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1 Einleitung

1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Definition, Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Harnblasenkarzinom flihrte 2012 weltweit zu ca. 165000 Sterbefillen (Antoni et
al., 2017). In Deutschland waren es ca. 5600 Sterbefdlle. Nach Angaben des Robert
Koch-Instituts gab es 2012 in Deutschland insgesamt ca. 28000 Neuerkrankungen
wobei Maéanner dreimal haufiger betroffen waren als Frauen; damit ist das
Blasenkarzinom der vierthdufigste Krebs beim Mann (Abbildung 1. 1) (RKI, 2015). Die
10-Jahres-Uberlebensrate (overall-survial rate) betrigt insgesamt ca. 44% (Hautmann

et al., 2012).

Minner Frauen

Prostata N1 Y Brustdriise
Lunge INNNENEENETY] [N Darm
Darm INNNETY] [T Lunge
IFEl Gebirmutterkdrper
Malignes Melanom der Haut [IIZ%] IX3 Malignes Melanom der Haut
Niere IlEX] FXE Bauchspeicheldriise
Mundhéhle und Rachen Xl Non-Hodgkin-Lymphome
Magen HEEY3 FFEM Eierstocke
Non-Hodgkin-Lymphome E¥1 XMl Magen
Bauchspeicheldriise [llEF] 78 Niere
Leukimien HEX] XM Leukidmien
Leber X1 /XM Gebirmutterhals
Speisershre X1 [EJ Schilddriise
Hoden
zentrales Nervensystem [ [ Mundhéhle und Rachen
Multiples Myelom Il [® zentrales Nervensystem
Kehlkopf Il [l Vulva
T T T T T —1 T T T T T T

36 30 24 18 ’Ii 6 00 6 12 18 24 30 36

Abbildung 1. 1: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneu-
erkrankungen in Deutschland 2012

Beim Mann ist das Harnblasenkarzinom der vierthaufigste Tumor. Manner sind deutlich haufiger
betroffen als Frauen. Daten des Zentrums fiir Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch-Institut (RKI,
2015).

Hauptsachlich sind &dltere Menschen vom Blasenkarzinom betroffen. Die meisten
Blasenkarzinome sind mit Risikofaktoren aus der Umwelt und der Exposition
gegeniber Noxen assoziiert (Burger et al., 2013), wobei der wichtigste Risikofaktor an
einem Harnblasenkarzinom zu erkranken das Tabakrauchen ist. Uber 50% der
Blasenkarzinomfélle sind mit Rauchen assoziiert (Freedman et al., 2011) und Raucher
haben ein 2,5-fach hoheres Risiko an Blasenkrebs zu erkranken als Nichtraucher

(Cumberbatch et al., 2016). Studien konnten sogar ein erhohtes Blasenkarzinomrisiko
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durch die Exposition gegenliber Tabakrauch bei einer nichtrauchenden Population

nachweisen (X. Jiang et al., 2007).

Nach dem Rauchen stellen berufsbedingte Expositionen den zweitwichtigsten
Risikofaktor an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken dar — ca. 20% der Fdlle sind
damit assoziiert (Burger et al., 2013). Dazu gehoéren vor allem aromatische Amine,
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH) und Chlorkohlenwasserstoff
(Cogliano et al., 2011; Vlaanderen et al., 2014), deren Verarbeitung hauptsachlich in
der Farb-, Farbe-, Metall-, Petroleum-, Leder- oder Textilindustrie stattfindet. Die
Exposition ist jedoch riicklaufig, da das Bewusstsein fiir die Sicherheit in den letzten

Jahren gestiegen ist (Burger et al., 2013).

Das Blasenkarzinom weist eine starke Assoziation zur Infektion mit Schistosoma
haematobium auf, einem Parasiten, welches die Schistosomiasis — eine chronische
Entziindung des Harntraktes — verursacht. Insgesamt scheinen ca. 3% der
Blasenkarzinome mit Schistosomiasis assoziiert zu sein, in endemischen Gebieten, vor
allem in Nordafrika, ist die Pravalenz jedoch deutlich hoher (IARC, 1994; Parkin, 2006).
Beispielsweise war Blasenkrebs in Agypten lange das am haufigsten diagnostizierte
Karzinom (Antoni et al., 2017). Typischerweise sind die mit Schistosomiasis assoziierten

Karzinome Plattenepithelkarzinome (Parkin et al., 2008).

Neben den externen Risiken bestehen erbliche Risiken. Das Risiko an einem
Urothelkarzinom der Blase zu erkranken ist fir erstgradig Verwandte eines Patienten
doppelt so hoch wie das der Normalbevolkerung. Insbesondere sind genetische
Verdanderungen der N-Acetyltransferase 2 (NAT2), die zu einer langsamen Acetylierung
von Karzinogenen wie Tabakprodukten und aromatischen Aminen fiihren, als

Risikofaktoren beschrieben (Burger et al., 2013).

1.1.2 Pathologie, Grading und Staging

Uber 90% der Blasenkarzinome in Europa und Nordamerika sind Urothelkarzinome
(Knowles et al., 2015). Neben reinen Urothelkarzinomen kommen auch Anteile mit

glandularer, papillarer oder plattenepithelialer Differenzierung vor (Amin, 2009).

Bei Erstdiagnose prasentieren sich ca. 75% der Patienten mit einem nicht-

muskelinvasiven Blasenkarzinom (Non-muscle-invasive Bladder Cancer, NMIBC), bei
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den anderen ca. 25% liegt ein muskelinvasives Blasenkarzinom (Muscle-invasive
Bladder Cance, MIBC) vor (Kamat et al., 2016). Insgesamt sind bei Prasentation ca. 60%
papillare low grade Tumore (Knowles et al., 2015). Das Staging erfolgt nach der TNM-
Klassifikation der UICC (Union internationale contre le cancer). Dafiir werden die
Tumorausbreitung (T), der Lymphknotenbefall (N) und die Fernmetastasierung (M)
erhoben (Abbildung 1. 2) (Babjuk et al., 2017; Witjes et al., 2017). Zu den NIMBC
gehoren die Stadien Ta, T1 und Tis. Ta beschreibt papilldre, nicht invasive Tumore; T1-
Tumore infiltrieren bis in die Lamina submucosa und flache Tumore mit geringer
Differenzierung und ohne Invasion werden als Tis bezeichnet (Brierley et al., 2017).
Fiir die Prognose dieser Tumore hat das Grading die hochste Wertigkeit. Das WHO-
Grading wurde erstmals 1973 erstellt und 2004 sowie 2016 aktualisiert und
unterscheidet in den neuen Versionen zwischen Papillom, PUNLMP (papillary
urothelial neoplasm of low malignant potential), low grade- und high grade-Ldsionen
(Eble et al., 2004; Kamat et al., 2016; Mostofi et al., 1973). Ab dem T2-Stadium liegt ein
MIBC vor. T2-Tumore infiltrieren die Harnblasenmuskulatur, T3-Tumore das
perivesikale Gewebe und T4-Tumore wachsen Uber die Blase hinaus und infiltrieren
Nachbarorgane. Soweit keine Lymphknoten befallen sind wird von einem NO-Stadium
gesprochen, N1 beschreibt eine solitdre Lymphknotenmetastase, N2 multiple
Lymphknotenmetastasen und N3 Lymphknotenmetastasen entlang der Arteriae lliacae
communes. Liegen Fernmetastasen in z.B. Leber, Lunge, Knochen oder Haut vor, so

wird dies als M1 beschrieben (Brierley et al., 2017).
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Abbildung 1. 2: Staging und Grading des Blasenkarzinoms

Oben ist das Staging nach TNM-Stadien (Brierley et al., 2017) abgebildet. Das T-Stadium wird durch die
Tumorinfiltrationstiefe bestimmt. Unten sind das Grading nach WHO von 1973 (Mostofi et al., 1973) und
WHO/ISUP von 2004 (Eble et al., 2004) dargestellt. Nach der alten Klassifikation werden papilldre
Tumore in ,,Grade” 1, 2 oder 3 eingeteilt; nach der neuen Klassifikation von 2004 in PUNLMP, low- oder
high-grade. PUNLMP entspricht einem ,Grade” 1 Tumor. Reprinted by permission from Macmillan
Publishers Ltd: Nature Reviews Cancer, (Knowles et al., 2015), ©2014
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1.1.3 Diagnostik, Therapie und Prognose

Das Blasenkarzinom prasentiert sich in etwa 85% der Falle durch eine schmerzlose
Hamaturie als erstes Symptom (Varkarakis et al., 1974). Die Makrohdamaturie hat einen
positiven Vorhersagewert von 7,4% bei Madnnern und 3,4% bei Frauen (Jones et al.,
2007). Weitere Symptome konnen Dysurie, Drangsymptomatik oder irritative
Miktionsbeschwerden sein (Anastasiadis et al., 2012). Zur weiteren Abklarung sollten
die korperliche Untersuchung, eine Zystoskopie und eine Bildgebung des oberen
Harntraktes durchgefiihrt werden sowie Zellen fiir eine zytologische Untersuchung
gewonnen werden (Witjes et al., 2017). Die Sensitivitat der Zytologie ist abhdngig vom
Grading der Tumore und betragt fir low-grade Lasionen 16% und fiir high-grade
Lasionen 84% (Yafi et al., 2015). Aus diagnostischen und therapeutischen Griinden
wird als nachster Schritt eine transurethrale Resektion der Blase (TUR-B) durchgefiihrt.
Dabei sollte bis in den Musculus detrusor vesicae reseziert werden, um ein T2-Stadium
auszuschlieBen und um den Tumor moglichst komplett zu entfernen (Babjuk et al.,
2017). Eine zweite Resektion 2 - 6 Wochen nach der ersten TUR-B wird in vielen Fallen
empfohlen, um das Rezidivrisiko zu senken. Beim NMIBC schlief3t sich an die TUR-B
eine intravesikale Chemo- oder Immuntherapie an (Babjuk et al., 2017). Bei einem
niedrigen Rezidiv- und Progressionsrisiko ist die einmalige Instillation, die bis
spatestens 24 Stunden nach der TUR-B erfolgen sollte, einer Chemotherapie mit
Mitomycin C, Epirubicin oder Pirarubicin empfohlen (Sylvester et al.,, 2016). Bei
Tumoren mit mittlerem Progressionsrisiko wird nach der TUR-B eine intravesikale
Chemo- oder BCG-Immuntherapie (Bacillus Calmette-Guerin) Uber ein Jahr
durchgefiihrt, bei Tumoren mit hohem Risiko eine BCG-Immuntherapie (iber bis zu drei
Jahre (Anastasiadis et al., 2012; Babjuk et al., 2017). Bei sehr hohem Progressionsrisiko
oder bei BCG-Therapieversagern sollte auch eine radikale Zystektomie erwogen bzw.
empfohlen werden (Babjuk et al., 2017). BCG ist ein abgeschwachtes Mykobakterium,
welches bei Instillation in die Blase eine massive Entziindungsreaktion hervorruft und
so zu einer Zerstorung von Tumorzellen und einer Immunisierung gegen Tumorzellen
fihrt (Bohle et al., 2003). Mehrere Studien haben zwar gezeigt, dass die BCG-Therapie
nach TUR-B die Rezidiv- und Progressionsraten im Vergleich zur alleinigen TUR-B
deutlich senken konnte, bei high-risk T1-Ldsionen lagen die Rezidivraten trotzdem bei

16 - 40% und die Progressiosraten bei 4,4 - 40% (Anastasiadis et al., 2012).
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NMIBC haben mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von iiber 90% eine sehr gute
Prognose. Rezidive sind jedoch haufig und bei einem Tis entwickeln ca. 54% der
Patienten ohne Behandlung ein MIBC (Lamm, 1992). Mithilfe eines Scores, in den
Anzahl, GroBe, T-Status (Ta oder T1), Grading, Cis und die frihere Rezidivrate
einflieRen, |asst sich die Rezidiv- und Progressions-Wahrscheinlichkeit berechnen. Die
Rezidiv-Wahrscheinlichkeit betragt nach 5 Jahren 31% - 78% und die Progressions-
Wahrscheinlichkeit 0,8% - 45% (Sylvester et al., 2006). Rezidive und Progress sowie die
aufwendige Nachsorge und das relativ lange Uberleben beim NMIBC machen
Blasenkrebs zu dem Karzinom mit den hochsten , lifetime” Therapiekosten pro Patient

(Sievert et al., 2009).

Die Prognose und die Therapie der invasiven Karzinome wird hauptsachlich durch das
Tumor- und Lymphknoten-Stadium bestimmt (Hautmann et al.,, 2012; Stein et al.,
2001). 10 Jahre nach der Diagnose leben noch 90,5% der Patienten mit NMIBC ohne
Lymphknotenmetastasen, noch 36,6% im Stadium T4 NO, aber nur noch 16,7% der
Patienten mit Lymphknotenbefall (N1, jedes T-Stadium) (Hautmann et al., 2012).
Deshalb ist ein umfangreiches Staging mit bildgebenden Verfahren fiir die weitere

Therapieplanung von grolRer Bedeutung.

Die Standardtherapie beim MIBC ohne Fernmetastasen ist die radikale Zystektomie mit
pelviner Lymphadenektomie (Witjes et al.,, 2017). Da jedoch besonders beim
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen die Prognose unginstiger ist, sind
zusatzliche Chemotherapien notwendig, um die Prognose zu verbessern. Die
eingesetzten neoadjuvanten Cisplatin-haltigen Chemotherapien verbessern das 5-
Jahres Gesamtiberleben um 5 - 8% (Vale, 2005; Witjes et al., 2017). Mit
vergleichbaren Ergebnissen werden vor allem die Kombinationen
Methotrexat/Vinblastin/Doxorubicin/Cisplatin (MVAC) oder Gemcitabin/Cisplatin (GC)
eingesetzt. Aufgrund des giinstigeren Nebenwirkungsprofils hat sich in der klinischen
Praxis die GC-Kombination durchgesetzt (Fairey et al., 2013). Der Vorteil einer
neoadjuvanten Chemotherapie ist, dass sie besser vertragen wird und héhere Dosen
erzielt werden konnen als bei einer postoperativen Chemotherapie. Durch den
schnellen systemischen Therapiebeginn kdnnen Mikrometastasen eliminiert werden,
bevor es zu weiteren Metastasen kommt. AuBerdem kann die prdoperative Therapie
zu einem ,,Downstaging” des Tumors flihren, was das Resektionsausmal verringern

kann. Da jedoch nicht alle Patienten auf die neoadjuvante Chemotherapie ansprechen,
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werden einige Patienten unnotiger Toxizitat ausgesetzt (Rosenberg et al., 2005). Der
Vorteil einer adjuvanten Chemotherapie liegt in der schnellen lokalen Kontrolle durch
die radikale Zystektomie und einem besseren Staging mit Hilfe des
Zystektomiepraparates. Die Datenlage dazu ist noch nicht ausreichend, eine adjuvante
Chemotherapie wird in den EAU-Leitlinien jedoch bei pT3/T4 und/oder Lymphknoten
positiven Tumoren empfohlen (Schmid et al., 2014; Witjes et al., 2017).

Eine besonders schlechte Prognose hat das metastasierte Blasenkarzinom. Bei
Erstdiagnose weisen ca. 10 - 15% der Patienten bereits Fernmetastasen auf und etwa
die Halfte der Patienten nach radikaler Zystektomie rezidiviert — am haufigsten in Form
von Fernmetastasen (Rosenberg et al., 2005). Ohne Therapie (iberleben diese
Patienten 3 - 6 Monate (Schmid et al., 2014; Witjes et al., 2017). Als Therapiestandard
ist eine systemische Chemotherapie mit GC oder MVAC etabliert. Damit betrdgt das
mediane Gesamtiberleben 14 Monate (GC) bzw. 15,3 Monate (MVAC) (von der Maase
et al., 2005). In der klinischen Praxis wird auf Grund der geringeren Toxizitat haufiger
die GC-Kombination angewandt, da vor allem die MVAC-Kombination erhebliche
Nebenwirkungen, wie schwere Neutropenien, neutropenisches Fieber, Mukositiden,
Ubelkeit, Erbrechen sowie Haarausfall zeigt und eine therapiebedingte Sterblichkeit
von ca. 3% beschrieben ist (Sternberg et al.,, 1989; von der Maase et al., 2000). Als
Zweitlinienchemotherapie des metastasierten Blasenkarzinoms wird von der EAU nur
Vinflunin empfohlen (Witjes et al., 2017). Vinflunin verldngert das mediane
Gesamtiberleben auf 6,9 Monate im Vergleich zu 4,6 Monaten mit Best-Supportive

Care (Bellmunt et al., 2013).

Abdollah et al. analysierten die Inzidenz-, Mortalitits- und Uberlebensraten von 1973 -
2009 und stellten fest, dass sich die Mortalitatsraten in dem Zeitraum nicht verbessert
haben und bei der Behandlung des Blasenkarzinoms in Uber 30 Jahren keine

Fortschritte gemacht wurden (Abdollah et al., 2013).

1.1.4 Immuntherapien beim Blasenkarzinom

Aufgrund der unbefriedigenden Prognose des metastasierten Blasenkarzinoms und der
hohen Behandlungskosten des NMIBC ist die Entwicklung neuer Therapien zwingend
erforderlich. Bei Studien mit sogenannten zielgerichteten Therapien (targeted

therapies) wurden bisher hauptsachlich mTOR- und Tyrosinkinaseinhibitoren
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untersucht. Es konnte bisher jedoch keine Substanz ein verlangertes Uberleben zeigen

und sich in der Praxis durchsetzen (Sonpavde et al., 2010).

Das Blasenkarzinom ist ein vielversprechendes Ziel fir die Behandlung mit
Immuntherapien. Zum einen ist es ein sehr immunogener Tumor, der zu den Tumoren
mit den meisten Mutationen (iberhaupt gehort, was dazu fihrt, dass besonders viele
Neoantigene produziert und Immunzellen prasentiert werden (Kates et al., 2016;
Lawrence et al., 2013). Und zweitens gibt es mit der BCG-Instillationstherapie schon

jahrzehntelange Erfahrung mit der Immuntherapie beim NMIBC.

Immuntherapien zielen darauf ab das Immunsystem gegen Tumorzellen zu richten.
Eigentlich sollten fremde und entartete Zellen durch das Immunsystem erkannt und
abgebaut werden, da sie sich durch veranderte Oberflichenmolekiile und die
Prasentation von Antigenen deutlich von gesunden Zellen unterscheiden. Tumore
haben aber eine Vielzahl von Mechanismen entwickelt dem Immunsystem zu
entkommen: die Herunterregulation der Expression von Tumorantigenen, die
Expression von Molekiilen, welche die zellulare Immunantwort hemmen und die
Beeinflussung des Tumormikromilieus (tumor microenvironment) durch ein
verandertes Zytokinprofil, was zu einer lokalen Immunsuppression fiihrt (Bellmunt et

al., 2017; Poschke et al., 2011).

Die Immuntherapie spielt schon seit den 1970er Jahren mit der BCG-
Instillationstherapie eine entscheidende Rolle bei der Behandlung des NMIBC (Gandhi
et al., 2013; A. Morales et al., 1976). Die BCG-Immuntherapie hat eine Ansprechrate
von ca. 70% und senkt die Rezidivrate bei Ta-, T1-Tumoren und dem Cis (Farina et al.,
2017). BCG bindet an Blasenkarzinomzellen und ist ein unspezifischer Stimulus fiir das
Immunsystem. Es fihrt zu einer lokalen Entziindungsreaktion, bei der es zur Infiltration
von Granulozyten, Makrophagen und T-Helferzellen kommt. Eine groRe Anzahl von
Zytokinen wird freigesetzt. Die Zerstorung der Tumorzellen korreliert mit der zellularen
Thl-Antwort und wird dann durch CD8+ Lymphozyten, NK-Zellen und Granulozyten
ausgelost (Donin et al., 2017; Gandhi et al., 2013).

Immuncheckpoint-Inhibitoren gehoren seit einigen Jahren zu den
vielversprechendsten und intensiv untersuchten Therapien zur Behandlung einer
Vielzahl von Krebsentitdten (Donin et al., 2017). Tumorzellen exprimieren auf ihrer

Zelloberflache immunmodulierende Oberflachenmolekiile, die , Checkpoint-Proteine”
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genannt werden. Diese Oberflichenmolekiile, die mit Rezeptoren auf T-Zellen
interagieren, fuhren dazu, dass T-Zellen entartete Zellen nicht als pathologisch
erkennen. So bleibt das Immunsystem inaktiv gegeniliber Tumorzellen, welche sich
dann ungestort und unreguliert vermehren kénnen. Immuncheckpoint-Inhibitoren sind
monoklonale Antikorper, welche die Interaktion zwischen Oberflaichenmolekil und
Rezeptor blockieren und eine Antitumor-Immunantwort so wiederherstellen. Das
Immunsystem erkennt und zerstort dann entartete Tumorzellen (Bellmunt et al., 2017;
Bidnur et al., 2016). Antikorper gegen die drei Zielmolekiile , T-lymphocyte associated
protein 4“ (CTLA-4), ,programmed cell death” (PD-1) und ,,PD-Ligand-1“ (PD-L1) haben
in den letzten Jahren vielversprechende Ergebnisse in klinischen Studien zu einer
Vielzahl von Tumorentitdten geliefert. Das von Tumorzellen exprimierte PD-L1 bindet
an PD-1, welches sich auf aktivierten B- und T-Lymphozyten sowie Makrophagen
befindet und flhrt so zur Immunsuppression (Bellmunt et al., 2017). CTLA-4 wird nur
von T-Lymphozyten exprimiert und reguliert die friihe T-Zell-Aktivitdt (Bidnur et al.,

2016).

Beim Blasenkarzinom korreliert die PD-L1-Expression mit dem Tumorgrad, der
Aggressivitat und der Prognose und ist besonders hoch bei Patienten, die nicht auf
eine BCG-Therapie angesprochen haben (Inman et al., 2007; Nakanishi et al., 2007).
2014 zeigte eine Studie fir den PD-L1-Inhibitor Atezolizumab (MPDL3280A) gute
Ansprechraten beim metastasierten Urothelkarzinom. Die Ansprechrate unabhangig
von der PD-L1-Expression war ca. 15% und das Ansprechen war umso besser, je hoher
die PD-L1-Expression auf tumorinfiltrierenden Immunzellen war (Powles et al., 2014).
Das Nebenwirkungsprofil von Atezolizumab war glnstig und im Vergleich zur
platinhaltigen Chemotherapie werden Therapien mit PD-L1-Inhibitoren gut vertragen
(Bellmunt et al., 2017; Powles et al., 2014). Atezolizumab wurde im Mai 2016 durch die
,US Food and Drug Administration” (FDA) fiir Patienten, welche einen Tumorprogress
nach bzw. wahrend platinhaltiger Chemotherapie hatten, zugelassen und findet auch
Erwdhnung in der EAU-Leitlinien (Witjes et al., 2017). Neben Atezolizumab wurden
zwei weitere PD-1-/PD-L1-Antikorper von der FDA zur Therapie des Blasenkarzinoms
zugelassen und es laufen eine Vielzahl an klinischen Studien zu weiteren
Immuncheckpoint-Inhibitoren (PD-L1-, PD-1-, CTLA-4-Antikdrper) und verschiedenen
Kombinationen aus diesen oder aus Immun- und Chemotherapie (Bellmunt et al.,

2017; Kamat et al., 2016). Getestet wird deren Einsatz unter anderem fiir die Therapie
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beim metastasierten Urothelkarzinom, beim MIBC, beim high-risk NMIBC und weiteren
Krebserkrankungen, darunter Kopf-Hals-Tumore, das Lungenkarzinom und das
Melanom (Bellmunt et al., 2017). Mit der Einfihrung der Immuncheckpoint-Inhibitoren
zur Therapie von Blasenkrebs ist die Hoffnung verbunden auch Patienten mit
metastasierten oder chemotherapie-resistenten Erkrankungen erfolgreich zu
therapieren. Bellmunt et al nehmen an, dass Immuncheckpoint-Inhibitoren langfristig
eine wichtige Rolle in der Therapie des Blasenkarzinoms spielen werden (Bellmunt et

al., 2017).

1.2 Onkolytische Virotherapie

Die Idee, Karzinome mit Viren zu therapieren, entstand schon in den 1950er Jahren als
Falle beschrieben wurden, bei denen Krebserkrankungen durch Viren geheilt wurden
(Kelly et al., 2007). Onkolytische Viren sind Viren, die sich selektiv in Tumorzellen
vermehren und diese zerstéren ohne das gesunde Gewebe zu schadigen. Nach der
Infektion dienen die Krebszellen bzw. der Tumor dann als Produktionsstatte fiir neue
Viren, die erneut Tumorzellen infizieren konnen (Nettelbeck, 2003). Die tumorselektive
Replikation kann eine Eigenschaft bestimmter Viren sein oder durch genetische
Verdanderungen erreicht werden (S. J. Russell et al., 2007; S. J. Russell et al., 2012).
Adenoviren, Herpes-simplex-Viren (HSV) oder Vacciniavirus sind DNA-Viren, die
genetisch verandert werden, um die Tumorselektivitdt zu erreichen. Hingegen sind
Newcastle-Disease-Viren  (NDV) einzelstrangige  RNA-Viren und Reoviren
doppelstrangige RNA-Viren mit inhdrenter Tumorselektivitdt (Aghi et al., 2005).
Krebszellen haben viele genetische Defekte, die unter anderem dazu fiihren, dass anti-
virale Abwehrmechanismen nicht funktionieren, dass sie dem Immunsystem
entkommen und dass sie erhdhte Proliferationsraten sowie einen gesteigerten
Metabolismus haben, was eine effektive Replikation und Zelllyse onkolytischer Viren

ermoglicht (llkow et al., 2014).

