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1.1 Krebs

1. Einleitung

1.1 Krebs

Jeder dritte Einwohner der Bundesrepublik Deutschland erkrankt an einem malignen
Tumor, welcher durch seinen bosartigen Verlauf nach den Herz- und Kreislauferkrankungen
die zweithdufigste Todesursache in den hochzivilisierten Industrielindern darstellt. Die
meisten soliden Tumoren befinden sich durchschnittlich 5 bis 10 Jahre im ,,priklinischen
Tumorwachstum®™ und entziehen sich der Diagnostik, was dazu fiihrt, dass die Vorsorge
haufig schwer realisierbar ist, und die Hauptbemiihungen in der Therapie maligner Tumoren
liegen®*. Jedoch kénnen nur ungefihr 40 % der Tumorpatienten durch die derzeitigen
therapeutischen MaBnahmen fiir ldnger als zehn Jahre geheilt werden. Viele solide
Tumorerkrankungen haben nur eine sehr niedrige Uberlebensrate, weil sie lange unbemerkt
bleiben und erst in spidten Stadien diagnostiziert werden. So fehlen bei dem duktalen
Adenokarzinom des Pankreas in den iiberwiegenden Féllen die Frithsymptome, so dass nur
bei 10 bis 20 % der Patienten das Pankreaskarzinom reseziert werden kann, und auch dann im
Durchschnitt nur eine 5-Jahresiiberlebenschance von 5 % besteht*> *’. Ebenso fehlen bei
Magenkarzinomen klinische Symptome héufig gidnzlich oder sind nur sehr unbestimmt, so
dass sie mit exogenen Ursachen assoziiert werden. Diese Tumoren haben dann selbst bei einer
Ro-Resektion im Durchschnitt nur noch eine 5-Jahresiiberlebensrate von 45 %1% Die Klinik
eines soliden Tumors beschrieb Theodor Storm, der an einem Magenkarzinom verstarb, wie
folgt: ,,Ein Punkt nur ist es, kaum ein Schmerz, nur ein Gefiihl, empfunden eben; und dennoch
spricht es stets darein und dennoch stort es dich zu leben.” Die 5-Jahresiiberlebensrate aller
Patienten mit Bronchialkarzinomen, der hdufigsten Krebstodesursache von Ménnern, betrigt
nur 5 %, und % der Fille sind bereits bei Aufnahme in die Klinik inoperabel®* **. Die primire
Behandlungstechnik solider Tumoren ist die chirurgische Tumorresektion, die meist mit
Bestrahlung und / oder Chemotherapie kombiniert wird.

Bezogen auf Hirntumoren bleibt trotz Fortschritten in neurochirurgischen Techniken,
Strahlentherapie und Chemotherapie die Prognose von Patienten mit Glioblastomen
unbefriedigend. Obwohl individuelle Tumorzellen innerhalb des Gehirns weit entfernt vom

26, 116

Primartumor streuen , rezidivieren ein Grof3teil lokoregional innerhalb von 2 cm von der

Kontrastmittel-anreichernden  CT-Grenze'™” 2*?. Die mittlere Uberlebensrate  bei

Glioblastomen liegt zwischen 6 bis 12 Monaten®> ",



1.2 Vielfachresistenz

Das Gros der Patienten mit den beschriebenen Tumoren erfihrt trotz
unterschiedlichster Therapiemdglichkeiten aufgrund des fortgeschrittenen Tumorstadiums
nur eine palliative oder symptomatische Behandlung. Um so wichtiger ist es, moglichst frith
den Tumor zu diagnostizieren und mit der Behandlung zu beginnen. Somit muss einerseits die
Therapie von Tumoren in fritheren Stadien radikalisiert werden, um die Rezidivrate zu
senken, und andererseits an neuen Therapiemdglichkeiten fiir fortgeschrittene Tumoren
gearbeitet werden. Denn je frithzeitiger und radikaler die Therapie erfolgt, desto groBer sind
die Heilungschancen.

