattgcagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcagge
aactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaa
gtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcat
gaccaaaatcccttaacgtgagttttcgticcactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgag
atcctttttttctgcgcgtaatctgetgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtitgccggatcaa
gagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccg
tagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgcetctgctaatcctgttaccagtggcetgcetg
ccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggct
gaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcegtga
gctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagecggcagggtcggaa
caggagagcgcacgagggagcticcagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctg
acttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcectatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttac
ggttcctggccttttgetggecttttgctcacatgttctttcctgegttatccectgattctgtggataaccgtattaccgecttt
gagtgagctgataccgctcgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaaga
gcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgeggtatticacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgct
ctgatgccgcatagttaagccagtatacactccgctatcgctacgtgactgggtcatggctgcgcccecgacacccg
ccaacacccgctgacgcegcecctgacgggcttgtctgetcccggceatcecgcettacagacaagcetgtgaccgtctceg
ggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgaggcagctgcggtaaagctcatcagegt
ggtcgtgaagcgattcacagatgtctgcctgttcatccgegtccagcetegttgagttictccagaagcegttaatgtctgg
cttctgataaagcgggccatgttaagggceggtittttcctgtttggtcactgatgectccgtgtaagggggatttctgttca
tgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcccggttact
ggaacgttgtgagggtaaacaactggcggtatggatgcggcgggaccagagaaaaatcactcagggtcaatgce
cagcgcttcgttaatacagatgtaggtgttccacagggtagccagcagcatcctgcgatgcagatccggaacataa
tggtgcagggcegctgacttccgegtttccagactitacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgetcag
gtcgcagacgttttgcagcagcagtcgcttcacgttcgcetcgegtatcggtgattcattctgctaaccagtaaggcaa
ccccgcecagcctagecgggtectcaacgacaggagcacgatcatgcgcaccegtggccaggacccaacgctg
cccgagatgcgecgegtgeggcetgetggagatggecggacgcegatggatatgttctgccaagggttggtttgegceatt
cacagttctccgcaagaattgattggctccaattcttggagtggtgaatccgttagcgaggtgecgecggctteccattc
aggtcgaggtggcccggctccatgcaccgcgacgcaacgcggggaggcagacaaggtatagggeggcegcect
acaatccatgccaacccgttccatgtgctcgccgaggeggcataaatcgecgtgacgatcageggtccagtgate
gaagttaggctggtaagagccgcgagcgatccttgaagctgtccctgatggtcgtcatctacctgectggacagceat
ggcctgcaacgcegggcatcccgatgeccgeccggaagcgagaagaatcataatggggaaggcecatccagecteg

cgtcgcgaacgccagcaagacgtagcccagegcgtecggecgecatgeccggegataatggectgcettctcgeega
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aacgtttggtggcgggaccagtgacgaaggcttgagcgagggcegtgcaagattccgaataccgcaagcgacag
gccgatcatcgtcgegcetccagcgaaagceggtcctcgeccgaaaatgacccagagegcetgecggceacctgtecta

cgagttgcatgataaagaagacagtcataagtgcggcgacgatagtcatgccccgecgcccaccggaaggagcet

gactgggttgaaggctctcaagggcatcggtcgagatcccggtgcctaatgagtgagctaacttacattaattgcegtt
gcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagcetgcattaatgaatcggccaacgcgecggggag

aggcggtttgcgtattgggcgccagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagctgattgeccttcaccge
ctggccctgagagagttgcagcaageggtccacgcetggttigccccagcaggcgaaaatcctgtttgatggtggtta
acggcgggatataacatgagctgtcttcggtatcgtcgtatcccactaccgagatatccgcaccaacgcgcagcecc
ggactcggtaatggcgcgcattgcgcccagcegcecatctgatcgttggcaaccagcatcgcagtgggaacgatgec
ctcattcagcatttgcatggtttgttgaaaaccggacatggcactccagtcgccttccegticcgcetatcggetgaatttg
attgcgagtgagatatttatgccagccagccagacgcagacgcgccgagacagaacttaatgggeccgctaaca
gcgcgatttgetggtgacccaatgcgaccagatgctccacgcccagtcgegtacegtcticatgggagaaaataat
actgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcaggcagcticcacagcaat

ggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatcagcccactgacgegttgcgcgagaagattgtgcaccgecgcet
ttacaggcttcgacgccgcttcgtictaccatcgacaccaccacgetggcacccagttgatcggcgcegagatttaat