1.2.1 Onkolytische Immuntherapie

Neben der direkten Onkolyse flihren onkolytische Viren zur Antiangiogenese

(Breitbach et al., 2013) und kénnen eine Immunantwort gegen den Tumor induzieren



1 Einleitung 20

(Cerullo et al.,, 2012; Gujar et al.,, 2014; Pesonen et al., 2011). Onkolytische Viren
aktivieren Toll-like Rezeptoren, was zu einer lokalen Entziindung fiihrt (Di Paolo et al.,
2009; Takeuchi et al., 2009). Aktivierte Immunzellen schitten daraufhin Zytokine aus
und mobilisieren so weitere Immunzellen, die virusinfizierte Zellen lysieren (Di Paolo et
al., 2014). Neben der angeborenen unspezifischen Immunantwort tragt die durch
onkolytische Viren induzierte adaptive zellulare Immunantwort gegen Tumore zum
Erfolg der Therapie bei (Sobol et al.,, 2011). Die Onkolyse und die inflammatorische
Reaktion setzen Tumorantigene und Gefahrenmolekiile frei und bewirken so eine
spezifische Immunantwort gegen den Tumor (Pesonen et al., 2011). Die onkolytische
Virotherapie stellt eine Form der Immuntherapie dar und wird daher auch als

»onkolytische Immuntherapie” bezeichnet (Guo et al., 2014; Guo et al., 2017).

Um die Immunantwort gegen Tumorzellen zu verstdrken werden viele onkolytische
Viren mit Tumor-spezifischen Antigenen oder Zytokinen ,bewaffnet” (Guo et al.,
2014). So exprimiert zum Beispiel das Herpes-simplex-Virus Talimogene laherparepvec
(T-VEC) GM-CSF (B. L. Liu et al., 2003) und es gibt Adenoviren, die GM-CSF (Ramesh et
al., 2006), den CD-40-Ligand (Pesonen et al., 2012), RANTES (Lapteva et al., 2009) oder
IL-12 (Freytag et al., 2013) exprimieren, um die zellulare und systemische Antitumor-
Immunantwort zu verstarken. Es konnen aber auch ,,unbewaffnete” Viren die Antwort
der natlirlichen Killerzellen gegen Krebszellen triggern (Bhat et al., 2011). Insgesamt
scheint der Erfolg der Virotherapie malgeblich von der induzierten Immunantwort

gegen den Tumor abhéangig zu sein (Kleijn et al., 2014a; Lichty et al., 2014).

1.3.2 Immunogener Zelltod

Fiir den Aufbau einer Antitumor-Immunantwort ist der durch onkolytische Viren
induzierte immunogene Zelltod von grolRer Bedeutung. Der immunogene Zelltod ist
eine Form der Apoptose, Nekrose, Autophagie oder Pyroptose (Inoue et al., 2014). Er
ist durch die Exposition und Freisetzung von ,Gefahren-assoziierten molekularen
Mustern” (Damage-associated molecular patterns, DAMPs) und ,Pathogen-
assoziierten molekularen Mustern” (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs)
charakterisiert und fiihrt so zur Aktivierung einer Immunantwort gegen Tumorzellen
(Guo et al., 2014; Inoue et al., 2014). Zu den DAMPs gehoren ,,High-Mobility Group Box
1-Protein“ (HMGB-1), Calreticulin (CRT), extrazelluldres Adenosintriphosphat (ATP) und
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Hitzeschock Proteine (HSP70 und HSP90) (Kepp et al., 2014). Diese Molekiile binden an
purinerge Rezeptoren, Toll-like Rezeptoren (TLR) und CD91 auf dendritischen Zellen
und aktivieren diese, sodass sie tumorspezifische Antigene exprimieren (Garg et al.,
2015; Kroemer et al., 2013). PAMPs sind Molekiile von Krankheitserregern, wie RNA,
DNA oder Proteine, die ebenfalls an TLR und andere Rezeptoren binden und so die
Bildung einer Immunantwort bewirken (Bianchi, 2007). Dendritische Zellen
prasentieren tumorspezifische Antigene an T-Lymphozyten. Zytotoxische CD8+
Lymphozyten kdnnen dann durch die Freisetzung von Interferon gamma (IFNy) zur
Tumorzelllyse fihren (Kroemer et al.,, 2013). Neben Viren induzieren auch
Chemotherapien, insbesondere Anthrazykline wie Doxorubicin, Oxaliplatin,
Bortezomib, UVC- oder Gammabestrahlung und die photodynamische Therapie einen

immunogenen Zelltod (Inoue et al., 2014; Kroemer et al., 2013).

Tumor-Antigene 48 | Inaktive dendritische Zellen (DCs) > -
Zytokine Y | Aktivierte DCs %
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Abbildung 1. 3: Eine Immunantwort gegen Tumore kann durch die onkolytische Virotherapie induziert
werden

Onkolytische Viren replizieren selektiv in Tumorzellen und lysieren diese. Sie kdnnen einen
immunogenen Zelltod verursachen, bei dem PAMPs und DAMPs wie HMGB-1, HSP70, ATP, CRT sowie
tumorspezifische Antigene freigesetzt werden, an Rezeptoren auf dendritischen Zellen binden und diese
dadurch aktivieren. Tumorantigene werden durch antigenprasentierende Zellen fiir die T-Lymphozyten
prasentiert. Zytotoxische T-Lymphozyten koénnen durch IFNy-Freisetzung Tumorzellen lysieren.
Modifiziert mit der Zustimmung des Autors Per Sonne Holm (Holm et al., 2016).

Ein besonderes Augenmerk der aktuellen Forschung zur onkolytischen Virotherapie
liegt auf der Kombinationstherapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren, welche in
aktuelle Reviews und Studien beflirwortet wird (Fountzilas et al., 2017; Guo et al.,
2017; Hamid et al., 2017; Lichty et al., 2014; Niemann et al., 2017). Hierbei zeigen

Daten zur Kombination aus einem Immuncheckpoint-Inhibitor und Adenoviren (H.
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Jiang et al., 2017; Shin et al., 2013), Newcastle-Disease-Viren (Zamarin et al., 2014),
Masernviren (Engeland et al.,, 2014), Semliki-Forest-Viren (Quetglas et al., 2015),
Vacciniaviren (Rojas et al., 2015) oder zum Herpes-simplex-Virus T-Vec (Puzanov et al.,
2016) synergistische Effekte bei der Induktion einer T-Zellantwort gegen Tumore und
der therapeutischen Effektivitat. Der Mechanismus des synergistischen Effektes beruht
darauf, dass durch die virale Onkolyse ein Kreislauf in Gang gesetzt wird, bei dem
DAMPs und tumorspezifische Antigene freigesetzt werden und dendritische Zellen eine
spezifische T-Zell-Antwort gegen den Tumor induzieren. Die Immuncheckpoint-
Inhibitoren erhalten und verstarken die T-Zell-Antwort dabei und sind systemisch

wirksam (Abb. 1. 4)(Lichty et al., 2014; Niemann et al., 2017).
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Abbildung 1. 4: Synergistische Effekte der onkolytischen Virotherapie mit Immuncheckpoint-
Inhibitoren

Links: Tumorinfiltrierende T-Lymphozyten sind durch die Interaktion von PD-L1 (auf Tumorzellen) und
PD-1 (auf Immunzellen) inaktiv. Inhibitorische Zytokine fihren zu einer immunsuppressiven
Tumorumgebung. Mitte: Onkolytische Viren vermehren sich in Tumorzellen und fiihren zu deren Lyse.
Dabei wird ein immunogener Zelltod verursacht, DAMPs, PAMPs und Tumorantigene freigesetzt, was zu
der Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und der Rekrutierung von Immunzellen fiihrt.
AuBerdem kann es durch die Viren und IFNy zu einer verstarkten PD-L1 Expression kommen (Muhlbauer
et al., 2006). Rechts: Systemisch verabreichte Antikorper z.B. gegen PD-L1 richten die T-Zellantwort
gegen Tumorzellen und potenzieren die durch onkolytische Viren induzierte Immunantwort. Reprinted
with permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Cancer, (Lichty et al., 2014), ©2014

1.3.3 Aktueller Stand in der Klinik

Besondere Aufmerksamkeit erfahrt die onkolytische Virotherapie seitdem das Herpes-
simplex-Virus Talimogene laherparepvec (T-VEC) von Amgen (Amgen Inc., USA) zur
Behandlung des fortgeschrittenen Melanoms 2015 sowohl in den USA als auch in
Europa zugelassen wurde (R. H. Andtbacka et al., 2015a; Coffin, 2016). T-VEC ist ein
HSV-1, welches das Gen des Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors
(GM-CSF) enthalt, welcher dadurch produziert wird. GM-CSF fihrt zur Rekrutierung
und Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen und zur Antitumor-Immunantwort

(Kaufman et al., 2014). In der Zulassungsstudie lag die Heilungsrate (durable response
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rate) bei Patienten mit nicht-resezierbarem Melanom mit T-VEC bei 16,3%, im
Vergleich dazu lag die Heilungsrate bei den Patienten, die nur mit GM-CSF behandelt
wurden, bei 2,1%. Das Gesamtiberleben war mit T-VEC 4,4 Monate ldanger (nicht
signifikant) (R. H. Andtbacka et al., 2015a). Die Nebenwirkungen von T-VEC, wie auch
von anderen onkolytischen Viren, verlaufen eher mild und prasentieren sich haufig
durch Abgeschlagenheit, grippedhnlichen Symptome oder Fieber; die Inzidenz von
schweren Nebenwirkungen ist sehr gering (R. H. Andtbacka et al., 2015a; T. C. Liu et al.,
2007; Pol et al., 2016). In einer weiteren Studie beim inoperablen Melanom scheint die
Kombination aus T-VEC und dem CTLA-4-Antikorper Ipilimumab effektiver zu sein, als
die Therapie mit T-VEC alleine (Puzanov et al., 2016); eine Studie zur Kombination aus
T-VEC und dem PD-1-Inhibitor Pembrolizumab zeigt dhnliche Ergebnisse (Long et al.,
2016). Insgesamt gibt es eine Vielzahl abgeschlossener und laufender klinische Studien
zur onkolytischen Virotherapie fir die Behandlung von verschiedenen Krebsentitaten.
Dabei werden entweder Viren alleine verabreicht oder in Kombination mit Chemo-,

Strahlen- oder Immuntherapien (Pol et al., 2016).

Fiir die Therapie des Blasenkarzinoms wird das Adenovirus CG0070 in klinischen
Studien erprobt. Dieses repliziert selektiv in Zellen, bei denen der RB-Signalweg defekt
ist. Die Replikation wird Gber den E2F1 Promoter kontrolliert. AuBerdem exprimiert es
GM-CSF (Ramesh et al., 2006). In der aktuellen klinischen Phase IlI/Ill-Studie wird das
Virus zur Therapie bei Patienten mit nicht-resezierbarem Cis oder high-grade Ta/T1 mit
Cis oder Cis alleine intravesikal instilliert (Packiam et al., 2016). In der Phase I-Studie
lag die Ansprechrate insgesamt bei 48,6%, die Heilungsrate beim Cis betrug 50%. Die
Nebenwirkungen waren mild und prasentierten sich in Form von Dysurie, Hdmaturie,
Drangsymptomatik oder Symptomen grippaler Infekte (J. M. Burke et al., 2012). Bei
Instillation der Viren in die Blase werden lokal hohe Konzentrationen erreicht, wahrend

die systemische Exposition gering ist (J. Burke, 2010).
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Tabelle 1. 1: Auswahl an onkolytische Viren in klinischen Studien

Modifikation/

Onkolytisches Virus Tumor, Studie/Zulassung Referenz
Transgen
Adenovirus E1A NMIBC nach BCG-Versagen, (Packiam et al.,
CG0070 E2F-Promoter Phase I1/11l laufend 2016; Ramesh et al.,
GM-CSF (NCT02365818) 2006)
Adenovirus E1B55K- Kopf-Hals-Tumore, In China (Garber, 2006; Raty
H101 Deletion seit 2005 zugelassen et al., 2008)
Adenovirus
ONYX-015 E1B55K- Kopf-Hals-Tumore, Phase Il (Nemunaitis et al.,
(entspricht dem Konstrukt ~ Deletion abgeschlossen 2001)
von H101)
(Kanerva et al,
Adenovirus FLackz e e sotg
Ad5/3-D24-GMCSF Deletion Melanom gpréiklinisch (Bramante et al
(auch ONCOs-102) GM-CSF Mesotheliom, Phase | 2015)
(Kuryk et al., 2016)
Adenovirus ElBSE.;K- Verschiedene solide Tumore, .
H103 Deletion Phase | abgeschlossen (J. L. Li et al., 2009)
HSP70 g
Fortgeschrittenes Melanom, (R. H. I. Andtbacka
L . Phase Il abgeschlossen et al., 2015b;
Coxsackievirus A21 Keine Bradley et al., 2014)
NMIBC, Phase | (Annels et al., 2015)
Nicht resezierbares Melanom
HSV ICP34.5- Stadium I1IB-1V, Phase Il (R- H. Andtbacka et
. . al.,, 2015a; Coffin,
Talimogene laherparepvec  Deletion abgeschlossen, 2016 B. L. Liu et al
(T-VEC) GM-CSF in den USA und Europa seit o v
2003)
2015 zugelassen
. . Glioblastom, Phase I/lla (Geletneky et al.,
P H1 K
arovirus eine abgeschlossen 2012)
Phase I/l zu verschiedenen
Reovirus Tumoren abgeschlossen und
Reolvsin Keine laufend, Phase Ill zu (Gong et al., 2016)
¥ fortgeschrittenen Kopf-Hals-
Tumoren laufend
Thymidin Hepatozelluldres Karzinom,
L . Phase Il abgeschlossen, Phase
Vacciniavirus Kinase- .. (Heo et al., 2013)
. Il lduft (NCT02562755)
JX-594 Inaktivierung . (Park et al., 2015)
GM-CSF Kolorektales Karzinom, Phase

Ib abgeschlossen
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1.3 YB-1 abhangige onkolytische Adenoviren

1.3.1 Adenoviren

Adenoviren wurden das erste Mal 1953 von Rowe et al. aus Adenoiden isoliert und
beschrieben (Rowe et al.,, 1953). Sie verursachen in der Regel mild verlaufende
respiratorische  Infekte, Pharnygitiden, Konjunktividen oder Infekte des
Gastrointestinaltrakts, der Nieren oder der ableitenden Harnwege (Enders et al., 1956;
Robinson et al., 2011). Bisher sind tGber 60 Typen humaner Adenoviren identifiziert, die
in die Gruppen A - G eingeteilt werden (Robinson et al., 2013). Das adenovirale Genom
besteht aus einer linearen doppelstrangigen DNA und ist 34 - 36 kb lang (Cerullo et al.,
2012; Robinson et al.,, 2013). Der Durchmesser von Adenoviren — ohne die
abstehenden Fiberproteine — betragt etwa 90 nm (Harrison, 2010). Das ikosaedrische
Kapsid der unbehiillten Viren bestehet aus 240 sechseckigen Hexons und 12 Pentons

an den Ecken, von denen Fiberproteine abstehen (W. C. Russell, 2009).

Capsid proteins Minor proteins Core proteins
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Abbildung 1. 5: Struktur von Adenoviren

Links: Schematische Darstellung der adenoviralen Struktur. Die Proteine lassen sich in Kapsidproteine
und Kernproteine (Core proteins) einteilen. Abbildung mit Erlaubnis der Microbiology Society (W. C.
Russell, 2009) ©2017. Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahme von drei Adenoviren, die bei der
Analyse der isolierten Exosomen entstanden ist; VergréRerung x28500.

Die adenovirale Infektion verlauft in zwei Phasen: Die friihe Phase umfasst den Eintritt
des Virus in die Zelle, den Transport der Virus-DNA in den Zellkern, die Transkription
und die Translation der friihen Gene und dauert ca. 6 - 8 Stunden. In der spaten Phase
werden die viralen Strukturproteine zusammengebaut und infektidose Viren gebildet,

was 4 - 6 Stunden dauert (W. C. Russell, 2000). Adenoviren binden (iber Fiber
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Ublicherweise an den Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR), um Zellen zu infizieren
(Bergelson et al., 1997). Es sind jedoch auch Interaktionen mit anderen Zellrezeptoren
wie CD46, CD80 oder CD86 beschrieben (W. C. Russell, 2009). Die Bindung des Peptids
aus Arginin, Glycin und Asparaginsdure (RGD) an avp3/avB5 Integrine fiuhrt zur
Internalisierung in Endosomen (W. C. Russell, 2009; Wickham et al.,, 1993). Das
teilweise zerstorte Virus wird in der Zelle zum Zellkern transportiert, wo die virale DNA

in den Nukleus transloziert und die Transkription eingeleitet wird (W. C. Russell, 2000).

Die adenovirale Transkription und Replikation lduft in zwei Phasen ab und beginnt mit
der Transkription der friilhen Gene (early genes) (Abbildung 1. 6). Das E1-Gen codiert
fiir E1A und E1B (W. C. Russell, 2000). Aus dem E1A-Gen entstehen durch alternatives
Splicing verschieden Genprodukte, wobei fir die Funktionen von E1A hauptsachlich die
Produkte aus 289 und 243 Aminosauren bedeutend sind, die aus der 13S- bzw. der
12S-mRNA entstehen. Die 289R- und 243R-Proteine unterschieden sich ausschlieBlich
durch die konservierte Region CR3 im 289R-Protein (Frisch et al., 2002). Das E1A-
Protein moduliert den Zellmetabolismus, macht die Zelle fiir die virale Replikation
empfanglich und fiihrt durch die Induktion der S-Phase zur Transkription der E2-Gene
und der weiteren frilhen Gene (W. C. Russell, 2000). Danach werden die anderen
frihen Gene E1B, E2, E3 und E4 transkribiert. Die E1B-Proteine E1B55K und E1B19K
inhibieren die zellularen Apoptosemechanismen. E1B55K interagiert mit p53, einem
Tumorsuppressorgen, welches zum Zellzyklusarrest und zur Apoptose von
geschadigten Zellen flihrt. Und E1B19K ist ein Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) Homolog,
welches durch Interaktion mit Bax-Proteinen die Apoptose und Nekrose hemmt (Han
et al., 1996). Die E2-Gene codieren fiir Proteine, welche fir die virale Replikation und
die Transkription der spaten Gene bendtigt werden (Hay et al.,, 1995). Den E3-
Genprodukte kommt eine wichtige Rolle zu die humanen Immunreaktionen gegen
infizierte Zellen zu unterdriicken und neugebildete Viren bei der Zelllyse effektiv
freizusetzen. Zum Beispiel bindet E3-gp19K an MHC-1-Molekile und verhindert so
deren Transport zur Zelloberfldche, sodass infizierte Zellen nicht von zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL) abgetotet werden. Das ,Adenovirus Death Protein“ (ADP) ist
entscheidend fiir die Zelllyse und die effektive Freisetzung neugebildeter Partikel
(Lichtenstein et al., 2004). Die E4-Genprodukte haben mehrere Funktionen bei der
RNA-Verarbeitung sowie der DNA-Replikation und modulieren so die Genexpression

und Replikation (Leppard, 1997).
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Nach der Transkription der frihen Gene folgt die DNA-Replikation. Im Anschluss
werden die spaten Gene L1 — L5, welche fiir die viralen Strukturproteine codieren,
transkribiert. Nach der Fertigstellung der neuen Viren, wandern diese vom Zellkern ins
Zytoplasma und werden dann durch den Zerfall der Zellmembran freigesetzt (W. C.

Russell, 2000).

Spédte Gene: -
Strukturproteine

E1A E1B E3
E1A12S E1A13S E1B19K E1B55K
l 1 < E2 l ( €4

Reguliert virale und Inhibiert die Unterdrickt die zellulare l

zelluldre Apoptose Immunantwort und sorgt
Genexpression und v flr die virale Partikel-
den Zellzyklus DNA-Replikation freisetzung Kontrolle der

Genexpression

und Replikation

Abbildung 1. 6: Schematische Darstellung des adenoviralen Genoms mit seinen Funktionen

Sowohl die Darstellung des Genoms als auch die Funktionen der Gene bzw. ihrer Produkte sind stark
vereinfacht. Adenoviren haben eine doppelstrangige DNA. Die Transkription des Genoms kann in eine
frihe (E1 - E4) und eine spate (L1 - L5) Phase eingeteilt werden. Die spaten Gene codieren hauptsachlich
fiir Strukturproteine.

1.3.2 Onkolytische Adenoviren

Als onkolytische Adenoviren werden am haufigsten Adenoviren des Serotyps 5 der
Subgruppe C verwendet. Das Genom, die Struktur und der Infektionshergang dieser
Viren sind gut bekannt. Adenoviren haben einen lytischen Zellzyklus, der zum Tod der
infizierten Zelle fihrt und erfiillen damit die Grundvoraussetzung fiir die onkolytische
Virotherapie. Von Vorteil ist, dass sich Adenoviren leicht herstellen lassen und die
Partikel eine hohe Stabilitdt aufweisen. Die relativ geringe Pathogenitat, die genetische
Stabilitdt und das nicht-integrierende Genom von Adenoviren machen sie relativ sicher
im Einsatz als Therapeutikum (Nettelbeck, 2003; Pesonen et al., 2011). Andererseits
weisen Adenoviren eine hohe Immunogenitat auf, was bei systemischer Gabe zu einer
schnellen Elimination durch das Immunsystem fiihrt, sodass sie hauptsachlich zur

intratumoralen und lokalen Applikation erprobt werden (Pesonen et al., 2011).
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Entscheidend bei der onkolytischen Virotherapie ist die Tumorselektivitat. Zur
Herstellung der tumorselektiven Replikation von Viren sind zwei hauptsachliche
Mechanismen beschrieben. Eine Strategie, die Replikation tumorselektiv zu machen,
besteht darin, spezifische Promoter einzusetzen, die nur in Tumorzellen aktiviert
werden und dann die Transkription von Genen zur Replikation ermoglichen (Curiel,
2000; Nettelbeck, 2003). Ein Beispiel ist die Abhangigkeit der Transkription von der
humanen Telomerase Reversen Transkriptase (hTERT), die fast nur von Tumorzellen

exprimiert wird (Wirth et al., 2003).

Die andere Moglichkeit, einen tumorselektiven Replikationsmechanismus herzustellen,
ist die komplette oder teilweise Deletion von E1-Genen. Dieser Mechanismus beruht
auf der Uberexpression von Onkogenen oder der Mutation von Tumorsupressorgenen
(Curiel, 2000; Nettelbeck, 2003). Der Mechanismus des Virus ONYX-015 (dl1520)
beruht auf der Deletion von E1B55K. Normalerweise verhindert E1B55K die Induktion
der Apoptose durch Bindung an p53. P53 ist ein Tumorsuppressorgen und in einer
Vielzahl von Krebsentitdaten mutiert. Bischoff et al. nahmen an, dass ONYX-015 in
normalen Zellen zur Apoptose und somit nicht zur Replikation fiihrt, hingegen in Zellen
mit mutiertem p53 replizieren kann und zur Zelllyse fihrt (Bischoff et al., 1996; Toth et
al., 2010). Zwar wurde der p53-abhdngige Replikationsmechanismus spater widerlegt
(Harada et al., 1999), trotzdem kann das Virus Tumorzellen effektiv abtéten, besonders
in Kombination mit Chemo- oder Strahlentherapie und wurde in China unter dem
Namen H101 2006 zur Krebstherapie zugelassen (Garber, 2006; Niemann et al., 2017).
Das onkolytische Adenovirus Delta24 wurde unter der Annahme konstruiert, dass E1A
den Transkriptionsfaktor E2F aus seiner Bindung mit Rb |6st und dass E2F dann an den
E2-early Promoter bindet (Kovesdi et al., 1987; Yee et al., 1987). Delta24 weist eine
Deletion in E1A auf, was zu einer veranderten Rb-Bindungsstelle im E1A-Protein fiihrt,
sodass es nicht mehr zur E2F-Freisetzung kommt und die S-Phase in gesunden Zellen
nicht induziert wird. Da Tumorzellen unreguliert die S-Phase induzieren, repliziert
Delta24 in diesen Zellen und fiihrt zur Lyse (Fueyo et al., 2000; Toth et al., 2010). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass das E1A-Protein den Rb/E2F1-Komplex nicht 16st
sondern stabilisiert (Nemajerova et al., 2008; Seifried et al., 2008). Somit kann infrage
gestellt werden, ob E2F wirklich die Rolle des wichtigen Aktivators am E2-early

Promoter zukommt, wie dies friiher angenommen wurde.
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Aufgrund der Erkenntnis, dass der E2-late Promoter, der bei der adenoviralen
Transkription eine wichtige Rolle spielt, von YB-1 kontrolliert wird, wurde das
onkolytische Adenovirus XVir-N-31 entwickelt, wessen Replikation von der nukledren
Expression des Tumoronkogens YB-1 abhéangig ist (Holm et al., 2002; Mantwill et al.,

2006; Rognoni et al., 2009).

Limitiert wird die adenovirale Transduktion bzw. Infektion durch die sehr geringe CAR-
Expression auf vielen Tumorzellen (Y. Li et al., 1999; Pesonen et al., 2011). Um die
Infektion effektiver zu machen, wurden Viren mit dem RGD-Motiv im HI Loop des
Fiber-Knobs ausgestattet und ermoglichen so eine CAR-unabhéngige Infektion
(Dmitriev et al., 1998). AuRerdem weisen viele Tumore eine starke Expression von
CDA46 auf (Fishelson et al., 2003), was eine Infektion mit Ad35 ermoglicht. Es werden
dafiir Chimare Ad5 verwendet, die das Fiber des Ad35 enthalten (Gaggar et al., 2003).