Jedoch sind Tumoren hiufig sehr inhomogen strukturiert und entwickeln aufgrund
threr chromosomalen und genetischen Instabilitdt Resistenzmechanismen gegeniiber den
eingesetzten Therapien. So werden bei Bestrahlung oder Chemotherapie hiufig einzelne
resistente Tumorzellen selektiert, die unter der Therapie oder nach Therapieende proliferieren

und zu Rezidiven fiihren.
1.2 Vielfachresistenz

Biologische Resistenzmechanismen von soliden Tumoren gegeniiber zytotoxischen
Antitumorsubstanzen konnen unterteilt werden in die pharmakokinetische und in die zellulére
Resistenz. Zu den zelluliren Mechanismen zéhlen eine verminderte Aktivitit des nuklearen
Enzyms DNA Topoisomerase II, welche bei der DNA-Replikation die DNA-Stringe spaltet

4 102 .
3947102 Defekte des zelluldren, zur

und nach einer Umlagerung wieder zusammenfiigt
Apoptose flihrenden Signaltransduktionsweges konnen sowohl Folgen der malignen
Transformation wie Mutationen von p53'*” oder Bcl-2** als auch nach Zytostatika-Exposition

100, 117, 209

. . . . . 144
erworbene Verdnderungen der Zellzyklusmaschinerie oder des Zeramid-Niveaus

sein. Im Rahmen von Tumorresistenz werden zusitzlich Entgiftungsmechanismen aktiviert,

183 oder die

zu denen einerseits Reparaturpfade wie das DNA mismatch repair system (MMR)
0°-Methylguanine-DNA Methyltransferase (MGMT)"** und andererseits die Aktivierung des
Cytochrom-P450-Oxidase Systems’'' gehoren. Neben der verminderten Aufnahme von
wasserloslichen Zytostatika, die liber zelluldre Transporter und Endozytose in die Zelle
eindringen, ist der vermehrte Auswurf von Chemotherapeutika aus der Zelle eine weitere Art
der Vielfachresistenz, die in der Literatur auch als Multidrug Resistance oder MDR

bezeichnet wird (siche Abb. 1).



1.2 Vielfachresistenz

Mechanismen der Vielfachresistenz

Zytoplasma

DNA-Reparatur-
Mech.

Endozytose

erhohter Influx

ATP-abh.
Effluxpumpen

blockierte Apoptose

Zeramid 4 bel-2
Mitochondrium

P450-Oxidase-Sys,

Abb. 1 Mechanismen der Vielfachresistenz. Genauere Informationen siche Text.
abh.: abhéngig, bel-2: B-cell lymphoma 2, MDR: Multidrug-Resistance, Mech.: Mechanismen,

MGMT: 06-Methylguanine—DNA Methyltransferase, MRP: multidrug resistance related
protein, P-Gp.: P-Glykoprotein, Sys.: System.

Im Jahre 1976 wurde ein 170 kDa grofles glykosyliertes Membranprotein aus
Colchicin-resistenten Chinesischen Hamsterovarien isoliert, das Proteinen, die fiir die
Medikamentenpermeabilitdt verantwortlich waren (Englisch: pump), glich und deshalb

111

P-Glykoprotein benannt wurde . Zehn Jahre spéter wurde das P-Glykoprotein exprimierende

MDR1-Gen aus humanen Tumorzellen isoliert’® 237> 238

. Das humane, phosphorylierte und
glykosylierte P-Glykoprotein setzt sich aus 1280 Aminoséuren zusammen und besteht aus 2
homologen Hélften mit 6 hydrophoben Transmembransegmenten und einer intrazelluldren
ATP-Bindungsstelle. Strukturell bildet es einen Zylinder mit einer wéssrigen Kammer, die zur
extrazellularen Seite ge6ffnet und zur zytoplasmatischen Seite geschlossen ist.
P-Glykoprotein arbeitet somit als ATP-abhiangige Pumpe, die Substrate detektiert und aus der
Zelle entfernt. Es gehort zu der Superfamilie der ABC Transporter (ABC = ATP-binding
cassette), der mehr als vierzig verschiedene Proteine angehdren. Die ABC-Transporter
werden in normalem Gewebe exprimiert und besitzen protektive Funktionen gegeniiber
Xenobiotika. Durch Expression an der Blut-Gewebe-Schranke schiitzen sie das Gehirn, die
Hoden und Feten®”. Sie limitieren die enterale Aufnahme von Stoffen im Gastointestinaltrakt

und fordern die Ausscheidung von Substanzen in der Gallenblase und der Niere. Andererseits

sind die ABC-Transporter mit einem MDR-Phinotyp (multidrug resistance) assoziiert, der