cgccgcegacaatttgcgacggcegegtgcagggccagactggaggtggcaacgccaatcagcaacgactgtttg

cccgcecagttgttgtgccacgeggttgggaatgtaattcagctccgecatcgecgcttecactttttcccgegttttcgeca
gaaacgtggctggcctggticaccacgcgggaaacggtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtat
aacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctcticcgggcgctatcatgccataccgcgaaaggttttgeg
ccattcgatggtgtccgggatctcgacgctctcecttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttga
ggccgttgagcaccgccgecgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtccceccggecacgg
ggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggegagceccgatcttccecatcggtg
atgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggcecacgatgegtccggegtagag

gatcgagatctcgatcccgcgaaat

P1516

taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaagga
gatataccatggtacgagttattaccctgtttgctgtactgctgatgggctggtcggtaaatgectggtcaaagggeca
aggctgcccctccacccatgtgcetecctcacccacaccatcagecgcatcgcecgtctecctaccagaccaaggtcaa
cctectetccgggggegggggatagtgggggtggaggatccgaacagaaactgattagcgaagaagatctggag
caaaagttaatatccgaggaggacttaggcggtagcggcttcgcctgtaaaaccgccaatggcaccgctatcect
attggcggtggcagcgccaatgtttatgtaaaccttgcgcccgtcgtgaatgtggggcaaaacctggtcgtggatcett
tcgacgcaaatcttttgccataacgattatccggaaaccattacagactatgtcacactgcaacgaggctcggcttat
ggcggcgtgttatctaatttttccgggaccgtaaaatatagtggcagtagctatccatttcctaccaccagcgaaacg
ccgcgcegttgtttataattcgagaacggataagccgtggecggtggcegctttatttgacgcectgtgagcagtgeggge
ggggtggcgattaaagctggctcattaattgccgtgcttattttgcgacagaccaacaactataacagcgatgatttc
cagtttgtgtggaatatttacgccaataatgatgtggtggtgcctactggcggctgcgatgtttctgctcgtgatgtcacce
gttactctgccggactaccctggticagtgccaattcctcttaccgtttatigtgcgaaaagccaaaacctggggtatta