1.3.3 Das Protein YB-1

Y-Box-binding Protein 1 (YB-1) ist ein multifunktionales Onkoprotein. Es gehort zur
Familie der Kalteschockproteine und bindet mit einer hoch-konservierten Region an
DNA und RNA (Lasham et al., 2013; Wolffe, 1994). Urspriinglich wurde YB-1 als
Transkriptionsfaktor identifiziert, der an die Y-Box, eine umgedrehte CCAAT-Box, des
MHC-II-Promoters bindet (Didier et al., 1988). Seither wurden fiir YB-1 eine Vielzahl an
Prozessen beschrieben, die es als Transkriptions- und Translationsfaktor reguliert. Dies
beinhaltet DNA-Replikation und -Reparatur, Transkription, RNA-Splicing, Translation
und Kontrolle der Genexpression (Eliseeva et al., 2011). Physiologisch spielt YB-1 eine
wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung, die Expression von YB-1 nimmt jedoch
mit zunehmenden Alter in gesunden Zellen ab und ist in adulten Zellen kaum
nachweisbar (Kosnopfel et al., 2014; Lu et al., 2005). Eine signifikante Uberexpression
von YB-1 ist fiir viele verschiedene Tumorentitidten beschrieben. Diese Uberexpression
korreliert hdufig mit einer schlechten Prognose und Chemotherapieresistenz, so zum
Beispiel beim Mammakarzinom (Janz et al., 2002), bei Kopf-Hals-Tumoren (Kolk et al.,
2011), beim Lungenkarzinom (Gessner et al., 2004), beim Osteosarkom (Fujiwara-
Okada et al., 2013) und beim Blasenkarzinom (Song et al., 2014) sowie bei zahlreichen

weiteren Tumorentitaten (Kosnopfel et al., 2014). Auch im Serum von Patienten mit
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Krebserkrankungen scheint die YB-1 Konzentrationen erhoht zu sein (Rohr et al., 2016;

Tacke et al., 2014).

In gesunden Zellen ist YB-1, wenn (iberhaupt, im Zytoplasma detektierbar, bewegt sich
jedoch bei Zellstress, Hyperthermie, UV-Bestrahlung, Chemotherapiebehandlung oder
Adenovirusinfektion in den Zellkern (Eliseeva et al., 2011; Holm et al., 2002).
Krebszellen hingegen weisen haufig eine nukledre Lokalisation von YB-1 auf. Denn in
Tumoren reguliert YB-1 die Zellzyklusprogression (Jurchott et al.,, 2003),
Zellproliferation (Oda et al., 2003), Chemotherapieresistenz (Bargou et al., 1997),
Angiogenese (Coles et al., 2005) und die epitheliale mesenchymale Transition (EMT)
(Evdokimova et al.,, 2009; Gopal et al., 2015), welche eine Voraussetzung fir
Tumorinvasion, -migration und Metastasierung darstellt. TWIST, welches ebenfalls an
der EMT beteiligt ist, reguliert YB-1 (Shiota et al., 2008). Daneben stehen mehrere
Tumorsignalwege, wie der PI3K/Akt/mTOR-, der Ras/Raf/MEK/ERK- und der E2F-
Signalweg, die fir die Tumorzellproliferation eine wichtige Rolle spielen, in Verbindung

mit YB-1 (Lasham et al., 2013).

Beim Blasenkarzinom ist eine erhohte YB-1-Expression mit Tumorwachstum und
Invasion assoziiert. Der immunhistochemische YB-1-Status korreliert mit einem
verkiirzten Uberleben und stellt einen potentiellen prognostischen Faktor dar.
AuBerdem fiihrt eine hohe nukledre YB-1-Expression zur Therapieresistenz (Shiota et

al., 2011; Song et al., 2014; Yamashita et al., 2017).

Neben der Rolle von YB-1 im Krebsgeschehen scheint es auch bei inflammatorischen
Prozessen beteiligt zu sein (Lindquist et al.,, 2014). Es kommen erhoéhte YB-1-
Konzentrationen bei Patienten mit Sepsis vor und YB-1 ist an der Regulation der
Synthese der Chemokine CCL-2 und CCL-5 und des Zytokins IL-2 beteiligt (C. Y. Chen et
al., 2000; Hanssen et al., 2013). Es wurde gezeigt, dass YB-1 - dhnlich wie HMGB-1 - bei
Entzlindungssignalen Uber einen nicht-klassischen Weg sezerniert wird und dass
extrazelluldres YB-1 Einfluss auf die Zellproliferation und Zellmigration hat (Frye et al.,

2009).

Durch die zentrale Rolle in vielen Krebsentitdten stellt YB-1 einerseits einen
interessanten prognostischen Marker dar und scheint andererseits ein gutes Ziel fir

den Einsatz von Krebstherapien zu sein (Kosnopfel et al., 2014).
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1.3.4 YB-1 abhangige Viren

Holm et al. konnten zeigen, dass YB-1 bei der Adenovirus Wildtyp-Infektion durch
einen E1B55K/E4orf6-abhdngigen Mechanismus in den Zellkern transportiert wird und
an der Regulation der adenoviralen Replikation beteiligt ist, indem es an den E2-late
Promoter bindet (Holm et al., 2002; Holm et al., 2004). Die E2-Region codiert fiir
Proteine wie das terminale Prdkursor-Proteine pTP, die DNA-Polymerase, und das
DNA-bindende Protein DBP, welche fiir die Replikation notwendig sind. E2 wird von
einem frihen (E2-early) und einem spdten (E2-late) Promoter kontrolliert
(Swaminathan et al., 1995). Zuerst wurde E2F als Transkriptionsfaktor identifiziert, der
E1A-abhangig aus seiner Bindung mit Rb freigesetzt wird und den E2-early Promoter
kontrolliert (Kovesdi et al., 1987; Yee et al., 1987). E1A scheint den Rb/E2F-Komplex
jedoch eher zu stabilisieren als zu l6sen, was eine komplexere Regulation der
adenoviralen Transkription nahelegt als urspriinglich angenommen (Nemajerova et al.,
2008; Seifried et al., 2008). Der E2-late Promoter wird durch die Bindung von YB-1 an
eine invertierte CCAAT-Box (Y-Box) aktiviert, was fir die volle Aktivierung der
Transkription notwendig ist (Holm et al., 2002). Die E1A-deletierten Viren dI520 und
Ad312, deren Replikation in gesunden Zellen nicht moglich ist, kdnnen in
therapieresistenten Tumorzellen replizieren, da YB-1 dort stark Uberexprimiert im
Zellkern vorliegt und die Transkription der E2-Gene ermoglicht (Holm et al., 2004;
Mantwill et al., 2006).

Mantwill, Holm et al. haben das Virus dI520 zu XVir-N-31 (auch Ad-Delo3-RGD)
weiterentwickelt. Es hat dieselbe Mutation in der CR3-Untereinheit (conserved region)
in E1A13S (Haley et al., 1984), was zur insuffizienten Replikation fihrt, wenn der E2-
late Promoter nicht durch YB-1 aktiviert wird und die Replikation so YB-1 abhdngig
macht (Abb. 1. 7) (Mantwill et al., 2006; Rognoni et al., 2009). Da YB-1 von gesunden
Zellen kaum exprimiert wird (Bargou et al., 1997), kommt es hier nicht zur Aktivierung
des E2-late Promoters und es findet in diesen Zellen keine Replikation statt. Und weil
YB-1 bei Zellstress und Chemotherapiebehandlung in den Zellkern wandert, fiihrt die
Kombination mit Chemotherapeutika zu effektiverer Replikation und Zelllyse
onkolytischer Adenoviren und bietet einen Angriffspunkt fir therapieresistente Zellen
(Holm et al., 2004; Mantwill et al., 2006). Die CAR-Expression auf Krebszellen ist sehr
variabel bzw. gering, deshalb wurde XVir-N-31 mit dem RGD-Motiv in der Fiberregion

ausgestattet, um eine CAR-unabhédngige Infektion zu ermdéglichen (Dmitriev et al.,
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1998; Pesonen et al., 2011; Rognoni et al., 2009). Des Weiteren fiihrt die Deletion des
Bcl-2-Homologs E1B19K bei XVir-N-31 zu einer schnelleren Zelllyse und effektiveren
Replikation der Viren (Sauthoff et al., 2000). Die Deletion der E3-Region fihrt zu einer
besseren Detektion sterbender Zellen durch das Immunsystem und erméglicht den
Einbau von Transgenen wie YB-1 (Glockzin et al., 2006; Lichtenstein et al., 2004,
Rognoni et al., 2009). XVir-N-31 hat beim Pankreastumor und Glioblastom in vitro und
in vivo schon gezeigt, dass es YB-1 abhangig repliziert sowie effektiv zur Zelllyse und
Tumorreduktion fuhrt (R. Holzmiiller et al., 2011; Mantwill et al., 2013; Rognoni et al.,
2009).

RGD

E1A E1B :
E1A12S E1M35> E18{9K 51855>> EE L3 L4) I:X3 > Fiber >
| ] =] (=

CR3-Deletion in E1A13S l ’ E1B19K-Deletion ’

Abbildung 1. 7: Schematische Genomkarte von XVir-N-31

Das Virus weist Deletionen in E1A13S, E1B19K sowie der E3-Region auf und hat ein RGD-Motiv in der
Fiber-Region.
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1.4 Ziele der Arbeit

Aufgrund der unbefriedigenden Therapie und Prognose des Blasenkarzinoms ist die
Entwicklung neuer Therapiemodalitditen notwendig. Der Ansatz der onkolytischen
Virotherapie zur Therapie des Blasenkarzinoms scheint sinnvoll zu sein, da sich
onkolytische Viren einfach in die Blase instillieren lassen (J. Burke, 2010). Zudem ist das
Blasenkarzinom ein stark immunogener Tumor, weshalb eine hohe Ansprechrate auf
Immuntherapien erwartet werden kann (Kates et al., 2016). Wir verfolgen die Idee mit
YB-1 abhangigen Adenoviren, da YB-1 ein zentrales Protein in der Tumorbiologie ist
und die Expression beim Blasenkarzinom eine prognostische Bedeutung hat (Song et

al., 2014).

In dieser Arbeit wurde die YB-1 basierte Virotherapie erstmals in vitro in
Blasenkarzinomzelllinien erprobt. Es wurden immunologische Aspekte der Zelllyse und
der Virotherapie untersucht. Dabei wurde den folgenden Fragestellungen

nachgegangen:

1. Uberpriifung der Grundvoraussetzungen einer YB-1 basierten Virotherapie in

Blasenkarzinomzelllinien.
a. Erhebung des YB-1- und CAR-Status von Blasenkarzinomzelllinien.

b. Messung der Replikation, der Partikelbildung und der Zytotoxizitat der

Viren in Blasenkarzinomzelllinien.
2. Untersuchung des Zelltods durch die Viren.

a. Kommt es zur Freisetzung von YB-1 und den immunologischen

Gefahrenmolekilen HSP70 und HMGB-1?
b. Wie werden diese Proteine freigesetzt?
3. Evaluation der Immunantwort von PBMC auf die onkolytische Virotherapie

a. Etablierung eines Systems zur schnellen Evaluation der Immunreaktion

mittels IFNy-Freisetzung aus PBMC.

b. Evaluation der IFNy-Freisetzung nach Kombinationsbehandlung von

onkolytischer Virotherapie und PD-L1-Inhibitor.
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2 Material

2.1 Gerate

Tabelle 2. 1: Gerdte

Gerat

Beschreibung, Hersteller

Autoklav Syntec DX-65

Syntec GmbH, Linden, Deutschland

BD FACSCalibur Flow Cytometry System

BD Bioscience, San Jose, CA, USA

Biologische Sicherheitswerkbank, Herasafe KS12

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Blockthermostat BT100

Rettberg, Gottingen, Deutschland

BVC professional Fliissigkeits-Absaugsystem

Vacuubrand GmbH, Wertheim, Deutschland

C1000™ Thermal Cycler CFX96™

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Chemidoc™ XRS Imaging System

BioRad, Hercules, CA, USA

Eismaschine Manitowoc

Manitowoc Ice, Manitowoc, WI, USA

Electrophoresis Power Supply EPS 601

Amersham Pharmacia Biotech., Uppsala,
Schweden

Filmentwickler Curix CP1000

Agfa Healthcare, Mortsel, Belgien

Freezing Container, 1Deg C

Nalgene, Rochester, NY, USA

Grammwaage Typ 2254

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Inkubationsschiittler

Edmund Biihler GmbH, Hechingen, Deutschland

Intellimixer RM-2L

Elmi Ltd. Laboratory Equipment, Calabasas, CA,
USA

Magnetrihrer

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

Mikropipetten Pipetman®

Gilson Inc., Middleton, WI, USA

Mikroskop AxioVert.135

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mikroskop AxioVert.Al

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mikroskop-Kamera AxioCam ERc5s

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mikrozentrifuge 5430R

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Mini Protean System

BioRad, Hercules, CA, USA

Mini Trans-blot cell transfer system

BioRad, Hercules, CA, USA

Mini-Protean Tetra Cell gel system

BioRad, Hercules, CA, USA

Minishaker IKA® MS2

IKA Works Inc., Staufen, Deutschland

Multilable plate reader VICTOR X3

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Nanowaage AT250

Mettler Toledo, GieRen, Deutschland

Neubauerzdhlkammer

LO Laboroptik, Lancing, England

PCR-Gerat iCycler

BioRad, Hercules, CA, USA

PerfectBlue Gelsystem Mini M

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

pH Meter 691

Metrohm, Filderstadt, Deutschland

PowerPac HC

BioRad, Hercules, CA, USA

Spectrophotometer Nanodrop 2000c

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Transmissionselektronenmikroskop Philips
CM100

Philips, Amsterdam, Niederlande

Ultrazentrifuge Optima™ LE-80K

Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA

VMax® Kinetic Microplate Reader

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA

Vortex-Genie® 2

Scientific Industies Inc., Bohemia, NY, USA

Wasseraufbereitungssystem Purelab

ELGA LabWater, Celle, Deutschland

Wasserbad W350

Memmert, Schwabach, Deutschland

Zellkultur Inkubator HERA Cell240

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA




2 Material

35

Zellkultur Inkubator HERA Cell240i

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Zentrifuge 5180R

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge MIKRO 22R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge QikSpin QS7000

Edwards Instruments Co., Narellan NSW,
Australien

Zentrifuge ROTINA 35R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zetasizer® Nano ZS

Malvern, Worcestershire, England

2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2. 2: Verbrauchsmaterialien

Material

Beschreibung, Hersteller

Bioshere® FilterTips

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Eppendorf Reaktionsgefafie 0,5ml, 1,5mL, 2mL

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Hard-Shell® PCR Plates 96-well

BioRad, Hercules, CA, USA

Kryordhrchen 1,8mI Nunc

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Mikroskop Deckglaser

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Mikroskop Objekttrager

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

PCR Sealers Microseal "B* Film

BioRad, Hercules, CA, USA

PCR SoftTubes 0,5mL

Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

PD-10 Desalting Columns, Sephadex

GE-Healthcare, Buckinghamshire, England

Pipettenspitzen 10uL, 20uL, 200uL, 1000uL

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Polystyrol Réhrchen, konischer Boden

Elkay, Hampshire, England

PVDF-Membran Hybond

GE-Healthcare, Buckinghamshire, England

Rontgenfilm CEA RP New

Agfa Healthcare, Mortsel, Belgien

S-Monovette Blutentnahmesystem

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

SafetyMultifly-Kanilen

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten 5mL, 10mL, 25mL

Greiner, Kremsmdiinster, Osterreich

Sterilfilter Nalgene® 0,25um, 0,45um

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Ultrazentrifugenréhrchen Ultra-Clear™ 25x89mm

Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA

Zellkulturplatten 6-, 12-, 24-, 96-Well; 10-, 15cm

Greiner, Kremsmdiinster, Osterreich

Zellkulturschalen Falcon® ¢10cm, ¢15cm

Corning, Corning, NY, USA

Zellspatel Cell Lifter

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Zentrifugenrohrchen, Falcon® 15ml, 50ml

Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland

2.3 Chemikalien

Tabelle 2. 3: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid Rotiphorese Gel30

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Amersham ECL Western Blotting Detection
Reagent

GE-Healthcare, Buckinghamshire, England

Ammonium Persulfat (APS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Borsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Caesiumchlorid (CsCl)

MP Biomedicals Europe, Illkirch, Frankreich

Chloroform

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Complete Mini — Protease Inhibitor

Roche, Basel, Schweiz

DAB+ Substrat Losung

Dako, Hamburg, Deutschland

DAKO REAL Antibody diluent

Dako, Hamburg, Deutschland

Diethyl pyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dithiothreitol (DTT)

Cell-Signaling, Cambridge, England

DNA Ladepuffer (6x)

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

DNA Leiter 100bp

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Doxorubicin

Krankenhausapotheke, Klinikkum rechts der Isar,
Miinchen, Deutschland

Entwickler- und Fixierkonzentrat Vision X
GV 60

Rontgen Bender GmbH & Co. KG, Baden-Baden,
Deutschland

Essigsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 70%

BriiggemannAlcohol Heilbronn
Deutschland

GmbH, Heilbronn,

Ethanol absolut

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid 10mg/mL

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Formaldehydlosung (36,5 — 38%)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Glycerin

Merck, Darmstadt, Deutschland

GoTaqg Green PCR Master Mix

Promega, Madison, WI, USA

GoTaqg gPCR Master Mix

Promega, Madison, WI, USA

High Range RNA Leiter

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Incidin Plus

Ecolab Engineering GmbH, Siegsdorf, Deutschland

Isopropanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Lipofectamine

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Lipopolisaccharides from Escherichia coli
055:B5 (LPS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Luminol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Lysepuffer (pH 9)

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Magermilchpulver

Saliter, Obergiinzburg, Deutschland

Methanol Chromosolv®

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Natriumacetat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

p-Cumarsaure

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Phosphate-Buffered Saline (PBS)

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Precision Plus Protein Standard

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

ProLong® Gold Antifade Mountant mit
DAPI

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Rekombinantes GM-CSF

R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA

Rekombinantes Interleukin 2 (rhiL-2)

R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA

Rekombinantes Interleukin 4 (rhiL-4)

R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA

Salzsdure, rauchend 37% (HCI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sulforhodamine B (SRB)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

SYBR® Green | Mastermix

Eurogentec, Liege, Belgien

Tetramethylethylenediamine (TEMED)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trichloressigsaure (TCA)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Triton X100

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Trizol

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland
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Tryptone ICI Specialty Chemicals, London, England

Tween-20 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

UltraPure™ Agarose Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Wasserstoffperoxid (H,0,) Merck, Darmstadt, Deutschland

2.4 Selbsthergestellte Losungen und Puffer

Tabelle 2. 4: Selbsthergestellte Lésungen

Lésung

Enthdlt

FACS-Puffer

1% BSA in PBS

IF: Blocking-Puffer

5% FCS in PBS
0,1% Triton X-100

TBE 10x

1 M Tris
1 M Borsaure
0,02 M EDTA

Virus Storage Puffer

Lysepuffer (pH 9) mit 2% Glycerin

WB: Blotting Puffer 10x

25 nM Tris
192 mM Glycin

WB: Blottingpuffer gebrauchsfertig

10% Blotting-Puffer x10
20% Methanol

WB: Chemilumineszenz (ECL) A

0,1 M Tris 1M; pH 8,5
2,5 mM Luminol
0,4% p-Cumarsaure

WB: Chemilumineszenz (ECL) B

0,1 M Tris 1M; pH 8,5
0,18% H,0,

WB: Gelladepuffer 4x

0,25 M Tris; pH6,8

8% SDS

40% Glycerin

0,04% Bromphenolblau

WB: Lysepuffer

150 mM Nacl

50 mM Tris/HCI; pH 7,2
1% Triton X-100

0,05% SDS

5 mM EDTA

WB: Lysepuffer 10x

1,5 M NacCl

0,5 M Tris/HCl; pH 7,2
10% Triton X-100
0,5% SDS

50 mM EDTA

WB: Sammelgel Puffer

0,5 M Tris-HCl; pH 6,8

WAB: TBS 10x

1 M Tris-HCl; pH 7,6

WB: TBS-T

1x TBS
0,001% TWEEN 20

WB: Trenngel Puffer

1,5 M Tris-HCl; pH 8,8

Zelleinfriermedium

40% FBS
50% RPMI oder DMEM
10% DMSO
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2.5 Kits

Tabelle 2. 5: Kits

Kit

Hersteller

DNeasy-Blood & Tissue Kit

Qiagen, Venlo, Niederlande

ExoQuick-TC Exosome precipitation Solution

System Biosciences, Mountain View, CA, USA

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

HMGB-1-ELISA Kit

IBL International, Hamburg, Deutschland

HSP70-ELISA Kit

Enzo Life Sciences, Lérrach, Deutschland

LEGEND MAX Human IFN-gamma ELISA Kit

BioLegend, San Diego, CA, USA

Pierce BCA-Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

SV Total RNA Isolation System

Promega, Madison, WI, USA

2.6 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 2. 6: Zellkulturmedien und Zusditze

Material

Hersteller

Dulbeccos’ MEM (DMEM)

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Fetales Bovines Serum (FBS)

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Ficoll

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Nicht-essentielle Aminosauren (100x)

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

OptiMem Medium

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

PBS-Dulbecco 1x

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin
10.000 U/ml / 10.000 pg/m|

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI
1640)

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Trypan Blau

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Trypsin

Biochrom, Merck Millipore, Berlin, Deutschland

Turks Losung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Zur Kultivierung der Zellen wurde zu DMEM 10% Fetales Bovines Serum (FBS) und 1%

Penicillin/Streptomycin (P/S) und zu RPMI zusatzlich 1% nicht-essentielle Aminos&uren

(100x) hinzugegeben. Im Folgenden werden diese, mit FBS und Penicillin/Streptomycin

komplettierten Medien als ,,Zellkulturmedium® bezeichnet.

2.7 PCR-Primer

Alle Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) oder von Life

Technologies (Darmstadt, Deutschland) erworben. Nach dem Losen in Nuklease freiem

Wasser wurden 10mM Stammldsungen hergestellt.
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Tabelle 2. 7: Primer

Zielgen Sequenz Vorwarts-Primer (5'->3') Sequenz Riickwarts-Primer (5'->3')
Beta-Aktin (rt) TAAGTAGGTGCACAGTAGGTCTGA AAAGTCCAAXAACACGGCTAAG
E1A AATGGCCGCCAGTCTTTT GCCATGCAAGTTAAACATTATC
E1B19K GGGCTAATCTTGGTTACATCTG ATTCATTCCCGAGGGTCCAG
E3-ADP ATGTCAGCATCTGACTTTGGCC CTCGAGGAATCATGTCTC
GAPDH (rt) TGGCATGGACTGTGGTCATGAG ACTGGCGTCTTCACCACCATGG
Hexon (rt) GGCCATTACCTTTGACTCTTC GCATTTGTACCAGGAACCAGTC
HSP70 (rt) ACATCAGCCAGAACAAGCGA AGTCGATGCCCTCAAACAGG
2.8 Antikorper
Tabelle 2. 8: Antikérper
Antikorper gegen Verwendung Aus (Tier)  Verdiinnung Hersteller
Anti-Goat HRP Titer Test Kaninchen  1:1000 Dako, Hamburg,
Deutschland
Anti-Mouse HRP WB Esel 1:10000 Dianova GmbH, Hamburg,
Deutschland
Anti-Mouse PE FACS Ziege 1:50 Dianova GmbH, Hamburg,
Deutschland
Anti-Rabbit FITC IF Schwein  1:100 Dako, Hamburg,
Deutschland
Anti-Rabbit HRP WB Esel 1:10000 Dianova GmbH, Hambure,
Deutschland
Calnexin WB Kaninchen  1:1000 Cell Signaling, Beverly, MA,
USA
CAR, Klon RmcB FACS Maus 1:40 Millipore, Temecula, CA,
USA
. ) Santa Cruz Biotechnology,
CD63 WB Kaninchen  1:200 Inc., Dallas, MA, USA
GAPDH WB Kaninchen  1:1000 Cell Signaling, Beverly, MA,
USA
. . ) Chemicon, Millipore,
Hexon Titer Test Ziege 1:500 Temecula, CA, USA
HSP70 WB Maus 1:1000 Enzo Life Sciences, Lorrach,
Deutschland
I1gG aus Maus Wie primdrer Dianova GmbH, Hamburg,
(polykolonal) FACS Maus Antikorper Deutschland
IgG aus Ratte Wie primdrer Dianova GmbH, Hamburg,
(polykolonal) FACS, IF Ratte Antikorper Deutschland
lgG1 K Isotype Control, Funktions- eBioscience, San Diego, CA,
Functional Grade Maus 10 pg/ml
e assay USA
Purified
IgG1 K Isotype Control FACS Maus 1:20 eBioscience, San Diego, CA,
PE USA
PD-L1 PE FACS Maus 1:20 eBioscience, San Diego, CA,

USA
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PD-L1, Klon MIH1,

. Funktions- Biosci , San Diego, CA,
Functional grade unKtions Maus 10 pg/ml evloscience, san Liego
e assay USA
purified
. WB . 1:1000 . .
YB-1 (N-terminal) IF Kaninchen 1100 Eurogentec, Liege, Belgien

2.9 Zelllinien

HEK293: HEK293-Zellen sind humane, embryonale Nierenzellen (,Human Embryonal

Kidney“), die zur Adenovirusproduktion verwendet werden. Das Genom der HEK293-

Zellen enthélt 11% des linken Endes des Adenovirus 5-Genoms (Graham et al., 1977).

Dies ermoglicht die Produktion aller — inklusive der replikationsdefizienten, E1A-

deletierten — Adenoviren.

Fir die Versuche wurden die humanen Harnblasenkarzinomzelllinien J82, T24 und UM-

UC 3 verwendet. Tabelle 2. 9 beschreibt die klinischen Eigenschaften und die

Kulturbedingungen der Zelllinien.