1.3 Das Y-Box bindende Protein YB-1

erstmals 1970 von Biedler et al. beschrieben wurde und durch die Kreuzresistenz von
Tumoren gegeniiber Zytostatika charakterisiert ist'*. Der MDR-Phinotyp kann in
2 Mechanismen unterteilt werden: 1) die klassische, P-Glykoprotein abhidngige MDR, die
durch die Uberproduktion des 170-kDa groBen, membraniibergreifenden P-Glykoprotein
verursacht wird''" 7, und 2) die atypische, nicht P-Glykoprotein abhingige MDR, bei der
das Multidrug-Resistance-Related Protein MRP iiberexprimiert wird®’. Beide Transporter

teilen eine 15-prozentige Homologie und befordern verschiedene Medikamente aus den

61, 145 52, 67

Zellkompartimenten . P-Glykoprotein ist {iberexprimiert in Karzinomen des Kolons™ *’,

7,103, 210

. 2 . 2 2 . 112
der Nieren®> ®’, der Nebennieren®> ©’, der Leber’> ®’, der Ovarien und der Mammae "~

222, 234, 240 % In kleinzelligen Lungenkarzinomen liegt die

sowie in Sarkomen®”
MRP1-Expression sogar bei iiber 80 % der Zellen'™ **° vor. Chirurgisch entfernte
Glioblastome exprimieren in hohem MaBe MDR1 und kein oder nur wenig MRP" 1> 1% [y
Gegensatz dazu weisen die Zellkultur-Glioblastom-Zelllinien U87 und U373 eine andere
Genexpression auf, wobei MDR1 nicht nachweisbar ist und nur U87 MRP exprimiert'®. Zu
den Substraten der Proteine von MDR und MRP gehoren unter anderen das interkalierende
Antibiotikum Daunorubicin, der Mitose-Hemmstoff Docetaxel und der Histondeacetylase-
Inhibitor Trichostatin A. Seit den frithen Achtzigern wird an Inhibitoren der P-Glykoprotein-
Resistenz geforscht, zu denen wu.a. der Kalzium-Kanal-Antagonist Verapamil, das
Antiarrhythmikum Amiodaron, verschiedene Neuroleptika wie Phenothiazin, Tamoxifen, das
Hormon Progesteron und Cyclosporin A gehoren. In klinischen Versuchen haben sich diese
jedoch als nicht wirksam erwiesen.

MDR- und MRP-Uberexpression wird neben Chemotherapeutika, die dem Gen ihren
Namen gegeben haben, auch durch anderen genotoxischen Stress wie UV-Bestrahlung” '”’
und Hyper‘[hermie219 hervorgerufen. Die Regulation von MDR und MRP ist hochkomplex,
jedoch weisen verschiedene Publikationen darauf hin, dass neben p53 und pRb die nukleare
Akkumulation des Y-Box bindendenden Proteins YB-1 in hohem Malle an der Regulation der

Genpromotoren beteiligt ist™ "'

1.3 Das Y-Box bindende Protein YB-1

Das 35 kb-grofle Y-Box bindende Protein YB-1 gehort zur Familie der Y-Box
bindenden Proteine, die wiederum Mitglied der CSD-Protein-Superfamilie (CSD = cold
schock domain) sind”" *°. Auch Bakterien besitzen das Cold Schock Protein, in denen es als

RNA Chaperon fungiert und hilft neu synthetisierte Proteine korrekt zu falten®”’. Das YB-1



1.3 Das Y-Box bindende Protein YB-1

Gen enthilt 8 Exone und ist auf dem Chromosom 1p34 lokalisiert. Seine mRNA ist ungefahr
1,5 kb lang und kodiert fiir das 35 kDa groBe Protein, welches sich sowohl aus einer
N-terminalen Doméne, der evolutiondr erhaltenen Cold Schock Doméne, welche die
DNA-bindende Region enthilt, als auch aus der C-terminalen Schwanzdomine, die in

Protein-Protein-Interaktionen involviert ist’" 2>

, zusammensetzt (Abb. 2 B). YB-1 ist an der
Regulation vieler verschiedener zelluldrer Funktionen, wie Transkription, Translation,
DNA-Reparatur, Medikamentenresistenz und zelluldirem Stress beteiligt. YB-1 agiert als
Transkriptionsfaktor iiber Bindung an die invertierte 5’-CCAAT Sequenz"*" ', die auch in
der Promoterregion des MDR 1-Genes enthalten ist*. Da seine Aktivitit durch UV-Licht und
Zytostatika erhoht wird, gilt es als positiver Transkriptionsfaktor zur Hochregulation des
MDR1 Genes’* '7®2!> 3¢ Es reguliert aber auch Y-Box-unabhingig die Genexpression durch
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren und bindet an einzelstringige DNA, die sich