cctctccggcacaaccgcagatgcgggcaactcgattttcaccaataccgegtegttttcacctgcacagggcegtcg
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gcgtacagttgacgcgcaacggtacgattattccagcgaataacacggtatcgttaggagcagtagggacttcgg
cggtgagtctgggattaacggcaaattatgcacgtaccggagggcaggtgactgcagggaatgtgcaatcgattat
tggcgtgacttttgtttatcaataatgatcccggcetgctaacaaagcccgaaaggaagcetgagtiggcetgetgecacce
gctgagcaataactagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactat
atccggatatcccgcaagaggceccggcagtaccggcataaccaagcectatgcctacagcatccagggtgacggt
gccgaggatgacgatgagcgcattgttagatttcatacacggtgcctgactgcgttagcaatttaactgtgataaact
accgcattaaagcttatcgatgataagctgtcaaacatgagaattcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgcect
atttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccc
tatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgctticaataatattgaa
aaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcectttittgcggcattttgecttcctgtttttgctcacce
cagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctca
acagcggtaagatccttgagagttticgccccgaagaacgttticcaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtgg
cgcggtattatccegtgttgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgeatacactattctcagaatgacttggttg
agtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataacca
tgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaa
catgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcegtg
acaccacgatgcctgcagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccg
gcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggeccttccggetggetgg
tttattgctgataaatctggagccggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggcecagatggtaagcec
ctcccegtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagat
aggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcattttt
aatttaaaaggatctaggtgaagatccitttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgticcactgag
cgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttictgcgcgtaatctgcetgcttgcaaacaaa
aaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcag
cagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgce
ctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggecgataagtcgtgtcttaccgggttggactca
agacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcettggagce
gaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgctticccgaagggagaa
aggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaa
cgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgctcgtcaggggggceg
gagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgetggcecttttgetcacatgttctttect
gcgttatccectgattctgtggataaccgtattaccgcectttgagtgagcetgataccgctcgeccgcagccgaacgace
gagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatgeggtattttctccttacgcatctgtgeggt
atttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactccgctat
cgctacgtgactgggtcatggctgcgccccgacacccgccaacacccgcetgacgegecctgacgggcttgtetge
tcccggceatcecgcttacagacaagcetgtgaccgtctccgggagcetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccg
aaacgcgcgaggcagctgcggtaaagctcatcagcgtggtcgtgaagcgattcacagatgtctgcctgttcatceg
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cgtccagctcgttgagtttctccagaagcgttaatgtctggcettctgataaagcgggccatgttaagggceggttttttcct
gtttggtcactgatgcctccgtgtaagggggatttctgticatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatg
ctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcccggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggcggtatggat
gcggcgggaccagagaaaaatcactcagggtcaatgccagcgcticgttaatacagatgtaggtgttccacagg
gtagccagcagcatcctgcgatgcagatccggaacataatggtgcagggcgcetgacttccgegtttccagacttta
Ccgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcagcagcagtcgcttcacgtic
gctcgcegtatcggtgattcattctgctaaccagtaaggcaaccccgccagcectagecgggtcctcaacgacagga
gcacgatcatgcgcacccgtggccaggacccaacgctgcccgagatgecgecgegtgeggcetgetggagatgge
ggacgcgatggatatgttctgccaagggttggtttgcgcattcacagttctccgcaagaattgattggctccaattcttg
gagtggtgaatccgttagcgaggtgccgecggcttccattcaggtcgaggtggeccggctccatgcaccgegacg
caacgcggggaggcagacaaggtatagggcggcegcctacaatccatgccaacccgttccatgtgctcgeccgag
gcggcataaatcgccgtgacgatcagcggtccagtgatcgaagttaggctggtaagagccgegagcegatecttga
agctgtccctgatggtcgtcatctacctgecctggacagcatggectgcaacgecgggcatceccgatgecgecggaa
gcgagaagaatcataatggggaaggccatccagcctcgegtcgcgaacgccagcaagacgtagecccagege
gtcggccgcecatgccggegataatggcectgcettctcgeccgaaacgttiggtggcgggaccagtgacgaaggcttg
agcgagggcgtgcaagattccgaataccgcaagcgacaggccgatcatcgtcgegcetccagecgaaageggtece
tcgccgaaaatgacccagagcegcetgeccggcacctgtcctacgagttgcatgataaagaagacagtcataagtgce
ggcgacgatagtcatgccccgecgeccaccggaaggagctgactgggttgaaggcetctcaagggceatcggtecga
gatcccggtgcctaatgagtgagctaacttacattaattgcgttgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgt
cgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggceggtttgegtattgggegccagggtggttittct
tttcaccagtgagacgggcaacagctgattgcccttcaccgcectggcecctgagagagttgcagcaagcggtccac
gctggtttgccccagcaggcgaaaatcectgtttgatggtggttaacggegggatataacatgagctgtcettcggtate
gtcgtatcccactaccgagatatccgcaccaacgcgcagceccggactcggtaatggegegeattgegeccageg
ccatctgatcgttggcaaccagcatcgcagtgggaacgatgccctcattcagcatttgcatggtttgtigaaaaccgg
acatggcactccagtcgccttcccgttccgcetatcggetgaatttgatigcgagtgagatatttatgccagccagccag
acgcagacgcgccgagacagaacttaatgggcccgctaacagcgcgatttgctggtgacccaatgcgaccaga
tgctccacgcccagtcgcegtaccgtcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaag
aaataacgccggaacattagtgcaggcagcttccacagcaatggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatc
agcccactgacgcgttgcgcgagaagattgtgcaccgcecgctttacaggcttcgacgecgcttcgtictaccatcga
caccaccacgctggcacccagttgatcggcgcgagatttaatcgccgecgacaatttgcgacggegegtgcaggg
ccagactggaggtggcaacgccaatcagcaacgactgtttgcccgccagttgtigtgccacgcggttgggaatgta
attcagctccgcecatcgcecgcttccactttttcccgegttttcgcagaaacgtggetggectggttcaccacgcgggaa
acggtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtataacgttactggtticacattcaccaccctgaattga
ctctcttccgggcegctatcatgccataccgecgaaaggttttgegecattcgatggtgtccgggatctcgacgctctecece
ttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggt

gcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccececggecacggggectgccaccatacccacgccgaaacaage
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gctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttcceccatcggtgatgtcggegatataggcgeccagcaaccgcac