Tabelle 2. 9: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Klinik Medium Kulturbedingungen ATCC-Name
Embryonale Nierenzellen DMEM; 10% FBS; o o
HEK293 Alter: Fetus 1% P/S 37°C, 10% CO., CRL-1573
Urothelkarzinom
Alter: 58 Jahre RPMI1640; 10% FBS; o o
182 Geschlecht: Mannlich 1% NEA; 1% P/S 37°C, 5% €O, HTB-1
Ethnizitat: Kaukasischer Typ
Urothelkarzinom
Alter: 81 Jahre RPMI1640; 10% FBS;
7’ ’ o 0, -
T24 Geschlecht: Weiblich 1% NEA; 1% P/S 37°C, 5% €O, HTB-4
Ethnizitat: Kaukasischer Typ
Urothelkarzinom DMEM; 10% FBS; o o
UM-UC3 Geschlecht: Mannlich 1% P/S 37°C, 10% CO; CRL-1749
2.10 Viren

Das Wildtyp Adenovirus (AdWT) ist ein humanes Serotyp 5 Adenovirus der Spezies C.

Es handelt sich um ein replikationskompetentes Virus ohne genetische Alterationen.

Daher dient es in vielen Versuchen als Positivkontrolle und zum Vergleich. Das AdWT
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ist gut charakterisiert und alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten Viruskonstrukte

leiten sich vom AdWT ab.

Ad-dI703 ist ein Virus, welches auf Grund einer E1-Deletion in niedrigen bis mittleren
Dosen replikationsdefizient ist (Bett et al., 1994). Es dient in vielen Versuchen als

Negativkontrolle.

Ad-Delo3-RGD, auch XVir-N-31 genannt, wurde von PD Dr. Per Sonne Holm konstruiert
und von Klaus Mantwill hergestellt. Es weist eine Deletion der CR3-Doméane des
adenoviralen E1A13S-Proteins auf. Dies fuhrt dazu, dass nur noch das 12S-Protein
exprimiert wird und die Replikation nur stattfinden kann, wenn sich YB-1 im Zellkern
befindet (Holm et al., 2004; Rognoni et al., 2009). AuBerdem weist XVir-N-31 eine
Deletion im E1B19K-Gen auf, sodass dieses nicht mehr exprimiert wird. Ebenso ist die
E3-Region deletiert. Das Virus hat ein RGD-Motiv in der Fiberregion, um Zellen CAR-
unabhédngig infizieren zu konnen (Dmitriev et al., 1998) (vgl. Abb. 1. 7).

Ad-Delo3-YB1/Fib35 ist eine Abwandlung von XVir-N-31. Ad-Delo3-YB1/Fib35 wird in
dieser Arbeit als AdDeloYB1 bezeichnet. In der deletierten E3-Region enthalt dieses
Virus YB-1 als Transgen. Im Gegensatz zu XVir-N-31 ist die E3-Region jedoch nicht
komplett entfernt, sodass E3-ADP weiterhin exprimiert wird (Mantwill, 2017).
Daruberhinaus sind Teile des Fiber5-Gens inklusive des RGD-Motivs entfernt und durch
AdFiber35 ersetzt. AdDeloYB1 infiziert Tumorzellen mit Fiber35 iiber den CD46-
Rezeptor (Gaggar et al., 2003) und ermoglicht so eine effektive CAR-unabhingige
Infektion von Tumorzellen (R. C. Holzmdller, 2011; Zhao et al., 2011).

E1A E1B
E1A12S E1M13s > e18{oK 51855,> IEE L3 I.4)
Ce

CR3-Deletion in E1A13S I ’ E1B19K-Deletion ’ E3-Deletion

Abbildung 2. 1: Schematische Genomkarte von Ad-Delo3-YB1/Fib35

Das Virus hat die gleichen Deletionen in E1A und E1B wie XVir-N-31. Es enthalt YB-1 als Transgen in der
E3-Region und die AdFiber35-Sequenz.
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Tabelle 2. 10: Angenommene Titer der verwendeten Viren

Virus Titer (IFU/ml) Partikel (Viruspartikel/ml)
Ad-dI703 6,5x10%° 1,8x10%?

AdDeloYB1 1,6x10° Nicht bekannt

AdWT 7,8x10%° 1,9x10%2

XVir-N-31 2,5x10%° 1-2x10"?

2.11 Verwendete Software

Tabelle 2. 11: Verwendete Software

Name Hersteller

EndNote Thomson Reuters, New York, NY, USA
FlowJo FlowJo LLC, Ashland, OR, USA

Keynote Apple Inc., Cupertino, CA, USA

MS Office Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Zen Lite 2012

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Die Zelllinien wurden unter den in Tabelle 2. 9 angegebenen Bedingungen kultiviert
und zweimal pro Woche passagiert. Zum Passagieren der Zellen wurde das
Kulturmedium durch Aspiration entfernt und der Zellrasen ein bis zweimal mit PBS
gewaschen. Die adharenten Zellen wurden mit Trypsin fir 3 - 8 Minuten im
Brutschrank bei 37°C inkubiert, bis sich der Zellrasen vom Kulturschalenboden abldste.
Die enzymatische Reaktion des Trypsins wurde durch die Zugabe von Medium mit FBS
gestoppt und die Zellsuspension zentrifugiert (300 g, 5 min). Das Zellpellet wurde in
frisches Zellkulturmedium aufgenommen und die Zellen auf einer neuen
Zellkulturschale in adaquater Verdiinnung ausplattiert. Zum Einfrieren der Zellen
wurde das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium aufgenommen, in ein Kryoréhrchen
gefillt, in einer Einfrierbox mit Isopropanol bei -80°C langsam heruntergekihlt und
nach 24 Stunden in FlUssigstickstoff (iberfiihrt. Das Auftauen kryokonservierter Zellen
erfolgte bei 37°C im Wasserbad. Die aufgetauten Zellen wurden sofort in neues
Zellkulturmedium Uberfihrt und herunterzentrifugiert, um das toxische DMSO zu
entfernen. Das Zellpellet wurde in frisches Zellkulturmedium aufgenommen,

ausplattiert und wie oben beschrieben kultiviert.

Zum Ausplattieren der Zellen fiir die Versuche wurden die Zellen wie oben beschrieben
geerntet. Die Zellen wurden 1:2 in Trypanblau verdiinnt und mit der Neubauer-
Zellzahlkammer gezdhlt. Die Zellzahl/ml ergibt sich durch die Berechnung:

Durchschnitt der lebenden Zellen im GroRquadrat x 10*x Verdimnungsfaktor.

3.2 Virusinfektion

Alle Experimente in denen Viren involviert waren, wurden nach dem Gentechnikgesetz

unter der biologischen Sicherheitsstufe ,52“ durchgefiihrt.
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Die zu infizierenden Zellen wurden einen Tag vor der Virusinfektion in entsprechender
Zellzahl auf Zellkulturschalen ausplattiert. Zur Zeit der Virusinfektion sollten die Zellen
eine Konfluenz von 60 - 70% aufweisen. Fir die Infektion wurde das Zellkulturmedium
entfernt und durch eine diinne Schicht (12-Well-Platte: 200 ul; 6-Well-Platte: 400 pl,
10 cm-Platte: 2 ml) OptiMEM (ohne FCS) ersetzt. Die Viren wurden in entsprechender
Verdiinnung hinzugegeben, um die angegebenen MOI (Multiplicity of infection) zu
erreichen. Die MOI berechnet sich aus IFU/angenommene Zellzahl. W&hrend der
Inkubationszeit von einer Stunde bei 37°C im Inkubationsschrank wurde die Platte alle
10 - 15 min vorsichtig geschwenkt, um eine gleichmaRige Verteilung der Viren zu
gewahrleisten. Bei den uninfizierten Kontrollen wurden die Zellen ebenfalls eine
Stunde mit OptiMEM ohne Virus inkubiert. Nach der Inkubationszeit von einer Stunde
wurde das Infektionsmedium durch frisches Zellkulturmedium ersetzt und die Zellen

weiter im Brutschrank inkubiert.

3.3 Virusvermehrung

Die Virusvermehrung wurde in HEK293 Zellen auf 10 - 20 Platten mit einem
Durchmesser von 15 cm durchgefiihrt. Diese wurden bei einer Konfluenz von 80 - 90%
mit insgesamt 3 ml des entsprechenden Virus in DMEM mit 2% FCS infiziert und wie
bei 3.2 beschrieben fir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden 7 ml
Zellkulturmedium dazugegeben und die Zellen im Inkubator kultiviert. Nach 48
Stunden lieRen sich die infizierten Zellen durch Schiitteln von den Zellkulturplatten
6sen, wurden geerntet und in 50 ml Falconréhrchen zusammengefiihrt. Die Zellen,
welche die Viren enthalten, wurden bei 3000 rpm fiir 15 min herunterzentrifugiert und
in insgesamt 10 - 20 ml Lysepuffer mit pH 9 aufgenommen. Um die gebildeten Viren
aus den Zellen freizusetzen wurden die Zellen durch dreimaliges Einfrieren auf
Trockeneis und Auftauen bei 37°C im Wasserbad (thaw/freeze) zerstort. Die
Zelltrimmer wurden bei 3000 rpm fir 15 min herunterzentrifugiert und der die Viren
enthaltende Uberstand abgenommen und entweder bei -80°C eingefroren oder direkt
der  Caesiumchlorid-Aufreinigung  zugefiihrt. Die  CsCl-Reinigung  wurde
freundlicherweise von PD Dr. Per Sonne Holm durchgefiihrt. Hierfliir wurde zunachst
17 ml des leichteren CsCl 1,33 in ein Ultrazentrifugationsréhrchen gefillt und diese mit

9 ml des schwereren CsCl 1,45 vorsichtig unterschichtet. Dann wurde das Viruslysat
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vorsichtig hinzugegeben. Es folgte die Zentrifugation bei 30000 rpm fiir 3 - 5 Stunden.
Die in einer triben Bande zwischen den beiden Schichten enthaltenen Viren sollten
nun frei von etwaigen Zellbruchstiicken oder unvollstédndigen Viruspartikeln sein. Das
Ultrazentrifugationsrohrchen wurde dann mit einer 20G Kaniile angestochen und die
Bande abgezogen. In einem zweiten Aufreinigungsschritt wurde diese Ldsung
nochmals auf einen CsCl-Gradienten in Ultrazentrifugationsrohrchen aufgetragen und
bei 25000 rpm (iber Nacht zentrifugiert. Am nachsten Tag wurde die Bande abgezogen.
AnschlieBend wurde die Viruslésung von dem Schwermetallsalz CsCl gereinigt: Die PD-
10-Entsalzungssaule wurde zunachst mit Storage Puffer dquilibriert, dann wurde die

Viruslosung aufgetragen und die Viren am Ende in Storage Puffer eluiert.

3.4 Proteinisolation und Western Blot

3.4.1 Proteinisolation aus Zellen

Die Proteinisolation erfolgte auf Eis. Das Zellkulturmedium wurde entfernt und die
Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen. 500 ul Zelllysepuffer mit Proteaseinhibitor
(eine Tablette/10 ml Zelllysepuffer) wurde auf die 10 cm Zellkulturschalen pipettiert.
Die Zellen wurden mit Zellschabern geerntet und in ein ReaktionsgefalR Giberfiihrt. Die
Lysate wurden bei 30000 g fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefal Gberflhrt. Die Lysate wurden sofort weiterverwendet oder bei

-80°C eingefroren.

3.4.2 Proteinisolation aus dem Zellkulturiiberstand

Zur Isolation der Proteine aus dem Zellkulturliberstand wurden die Zellen nach der
Virusinfektion unter serumfreien Bedingungen kultiviert. Hierflir waren die Zellen
zuvor langsam an eine Kultivierung mit 2% FCS im Zellkulturmedium adaptiert worden.
Nach der Virusinfektion wurde das Zellkulturmedium durch serumfreies RPMI oder

DMEM ersetzt, was die Zellen fir die Zeit der Behandlung gut tolerierten.

Der Zellkulturiberstand wurde abgenommen und in ein 15 ml Falconréhrchen

Uberfiihrt und bei 500 g fiir 5 min zentrifugiert. Der zellfreie Uberstand wurde in neue
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Reaktionsgefalle Uberfihrt. Zu 1 ml Zellkulturiberstand wurden 110 pl 100% TCA
hinzugegeben (Endkonzentration 10% TCA) und die Proteine iber Nacht bei 4°C gefallt.
Der Ansatz wurde bei 20000 g fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig entfernt. Das Pellet wurde zweimal mit eiskaltem 70%igen Ethanol
gewaschen und 5 - 10 min mit der Vakuumpumpe getrocknet. SchlieRlich wurden die
Proteine in Zelllysepuffer aufgenommen und sofort weiterverarbeitet oder bei -80°C

eingefroren.

3.4.3 Proteinmessung und Proteinverarbeitung

Die Quantifizierung von Proteinen erfolgte mittels BCA-Assay nach Herstellerangaben
in 96-Well-Platten. Alle Proben sowie eine BSA-Standard Verdiinnungsreihe wurden als
Duplikate pipettiert und zusammen mit den Arbeitslésungen fir 30 min bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wurde die Absorption bei 562 nm gemessen und die
Proteinmenge durch den Vergleich zum BSA-Standard bestimmt. Die Proteinlysate
wurden mit Zelllysepuffer auf die gleiche Proteinmenge angepasst und der 4-fach
Proteinladepuffer mit DTT wurde hinzugegeben. Die Proben wurden bei 95°C fiir 5 min
denaturiert und anschliefend auf das Polyacrylamid-Gel aufgetragen oder bei -20°C

eingefroren.

3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gele wurden in GelgieBkammern gegossen. Die Inhaltsstoffe der
Polyacrylamid-Trenngele sind in Tabelle 3. 1 und die der Sammelgele in Tabelle 3. 2
angegeben. Nach kompletter Polymerisation beider Gele wurden sie in die
Elektrophorese-Einheit eingespannt und die Geltaschen mit 5 - 10 ul einer
Proteinstandard-Leiter sowie 10 - 30 ug Protein aus den Lysaten in 40 pl Ladepuffer
beladen. Die Elektrophorese lief mit 90 V bis die Proteinproben das Trenngel

erreichten und wurde dann mit 150 V fortgesetzt.
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Tabelle 3. 1: Inhalt eines 12%igen Polyacrylamid-Trenngels

Inhalt Volumen (ml)
H>0 3,45

1,5M Tris; pH 8,8 2,5

30% Acrylamid-/Bisacrylamidlésung 4

10% APS 0,05

TEMED 0,01

Tabelle 3. 2: Inhalt eines Polyacrylamid-Sammelgels

Inhalt Volumen (ml)
H>0 3,07

0,5M Tris; pH 6,8 1,25

30% Acrylamid-/Bisacrylamidlésung 0,65

10% APS 0,025

TEMED 0,005

3.4.5 Western Blot und Proteindetektion

Im Anschluss an die Elektrophorese erfolgte der Proteintransfer auf eine PVDF-
Membran. Die Membran wurde fiir ca. 5 min in Methanol aktiviert und die Blotting-
Einheit wurde in Blotting-Puffer folgendermaflen zusammengesetzt: Schwamm —
Filterpapier — SDS-Gel — PVDF-Membran — Filterpapier — Schwamm. Die Blotting-
Einheit wurde in dem mit kaltem Blotting-Puffer gefiillten Tank-Blot-System
eingespannt und der Proteintransfer fir 1 - 2 Stunden mit 100 V durchgefiihrt. Nach
dem Transfer wurden die Membranen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5%
Magermilchpulver in TBS-T geblockt. Fir die Detektion mit dem YB-1-Antikorper
(Eurogentec) erfolgte das Blockieren fiir eine Stunde mit 5% BSA in TBS-T.

Die primaren Antikorper wurden in 5% BSA in TBS-T mit 0,02% Natriumazid verdiinnt
und (iber Nacht bei 4°C mit der Membran inkubiert. Dabei war die Membran standig in
leichter Bewegung. Nach 3 - 5 Waschschritten mit TBS-T erfolgte die Inkubation fiir 30
min bei Raumtemperatur mit den HRP-konjugierten sekundaren Antikorpern, die in 5%
Magermilchpulver in TBS-T verdiinnt wurden. Es wurde 5 weitere Male gewaschen und
die Proteine dann mittels ECL-Reaktion detektiert. Die Chemielumineszenz wurde mit
Rontgenfilmen im Fotolabor detektiert und die Filme entwickelt und anschliefend

gescannt.
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3.5 Bestimmung der gebildeten infektiosen Viruspartikel

Um festzustellen, wie viele infektiose Partikel in den Zelllinien J82 und T24 gebildet
wurden, wurden 2x10° Zellen auf 6-Well-Patten ausplattiert und mit 10 MOI infiziert.
Nach 3 Tagen wurde der Uberstand mit den Zellen abgenommen und die Viren mittels
thaw/freeze-Methode isoliert. Die Zelltrimmer wurden bei 3000 rpm fir 15 min
herunterzentrifugiert und der die Viren enthaltende Uberstand abgenommen. Mit den
aus J82 und T24 gewonnen Viren wurde eine serielle 6-stufige 1:10 Verdiinnungsreihe
in Medium hergestellt, um einen Titer-Test auf HEK293-Zellen durchzufihren. Fir den
Titer Test wurden 2,2x10° HEK293-Zellen auf 24-Well Platten in 500 pl Medium
ausgebracht und 50 ul der verdiinnten Viren hinzugegeben. Die Bestimmung erfolgte
im Doppelansatz. Nach 48-stiindiger Kultivierung im Brutschrank bei 37°C und 10% CO;
wurden die Zellen fixiert: Das Medium wurde abgesaugt, die Zellkulturplatten unter
der Sterilbank 5 min lang getrocknet, jedes Well mit 500 ul eiskalten Methanol
beschichtet und 10 min bei -20°C inkubiert. Zum Farben der Zellen wurde das
Methanol abgesaugt und die fixierten Zellen mit 1% BSA in PBS gewaschen. 250 ul des
primdren Hexon-Antikorpers wurde in die Wells pipettiert und die Platten fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit 1% BSA in PBS gewaschen
und 250 pl des sekundaren Anti-Maus-Antikorpers in die Wells gegeben und erneut
eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit 1% BSA in PBS gewaschen. Zur
Farbung wurden 250 pl einer DAB-Losung (aus DAB Substrat-Puffer und 1 Tropfen/ml
DAB Chromogen) in die Wells gegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Substrat wurde entfernt und die gefarbten Zellen mit PBS lberschichtet. Mit der 20x-
VergroBerung wurden unter dem Mikroskop 10 Sichtfelder ausgezahlt. Es wurde die
Verdiinnung verwendet, bei der ca. 10% der Zellen angefarbt waren. Die infektiosen

Partikel berechnen sich wie folgt:

IFU __ Durchschnittliche Anzahl von positiven Zellen/SichtfeldxSichtfelder/Well

ml Volumen des verdinnten Virus (ml)xVerdinnungsfaktor

In einem anderen Ansatz wurde die Menge viraler DNA drei Tage nach Virusinfektion
mittels gPCR bestimmt. Hierfir wurde die DNA aus dem Uberstand mit den
schwimmenden Zellen mit dem ,,DNeasy-Blood & Tissue Kit“ isoliert und die gPCR mit

Hexon-spezifischen Primern wie unter 3.8 beschrieben durchgefihrt.
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3.6 DNA-Isolation zur Analyse der Replikationskinetik

1x10° Harnblasenkarzinomzellen bzw. 1x10® PBMC wurden auf 6-Well-Platten
ausplattiert und nach 24 Stunden wie unter 3.2 beschrieben mit Viren infiziert (J82 und
T24 mit 10 MOI; PBMC mit 20 MOI). Die Zellen wurden nach 4, 24, 48 und 72 Stunden
geerntet und es wurde jeweils die DNA mit dem ,DNeasy-Blood & Tissue Kit“ isoliert
und bis zum Zeitpunkt der PCR bei 4°C gelagert. Die DNA-Konzentration wurde mit
dem Nanodrop gemessen und in allen Proben auf die gleiche Konzentration

angeglichen.

3.7 RNA-Isolation und cDNA-Herstellung

Die RNA-Isolation wurde mit dem ,,SV Total RNA Isolation System“-Kit unter Befolgung
der Herstellerangaben durchgefiihrt. Die RNA wurde abschliefend in 50 - 100 ul
Nuklease-freiem Wasser eluiert und bei -80°C eingefroren. Die RNA-Konzentration und

Reinheit wurde mit dem Nanodrop bestimmt.

Aus der gewonnen RNA wurde durch reverse Transkription mit dem , High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit“ cDNA hergestellt. In einem 20 pl Ansatz wurde 1 pg

RNA eingesetzt und nach Herstellerangaben vorgegangen.

3.8 Genexpressionsanalyse mittels gPCR

Zur Ermittlung der Replikationskinetik wurden in einem Ansatz zwischen 5 - 20 ng
genomische bzw. virale DNA eingesetzt; es wurden Hexon-spezifische Primer
verwendet. Zur Ermittlung der Genexpression von HSP70 wurden 50 ng cDNA
eingesetzt. Fir die quantitativen Echtzeit PCR wurden 10 pl Ansatze mit 5 pl SYBR
Green Mastermix, 1 pl Vorwarts-Primer 10 uM, 1 pl Rickwarts-Primer 10 uM und 3 pl
DNA-Probe in Duplikaten oder Triplikaten auf 96-Well PCR-Platten hergestellt. Die
Reaktion wurde mit dem CFX 96 Real-Time-PCR-Geréat unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt: 95°C fir 2 min und 45 Zyklen 94°C fiir 15 s, 60°C fiir 15 s, 72°C fiir 15 s.
AbschlieBend wurde fiir jede qPCR eine Schmelzkurve erstellt. Die virale Replikation

wurde mit Hexon-spezifischen Primern gemessen. Die relative Replikations- bzw.
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Genexpressionsrate wurde nach der AACT-Methode (Livak et al.,, 2001) berechnet.
Hierbei werden die CT-Werte der Probe gegen das humane, zelluldre B-Aktin-Gen oder

das GAPDH-Gen normalisiert. Nach dieser Methode ist
ACT = CT(Probe) — CT(8-Aktin-Gen oder GAPDH)
AACT = ACT(Probe) - ACT(Kontrolle)
Relative Genexpression = 2725¢T

Um aktive Infektions- und Replikationswerte zu erhalten wurde ein Hexon-Standard
mit bekannter Konzentration bei der gPCR mit amplifiziert, analysiert und die Werte

der Proben auf den Standard bezogen.

3.9 Immunofluoreszenz

Runde Deckgldaser wurden in 24-Well-Platten ausgelegt und fir 5 min mit 70%igen
Ethanol gewaschen. Der Rest des Ethanols verdampfte unter der Sterilbank und die
Wells wurden dreimal mit sterilem PBS gewaschen. Zellen wurden in 400 ul
Zellkulturmedium ausplattiert und entsprechend behandelt. Zur Fixierung der Zellen
wurde das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit
eiskaltem Methanol fir 15 min bei -20°C fixiert. Nach 5-maligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen mit IF-Blocking-Puffer fiir 40 min geblockt und permeabilisiert. Die
Deckglaser wurden dreimal mit PBS gewaschen und auf Parafilm mit dem primaren
Antikorper fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Antikorper wurden in ,,DAKO
REAL Antibody diluent” verdiinnt. Es wurde erneut dreimal mit PBS gewaschen und die
Deckglaser flir 45 min bei Raumtemperatur in Dunkelheit mit dem sekundéren
Antikorper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde ein Tropfen ,ProLong
Gold Antifade Mountant mit DAPI“ auf einen Objekttrager gegeben und die Deckglaser
mit der Zellseite nach unten langsam daraufgelegt. Die Proben wurden sofort unter

dem Fluoreszenzmikroskop analysiert oder bei 4°C in Dunkelheit gelagert.
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3.10 Durchflusszytometrie

Auf 6-Well-Platten wurden 1x10° Zellen ausplattiert. Zur Ernte der Zellen 48 Stunden
spater wurde das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
die Zellen mit Zellschabern geerntet, in FACS-Puffer (1% BSA in PBS) aufgenommen
und in einem FACS-Rohrchen bei 500 g fir 5 min bei 4°C pelletiert. Die primdren
Antikorper wurden in FACS-Puffer verdiinnt (vergleiche Tabelle 2. 8) und die Zellen in
100 pl Antikorperlésung fiir 30 min bei 4°C im Dunklen inkubiert. Sofern der primare
Antikorper nicht direkt FITC- oder PE-konjugiert war, wurden die Zellen zweimal in
FACS-Puffer gewaschen und fiir 30 min bei 4°C lichtgeschiitzt mit einem sekundéren
Antikorper inkubiert und anschlielend zweimal gewaschen. Die markierten Zellen
wurden in 100 ul 1 - 2% Paraformaldehyd fiir 20 min bei 4°C fixiert, anschlieRend in
500 ul FACS-Puffer aufgenommen und bis zur Analyse bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.
Mit dem ,,FACSCalibur”-Durchflusszytometer wurden 10000 Ereignisse gezahlt und die

Daten mit der Software ,,FlowJo” ausgewertet.

3.11 SRB-Zytotoxizitatsassay

Es wurde die Zytotoxizitdt von Doxorubicin auf die Harnblasenkarzinomzellen
bestimmt, um fir die Versuche mit der Kombinationsbehandlung eine angemessene
Dosis zu verwenden. AuBerdem wurde die Zytotoxizitdt der Viren auf die
verschiedenen Zelllinien bestimmt. 5x10* Zellen wurde auf 12-Well-Platten ausplattiert
und 24 Stunden spater mit verschiedenen Konzentrationen von Doxorubicin behandelt
bzw. wie unter 3.2 beschrieben mit Viren infiziert. Nach drei Behandlungstagen mit
Doxorubicin bzw. nach vier Tagen Virusbehandlung wurde das Zellkulturmedium
entfernt, die noch adhadrenten Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit 500 pl
10%iger kalter TCA Uber Nacht bei 4°C fixiert. Nach 5-maligem Waschen mit
Leitungswasser wurden die Zellen mit 0,5% SRB (Sulforhodamine B) in 1% Essigsdure
fiir 30 min bei Raumtemperatur gefarbt. Der ungebundene Farbstoff wurde durch 4-
maliges Waschen mit 1% Essigsaure entfernt und die gefarbten Zellen fir mindestens
zwei Stunden zum Trocknen ausgelegt, um die Platten zu scannen. Zur quantitativen
Auswertung wurde der Farbstoff mit 10 mM Tris-base geldst und die Extinktion bei 590
nm (Multilable plate reader VICTOR X3) gemessen.
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3.12 ELISA

Séamtliche ELISA wurden mit den Materialien der Kits nach Herstellerangaben
durchgefihrt und mit dem VMax Kinetic ELISA Microplate Reader ausgewertet. Proben
fiir die IFNy-ELISA wurden 1:5 - 1:10 verdiinnt.

3.13 Isolation und Analyse von Exosomen

3.13.1 Exosomenisolation mittels Ultrazentrifugation

Um ausreichend Exosomen isolieren zu kénnen, wurden pro Probe sechs 10 cm-
Zellkulturplatten mit je 1x10° ausplattierten Zellen infiziert. Der Zellkulturiiberstand
wurde 72 Stunden nach der Virusinfektion abgenommen. Die Isolation durch
Zentrifugation wurde nach einem Protokoll von Thery et al. durchgefiihrt, welches in
Abbildung 3. 1 dargestellt ist (Thery et al., 2006). Aus den adhédrenten Zellen wurden,
wie unter 3.4.1 beschrieben, Proteinlysate hergestellt. In einer ersten Zentrifugation
bei 300 g wurden Zellen aus dem Uberstand entfernt. Der Uberstand wurde erneut bei
2000 g und bei 10000 g zentrifugiert, um Zelltrimmer zu entfernen. Aus dem
Uberstand wurden die Exosomen mittels Ultrazentrifugation mit 100.000 g fiir 70 min
abzentrifugiert. Das Pellet, welches die Exosomen enthédlt, wurde 1x mit PBS
gewaschen und nochmal mit 100.000 g fir 70 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in

100 pl PBS aufgenommen und weiter analysiert.
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‘ Pro Probe 6 x 10cm Zellkulturschalen mit Virus infiziert

i Abnahme Uberstand nach 72h

- 1. Zentrifugation: 300g, 10min, 4°C

i Uberstand

2. Zentrifugation: 2000g, 10min, 4°C
¢ Uberstand

3. Zentrifugation: 10000g, 30min, 4°C
l Uberstand
1. Ultrazentrifugation: 100000g, 70min, 4°C

Pellet

2. Ultrazentrifugation: 100000g, 70min, 4°C

'

Pellet = Exosomen; Aufnahme in 100ul PBS

\ ¢+ 10x Lysepuffer y
DLS WB auf YB-1, HSP70, CD63, Calnexin TEM

Abbildung 3. 1: Versuchsablauf zur Generierung von Exosomen

Abbildung modifiziert nach einer Abbildung von Thery et al. (Thery et al., 2006). DLS = Dynamische
Lichtstreuung; TEM = Transmissionselektronenmikroskopie

3.13.2 Exosomenisolation mit ExoQuick-TC Exosome
precipitation Solution

Die Exosomenisolation wurde mit der ,ExoQuick-TC Exosome precipitation Solution”
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierflir wurde der abgenommene
Zellkulturiberstand bei 3000 g zentrifugiert, um Zellen und Zelltrimmer zu entfernen.
Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal iberfiihrt und zu 10 ml Uberstand
wurden 2 ml Prazipitations-Losung hinzugegeben und fiir mindestens 12 Stunden Gber
Nacht im Kihlschrank inkubiert. Die Exosomen wurden bei 1500 g fir 30 min
herunterzentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet in 100 pl Lysepuffer

aufgenommen.

3.13.3 Analyse der Exosomen

Die mittels Zentrifugationsmethode gewonnenen Exosomen wurden mittels
Transmissionselektronenmikroskopie  (TEM) charakterisiert. Die TEM wurde

freundlicherweise von Florian Praetorius im Labor von Prof. Dr. Hendrik Dietz
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durchgefiihrt. Die TEM-Bilder wurden bei 100 kV und mit einer VergréRerung von

x28500 aufgenommen.

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) wurde mit dem Gerat Zetasizer® Nano ZS von

Malvern mit der Hilfe von PD Dr. Per Sonne Holm durchgefihrt.

Fiir den Western Blot der in PBS aufgenommen Exosomen aus der Zentrifugation
wurde der in Tabelle 2. 4 beschriebene 10x-Lysepuffer hinzugegeben und der Western

Blot wie unter 3.4 beschrieben durchgefiihrt.

3.14 PBMC-Isolation und Kultivierung

Blut wurde im Einverstandnis von gesunden Spendern in EDTA-R6hrchen abgenommen
und im Verhaltnis 1:1,5 mit PBS gemischt. 20 ml Ficoll wurden langsam mit dem PBS-
Blut-Gemisch Uberschichtet und mit 800 g bei Raumtemperatur fir 20 min ohne
Bremse zentrifugiert. Der Ficoll-Gradient ist schematisch vor und nach der
Zentrifugation in Abbildung 3. 2 dargestellt. Der Buffy-Coat zwischen Ficoll und Serum,
der die Leukozyten enthdlt, wurde mit 5 ml-Pipettenspitzen abgenommen und in ein
neues Falcon-Rohrchen tberfiihrt und zweimal mit PBS gewaschen. Die PBMC wurden
in  RPMI-Zellkulturmedium resuspendiert. Zum Zahlen der Zellen wurden 10 ul
abgenommen, 1:10 mit Tirck’scher Losung verdinnt und in der Neubauer-
Zdhlkammer gezahlt. Die Kultivierung erfolgte in RPMI-Medium, komplementiert mit

10% FCS, 1% NEA und 1% P/S.

€¢— Blut-PBS-Gemisch <4— Plasma —V'

< Leukozyten—>
|<¢— Ficoll <«4— Ficoll

v<_ Erythrozyten —'

Abbildung 3. 2: PBMC-Isolation; Ficoll-Gradient vor und nach der Zentrifugation




3 Methoden 55

3.15 PBMC-Stimulation und Ko-Kultivierung mit Tumorzellen

In einem ersten Versuch wurden 1x10® PBMC pro Well auf 6-Well-Platten ausgelegt
und das Medium mit 50 IU/ml IL-2 komplettiert (Kasahara et al., 1983). Es wurde 700
pl Tumorzelllysat hinzugegeben. Das Tumorzelllysat wurde gewonnen, indem mit 20
MOI infizierte Tumorzellen nach 72 Stunden geerntet wurden. Es wurden sowohl die
adhdrenten Zellen abgeschabt, als auch die im Medium schwimmenden Zellen
aufgenommen. Als Kontrollen wurden durch 3 Zyklen thaw/freeze getotet Tumorzellen
hinzugegeben sowie 10 ng/ml LPS. Die PBMC wurden mit dem Tumorzelllysat fur
insgesamt 6 Tage inkubiert, wobei nach 2 Tagen die Halfte des Mediums abgenommen
wurde und durch frisches Medium mit IL-2 sowie 200 pl Tumorzelllysat ersetzt wurde.
Nach 6 Tagen wurde das Medium abgenommen und Zellen sowie Zelltrimmer
herunterzentrifugiert. Der Uberstand wurde eingefroren und fir den IFNy-ELISA

verwendet.

In einem weiteren Experiment wurden unreife dendritische Zellen generiert. Hierfiir
wurden die gewonnen PBMC auf eine 10 cm-Zellkulturplatte gegeben und fir 3
Stunden inkubiert, um die Monozyten anwachsen zu lassen. Es wurden dann die nicht-
adhdrenten Zellen abgenommen und die adhdrenten Monozyten einmal vorsichtig
gewaschen. Durch IL-4 und GM-CSF wird die Differenzierung von Monozyten zu
dendritischen Zellen stimuliert (Banchereau et al., 2000), die Konzentrationen von IL-4
und GM-CSF, die dazu publiziert sind, variieren jedoch in unterschiedlichen Protokollen
(Castiello et al., 2011). Ich gab neues Medium mit 250 IU/ml IL-4 und 800 IU/ml GM-
CSF auf die Zellen, um die Monozyten zu unreifen dendritischen Zellen zu
differenzieren (Schaft et al., 2005). Die Zellen wurden 6 Tage lang inkubiert, wobei das
Medium alle 2 - 3 Tage gewechselt wurde. Nach 6 Tagen wurden 1x10° unreife
dendritischen Zellen in 500 pl Medium auf 48 Stunden lang infizierte Tumorzellen
gegeben und diese fir weitere 48 Stunden ko-kultiviert. Das Medium wurde
abgenommen und Zellen sowie Zelltrimmer bei 7000 g fir 10 Minuten
herunterzentrifugiert. Der Uberstand wurde eingefroren und fir den IFNy-ELISA

verwendet.

Ein weiteres Experiment sollte den Effekt von der Kombinationsbehandlung aus einem
PD-L1-Inhibitor und der onkolytischen Virotherapie auf die IFNy-Ausschiittung aus
PBMC untersuchen. Der Versuchsablauf ist schematisch in Abbildung 3. 3 dargestellt.
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Fiir diesen Versuch wurden einerseits PBMC mittels Ficoll-Gradient gewonnen und fiir
3 Tage mit 100 IU/ml IL-2 und anschlieRend fiir drei Tage ohne IL-2 kultiviert. Ebenso
wurden 5x10* T24-Zellen pro Well auf 12-Well-Platten ausgebracht und nach 24
Stunden mit AdWT und XVir-N-31 (30 MOI) infiziert. Nach zwei Tagen wurde zu den
infizierten Tumorzellen 10 pg/ml eines PD-L1-Antikorpers (eBioscience, Klon MIH1)
oder 10 pg/ml der Isotypkontrolle hinzugegeben. Der Antikérper wurde schon
mehrfach fir Funktionsassays in der verwendeten Konzentration beschrieben
(Andorsky et al., 2011; Y. Chen et al., 2006). Nach 30-mindtiger Inkubation wurden
1x10° PBMC zu den mit Virus und PD-L1-Inhibitor behandelten Tumorzellen gegeben
und der Ansatz fiir weitere 48 Stunden inkubiert. 24 Stunden nach der Behandlung
wurden 200 pul Medium abgenommen, Zellen und Zelltrimmer herunterzentrifugiert
und fiir den IFN-gamma-ELISA aufbewahrt. 48 Stunden nach der Behandlung wurde
der restliche Zellkulturiiberstand abgenommen, Zellen wund Zelltrimmer
herunterzentrifugiert (7000 g, 5 min), die Proben 1:10 verdiinnt und der IFNy-ELISA

nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

| PBMCs (Isolation mit Ficoll-Gradient aus Gesamtblut)

+IL-2 100 U/ml fiir 3 Tage

v
Mediumwechsel

Kultivierung 3 Tage
ohne IL-2

v

24h 4gn  PD-Ll-Antikérper 3omin 1x10°PBMCs auf
a-l;:‘sm;:tlt?:::\ — Virusinfektion — oder Isotypkontrolle — infizierte
P zu Tumorzellen geben Tumorzellen geben

Ko-Kultivierung fur
24-48h
IFNy-ELISA

Abbildung 3. 3: Versuchsablauf der Ko-Kultivierung von PBMC mit infizierten Tumorzellen und der

Behandlung mit einem PD-L1-Inhibitor

3.16 Grafische Darstellung

Die meisten Versuche wurden in Dupli- oder Triplikaten durchgefiihrt, dann wurden
Mittelwerte gebildet und der Standardfehler oder die Standardabweichung berechnet.
Die Auswertung wurde mit Microsoft Excel durchgefiihrt. Die Grafiken wurden mit
Microsoft PowerPoint oder Apple Keynote erstellt. Die Daten wurden in zwei bis drei

unabhédngigen Experimenten erhoben, wovon eins in dieser Arbeit dargestellt ist.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Infektion, Replikation und Zelllyse
durch YB-1 abhangige onkolytische Adenoviren in
Blasenkarzinomzelllinien

4.1.1 YB-1-Status

Der YB-1-Status von Harnblasenkarzinomzelllinien ist einerseits von Interesse, da YB-1
das Tumorwachstum, die Tumorinvasion und die Therapieresistenz von
Blasenkarzinomen fordert (Shiota et al., 2011; Song et al., 2014). Andererseits ist die
YB-1-Expression eine Voraussetzung fiir die Replikation YB-1 abhangiger onkolytischer
Adenoviren (Rognoni et al., 2009). Deshalb wurde die YB-1-Expression mittels Western
Blot untersucht. Der am N-terminalen Epitop bindende YB-1-Antikdrper zeigte bei den
hier getesteten Harnblasenkarzinomzelllinien T24, 182, BFTC905 und UM-UC 3 eine
klare Expression von YB-1 durch eine starke Bande bei der erwarteten GroRe von ca.

50 kDa (Abbildung 4. 1).
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Abbildung 4. 1: Western Blot Analyse auf YB-1 in Harnblasenkarzinomzelllinien

Ein 12% Gel wurde mit 15 pg Protein in 40 pul Ladepuffer beladen. Alle untersuchten Zelllinien zeigten
deutliche YB-1-Banden bei ca. 50 kDa.

Neben der generellen YB-1-Expression spielt die subzelluldre Lokalisation von YB-1 eine

entscheidende Rolle fiir dessen Funktion in Tumoren (Lasham et al., 2013). AuRerdem
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bewegt sich YB-1 mit E1B55k bei der adenoviralen Infektion in den Zellkern und
ermoglicht dort die virale Replikation (Holm et al., 2002). Mittels Immunofluoreszenz
zeigte ich fir die Zelllinien J82 und T24 eine hauptsachlich perinukledre, aber auch
nukledre Lokalisation von YB-1 (Abbildung 4. 2). Sowohl nach der Infektion mit AdWT

als auch mit AdDeloYB1 war die groRte Menge des YB-1 nukleér in sogenannten ,,Viral

Inclusion Bodies“ lokalisiert (Abbildung 4. 3).
DAPI Merge

YB-1

Isotypkontrolle

: -
N -

Abbildung 4. 2: Imnmunofluoreszenz auf YB-1 in J82- und T24-Zellen

YB-1 wurde in den fixierten Zellen mit dem primaren YB-1-Antikérper markiert und mit einem
sekundaren FITC-konjugierten Antikorper angefarbt und unter dem Mikroskop sichtbar gemacht. Im
Vergleich zur Isotypkontrolle zeigte sich eine kraftige Farbung auf YB-1. Dies war teilweise im Zellkern
(mit DAPI gefarbt) aber hauptsachlich perinukleér lokalisiert. VergroBerung x20.

nicht infiziert AdWT AdDeloYB1

Abbildung 4. 3: IF auf YB-1 in J82-Zellen 24 Stunden nach der Infektion mit AdWT und AdDeloYB1

Bei nicht infizierten J82-Zellen befand sich YB-1 hauptsachlich perinukledr. 24 Stunden nach der
Infektion mit Adenoviren war der GroRteil von YB-1 im Zellkern lokalisiert. VergréRerung x63.

4.1.2 CAR-Status

Adenoviren binden an den Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR), um Zellen zu
infizieren (Bergelson et al., 1997). XVir-N-31 ermoglicht mit dem RGD-Motiv (Dmitriev
et al., 1998) und AdDeloYB1 mit Fiber35 lber CD46 (Gaggar et al., 2003) eine CAR-
unabhéngige Infektion von Tumorzellen. Um jedoch die Harnblasenkarzinomzelllinien

in Bezug auf die adenovirale Infektion besser zu charakterisieren, wurde der CAR-
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Status mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abbildung 4. 4). Als Positivkontrolle
wurden HEK293-Zellen verwendet, die hier eine CAR-Expression von ca. 77%
aufwiesen. Die Blasenkarzinomzelllinien J82 und T24 exprimierten CAR zu 7% bzw. zu

1%.

HEK293 182 T24
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200 4
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Abbildung 4. 4: FACS-Analyse zur Bestimmung des CAR-Status

HEK293-Zellen dienten als Positivkontrolle und wiesen eine CAR-Expression (schwarz) von ca. 77% im
Vergleich zur Isotypkontrolle (blau) auf. Auf J82-Zellen war CAR bei ca. 7% und auf T24-Zellen nur bei ca.
1% im Vergleich zur Isotypkontrolle exprimiert.

4.1.3 Infektion und Replikation

Die virale Replikation in J82- und T24-Zellen wurde mittels gqPCR zu verschiedenen
Zeitpunkten untersucht. Nach der Infektion wurde das erste Mal nach 4 Stunden die
DNA isoliert; dieser Wert diente als Ausgangswert fiir die Berechnung der relativen
Replikationsrate und wurde gleich 1 gesetzt (Abbildung 4. 5). Ad-dI703 replizierte in
keiner der beiden Zelllinien; bei T24-Zellen ist lediglich nach 72 Stunden eine minimale
Erhohung der Hexon-Kopien sichtbar. Es fillt auf, dass die Replikation in den ersten 48
Stunden nach Infektion am starksten war und die Kurven zwischen 48 und 72 Stunden
deutlich abflachen. In J82-Zellen wies ADWT nach 72 Stunden eine Steigerung der DNA-
Menge auf das 7200-fache, XVir-N-31 auf das 1500-fache und AdDeloYB1 auf das 630-
fache des Ausgangswertes auf. In T24-Zellen wies AdWT nach 72 Stunden eine
Replikation auf das 5200-fache, XVir-N-31 auf das 2300-fache und AdDeloYB1 auf das
150-fache des Ausgangswertes auf. Wie erwartet replizierte AdWT in
Blasenkarzinomzelllinien besser als die onkolytischen Adenoviren, deren
Replikationskinetik am ehesten aufgrund der genetischen Alterationen, wie der

E1A13S-Deletion, verdandert ist.
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Abbildung 4. 5: qPCR zur virale Replikation in J82- und T24-Zellen

4, 24, 48 und 72 Stunden nach der Infektion von 1x10° Blasenkarzinomzellen mit den vier Viren (10 MOI)
wurde die DNA isoliert. Mittels gPCR wurde die Anzahl der Hexon-Kopien bestimmt auf Beta-Aktin
normiert nach der AACT-Methode quantifiziert.

AdWT zeigte zwar relativ die stiarkste Replikation, aber da sich vor allem die CAR-

negativen T24-Zellen nur schlecht mit AAWT infizieren lieBen, untersuchte ich auch die

absoluten Viruskopien 4 und 48 Stunden nach der Infektion (Abbildung 4. 6). 4 Stunden

nach der Infektion fanden sich 12x mehr Hexon-Kopien in den mit AdDeloYB1 und 5x

mehr Hexon-Kopien in den mit XVir-N-31 infizierten Zellen im Unterschied zu den mit

AdWT infizierten Zellen. AAWT replizierte am starksten und naherte sich nach 48

Stunden den Werten von AdDeloYB1 und XVir-N-31 an, die jedoch absolut die meisten

DNA-Kopien aufwiesen.
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Abbildung 4. 6: Virale Infektions- und Replikationsrate in T24 (absolut)

4 und 48 Stunden nach der Infektion der T24-Zellen wurde die DNA isoliert und die Hexon-Kopien durch
einen in der gPCR mitlaufenden Standard quantifiziert. Es fiel auf, dass XVir-N-31 und AdDeloYB1 zu
einer deutlich héheren Infektionsrate im Vergleich zu AWT und Ad-dI703 nach vier Stunden fiihrten.
AdWT zeigte jedoch die starkste Replikation.
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4.1.4 Zelllyse

72 Stunden nach Virusinfektion zeigten alle drei Zelllinien eine ausgepragte Zelllyse
durch die Viren (Abbildung 4. 7). Am wenigsten stark lysiert waren die T24-Zellen nach

AdWT-Infektion, was mit der Infektionsrate korreliert.

Kontrolle AdWT XVir-N-31 AdDeloYB1

182

T24

UM-UM3

Abbildung 4. 7: Lichtmikroskopische Bilder der Zelllyse von J82-, T24- und UM-UC 3-Zellen durch
unterschiedliche Viren

Die Zellen wurden mit 20 MOI infiziert und die Zelllyse 72 Stunden spater mit dem Mikroskop (x10)
visualisiert.

4.1.5 Zytotoxizitatsassay

Der zytopathische Effekt (CPE) wurde mittels SRB-Assay quantifiziert, indem 4 Tage
nach der Infektion die noch adharenten Zellen fixiert und angefarbt wurden (Abbildung
4. 8). Die drei Zelllinien 182, T24 und UM-UC 3 wurden durch die onkolytischen Viren
sowie durch AdWT effektiv lysiert. Es gab aber Unterschiede beim Ansprechen: 50%
der J82-Zellen waren mit XVir-N-31 zwischen 1 und 5 MOI lysiert und mit AdDeloYB1
zwischen 5 und 10 MOI. 50% der T24-Zellen waren mit XVir-N-31 zwischen 10 und 25
MOI lysiert und mit AdDeloYB1 zwischen 5 und 10 MOI. 50% der UM-UC 3-Zellen
waren mit XVir-N-31 zwischen 5 und 10 MOI und mit AdDeloYB1 zwischen 25 und 50
MOI lysiert. Auch hier korrelierte die geringere Lyse der T24-Zellen durch AdWT mit

der geringeren Infektionsrate.
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Abbildung 4. 8: SRB-Assay der Zelllinien J82, T24 und UM-UC 3 mit Ad-dl703, AdWT, XVir-N-31 und
AdDeloYB1

Die Zellen wurden 24 Stunden nach dem Ausplattieren mit der angegeben MOI infiziert und 4 Tage nach
der Infektion fixiert und mit SRB angefarbt. Die Grafik auf der linken Seite zeigt die quantitative
Auswertung der photometrisch bestimmten Absorption der angefarbten Zellen, was den lebenden
Zellen entspricht, in Prozent von der Kontrolle. Auf der X-Achse ist die jeweilige MOI angegeben. Auf der
rechten Seite sind die gescannten, angefarbten 12-Well-Platten abgebildet. Der Versuch wurde jeweils
in Triplikaten durchgefiihrt. Oberhalb der Wells ist die MOI angegeben mit der infiziert wurde. Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

4.1.6 In Tumorzellen gebildete Viruspartikel

Die Bildung infektioser Partikel aus Tumorzellen ist die Voraussetzung, um weitere
Zellen infizieren und lysieren zu kénnen. Die Partikelbildung in J82- und T24-Zellen

wurde bestimmt, indem die Viren drei Tage nach der Infektion der Zellen isoliert
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wurden und mit den neugebildeten Viren dann ein Titertest auf HEK293-Zellen
durchgefiihrt wurde. Bei Ad-dlI703 war die Partikelbildung sehr gering bzw. nicht
nachweisbar — es diente als Negativkontrolle. In J82-Zellen wurden etwa 5 - 10x mehr
infektiose Partikel gebildet als in T24-Zellen. Und in beiden Zelllinien bildet AWT 5 -
10x mehr infektiose Partikel als XVir-N-31 oder AdDeloYB-1 (Abbildung 4. 9).
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Abbildung 4. 9: In J82- und T24-Zellen gebildete infektiése Partikel

Drei Tage nach der Virusinfektion der Tumorzellen mit 20 MOI wurden aus Zellen und Uberstand die
Viren mittels ,thaw/freeze” isoliert und mit diesen der Titertest auf HEK293-Zellen durchgefiihrt.

Da jedoch XVir-N-31 die J82-Zellen und XVir-N-31 sowie AdDeloYB1 die T24-Zellen
starker lysierten als AWT (Abbildung 4. 8) und da die Infektionsrate der onkolytischen
Viren deutlich besser war als von AAWT, untersuchte ich ebenfalls die Viruskopien im
Tumorzelllysat. Drei Tage nach der Virusinfektion wurden die Uberstinde mit den
schwimmenden Zellen geerntet, die DNA daraus isoliert und mittels qPCR die absolute
Anzahl an Hexon-Kopien bestimmt. Die Anzahl der Viruskopien im Tumorzelllysat
weicht zwar von der Menge der gebildeten infektiosen Partikel ab (Abb. 4. 10),

korreliert aber sowohl mit der Zelllyse (Abb. 4. 8) als auch mit der Infektionsrate (Abb.
4. 6)
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Abbildung 4. 10: qPCR zur Quantifizierung der Viruskopien im Lysat von J82- und T24-Zellen

3 Tage nach der Virusinfektion der Tumorzellen wurde die DNA aus dem Uberstand mit schwimmenden
Zellen isoliert. Die Hexon-Kopien wurden mittels gPCR bestimmt und durch einen mitlaufenden
Standard quantifiziert.

4.2 Analyse der freigesetzten Proteine YB-1, HSP70, HMGB-1

Um den Zelltod durch die onkolytischen Adenoviren XVir-N-31 und AdDeloYB1 genauer
zu charakterisieren und um festzustellen, ob sie einen immunogenen Zelltod (ICD)
verursachen, analysierten wir die Freisetzung von HSP70 und HMGB-1. HSP70 und
HMGB-1 sind DAMPs (Damage-associated molecular pattern), welche den ICD
charakterisieren (Garg et al., 2015; Scaffidi et al., 2002).

4.2.1 ELISA zur Freisetzung von HSP70 und HMGB-1

Die freigesetzten Proteine wurde drei Tage nach der Virusinfektion im
Zellkulturiberstand mittels ELISA untersucht. Die Freisetzung von HSP70 und HMGB-1
war bei den drei Zelllinien nach der Infektion mit XVir-N-31 und AdDeloYB1 im
Vergleich zur Infektion mit AAWT in fast allen Ansatzen deutlich erhéht (Abbildung 4.
11). In einigen Anséatzen lief sich die Freisetzung durch die Kombinationsbehandlung
mit 50 ng/ml Doxorubicin noch steigern; insgesamt war jedoch keine eindeutige
Steigerung der Freisetzung durch Doxorubicin nachweisbar. Die Dosis von 50 ng/ml
Doxorubicin, die zu den Tumorzellen gegeben wurde, ermittelte ich in einen SRB-

Zytotoxizitdtsassay (siehe Anhang).