ctgtggcgcceggtgatgccggecacgatgegtccggegtagaggatcgagatctcgatccecgegaaat

GLuc

taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaagga
gatataccatggtacgagttattaccctgtttgctgtactgctgatgggctggtcggtaaatgcctggtcaatgaaacc
aactgaaaacaatgaagatttcaacattgtagctgtagctagcaactttgctacaacggatctcgatgctgaccgtg
gtaaattggccggaaaaaaattaccacttgaggtactcaaagaattggaagccaatgctaggaaagctggctgca
ctaggggatgtctgatatgcctgtcacacatcaagtgtacacccaaaatgaagaagtttatcccaggaagatgcca
cacctatgaaggagacaaagaaagtgcacagggaggaataggagaggctattgttgacattcctgaaattcctg
ggtttaaggatttggaaccctiggaacaattcattgcacaagttgacctatgtgtagactgcacaactggatgcctca
aaggtcttgccaatgtgcaatgttctcatttactcaagaaatggctgccacaaagatgtgcaactttigctagcaaaat
tcaaggccaagtggacaaaataaagggtgccggtggtgatttcgcctgtaaaaccgccaatggcaccgctatcce
tattggcggtggcagcgccaatgtitatgtaaaccttgcgcccgtcgtgaatgtggggcaaaacctggtegtggatct
ttcgacgcaaatcttttgccataacgattatccggaaaccattacagactatgtcacactgcaacgaggctcggctta
tggcggcgtgttatctaatttttccgggaccgtaaaatatagtggcagtagctatccatttcctaccaccagcgaaacg
ccgcgcegttgtttataattcgagaacggataagccgtggecggtggcegctttatttgacgcctgtgagcagtgeggge
ggggtggcgattaaagctggctcattaattgccgtgcttattttgcgacagaccaacaactataacagcgatgatttc
cagtttgtgtggaatatttacgccaataatgatgtggtggtgcctactggcggctgcgatgtttctgctcgtgatgtcacc
gttactctgccggactaccctggttcagtgccaattcctcttaccgtttatigtgcgaaaagccaaaacctggggtatta
cctctccggcacaaccgcagatgcgggcaactcgattitcaccaataccgegtcegttttcacctgcacagggcegtcg
gcgtacagttgacgcgcaacggtacgattaticcagcgaataacacggtatcgttaggagcagtagggacttcgg
cggtgagtctgggattaacggcaaattatgcacgtaccggagggcaggtgactgcagggaatgtgcaatcgattat
tggcgtgacttttgtttatcaataatgatcccggetgctaacaaagcccgaaaggaagcetgagttggetgctgccace
gctgagcaataactagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactat
atccggatatcccgcaagaggcccggcagtaccggcataaccaagcctatgcctacagcatccagggtgacggt
gccgaggatgacgatgagcgcattgttagatttcatacacggtgcctgactgcgttagcaatttaactgtgataaact
accgcattaaagcttatcgatgataagctgtcaaacatgagaattcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgcect
atttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccc
tatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcticaataatattgaa
aaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcccttttttgcggcattttgecttectgtitttgctcacce
cagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctca
acagcggtaagatccttgagagttticgccccgaagaacgttticcaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtgg
cgcggtattatccegtgttgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgceatacactattctcagaatgacttggttg
agtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataacca
tgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaa
catgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcegtg
acaccacgatgcctgcagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccg

gcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggeccttccggetggetgg
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tttattgctgataaatctggagccggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcagcactggggcecagatggtaagcec
ctccegtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagat
aggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcattttt
aatttaaaaggatctaggtgaagatccitttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgtticcactgag
cgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcegtaatctgctgcttgcaaacaaa
aaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcag
cagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgce
ctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggecgataagtegtgtcttaccgggttggactca
agacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcettggagce
gaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaa
aggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagceticcagggggaaa
cgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagegtegatttttgtgatgctcgtcaggggggeg
gagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgetggcecttttgetcacatgttctttect
gcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcectttgagtgagcetgataccgctcgeccgcageccgaacgace
gagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatgeggtattttctccttacgcatctgtgeggt
atttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactccgctat
cgctacgtgactgggtcatggctgcgccccgacacccgccaacaccegctgacgegecctgacgggcttgtetge
tccecggcatccgcttacagacaagcetgtgaccgtctccgggagcetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcacceg
aaacgcgcgaggcagctgcggtaaagctcatcagcgtggtcgtgaagcgattcacagatgtctgectgttcatceg
cgtccagctcgttgagttictccagaagcegttaatgtctggcttctgataaagcgggccatgttaagggceggttttttect
gtttggtcactgatgcctccgtgtaagggggatttctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatg
ctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcccggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggcggtatggat
gcggcgggaccagagaaaaatcactcagggtcaatgccagcgctticgttaatacagatgtaggtgtticcacagg
gtagccagcagcatcctgcgatgcagatccggaacataatggtgcagggegctgacttccgegtttccagacttta
cgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcagcagcagtcgcttcacgttc
gctcgcgtatcggtgattcattctgctaaccagtaaggcaaccccgecagcectagececgggtcctcaacgacagga
gcacgatcatgcgcacccgtggccaggacccaacgctgcccgagatgcgecgegtgeggcetgetggagatggce
ggacgcgatggatatgttctgccaagggttggtttgcgcattcacagttctccgcaagaattgattggctccaattcttg
gagtggtgaatccgttagcgaggtgccgecggcttccattcaggtcgaggtggcccggctccatgcaccgegacg
caacgcggggaggcagacaaggtatagggcggcgcctacaatccatgccaacccgttccatgtgectcgeccgag
gcggcataaatcgecgtgacgatcagcggtccagtgatcgaagttaggctggtaagageccgegagcegatecttga
agctgtccctgatggtcgtcatctacctgectggacagcatggectgcaacgcgggcatcccgatgeccgecggaa
gcgagaagaatcataatggggaaggccatccagcctcgegtcgcgaacgccagcaagacgtageccagege
gtcggccgcecatgecggegataatggcectgcttctcgeccgaaacgtttggtggecgggaccagtgacgaaggcettg
agcgagggcgtgcaagattccgaataccgcaagcgacaggcecgatcatcgtcgecgctccagcgaaageggtcece
tcgccgaaaatgacccagagcegcetgccggcacctgtcctacgagttgcatgataaagaagacagtcataagtge

ggcgacgatagtcatgccccgecgceccaccggaaggagctgactgggttgaaggcetctcaagggceatcggtecga
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gatcccggtgcctaatgagtgagctaacttacattaattgcgttgcgcetcactgcccgctttccagtcgggaaacctgt
cgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggceggtttgegtattgggecgccagggtggtttttct
tttcaccagtgagacgggcaacagctgattgcccttcaccgcectggecctgagagagttgcagcaagcggtccac
gctggtttgccccagcaggcgaaaatcctgtttgatggtggttaacggecgggatataacatgagctgtcttcggtate
gtcgtatcccactaccgagatatccgcaccaacgcgcagcccggactcggtaatggecgegceattgcgeccageg
ccatctgatcgttggcaaccagcatcgcagtgggaacgatgccctcattcagcatttgcatggtttgttgaaaaccgg
acatggcactccagtcgccttccecgttccgcetatcggcetgaatttgattgcgagtgagatatttatgccagccagccag
acgcagacgcgccgagacagaacttaatgggcccgctaacagcgcgatttgctggtgacccaatgcgaccaga
tgctccacgeccagtcgcegtaccgtcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaag
aaataacgccggaacattagtgcaggcagcttccacagcaatggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatc
agcccactgacgcgttgcgcgagaagattgtgcaccgcecgctttacaggcttcgacgecgcttcgttctaccatcga
caccaccacgctggcacccagttgatcggcgcgagatttaatcgccgecgacaatttgcgacggegegtgcaggg
ccagactggaggtggcaacgccaatcagcaacgactgtttgcccgecagttgtigtgccacgcggttgggaatgta
attcagctccgcecatcgecgcttecactttttcccgegttttcgcagaaacgtggcetggectggticaccacgecgggaa
acggtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtataacgttactggtticacattcaccaccctgaattga
ctctettccgggcegcetatcatgecataccgecgaaaggttttgecgecattcgatggtgtcecgggatctcgacgctcteee
ttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgeccgcaaggaatggt
gcatgcaaggagatggcgcccaacagtccccecggecacggggectgeccaccatacccacgccgaaacaage
gctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttcceccatcggtgatgtcggegatataggcgeccagcaaccgcac

ctgtggcgcceggtgatgccggecacgatgegtccggegtagaggatcgagatctcgatccecgegaaat
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