Im Zellkulturiiberstand von J82-Zellen fand sich nach XVir-N-31-Infektion 25x mehr
HSP70 und 14x mehr HMGB-1 als nach AdWT-Infektion. Unter der Zugabe von
Doxorubicin waren es 550x mehr HSP70 und 15x mehr HMGB-1. Bei den Zelllinien T24
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und UM-UC 3 fand sich eine Steigerung durch Doxorubicin vor allem nach Infektion mit
AdDeloYB1. Die Werte fiir HSP70 und HMGB-1 im Zellkulturiiberstand der UM-UC 3-
Zellen waren deutlich geringer, als bei T24- und J82-Zellen und lagen fiir HSP70

teilweise unter der Nachweisgrenze.
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Abbildung 4. 11: ELISA zur HSP70- und HMGB-1-Freisetzung aus J82-, T24 und UM-UC 3-Zellen

Die Zellen wurden mit 20 MOI infiziert und in serumfreiem Medium kultiviert. Die Uberstinde wurde 72
Stunden nach der Infektion geerntet und nach Herstellerangaben mit den ELISA analysiert. Es liel8 sich
fast Uberall eine hohere HSP70 und HMGB-1 Konzentration bei den mit onkolytischen Viren infizierten
Zellen erkennen, als bei den mit AAWT infizierten Zellen. Die Freisetzung lieR sich teilweise durch die
Zugabe von 50 ng/ml Doxorubicin (als Dox angegeben) noch steigern. Die HSP70-Konzentrationen waren
insbesondere bei UM-UC 3-Zellen sehr gering, sodass es hier teilweise nicht nachweisbar war.

4.2.2 Western Blot zur genaueren Analyse der Freisetzung

Mittels Western Blot sollte einerseits untersucht werden, ob das extrazellulare HSP70
in Form von Exosomen freigesetzt wird. Andererseits wurde untersucht, ob die

Virusinfektion eine Freisetzung von YB-1 zur Folge hat. Die Zellen wurden infiziert und
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nach 72 Stunden wurde der Zellkulturiberstand abgenommen, Zellen und Zelltrimmer
herunterzentrifugiert und die Proteine wie in Abschnitt 3.4.2 gefallt bzw. die Exosomen

mit einem Kit isoliert.

Nach der Infektion mit AJWT fand sich extrazellular wenig bis kein HSP70. Hingegen
zeigte sich bei der Zelllyse durch XVir-N-31 und AdDeloYB1 eine starke Freisetzung von
HSP70 (Abb. 4. 12). Hier decken sich die Daten aus dem Western Blot-Experiment mit
denen aus dem ELISA-Experiment. Um genauer zu untersuchen ob HSP70 in Exosomen
freigesetzt wurde, wurden diese mit einem Kit isoliert und auf die Exosomenmarker
CD63 und HSP70 untersucht. Beide Marker fanden sich im Isolat nach Infektion mit
den onkolytischen Adenoviren. Nach AdWT-Infektion hingegen konnten auf
Proteinebene keine Exosomen nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit der
elektronenmikroskopischen Analyse nach der Ultrazentrifugation der Exosomen, bei
der nach AdWT-Infektion nur sehr vereinzelt extrazelluldre Vesikel nachweisbar waren
(vgl. 4.2.3). Die Abwesenheit von Calnexin im Western Blot der Exosomen bestétigte

die Abwesenheit von zytoplasmatischen Proteinen (Thery et al., 2006).

Wie schon in Abschnitt 4.1.1 beschrieben, wiesen alle untersuchten Zelllinien
intrinsisches YB-1 auf. Die Menge an YB-1 in den Zellen, welches im Lysat
nachgewiesen wurde, wurde durch die Infektion mit AdDeloYB1 deutlich gesteigert.
Auch im Zellkulturiiberstand und in der mit dem Kit isolierten Exosomenfraktion lief3
sich YB-1 nach Infektion mit AdDeloYB1 deutlich nachweisen. Zudem lie sich nach der
Infektion mit XVir-N-31 eine verhéltnismaRig schwache Bande von YB-1 im
Zellkulturliberstand und in der Exosomenfraktion nachweisen. Noch schwacher ist die
YB-1-Bande nach Infektion von J82-Zellen mit AWT. Nach der Infektion von T24- und
UM-UC 3-Zellen mit AWT lieR sich extrazelluldr kein YB-1 im Uberstand nachweisen.
Unten links in Abbildung 4. 12 ist die Zeitkinetik von YB-1 im Uberstand 48, 72 und 90
Stunden nach der Virusinfektion dargestellt. Zu den verschiedenen Zeitpunkten zeigten
sich keine signifikanten Verdnderungen zwischen der Freisetzung nach AdWT- und

AdDeloYB1-Infektion.
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Abbildung 4. 12: Western Blots zur Analyse von Lysat, Uberstand und Exosomen nach Virusinfektion
aus J82-, T24- und UM-UC 3-Zellen

182- und UM-UC 3-Zellen wurden mit 20 MOI infiziert; T24-Zellen wurden mit Ad-dl703 mit 25 MOI, mit
AAWT mit 50 MOI, mit XVir-N-31 mit 25MOIl und mit AdDeloYB1 mit 15MOI infiziert, um eine
angepasste Infektion zu erreichen. Obwohl HSP70 nach der Infektion mit AdWT auf RNA- und
Proteinebene hochreguliert wurde (vgl. Abb. 4. 13), schien HSP70 — anders als bei der Infektion mit XVir-
N-31 oder AdDeloYB1 — nicht freigesetzt zu werden. AdDeloYB1 fiihrte zu einer starken YB-1-Expression
in den Zellen, welches sich 72 Stunden nach der Infektion im Zellkulturiiberstand nachweisen lieR. Die
Versuche wurden mehrfach mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. Nach Infektion der Zellen mit
den onkolytischen Adenoviren konnten Exosomen im Zellkulturiiberstand durch die Proteine HSP70 und
CD63 nachgewiesen werden. Nach AdWT-Infektion gelang dieser Nachweis nicht, was gegen eine
Exosomensekretion nach AdWT-Infektion spricht.

Im Gegensatz zu dem kaum bis nicht nachweisbaren extrazellularen HSP70 zeigte sich
intrazellular eine erhdhte HSP70-Konzentration nach AdWT-Infektion (Abb. 4. 12). Es
ist beschrieben, dass eine Infektion mit dem Adenovirus Wildtyp zu einer Induktion
bzw. Hochregulation von HSP70 durch E1A fiihrt (Nevins, 1982). Dies zeigten auch
unsere Versuche in J82-Zellen (Abbildung 4. 13). So fiihrte die Infektion mit AAWT zu
einer erhohten HSP70-RNA-Menge sowie zu einer erhohten HSP70-Proteinmenge in
den Zellen. Nach der Infektion mit den onkolytischen Viren, bei denen E1A13S deletiert
ist, zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle eine normale HSP70-Expression. Lediglich bei

AdDeloYB1 war die HSP70-Konzentration nach 24 Stunden leicht erhoht.
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Abbildung 4. 13: qPCR und Western Blot zur HSP70-Expression nach Virusinfektion

Fir die links dargestellten Ergebnisse der qPCR wurde die RNA 24 und 48 Stunden nach Virusinfektion
mit 10 MOI von J82-Zellen isoliert. Dargestellt ist die relative HSP70-Expression normiert auf GAPDH im
Vergleich zur Kontrolle. Der rechts dargestellte Western Blot zeigt HSP70 im Zelllysat bei der erwarteten
Grole von 75 kDa 24 Stunden nach der Infektion von J82-Zellen mit 20 MOI.

4.2.3 Analyse der isolierten Exosomen

Flir HSP70 ist beschrieben, dass es von Zellen in Exosomen sezerniert wird (Hightower
et al., 1989; Lancaster et al., 2005a; Santos et al., 2017). Fiir YB-1 ist eine Freisetzung in
Mikrovesikeln beschrieben (Frye et al., 2009). Wir hatten festgestellt, dass sich im
Zellkulturiberstand der Blasenkarzinomzellen nach der Infektion mit onkolytischen
Viren die Proteine HMGB-1, HSP70 und YB-1 befanden. Um die freigesetzten Proteine
besser zu charakterisieren, wendete ich die in Abschnitt 3.13.1 beschriebene Methode
zur lIsolation von Exosomen an und untersuchte die Isolate mittels dynamischer
Lichtstreuung (DLS) und Elektronenmikroskopie (Abbildung 4. 14). Im Isolat des
Uberstandenes nach Infektion mit Ad-dI703 lieRen sich weder im BCA-Assay, noch in
der dynamischen Lichtstreuung, noch in der Elektronenmikroskopie Proteine oder
Vesikel nachweisen. Bei der Isolation der Exosomen nach Infektion mit AWT, XVir-N-
31 und AdDeloYB1 ergaben sich bei der dynamischen Lichtstreuung durchschnittliche
Z-Werte zwischen 180 und 250 nm. Die Werte waren somit etwas groRer als der zu
erwartende Durchmesser von 100 nm, der fir Exosomen beschrieben ist. Zu
beriicksichtigen sind jedoch auch die PdI-Werte (Polydispersity Index), die zwischen
0,34 und 0,41 lagen und fiir eine eher breite Verteilung der PartikelgrofRe in der

Losung, also eine nicht homogene Lésung, sprechen.

In der Elektronenmikroskopie zeigten sich Vesikel mit einer Grofle um 100 nm, die in
Form und GroéBe mit Exosomen vereinbar waren. Es waren jedoch auch Adenoviren
(vgl. Abb. 1. 5) und teilweise grofRere Vesikel — gegebenenfalls Mikrovesikel — in der

TEM sichtbar. Nach AdWT-Infektion waren jedoch im Vergleich zur Infektion mit den
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onkolytischen Adenoviren wenig Vesikel nachweisbar, was erklart warum der

Exosomennachweis auf Proteinebene nach AdWT-Infektion nicht gelang (vgl. 4.2.2).
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Abbildung 4. 14: Analyse der durch Zentrifugation aus dem Zellkulturiiberstand von J82-Zellen
gewonnenen Exosomen mittels DLS und Elektronenmikroskopie

Im Uberstand der mit Ad-dI703 infizierten Zellen lieRen sich im BCA-Assay keine Proteine nachweisen.
Auch in der dynamischen Lichtstreuung (DLS) und der Elektronenmikroskopie ergab sich kein Nachweis
von Vesikeln. Nach AdWT-Infektion wurden im BCA-Assay nur sehr wenig Proteine und in der TEM nur
vereinzelt Vesikel nachgewiesen. Bei den onkolytischen Viren hingegen konnten deutliche Mengen an
extrazellularen Vesikeln nachgewiesen werden. Typische Exosomenmarker zeigten sich im WB nur bei
mit XVir-N-31 und AdDeloYB1 infizierten Zellen (siehe Abb. 4. 12)

4.3 Evaluation der Immunantwort auf infizierte Tumorzellen

4.3.1 Bestimmung der viralen Replikation in PBMC

Fiir die weiteren Experimente, bei denen PBMC mit infizierten Tumorzellen ko-
kultiviert wurden, schloss ich aus, dass die Viren in PBMC replizieren. Nach der
Infektion von PBMC mit AJWT und XVir-N-31 isolierten ich die DNA 4, 24 und 48
Stunden nach der Infektion. Mittels gPCR bestimmten ich die Hexon-Kopien und
konnten anhand fallender Werte eine virale Replikation in PBMC ausschlieRen

(Abbildung 4. 15).
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Abbildung 4. 15: qPCR zur Replikation der Viren in PBMC

Um auszuschlieRen, dass die Viren in PBMC replizieren, wurde die DNA 4, 24 und 48 Stunden nach der
Virusinfektion der PBMC isoliert und die Hexon-Kopien mittels gqPCR quantifiziert. Es zeigte sich eine
Abnahme der absoluten Hexon-Kopien.

4.3.2 Ko-Kultivierung von PBMC mit Tumorzelllysat und Bestimmung der
IFNy-Freisetzung

Um die Frage zu beantworten, ob der durch Viren ausgeldste Zelltod eine gesteigerte
Immunantwort zur Folge hat, wurden lysierte Tumorzellen mit PBMC ko-kultiviert und

die IFNy-Konzentration im Uberstand gemessen.

Die PBMC wurden mittels Ficoll-Gradient aus dem Blut gesunder Spender isoliert und
mit IL-2 kultiviert. Infizierte Tumorzellen wurden drei Tage nach der Infektion mitsamt
dem Uberstand geerntet und auf die PBMC gegeben. Nach sechs Tagen wurde der
Uberstand der stimulierten PBMC abgenommen und damit ein IFNy-ELISA
durchgefiihrt (Abbildung 4. 16). Nach der Infektion von 182- und T24-Zellen mit Ad-
dl703 und bei den durch mehrmaliges Einfrieren und Auftauen getoteten Zellen
(thaw/freeze) kam es zu keiner bzw. nur zu einer sehr geringen IFNy-Freisetzung. Bei
den anderen mit Viren infizierten Tumorzellen kam es zu einer starken IFNy-
Freisetzung aus PBMC. Diese lag in fast allen Ansdtzen hoher als bei den mit LPS
stimulierten PBMC. Es zeigte sich, dass der IFNy-Wert bei mit AdDeloYB1 infizierten
T24-Zellen deutlich niedriger lag, als bei der Infektion mit AJWT oder XVir-N-31.
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Abbildung 4. 16: ELISA zur IFNy-Freisetzung aus PBMC nach Ko-Kultivierung mit Tumorzelllysat

J82- bzw. T24-Zellen und deren Zellkulturiiberstand wurden 72 Stunden nach der Infektion mit den
angegebenen Viren geerntet und dann auf PBMC gegeben. Zur Reifung der PBMC wurde das
Kulturmedium mit 50 IU/ml IL-2 komplettiert. Als Positivkontrolle wurden 10 ng/ml LPS zu den PBMC
gegeben. Als Negativkontrolle dienten PBMC ohne Zugabe von Tumorzelllysat (PBMCs) und durch
thaw/freeze abgetotete Zellen (als T/F angegeben). 6 Tage nach der Zugabe des Tumorzelllysats zu den
PBMCs wurde IFN-gamma im Uberstand mittels ELISA gemessen. Eines von mehreren Experimenten ist
dargestellt.

Da zuerst dendritische Zellen durch DAMPs und Tumorantigene aktiviert werden,
wurde auch deren IFNy-Freisetzung bestimmt. Zur Isolation der dendritischen Zellen
wurden nach der PBMC-Isolation die adhdrenten Zellen mit IL-4 und GM-CSF zu
unreifen dendritischen Zellen (iDC) differenziert. Diese wurde dann auf infizierte
Tumorzellen gegeben. Nach 48 Stunden wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen
und IFNy mittels ELISA gemessen (Abbildung 4. 17). Hierbei fiel auf, dass die Werte
generell deutlich niedriger lagen als bei den nicht aufgetrennten PBMC (vgl. Abb. 4.
16). AulBerdem lagen deutliche Schwankungen der Werte fiir die beiden Zelllinien vor.
So fand sich bei J82-Zellen, die mit AWT oder XVir-N-31 infiziert wurden, eine hohere
IFNy-Konzentration, als bei mit LPS stimulierten iDC. Bei den iDC, die mit infizierten
T24-Zellen ko-kultiviert wurden, war die IFNy-Konzentration hingegen deutlich
geringer als bei der LPS-Kontrolle. Auch bei den iDC, bei denen zur Kontrolle nur die
Viren hinzugegeben wurden, konnte eine leichte IFNy-Freisetzung gemessen werden,
die jedoch niedriger war als bei der Ko-Kultivierung der entsprechenden infizierten

Tumorzellen mit iDC.
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Abbildung 4. 17: ELISA zur IFNy-Freisetzung aus unreifen dendritischen Zellen (iDC) nach Ko-
Kultivierung mit infizierten Tumorzellen

Nach der PBMC-Isolation wurden die adharenten Zellen fiir 6 Tage mit IL-4 und GM-CSF zu iDC gereift.
Diese wurden zu seit 48 Stunden infizierten T24- bzw. J82-Zellen hinzugegeben und fiir weitere zwei
Tage ko-kultiviert. Nach der Abnahme des Uberstandes wurde IFNy mittels ELISA gemessen. Das rechte
Diagramm zeigt die Kontrolle, bei der nur die Viren in der gleichen Konzentration mit der die
Tumorzellen infiziert wurden zu den iDC gegeben wurden.

4.3.3 PD-L1-Status der Blasenkarzinomzelllinien

Der PD-L1-Status auf den Zelllinien J82, T24 und UM-UC 3 wurde mittels
Durchflusszytometrie bestimmt (Abbildung 4. 18). Die drei Zelllinien wiesen eine hohe
PD-L1-Oberflachenexpression auf: T24-Zellen waren zu fast 100% PD-L1 positiv, J82-
Zellen zu 97% und UM-UC 3-Zellen zu 79%.
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Abbildung 4. 18: FACS-Analyse zur Bestimmung des PD-L1-Status auf T24-, J82- und UM-UC 3-Zellen

T24-Zellen wiesen eine PD-L1-Expression (schwarz) von 99,7% im Vergleich zur Isotypkontrolle (blau)
auf. Auf J82-Zellen war PD-L1 bei 97,4% und auf UM-UC3-Zellen bei 79,1% im Vergleich zur
Isotypkontrolle exprimiert.
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4.3.4 |IFNy-Freisetzung aus PBMC bei Behandlung von
Blasenkarzinomzelllinien mit PD-L1-Inhibitor und onkolytischer
Virotherapie

Dieser Versuch wurde mit T24-Zellen durchgefiihrt, da sie die hochste PD-L1-
Expression aufwiesen (vgl. Abb. 4. 18). 48 Stunden nach der Virusinfektion wurde zu
den Zellen entweder der PD-L1-Inhibitor (Klon MIH1) oder die entsprechende
Isotypkontrolle hinzugegeben. Nach 30 minitiger Kombinationsbehandlung wurden
auBerdem die PBMC auf die infizierten Tumorzellen gegeben. Der Uberstand wurde 24
und 48 Stunden nach Kombinationsbehandlung und Beginn der Ko-Kultivierung
abgenommen, um darin die IFNy-Konzentration zu bestimmen (Abbildung 4. 19).
Erstens fallt auf, dass in den Ansdtzen mit dem PD-L1-Antikorper die IFNy-Freisetzung
aus PBMC hoher ist als bei den Ansadtzen mit der Isotypkontrolle. Zweitens fallt auf,
dass die IFNy-Konzentration in allen Ansatzen nach 48 Stunden deutlich hdher ist als
nach 24 Stunden. Drittens sind die Konzentrationen in den Ansdtzen mit PD-L1-

Antikorper in Kombination mit AAWT und XVir-N-31 nach 48 Stunden am hochsten.

700

525

M 2n
H 28h

350

IFN-gamma pg/ml

175

PBMCs

Kontrolle+Isotyp
AdWT+Isotyp
XVir-N-31+Isoytp

Kontrolle+Anti-PD-L1
AdWT+Anti-PD-L1
XVir-N-31+Anti-PD-L1

Abbildung 4. 19: IFNy-Freisetzung aus PBMC bei Behandlung von T24-Zellen mit PD-L1-Inhibitor und
onkolytischer Virotherapie

Die Behandlung der T24-Zellen und die Ko-Kultivierung erfolgten wie unter Abschnitt 3.15 in Abbildung
3. 3 beschrieben. Die Behandlung mit dem PD-L1-Inhibitor fiihrte zu einer verstarkten IFNy-Freisetzung
aus PBMC. Der Effekt war nach 48 Stunden besonders deutlich sichtbar. Eins von zwei unabhangigen
Experimenten ist abgebildet.
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5 Diskussion

Onkolytische Viren stellen seit Jahren ein innovatives und aussichtsreiches
Therapiekonzept fiir das Blasenkarzinom und andere Tumore dar. Diese Arbeit legt mit
in vitro-Versuchen den Grundstein fir die YB-1 basierte Virotherapie in
Blasenkarzinomzellen. Die Ergebnisse zeigen eine effektive Replikation, Zelllyse und
Partikelbildung der YB-1 abhangigen onkolytischen Viren. Zudem weisen die erhdhten
Konzentrationen von HSP70 und HMGB-1 im Zellkulturiiberstand nach der viralen Lyse
der Blasenkarzinomzellen auf einen immunogenen Zelltod und somit auf ein hohes

immunogenes Potential hin.

5.1 Blasenkarzinomzellen sind fur die YB-1 abhangige

onkolytische Virotherapie geeignet

Eine hohe YB-1-Expression korreliert beim Blasenkarzinom und in vielen weiteren
Tumoren mit einer verstarkten Progression, Metastasierung, Therapieresistenz und
einem verringerten Uberleben (Kosnopfel et al., 2014; Shiota et al., 2011; Song et al.,
2014; Yamashita et al., 2017). Karzinome mit Viren zu therapieren, deren Replikation
abhédngig von YB-1 ist, scheint eine Moglichkeit zu sein, diese therapieresistenten und
aggressiven Tumore zu behandeln (Holm et al., 2004; Mantwill et al., 2006; Rognoni et
al., 2009). Immunhistochemisch wurde gezeigt, dass Blasenkarzinome verstarkt YB-1
exprimieren und dass dies mit der Aggressivitat korreliert (Song et al., 2014). Auch
Daten zu Western Blots von Zelllinien sind schon publiziert (Shiota et al., 2011). In der
vorliegenden Arbeit konnte eine starke YB-1-Expression in Blasenkarzinomzelllinien
mittels Western Blot und Immunofluoreszenz (IF) bestatigt werden (Abb. 4. 1 und Abb.
4. 2). Fur die Detektion von YB-1 mittels IF und Immunhistochemie scheint das Epitop,
an welches der Antikorper bindet, eine zentrale Rolle zu spielen. Unser YB-1-
Antikorper bindet an das N-terminale Epitop von YB-1 (R. C. Holzmiller, 2011), ist
somit spezifisch und kann sowohl zytoplasmatisches als auch nukledres YB-1
detektieren (Woolley et al., 2011). In der Immunofluoreszenz zeigte sich die YB-1-
Expression grofiteils perinuklear, teilweise auch nukledr (Abb. 4. 2). Diese Lokalisation

deckt sich mit publizierten Daten zur immunhistochemisch bestimmten intrazelluldren
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Lokalisation von YB-1 beim Blasenkarzinom (Song et al., 2014) sowie mit der typischen
Lokalisation bei anderen Tumoren (Bargou et al., 1997; Koike et al., 1997). Nach der
Infektion von J82-Zellen mit AJWT sowie mit AdDeloYB1 lieR sich YB-1 in der IF fast
ausschlieBlich als gepunktete Muster im Zellkern nachweisen (Abb. 4. 3). Diese Muster
wurden als ,Viral Inclusion Bodies” beschrieben und sind Replikations- und
Transkriptionszentren, in denen E1B55k, E4orf6 und YB-1 vorliegen (Holm et al., 2002;
Ornelles et al., 1991).

Bedeutend ist auch, dass YB-1 die Chemotherapieresistenz fordert und beim
Blasenkarzinom an der Resistenzbildung gegen Cisplatin, Doxorubicin und Gemcitabin
beteiligt ist (Shiota et al., 2011; Yamashita et al.,, 2017). Da sich YB-1 bei
chemotherapieresistenten Zellen vermehrt im Zellkern befindet (Eliseeva et al., 2011;
Holm et al., 2016; Yamashita et al., 2017), kénnen YB-1 abhangige Viren in diesen
Zellen besonders effektiv replizieren und stellen eine Maoglichkeit dar diese

therapieresistenten Tumore zu behandeln.

Adenoviren binden an den Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR), um Zellen zu
infizieren (Bergelson et al., 1997). Die Expression von CAR auf Blasenkarzinomzellen ist
jedoch sehr variabel und kann gering ausfallen (Y. Li et al., 1999). Ich stellte eine sehr
geringe CAR-Expression auf J82- und T24-Zellen fest, was sich mit den publizierten
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen deckt (Sudarshan et al., 2005; Zhao et al., 2011).
Das Ergebnis zeigt, wie wichtig es ist, dass die Viren XVir-N-31 und AdDeloYB1 Zellen
CAR-unabhangig liber RGD bzw. Fiber35 infizieren (Dmitriev et al., 1998; Gaggar et al.,
2003). AuBerdem war der CAR-Status von Interesse, um die Infektion von AAWT mit
der Infektion von XVir-N-31 und AdDeloYB1 vergleichen und ins Verhiltnis setzen zu

kénnen.

5.2 Effektive Lyse von Harnblasenkarzinomzellen durch
onkolytische Adenoviren

XVir-N-31 und AdDeloYB1 sind aufgrund einer selektiven Replikation tumorspezifisch.
Aufgrund einer Deletion von 11 Basenpaaren in E1A wird das 13S-Produkt nicht mehr
gebildet (Haley et al., 1984), was dazu fiihrt, dass eine effektive Replikation nur

ablauft, wenn YB-1 an den E2-late Promoter bindet und diesen aktiviert (Rognoni et al.,



5 Diskussion 76

2009). Da YB-1 von den getesteten Zelllinien stark - teilweise auch im Zellkern -
exprimiert wird, ist die Replikation YB-1 abhangiger Viren moglich. XVir-N-31 und
AdDeloYB1 replizierten effektiv in J82- und T24-Zellen, jedoch um ein Vielfaches
weniger als AWT (Abb. 4. 5). Der Wildtyp des Adenovirus ist unverandert und nutzt
alle im Laufe der Evolution erworbenen Moglichkeiten einer effektiven Replikation aus.
Die onkolytischen Adenoviren sind genetisch verdndert, um die Replikation
tumorselektiv zu machen. So fihrt am ehesten die Deletion in E1A zu einer, im
Vergleich zum Wildtyp, verzogerten bzw. verlangsamten Replikationskinetik. Aufféllig
war, dass AdDeloYB1, welches YB-1 als Transgen aufweist, am schlechtesten
replizierte. Es wurde angenommen, dass man mit einer verstarkten YB-1-Expression
die Replikation steigern konne (Glockzin et al., 2006). Dies bestatigte sich in meinen
durchgefiihrten Experimenten nicht. Es schien eher als ob die Replikation durch das
YB-1-Gen in der E3-Region verlangsamt und weniger effizient war, da eventuell die
vielen Verdnderungen im Virusgenom zu Instabilitdt und zu schlechterem Wachstum
von Adenoviren fiihren. Auch bei der Produktion von AdDeloYB1 wurden deutlich
geringere Titer erreicht als bei den anderen Viren (vgl. Tabelle 2. 10). Die
Replikationskinetik wurde mittels gPCR relativ bestimmt, indem die Werte der
jeweiligen Viren nach 24, 48 und 72 Stunden auf den Ausgangswert 4 Stunden nach
Infektion normiert wurden. Es fiel jedoch auf, dass vor allem bei der CAR-negativen
Zelllinie T24 nach 4 Stunden deutlich mehr Hexon-Kopien von AdDeloYB1 und XVir-N-
31 als von AdWT in den Zellen vorhanden waren. Dies wurde mit einer absoluten
Bestimmung bestatigt, indem ich bei der qPCR eine Standardreihe mitlaufen lieR (Abb.
4. 6). T24-Zellen wurden von den Viren AdWT und Ad-dI703, deren Infektion CAR-
abhédngig ist, gleich stark infiziert. Die Infektionsrate von XVir-N-31 mit RGD war
deutlich héher. Und am hochsten war die Infektionsrate von AdDeloYB1 mit Fiber 35,
da T24-Zellen den CD46-Rezeptor deutlich exprimieren (Gaggar et al., 2003; Gotoh et
al., 2013; Zhao et al., 2011). AdWT replizierte also am starksten, jedoch konnten die
onkolytischen Adenoviren dieses Defizit durch eine deutlich bessere Infektion
ausgleichen. Da Blasenkarzinomzellen und viele andere Tumore eine hohe CD46-
Expression aufweisen (Pesonen et al., 2011; Zhao et al., 2011), wiirde die Ausstattung
des onkolytischen Virus XVir-N-31 mit Fiber35 wahrscheinlich zu einer Steigerung

Infektionsrate von Tumorzellen fihren.
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Zur Beurteilung und Verdeutlichung der Zelllyse sowie der zytotoxischen Aktivitdt der
Viren wurden lichtmikroskopische Bilder und SRB-Assays angefertigt (Abb. 4. 7 und 4.
8). Die Viren XVir-N-31 und AdDeloYB1 lysierten die Zelllinien T24, J82 und UM-UC 3
effektiv zwischen 1 und 50 MOI. Unterschiede ergaben sich vor allem beim Vergleich
mit AdWT, die am ehesten mit dem unterschiedlichen CAR-Status und der
unterschiedlichen Infektionsrate zu erklaren sind. Auch Ad-dl703, welches als
Negativkontrolle dient, flihrte bei den héchsten Konzentrationen zur Zelllyse. Dies fallt
besonders in der photometrischen Auswertung auf, denn wenn man die gescannten

SRB-Platten betrachtet, ist der Effekt verhaltnismalig gering.

In den Versuchen zur Zytotoxizitdt und den Viruskopien im Zelllysat zeigte sich eine
Korrelation zum CAR-Status bzw. der Infektionsrate der Zelllinien. T24-Zellen wurden
von AdDeloYB1 am starksten und von XVir-N-31 starker als von AdWT lysiert (Abb. 4. 7
und 4. 8). Fiir UM-UC 3-Zellen hingegen ist eine hohe CAR- und eine niedrigere CD46-
Expression beschrieben (Gotoh et al., 2013). Diese wurden daher von AdWT deutlich
starker lysiert, als von AdDeloYB1 (Abb. 4. 7 und 4. 8). Bei T24-Zellen bestand zudem
eine Korrelation von Infektionsrate und Hexon-Kopien im Tumorzelllysat. Nach
AdDeloYB1-Infektion fanden sich ca. 8x mehr Hexon-Kopien als nach AdWT-Infektion
im Zellkulturiberstand (Abb. 4. 10).

Neben der Replikation und der Zelllyse ist die Bildung neuer infektioser Partikel
wichtig, um benachbarte Zellen zu infizieren. Ad-dI703 bildete sehr geringe bis nicht
nachweisbare Partikelzahlen in den Blasenkarzinomzelllinien J82 und T24. AdWT
hingegen produzierte wie erwartet die meisten infektiosen Partikel, wahrend XVir-N-

31 und AdDeloYB1 etwas weniger infektiose Partikel bildeten als AWT (Abb. 4. 9).

Es lasst sich diskutieren, warum einerseits in den Tumorzellen mehr infektiose Partikel
von AdWT als von XVir-N-31 oder AdDeloYB1 gebildet wurden (Abb. 4. 9) und sich
andererseits mehr Virus-Kopien von XVir-N-31 bzw. AdDeloYB1 als von AdWT im
Zellkulturiberstand befanden (Abb. 4. 10). Erstens unterscheiden sich die Methoden
zur Virusquantifizierung. Fir die Bestimmung der infektiosen Partikel wurde ein
Titertest mit Anti-Hexon-Antikorpern auf HEK293-Zellen durchgefiihrt. So gelingt
einerseits der Nachweis von viralen Strukturproteinen, andererseits weisen HEK293-
Zellen eine hohe CAR-Expression auf (Dmitriev et al., 1998), weshalb die Infektion von

AdWT hier am effektivsten ist und nach 48 Stunden deshalb mehr AdWT- als XVir-N-
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31- oder AdDeloYB1-Partikel in HEK293-Zellen nachweisbar sind. Bei der gPCR werden
die Hexon-Kopien gemessen, diese missen jedoch nicht als infektiose Partikel
vorliegen. So kann es sein, dass die Infektion von AdDeloYB1 in T24-Zellen sehr
wirkungsvoll ist und die DNA auch schnell wieder freigesetzt wird, aber die Replikation
und Partikelbildung von AdWT effektiver ablduft. Im Vergleich zu XVir-N-31 enthilt
AdDeloYB1 noch E3-ADP (Mantwill, 2017), was dazu fiihren konnte, dass die replizierte
DNA bei der ADP induzierten Zelllyse freigesetzt wird, aber die Partikel noch nicht
fertig formiert sind. AJWT weist zwar E3-ADP ebenfalls auf, hier wird die Apoptose
aber durch E1B19K vorerst gehemmt (Han et al.,, 1996). Zweitens wurden zur
Durchfihrung des Titertestes alle Zellen geerntet und diese mittels Einfrieren und
Auftauen zerstort, sodass auch die Viren aus dem Inneren der adhdrenten Zellen
freigesetzt wurden. Fiir die Messung der Hexon-Kopien wurde lediglich der Uberstand

mit den schwimmenden Zellen abgenommen, um hieraus die DNA zu isolieren.

Zusammenfassend replizieren die onkolytischen Adenoviren XVir-N-31 und AdDeloYB1
effektiv in den Blasenkarzinomzelllinien, bilden neue Partikel und lysieren die Zellen.
Unterschiede ergeben sich im Vergleich der unterschiedlichen Zelllinien und im

Vergleich mit dem Adenovirus Wildtyp, welches als Positivkontrolle dient.

5.3 Onkolytische Adenoviren fihren zur Freisetzung von HSP70
und HMGB-1

Effektive Replikation und Zelllyse sind die Voraussetzungen der onkolytischen
Virotherapie. Anzumerken ist aber, dass das Hauptaugenmerk der Forschung zur
Virotherapie vermehrt auf der Induktion und Verstdrkung einer Immunantwort gegen
den Tumor liegt (Bartlett et al., 2013; Guo et al., 2017; Lichty et al., 2014). Da bei der
Applikation von Viren nie alle Tumorzellen infiziert werden, sind neben der direkten
Onkolyse andere Mechanismen notwendig, um nicht-infizierte Zellen bzw. einen
kompletten Tumor zu zerstéren. Hierbei ist entscheidend, ob die Viren einen
immunogenen Zelltod verursachen, der dann zu einer Immunantwort gegen

Tumorzellen fiihren kann (Guo et al., 2014).

Es wird kontrovers diskutiert, welche Art des Zelltods (onkolytische) Adenoviren

verursachen. Adenovirale Proteine haben pro- und anti-apoptotische Funktionen.
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E1B19K fungiert als Bcl-2 Homolog und inhibiert den Zelltod, E1B55K und E4orf6 haben
sowohl pro- als auch anti-apoptotische Funktionen und E3 ADP hingegen induziert die
Zelllyse (Braithwaite et al., 2001). Onkolytische Adenoviren fiihren zur Apoptose
(Boozari et al., 2010), zur Autophagie (lto et al., 2006; H. Jiang et al., 2011), zur
Nekrose und haufig zu Mischformen eines multimodalen immunogenen Zelltods
(Inoue et al., 2014). Der immunogene Zelltod ist durch die Freisetzung und
Prasentation der DAMPs High-Mobility Group Protein B-1 (HMGB-1), Calreticulin (CRT),
Adenosintriphosphat (ATP) und Hitzeschockproteine (HSPs) charakterisiert (Inoue et
al., 2014; Kroemer et al., 2013).

In der frithen Phase des immunogenen Zelltods werden Proteine wie HSP70 und CRT
auf der Zelloberflache exprimiert und freigesetzt. Sie binden an CD91- und Toll-like-
Rezeptoren (TLR) auf dendritischen Zellen, welche dadurch aktiviert werden, Tumor-
Antigene aufnehmen und diese prasentieren kénnen (Asea et al., 2000; Basu et al.,
2001; Vega et al., 2008). Die physiologische Funktion von HSP besteht intrazellular in
der korrekten Faltung von Proteinen; sie werden in vielen Stresssituationen stark
exprimiert (De Maio, 1999). Auch das adenovirale Protein E1A fiihrt zu einer erhéhten
Synthese von HSP70 (Nevins, 1982), wobei E1A13S wichtiger fir die Induktion der
Transkription ist (Simon et al., 1987). In Abbildung 4. 12 und 4. 13 wird deutlich, dass
HSP70 sowohl auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene durch AdWT
hochreguliert wird, nicht jedoch durch die E1A-deletierten Viren Ad-dI703, XVir-N-31
und AdDeloYB1. Neben den intrazelluldren Funktionen zur Verbesserung der
Stresstoleranz sind fir extrazellulares oder membrangebundenes HSP70 wichtige
immunologische Funktionen beschrieben. So wird durch HSP70 einerseits die
Antigenprdsentation auf antigenprasentierenden Zellen gefordert, was zu einer
tumorspezifischen CD8+ T-Zell-Antwort fiihrt. Andererseits induziert HSP70 eine
Antwort natirlicher Killerzellen (NK-Zellen), welche Tumorzellen Granzym B-vermittelt
abtoten konnen (Multhoff, 2007; Radons et al., 2005). Verschiedene Publikationen
haben gezeigt, dass HSP70 nicht nur passiv bei der Zelllyse freigesetzt wird, sondern
aktiv sezerniert wird. Diese aktive Freisetzung erfolgt bevorzugt in Exosomen und nicht
als freies Protein (Hightower et al., 1989; Lancaster et al., 2005a, b; Multhoff, 2007;
Santos et al., 2017).

In der spateren Phase des immunogenen Zelltods wird das DNA-bindende Protein

HMGB-1 freigesetzt, welches unter anderem an TLR-4 bindet und so ebenfalls die
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Antigenprasentation auf dendritischen Zellen fordert (Apetoh et al., 2007; Scaffidi et
al., 2002).

Untersucht wurde die Freisetzung von HMGB-1 und HSP70 im Zellkulturiberstand
mittels ELISA und von HSP70 auch mittels Western Blot drei Tage nach Infektion von
drei Blasenkarzinomzelllinien. Ich stellte in fast allen Ansdtzen eine gesteigerte
Freisetzung beider Proteine nach der Infektion mit XVir-N-31 und AdDeloYB1 im
Vergleich zur Infektion mit AAWT fest (Abb. 4. 11 und 4. 12). Die Hohe der Freisetzung
korrelierte nicht direkt mit der Starke der Zelllyse, denn z.B. waren UM-UC 3- und J82-
Zellen durch AdWT deutlich starker lysiert als durch AdDeloYB1, bei dessen Infektion
sich jedoch um ein Vielfaches mehr HSP70 bzw. HMGB-1 im Uberstand befanden. Auch
andere Arbeiten zeigten keine signifikante Freisetzung der DAMPs HMGB-1, ATP und
CRT nach AdWT-Infektion (Diaconu et al., 2012; Tazawa et al., 2017). Dies sind
Hinweise darauf, dass ADWT die Freisetzung der immunogenen Proteine unterdriickt,
wahrend die Freisetzung durch XVir-N-31 und AdDeloYB1 geférdert wird. Vereinzelt,
jedoch insgesamt nicht eindeutig, lieR sich die Freisetzung durch die
Kombinationsbehandlung mit Doxorubicin steigern. Fir Anthrazyklinen wie
Doxorubicin ist beschrieben, dass sie potent den ICD induzieren (Fucikova et al., 2011).
AuBerdem fiihren Chemotherapeutika zu einer erhdohten nukledren Lokalisation von
YB-1 (Bargou et al., 1997), was die Replikation der YB-1 abhéngigen Viren verbessert
(Mantwill et al., 2006). Auffallig war auch, dass sich nach Infektion mit AdDeloYB1 in
fast jedem Ansatz die hochsten HSP70 und HMGB-1 Konzentrationen fanden.
Besonders deutlich wird die Freisetzung von HSP70 bei Betrachtung der Western Blots
drei Tage nach Infektion der Zelllinien T24 und J82: Hier fiihrt AWT zu einer
gesteigerten intrazelluldren Konzentration von HSP70. Extrazellular findet sich jedoch

im Gegensatz zur Infektion mit den onkolytischen Adenoviren kein HSP70.

Eine Interaktion von YB-1 mit der HSP70-mRNA ist beschrieben (Tanaka et al., 2014). In
unseren Experimenten hatte eine erhohte Konzentration von YB-1 72 Stunden nach
AdDeloYB1-Infektion jedoch keine Steigerung der intrazellulare HSP70-Konzentration
zur Folge (Abb. 4. 13), sondern eher eine intrazelluldre Verringerung und extrazellulare
Freisetzung (Abb. 4. 12). Es wurde gezeigt, dass das adenovirale Protein VII, welches
Adenovirus-DNA bindet, an HMGB-1 binden kann und dessen Freisetzung und
inflammatorische Eigenschaften hemmt (Avgousti et al., 2016). E1A interagiert mit

Protein VIl (Johnson et al.,, 2004), ob jedoch die verdnderte E1-Region der
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onkolytischen Viren die Ursache fiir die verstarkte Freisetzung ist, kann nur spekuliert
werden. Sicher hingegen ist, dass die adenoviralen Proteine E1 und E3, die zumindest
teilweise bei den onkolytischen Adenoviren deletiert sind, zu einer Suppression der

Immunantwort flihren (Schaack et al., 2004; Schagen et al., 2004).

Die erhohte Freisetzung von HSP70 und HMGB-1 aus Blasenkarzinomzellen durch die
onkolytischen Adenoviren XVir-N-31 und AdDeloYB1 spricht fir die Induktion eines
immunogenen Zelltods und zeigt, dass sie ein hoheres immunogenes Potential als
AdWT haben. Diese Erkenntnis ist relevant, da ein immunogener Zelltod einen
grolReren Therapieerfolg bedeuten kann und eine Kombinationstherapie mit
Immuncheckpoint-Inhibitoren rechtfertigt (siehe 5.7) (Guo et al., 2014; Lichty et al.,
2014).

5.4 Freisetzung von YB-1 durch onkolytische Adenoviren

Frye et al. konnten zeigen, dass YB-1 aktiv sezerniert wird und zwar dhnlich wie das
immunologische Protein HMGB-1 auf einem nicht-klassischen Weg (Frye et al., 2009).
Erhohte Konzentrationen von YB-1 finden sich bei Patienten mit Sepsis (Hanssen et al.,
2013) und fir extrazelluldares YB-1 sind Funktionen bei inflammatorischen
Erkrankungen, wie der Forderung der Zellproliferation und der Zellmigration,
beschrieben (Frye et al., 2009). YB-1 ist an der Regulation des inflammatorischen
Cytokins CCL5 in Makrophagen und T-Zellen (Raffetseder et al., 2009) und an der
Stabilisierung der IL-2-mRNA beteiligt (C. Y. Chen et al., 2000). Eine Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass YB-1 in einem Mausmodell zum Neuroblastom als
tumorspezifisches Antigen fungiert und an der Induktion einer T-Zell-Antwort beteiligt
ist (Zheng et al., 2009; Zheng et al., 2012). Diese Hinweise auf immunologische und
extrazelluldre Funktionen weckten unser Interesse und so wollten wir feststellen, ob
die onkolytischen Viren in der Lage sind YB-1 freizusetzten. Die Infektion mit
AdDeloYB1 fiihrte zu einer deutlichen Uberexpression von YB-1 in den
Blasenkarzinomzellen und =zu einem deutlichen Nachweis von YB-1 im
Zellkulturiberstand im Western Blot (Abb. 4. 12). Es ergaben sich hierbei Hinweise,
dass das YB-1 im Zellkulturiiberstand nicht ausschlieflich die Folge der Zelllyse war:
Denn auch bei der Infektion mit XVir-N-31 war eine leichte Bande im Uberstand aller

Zelllinien sichtbar, wahrend dies nach der Infektion mit AdWT nicht der Fall war,
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obwohl die Zelllyse vergleichbar war. Bei UM-UC 3-Zellen war die Zelllyse nach AdWT-
Infektion im Vergleich zu den anderen Viren sogar am starksten. T24-Zellen infizierte
ich in jenem Versuch zum Ausgleich der schlechteren Infektion und schlechteren Lyse
durch AWT mit 50 MOI, wahrend ich sie mit XVir-N-31 mit 25 MOI und mit AdDeloYB1
mit 15 MOI infizierte. AuRerdem konnte ich YB-1 in der, nach Virusinfektion isolierten
Exosomenfraktion, nachweisen. Ob die Sekretion jedoch ausschlieflich aktiv ablauft,

blieb in dieser Arbeit unbeantwortet.

5.5 Freisetzung der Proteine in Exosomen/Mikrovesikeln

Die Arbeitsgruppe um Frye beschrieb, dass die Sekretion von YB-1 in Mikrovesikeln
geschieht (Frye et al., 2009) und eine andere Gruppe konnte zeigen, dass sich YB-1 in

Exosomen im Uberstand von HEK293-Zellen befindet (Kossinova et al., 2017).

Das in Exosomen freigesetzte HSP70 aktiviert das angeborene und erworbene
Immunsystem (Lv et al., 2012; Radons et al., 2005; Vega et al., 2008). Um die
Freisetzung von YB-1 und von HSP70 zu analysieren, isolierte ich Exosomen aus dem

Zellkulturtberstand nach Virusinfektion.

Exosomen sind Membranvesikel von 50 - 100 nm, die im Zellinneren aus
multivesikuldren Endosomen entstehen und der aktiven Sekretion von Proteine, mRNA
und microRNA  dienen. Im Unterschied dazu  sind Mikrovesikel
Membranabschnirungen mit einer GroBe von 100 - 1000 nm (Thery et al., 2009).
Beide dieser extrazellularen Vesikel sind an der interzellularen Kommunikation
beteiligt. Generell ist die Rolle von Exosomen in der Tumorbiologie umstritten:
Einerseits fuhren sie zur Antigenprasentation und besonders, wenn sie HSP70
enthalten, zur Aktivierung von Makrophagen und NK-Zellen. Andererseits haben sie
auf unterschiedlichen Ebenen inhibitorische Effekte auf Immunzellen und kénnen zur
Angiogenese sowie zur Therapieresistenz bei Tumoren fiihren (Minciacchi et al., 2015;

Thery et al., 2009).

Zur lIsolation von Exosomen sind mehrere Verfahren etabliert, die hauptsachlich auf
Ultrazentrifugation oder Ultrafiltration beruhen und verschiedene kommerzielle
,Exosomen-Isolations” Kits sind verfligbar. Dennoch ist die Isolation einer puren

Exosomenfraktion nicht wirklich praktikabel, da es bei diesen Verfahren zur
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Praparation von heterogenen Vesikeln kommen kann (Lobb et al., 2015; Minciacchi et
al., 2015; Thery et al., 2009). Zum Nachweis der Exosomen werden unter anderem die
Elektronenmikroskopie, dynamische Lichtstreuung (DLS) und Western Blotting auf die
typischen Exosomen-Marker CD63, CD81, CD9 und TSG101 durchgefihrt (Erdbrugger
et al., 2016; Thery et al., 2006).

Ich isolierte Exosomen drei Tage nach Virusinfektion mit einem kommerziellen Kit aus
dem Zellkulturiiberstand und analysierte diese mittels Western Blot. Schon im BCA-
Assay fiel auf, dass bei der Isolation nach Infektion mit Ad-dl703 keine und nach
Infektion mit AWT wenig Proteine messbar war. Im Western Blot zeigte sich bei J82-
und T24-Zellen, dass nach der Infektion mit XVir-N-31 und AdDeloYB1 der
Exosomenmarker CD63 positiv war und keine Kontamination mit zytoplasmatischen
Proteinen vorlag, da bei Calnexin keine Bande sichtbar war (Abb. 4. 12). HSP70 zeigte
sich deutlich nachweisbar. Da HSP70 haufig in Exosomen vorkommt und wird es auch
teilweise als Exosomenmarker gesehen (Erdbrugger et al., 2016; Thery et al., 2006).
Daruber hinaus lie} sich auch YB-1 in dieser Fraktion nach AdDeloYB1-Infektion
deutlich und nach XVir-N-31-Infektion schwach detektieren. Nach AdWT-Infektion
lieBen sich weder YB-1, HSP70 und auch kein CD63 detektieren, was gegen eine
Exosomensekretion spricht. Wie schon anhand der ELISA-Ergebnisse zur HSP70- und
HMGB-1-Freisetzung vermutet, spricht dies fiir eine andere Art des Zelltods durch die

onkolytischen Viren als durch AAWT.

Des Weiteren isolierte ich Exosomen nach Virusinfektion aus dem Zellkulturiiberstand
nach einem etablierten Ultrazentrifugationsprotokoll (Abb. 3. 1) (Thery et al., 2006).
Diese wurden dann mittels DLS und Elektronenmikroskopie analysiert. In diesen
Versuchen waren bei den mit Ad-dI703 infizierten Zellen weder Proteine im BCA-Assay
noch Exosomen in der DLS oder der TEM nachweisbar. In der DLS zeigte sich ein
durchschnittlicher Durchmesser von 180 - 250 nm und eine leicht heterogene Gruppe
an Vesikeln, erkennbar an PdI-Werten (Polydispersity Index) zwischen 0,34 und 0,41.
PdI-Werte von kleiner als 0,1 sprechen fiir eine sehr homogene Losung, wahrend
Werte (iber 0,7 auf sehr starke GroRenunterschiede hinweisen (Malvern_Instruments,
2011). Nicht monodisperse Losungen missen vorsichtig interpretiert werden
(Erdbrugger et al., 2016). Denn die Lichtstreuung reagiert proportional zur sechsten
Potenz der PartikelgroBe und daher sehr sensibel auf groBe Partikel, sodass wenige

grolRe Partikel den durchschnittlichen Durchmesser stark erhéhen, obwohl der GroRteil
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der Partikel kleiner ist (Erdbrugger et al., 2016). In der Elektronenmikroskopie zeigten
sich Vesikel, die in GroRe und Form mit Exosomen vereinbar waren. Es waren jedoch
auch andere Partikel darstellbar: Darunter Vesikel, die groBer als 100 nm waren sowie
einzelne und zusammenklebende Viren (Abb. 1. 5). Diese erkldren die Werte in der DLS

Uber 100 nm.

In der Zusammenschau von Western Blot, TEM und DLS zeigt sich, dass sich im
Zellkulturiberstand nach Infektion von Blasenkarzinomzellen mit den onokolytischen
Adenoviren Exosomen und Mikrovesikel befanden und dass HSP70 in Exosomen
freigesetzt wurde, wahrend es nach AdWT-Infektion zu keiner signifikanten
Exosomensekretion kam. Dies ist bedeutend, da exosomales HSP70 zu einer
verstarkten Immunzellstimulation und Antitumor-Immunantwort fiihren kann

(Multhoff, 2007; Vega et al., 2008; Wang et al., 2017).

Nach unseren Ergebnissen wurde auch YB-1 in Vesikeln freigesetzt, was mit anderen
Publikationen vereinbar ist (Frye et al., 2009; Kossinova et al., 2017). Durch weitere
Versuche muss noch beantwortet werden welche Rolle dem in Vesikeln freigesetzten
YB-1 in der Tumorbiologie bzw. der Tumorimmunologie zukommt. Ob es sich bei den
extrazellularen Vesikeln um Exosomen oder Mikrovesikel handelt, konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht gekldart werden. Es wird jedoch von einigen Autoren
angezweifelt, ob die Unterscheidung zwischen Exosomen und Mirkovesikeln technisch
mit den aktuellen, etablierten Methoden sicher moglich ist und auch ob sie nétig ist

(Caivano et al., 2017).

5.6 PBMC setzten IFNy nach Ko-Kultivierung mit virus-
infizierten Tumorzellen frei

Tumorzellen produzieren Antigene und sollten deshalb physiologischerweise durch das
Immunsystem erkannt und zerstort werden. Tumorzellen haben jedoch Mechanismen
entwickelt, die Antigenprasentation zu unterdriicken, die Reaktion von Lymphozyten
zu hemmen und eine immunsuppressive Umgebung zu schaffen. Sie werden deshalb
h&ufig auch durch ein gesundes Immunsystem nicht erkannt und eliminiert (Lichty et

al., 2014; Poschke et al., 2011). Ziel der onkolytischen Immuntherapien ist es das
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Immunsystem fiir Tumorzellen zu sensibilisieren und Tumore durch korpereigene

Immunzellen abzutoten (Guo et al., 2017).

Onkolytische Viren, die spezifisch in Tumorzellen replizieren und diese lysieren, konnen
das immunsuppressive  ,Tumor  Microenvironment”  durchbrechen, einen
immunogenen Zelltod verursachen und so durch die Freisetzung von DAMPs sowie
PAMPs zur Aktivierung von dendritischen Zellen fihren (Guo et al., 2017; Pesonen et
al., 2011). Aktivierte dendritische Zellen und andere antigenprdsentierende Zellen
(APC) sind in der Lage Antigene zu prasentieren und so eine spezifische Immunantwort
gegen den Tumor durch CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten zu induzieren. Zytotoxische T-
Lymphozyten (CTL) und NK-Zellen fihren dann zu einer IFNy-vermittelten Zelllyse (vgl.
Abb. 1. 3) (Garg et al., 2015; Kroemer et al., 2013). Eine Immunreaktion kann nicht nur
durch die Tumorlyse und tumorspezifische Antigene provoziert werden, sondern auch
die Adenoviren selber wirken stark immunogen und induzieren eine unspezifische und
zelluldre Immunantwort (Prestwich et al., 2009; Schagen et al., 2004). Zur Aktivierung
der zelluldren Immunantwort werden Viruspartikel und virale Proteine auf MHC-I-
Komplexen auf der Oberflache von APC fiir CD8+ T-Lymphozyten prasentiert, was zur
Bildung spezifischer CTL fuhrt. CD4+ T-Lymphozyten sind ebenso mafigeblich an einer
Immunantwort gegen Adenoviren beteiligt (Olive et al., 2001). Antigene werden in
MHC-II-Komplexen an CD4+ T-Lymphozyten prasentiert, die durch die Freisetzung von
IL-2 und IFNy aus Thi-Zellen die Differenzierung zu CTL verstarken (Schagen et al.,
2004). Daneben wird das angeborene Immunsystem durch Bindung von PAMPs an TLR
aktiviert, was die Bildung von Chemokinen und Cytokinen induziert und eine lokale
Inflammation verursacht (Takeuchi et al., 2009). Die Effektorzellen sind Granulozyten,
NK-Zellen, Monozyten und Makrophagen, die einerseits zur Zytolyse und Verstarkung
der Immunantwort fiihren und andererseits entscheidend fiir die Aktivierung der
zelluldren Immunantwort sind (Muruve, 2004). Dabei stellt die Expression von IFNy
durch NK-Zellen und APC eine wichtige Briicke zwischen angeborener und zellularer
Immunantwort dar (Muruve, 2004; Schroder et al., 2004). Eine Immunreaktion gegen
Adenoviren findet auch ohne die adenovirale Genexpression statt (Kafri et al., 1998;
Muruve, 2004). Adenovirale Proteine konnen einer Immunantwort jedoch
entgegenwirken: Z.B. kann E1A den IFNy-Signalweg inhibieren (Leonard et al., 1996),
E3-14.7K greift in den Tumornekrosefaktor (TNF)-Signalweg ein (Wold et al., 1999) und
E3-gp19K hemmt die Expression von MHC-I an der Zelloberflache (Lichtenstein et al.,
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2004). Durch die Deletion von E3 bei XVir-N-31 ist zu erwarten, dass dies unter
anderem durch eine starkere Expression von MHC-I auf Zellen zu einer verstarkten

Immunantwort flihrt (Schagen et al., 2004).

Nachdem wir festgestellt hatten, dass die onkolytischen Adenoviren zu einer erhdhten
Freisetzung von HSP70 und HMGB-1 fiihren, was fiir die Induktion eines immunogenen
Zelltods spricht, beschaftigte uns die Frage, in wie weit die virale Onkolyse zu einer
gesteigerten Immunreaktion flihrt. Hierflr sollte eine Methode zur Abschatzung der
effektiven Immunantwort aus PBMC mittels IFNy-ELISA entwickelt werden. Auch Kleijn
et al. bestimmten IFNy als Marker fiir die CD8+ T-Zell-Antwort und als Schlisselmolekil

bei Virusinfektionen in Versuchen mit dem Virus Delta24-RGD (Kleijn et al., 2014a).

Ich isolierte PBMC nach einem etablierten Protokoll mit Ficoll-Gradient. Bei PBMC
handelt es sich um eine heterogene Gruppe an mononukledren Zellen des peripheren
Blutes, deren Zusammensetzung individuell schwankt. Autissier et al. beschrieben eine
durchschnittliche Zusammensetzung von ca. 60% CD3+ T-Lymphozyten (bestehend aus
CD4+/- und CD8+/- Zellen), ca. 13% CD20+ B-Lymphozyten, ca. 14% CD16+ NK-Zellen,
ca. 9% CD14+ Monozyten und ca. 1% dendritischen Zellen (Autissier et al., 2010).
Zuerst schloss ich aus, dass die Viren AWT und XVir-N-31 in PBMC replizieren (Abb. 4.
15). Ich kultivierte die gesamten isolierten PBMC ohne Auftrennung unter Zugabe von
IL-2 und gab fir 6 Tage das Tumorzelllysat hinzu. Bestandteile des inhomogenen
Tumorzelllysats waren lysierte und nicht-lysierte Tumorzellen sowie Zelltrimmer,
Proteine und Viren aus dem Zellkulturlberstand. Ich konnte im Zellkulturiiberstand der
PBMC nach der Inkubation mit virusinfiziertem Tumorzelllysat vs. Negativkontrollen
(Ad-dI703, PBMC alleine und durch Einfrieren und Auftauen abgetotete Zellen) eine
deutlich erhohte IFNy-Konzentration messen. Es ldsst sich diskutieren, ob die IFNy-
Freisetzung durch die virale Zelllyse und die dabei freigesetzten Proteine HSP70,
HMGB-1, YB-1 oder durch die viralen Partikel bedingt war. Eine direkte Korrelation
zwischen der infektiosen Partikelzahl (Abb. 4. 9) bzw. den Hexon-Kopien im
Tumorzelllysat (Abb. 4. 10) war ebenso wenig auszumachen wie eine direkte
Korrelation zu der Freisetzung von HSP70 oder HMGB-1 (Abb 4. 11). AuRerdem stellte
ich, wie auch schon andere Gruppen (Olive et al., 2001), bei verschiedenen PBMC-
Spendern starke Unterschiede der IFNy-Freisetzung fest. Aufgrund der Tatsache, dass
nicht nur die PBMC eine heterogene Gruppe an Zellen darstellt, sondern auch das

Tumorzelllysat eine inhomogene Losung ist, lieR sich der exakte Ausloser fir die
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Aktivierung bzw. die IFNy-Freisetzung nicht klar ausmachen. Die Herausfilterung der
Viren aus dem Tumorzelllysat war nicht moglich und auch eine Inaktivierung der Viren
durch UV-Licht (Linden et al.,, 2007) waére nicht zielflhrend gewesen, da die
Immunantwort hauptsdchlich gegen virale Proteine gerichtet ist (Kafri et al., 1998;

Schagen et al., 2004).

Es wurde hier also ein Ansatz verfolgt, der von der Infektion zur Effektorantwort im
Sinne einer IFNy-Freisetzung reicht. IFNy wird zum GroRteil aus T-Lymphozyten
freigesetzt, aber besonders in der friilhen Phase von Infektionen erfolgt die Freisetzung
auch aus NK-Zellen und aus APC, wie dendritischen Zellen (Schroder et al., 2004).
Welche Zellpopulation IFNy Uberwiegend freisetzte, konnte hier nicht bestimmt
werden. Wir legten jedoch ein weiteres Augenmerk auf die IFNy-Freisetzung aus

unreifen dendritischen Zellen.

Dendritische Zellen sind APC und haben die Moglichkeit eine direkte Immunantwort zu
erzeugen. Nach der Antigenaufnahme wandern sie in Lymphknoten, wo sie
heranreifen und T-Lymphozyten aktivieren und Antigene prasentieren (Banchereau et
al., 2000). Unreife dendritische Zellen lassen sich aus im Blut zirkulierenden CD14+
Monozyten unter Zugabe von GM-CSF und IL-4 generieren (Sallusto et al., 1994; Schaft
et al., 2005), so wie ich es auch mit den PBMC durchfiihrte. Ich kontrollierte jedoch
nicht, ob es sich bei den adharenten Zellen ausschlieflich um CD14+ Monozyten
handelte. Nach der Zugabe der unreifen dendritischen Zellen zu infizierten
Tumorzellen konnte ich auch in diesem Versuch erhohte IFNy-Konzentrationen im

Vergleich zu den Kontrollen messen (Abb. 4. 17).

Um die Immunreaktion genauer zu analysieren, bestiinden verschiedene
Moglichkeiten. Professionelle APC sezernieren zwar in geringem Male IFNy (Schroder
et al., 2004), wichtiger ist jedoch deren Moglichkeit Interleukin-12 zu sezernieren,
sodass gegebenenfalls die Messung von IL-12 aus den dendritischen Zellen
aufschlussreicher gewesen ware. Denn IL-12 fordert die NK- und T-Zell-Proliferation
und induziert die IFNy-Produktion aus diesen Zellen (Banchereau et al., 2000; Lee et
al., 1998). Des Weiteren wére eine Reifungsanalyse sinnvoll gewesen: Also ob die
Infektion der onkolytischen Viren zur Reifung unreifer dendritischer Zellen zu reifen

dendritischen Zellen fiihrt. Reife dendritische Zellen exprimieren vermehrt CD80, CD83
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und CD86 (Banchereau et al., 2000), was dann mittels Durchflusszytometrie untersucht

werden kann (Moehler et al., 2005).

Denkbar ware auch dendritische Zellen mit rekombinanten YB-1 zu stimuliert, um zu
untersuchen, ob dieses als Antigen pradsentiert werden kann, wie es von Zheng et al
postuliert wird (Zheng et al., 2012). Weiterhin konnte man die Effektorpopulation nach
CD4+ und CD8+ Lymphozyten und nach CD16+, CD56+ NK-Zellen auftrennen und diese
mit stimulierten dendritischen Zellen ko-kultivieren, um deren IFNy bzw. auch
Granzym B-Antwort zu messen (Moehler et al., 2005; O. Morales et al., 2012; Multhoff,
2007). Es ware auch mogliche, die inflammatorischen Eigenschaften von HMGB-1 mit
Glyzirrhizin zu inhibieren, um dessen Eigenschaften auf die Aktivierung von
Immunzellen besser zu charakterisieren (Mollica et al., 2007). Neben IFNy werden viele
weitere Cyto- und Chemokine ausgeschittet, deren Freisetzung nach viraler Onkolyse
verandert sein kann und die untersucht werden kénnen. Zum Beispiel kdonnte die
Bestimmung des Chemokins CCL5, welches durch YB-1 reguliert wird, Aufschluss
dariiber geben, ob YB-1 die Immunantwort steigern kann (Hanssen et al.,, 2013;
Raffetseder et al., 2009). CCL5 ist an der Erzeugung von Killer-Zellen (Maghazachi et al.,
1996), der Regulation von dendritischen Zellen (Dieu-Nosjean et al., 1999) und
weiteren inflammatorischen Prozessen beteiligt und wird auch nach BCG-

Immuntherapie bei Blasenkarzinom-Patienten vermehrt produziert (Reale et al., 2002).

Letztendlich zeigen unsere Versuche, dass die Infektion von Blasenkarzinomzellen mit
den onkolytischen Adenoviren ebenso wie mit dem Adeonvirus Wildtyp zu einer
starken IFNy-Freisetzung aus PBMC fiihrt. Dies ist relevant, da es fiir die Induktion
einer Immunantwort spricht, die potentiell gegen Tumorzellen gerichtet ist (Pesonen
et al., 2011). AuBRerdem hat IFNy eine Vielzahl von Funktionen die zu einer
Tumorreduktion fihren und eine Tumorentstehung verhindern koénnen (lkeda et al.,
2002). Eine der Hauptfunktionen von IFNy ist die Hochregulation von MHC-I auf APC,
was zu einer vermehrten und verbesserten Antigenprasentation fiihrt (Schroder et al.,
2004). Die Beeinflussung einer Vielzahl von Immunzellen, insbesondere T-
Lymphozyten, flihrt zu einer spezifischen inflammatorischen Reaktion. Daneben wirkt
IFNy anti-proliferativ sowie pro-apoptotisch und kann die Angiogenese hemmen (lkeda
et al., 2002; Showalter et al., 2017; Zaidi et al., 2011). Es bleibt jedoch zu erwdhnen,
dass IFNy die Entwicklung von inhibitorischen regulatorischen T-Zellen (T.g), die

Resistenz von Tumoren gegen NK-Zellen und die Tumorprogression fordern kann (Zaidi
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et al.,, 2011). Zu welchen Effekten IFNy letztlich fihrt, scheint individuell von der
Tumorumgebung, der Signalintensitat und weiteren Faktoren abhangig zu sein (Zaidi et
al., 2011). Es werden in vivo-Versuche notwendig sein, um die Immunantwort gegen
den Tumor zu evaluieren. Studien zu anderen onkolytischen Adenoviren zeigen jedoch,
dass das Immunsystem und die Immunantwort gegen den Tumor einer der
entscheidenden Faktoren der onkolytischen Virotherapie ist (Kleijn et al., 2014a, b;

Niemann et al., 2017).

5.7 Indikation zur Kombination von Virotherapie und
Immuncheckpoint-Blockade

Adenovirus-Infektionen und IFNy fiihren zu einer Hochregulation von PD-L1 auf
Tumorzellen (Blank et al., 2004; Muhlbauer et al., 2006). PD-L1 wird vermehrt von
Tumorzellen und tumorassoziierten Immunzellen exprimiert und bindet an den
Rezeptor PD-1, welcher auf Immunzellen exprimiert wird. Die Interaktion von PD-1 mit
PD-L1 inhibiert die T-Zell-Antwort und fiihrt zu einer immunsuppressiven Umgebung
von Tumorzellen (Bidnur et al., 2016; Blank et al., 2005; Pardoll, 2012). Beim
Blasenkarzinom ist eine hohe PD-L1 Expression mit einer schlechteren Prognose und
einem hoheren Tumorstadium assoziiert (Faraj et al., 2015; Nakanishi et al., 2007).
Eine konstitutive Expression von PD-L1 wurde auch fir Blasenkarzinomzellen
beschrieben (Lyon et al., 2014) und steht im Einklang mit meinen Experimenten zur

PD-L1 Expression auf den Zelllinien J82, T24 und UM-UC 3 (Abb. 4. 18).

Immuncheckpoint-Inhibitoren, wie PD-L1 Antikorper, haben Eingang in die Therapie
des metastasierten Blasenkarzinoms und anderer fortgeschrittener Karzinome
gefunden (Bellmunt et al., 2017; Witjes et al., 2017) und werden in vielen klinischen
Studien als Einzel- oder Kombinationstherapie erprobt (Swaika et al., 2015).
Insbesondere wird auch, wie unter 1.3.2 beschrieben, die Kombinationstherapie aus
onkolytischer Virotherapie und Immuncheckpoint-Blockade erforscht. Die lokale
Virotherapie kann in Kombination mit Immuncheckpoint-Inhibitoren zu synergistischen
Effekten bei der Immunantwort und zu einem systemischen Ansprechen fihren (vgl.
Abb 1. 4)(Guo et al., 2017; Hamid et al., 2017; Lichty et al., 2014). So hatte das Virus

Talimogene Laherparepvec in Kombination mit dem CTLA-4-Antikorper Ipilimumab
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sowie in Kombination mit dem PD-1-Antikdrper Pembrolizumab in klinischen Studien
grolRere Effekte bei der Therapie des nicht-resezierbaren Melanoms als die

Monotherapien (Long et al., 2016; Puzanov et al., 2016).

Die Kombinationstherapie aus Immuncheckpoint-Blockade und dem YB-1 abhéngigen
onkolytischen Virus XVir-N-31 wird besonders dadurch gerechtfertigt, dass XVir-N-31
einen immunogenen Zelltod verursacht. Denn so werden bei der Lyse der Tumorzellen
HMGB-1 und exosomales HSP70 sowie tumorspezifische Antigene freigesetzt und
konnen eine spezifische Immunantwort induzieren. Ein zusatzlich verabreichter
Immuncheckpoint-Inhibitor wiirde die Immunantwort gegen Tumorzellen vermutlich

verstarken und erhalten (Hamid et al., 2017).

In unserem Versuch zur Kombinationsbehandlung aus PD-L1-Inhibitor und dem
onkolytischen Virus XVir-N-31 sowie dem Adenovirus Wildtyp zeigte sich ein Anstieg
der IFNy-Freisetzung aus PBMC sowohl im Vergleich zur Isotypkontrolle des
Antikorpers als auch im Vergleich zur Behandlung mit dem PD-L1-Inhibitor alleine
(Abb. 4. 19). Der Anstieg wurde besonders 48 Stunden nach Beginn der Ko-Kultivierung
und Kombinationsbehandlung deutlich. Diese Ergebnisse zeigen, dass PD-L1, welches
auf T24-Zellen exprimiert wird, anscheinend die IFNy-Antwort von Immunzellen
hemmt. Diese Hemmung kann jedoch mit einem PD-L1-Antikorper aufgehoben werden
und konnte durch die Verstarkung einer Antitumor-Immunantwort synergistisch mit
der YB-1 basierten onkolytischen Virotherapie gegen Tumorzellen wirken (Lichty et al.,

2014; Niemann et al., 2017).

5.8 Ausblick zur YB-1 basierten onkolytischen Virotherapie fir
das Blasenkarzinom

Unsere in vitro erhobenen Daten zeigen eine effektive Infektion und Replikation der
getesteten YB-1 abhangigen onkolytischen Adenoviren in Blasenkarzinomzelllinien. Die
Lyse der Zellen wurde mit einer angemessenen MOI erreicht und es wurden die
immunogenen Proteine HMGB-1 und exosomales HSP70 freigesetzt. Bei der Ko-
Kultivierung der infizierten Blasenkarzinomzellen mit PBMC kam es zur Freisetzung von
IFNy. Diese Ergebnisse geben Anlass die Erforschung der YB-1 basierte onkolytische

Virotherapie fiir das Blasenkarzinom weiter voranzutreiben.
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Zellkulturversuche reichen jedoch nicht aus, um die vielfaltigen pathophysiologischen
Prozesse und Interaktionen eines Tumors abzubilden, sodass fiir die weitere
Validierung in vivo-Versuche nétig sind. Aktuell wird das Ansprechen von XVir-N-31 in
einem orthotopen Blasenkarzinom-Mausmodell in unserem Labor evaluiert; eine
Publikation dazu ist in Arbeit. Da jedoch bei der Injektion der Viren in einen Tumor
nicht alle Zellen infiziert werden, kann keine komplette Tumorlyse erwartet werden,
sondern lediglich eine partielle Tumorremission. Um ein volles Ansprechen auf die
Therapie mit onkolytischen Adenoviren zu erreichen, sind wahrscheinlich
Kombinationen mit Chemo- und Immuntherapie notwendig (Hamid et al., 2017; R.
Holzmiiller et al., 2011; Woller et al., 2011; Zamarin et al., 2014). In der nachsten Zeit
ist es entscheidend eine geeignete Kombinationstherapie zur YB-1 basierten
Virotherapie zu finden, um das Potential der Lyse und der Replikation der Viren
auszuschopfen bzw. zu steigern und das immunogene Potential zu nutzen und weiter

auszubauen.

Ein funktionierendes Immunsystem ist zudem notwendig, damit onkolytische Viren
ihre komplette Wirkung gegen Tumore entfalten kénnen (Guo et al., 2017; Hamid et
al., 2017; Kleijn et al., 2014a). Da momentan die Antitumor-Immunantwort im
Mittelpunkt der Forschung steht und fiir den Therapieerfolg relevanter zu sein scheint,
als eine noch effektivere Replikation oder Zelllyse (Guo et al., 2017; Lichty et al., 2014),
ist die Entwicklung immunkompetenter Tiermodelle zur Untersuchung der
onkolytischen Virotherapie von besonderem Interesse. Zur Evaluation des
Therapieansprechens und der Immunreaktionen kommt zum Beispiel ein
humanisiertes Mausmodell infrage: immundefiziente Mause tolerieren die
Transplantation von humanen Tumorzellen und nach der Applikation von peripheren
Blutstammazellen konnen die Immunreaktion gegen den Tumor, die Viren sowie die
Effekte der onkolytischen Virotherapie abgebildet und analysiert werden (Dranoff,
2011; Pearson et al., 2008). Neben moglichen Risiken und Nebenwirkungen der
Virotherapie werden in Zukunft die Immunantwort und Kombinationstherapien zur

Steigerung der Effektivitat in vivo evaluiert.

Via transurethrale Instillation der onkolytischen Viren in die Blase lieBen sich hohe
lokale Viruskonzentrationen erreichen (J. Burke, 2010). Viren scheinen aullerdem ein
geeignetes Therapeutikum fiir das Blasenkarzinom zu sein, da besonders immunogene

Tumore wie das Blasenkarzinom auf die Behandlung mit Immuntherapien ansprechen
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(Kates et al., 2016; Lawrence et al., 2013). Die bisherigen Daten zeigen, dass die YB-1
basierte Virotherapie eine vielversprechende Behandlungsmoglichkeit darstellt und

rechtfertigen eine klinische Evaluation zur Behandlung des Blasenkarzinoms.



6 Zusammenfassung 93

6 Zusammenfassung

Die Therapie sowie die Prognose des Blasenkarzinoms sind seit langer Zeit
unverandert, was die Entwicklung neuer Therapiemodalitdten notwendig macht. Die
onkolytische Virotherapie stellt ein vielversprechendes Therapiekonzept dar und hat in
klinischen Studien gute Ergebnisse bei einem akzeptablen Nebenwirkungsprofil
gezeigt. Neben der direkten Onkolyse ist die Induktion eines immunogenen Zelltods
und einer Immunantwort gegen Tumore elementarer Bestandteil der Therapie, um die
Ansprechraten zu maximieren und Tumore komplett zu lysieren. Die untersuchten
onkolytischen Adenoviren replizieren nur, wenn sich das multifunktionale Onkoprotein
YB-1 im Zellkern befindet und dort die virale Replikation erméglicht. YB-1 ist bei einer
Vielzahl von Tumoren Uberexprimiert und nimmt als Transkriptions- und
Translationsfaktor eine zentrale Rolle in der Tumorbiologie ein. Beim Blasenkarzinom
korreliert die YB-1-Expression mit der Invasivitdt, der Metastasierung, dem
Tumorstadium und der Prognose, was es zu einem attraktiven Ziel fiir die Therapie
macht. In dieser Arbeit wurde die Effektivitdit YB-1 abhdngiger onkolytischer
Adenoviren in Blasenkarzinomzellen untersucht. Dabei wurde besonders auf
immunologische Aspekte der Zelllyse und die dabei freigesetzten Proteine
eingegangen. AuRerdem sollte die Immunreaktion von PBMC auf die Virotherapie

untersucht werden.

Ich zeigte fir die YB-1 abhangigen onkolytischen Adenoviren mittels gPCR eine, im
Vergleich zum Adenovirus Wildtyp weniger starke, aber effektive Replikation in
Blasenkarzinomzellen. SRB-Assays bestatigten eine ausgepragte Lyse verschiedener
Zelllinien durch die Viren. Die Lyse korrelierte mit dem CAR-Status der Zelllinien und
somit mit der Infektionsrate der Viren. Mittels ELISA und Western Blotting stellte ich
fest, dass nach der Infektion mit onkolytischen Adenoviren bei der Lyse HSP70 und
HMGB-1 freigesetzt wurde, wahrend dies beim Adenovirus Wildtyp weniger
ausgepragt der Fall war. Dies spricht flir die Induktion eines immunogenen Zelltods
durch die onkolytischen Adenoviren. In der Tat lieRen sich bei der Ko-Kultivierung von
virusinfizierten = Blasenkarzinomzellen mit PBMC hohe Interferon-gamma

Konzentrationen mittels ELISA im Zellkulturliiberstand nachweisen.
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Tumore entkommen dem Immunsystem unter anderem durch die Expression von
Immuncheckpoint-Molekiilen, die eine zelluldre Antitumor-Immunantwort inhibieren.
Auch Blasenkarzinomzellen exprimieren diese inhibitorischen Liganden. Durch die
Kombination aus Immuncheckpoint-Inhibitor und onkolytischer Virotherapie konnte
die IFNy-Freisetzung aus PBMC gesteigert werden. Die Kombination aus Virotherapie
und Immuncheckpoint-Inhibitor wird vermutlich auch in der Zukunft eine wichtige
Rolle spielen, um ein gesteigertes und systemisches Ansprechen gegen Tumore zu

erreichen.

Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit in vitro, dass sich YB-1
abhdngige onkolytische Viren aufgrund ihrer effektiven Replikation und Lyse sowie
wegen des immunogenen Potentials zur Therapie des Blasenkarzinoms eignen. Nach
weiterer Analyse in einem immunkompetenten humanisierten Tiermodell, um den
therapeutischen Effekt und die Immunantwort zu validieren, rechtfertigen die Daten

eine klinische Studie mit einem YB-1 abhangigen onkolytischen Virus.
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Abbildung 8. 1: SRB-Assay zur Ermittlung der tédlichen Konzentration von Doxorubicin auf T24- und

J82-Zellen
Bei den Versuchen zur HSP70- und HMGB-1-Freisetzung wurden bei der Kombination aus Virotherapie

und Doxorubicin eine Konzentration von 50 ng/ml Doxorubicin verwendet.
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