247

vor allem in Regionen mit aktiven Transkriptionspromotoren befindet™'. Dazu ist es direkt

und durch Interaktion mit anderen RNA-bindenden Proteinen an der Regulation der

Translation beteiligt® * ' 2'®. Uber Interaktion mit RNA-bindenden Proteinen fordert YB-1

29, 48 .
» 7, Des Weiteren

143

das Splicing der adenoviralen E1A pra-mRNA und agiert als Chaperon

kann das Y-Box bindende Protein Enzyme wie eine Thymidinkinase " und die

DNA-Polymerase o.'*” aktivieren. Es ist weiterhin an der Regulation zelluldrer Proliferation
beteiligt, und zwar wirkt YB-1 transaktivierend auf c-Myc und p73 und andererseits

inhibierend auf p53'7* >, Sowohl c-Myc als auch die Tumorsuppresorgen-Produkte p53 und

50, 68

p73 sind in die Reaktion auf DNA-schddigende Agenzien involviert™ . YB-1 selbst agiert

direkt als DNA-Reparaturprotein iiber Interaktion mit PCNA (proliferating cell nuclear

101 104, 153, 154

antigen) , liber YB-1s 3°’—5’-Exonukleaseaktivitit und iiber Bindung an Cisplatin-

e 36, 59, 101
veranderte DNA™™ "

, wobei Cisplatin ein interkalierendes Zytostatikum ist (Abb. 2 A).
Lokalisiert ist YB-1 hauptsichlich — gebunden an Ankerproteine'*® — im Zytoplasma,

wird aber in der S-Phase (der Synthese-Phase) und durch genotoxischen Stress der Zelle wie

137, 176, 253 236

Zytostatika , Hyperthermie®"” oder UV-Bestrahlung'** in den Zellkern
transloziert. Damit geht einher, dass YB-1 in vielen Tumorzellen hochreguliert und im Kern
lokalisiert ist, wo es an der Regulation der MDR- und MRP-Expression beteiligt ist™. Des
Weiteren haben Untersuchungen an Patientenmaterial gezeigt, dass YB-1 in verschiedenen
Tumoren wie Mamma-, Ovarial- und Synovialsarkomen als wichtiger negativ prognostischer
Faktor angesehen werden kann’” ' 7.

Neben den beschriebenen Funktionen spielt YB-1 auch eine zentrale Rolle bei der

adenoviralen Replikation. Dabei konnte gezeigt werden, dass YB-1 an der Expression der
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viralen Polymerase, welche in der viralen E2-Region kodiert wird, beteiligt ist*. In einem
weiteren experimentellen Ansatz konnte gezeigt werden, dass Adenoviren effizient in
Tumoren mit dem Multidrug Resistant Phianotyp replizieren, Zelllyse vermitteln und somit
einen Therapieansatz fiir vielfachresistente Tumoren darstellen®’. Die vorhandenen Daten
lassen stark vermuten, dass das Y-Box bindende Protein somit ein wichtiges Zielmolekiil in
der onkolytischen Therapie maligner Tumoren mittels Adenoviren sein kann, worauf spéter

ndher eingegangen wird.

A. Zellulare Funktionen von YB-1
UV-Licht Bestrahlung Zytostatika Hitze Infektion
Plasmamembran | ]
mRNA — ‘ —— Translationsregulation
Kernmembran | |
Kerntranslokation
. . — i
Zellproliferation ‘ mRNA Spleilien
DNA-Erkennung & Vielfachresistenz
Reparatur-Mech. MDR
Virale Genexpression
E1B /Edorf6 / E1A
B. Aufbau von YB-1
1 bp 51bp 129 bp 317 bp

Hvdropohile Schwanzdomaine

Nukleinsdure-Erkennung Protein-Protein Interaktion
Bindung von p53

Abb. 2 A. Funktionen des Y-Box bindenden Proteins YB-1 (nach Kohno et al., 2003'*). B. Aufbau von
YB-1 (nach Kloks et al., 2002'**). Genauere Informationen siehe Text.
bp: base pair(s), Mech.: Mechanismen, E1B / E4orf6 / E1A: friihe adenovirale Gene.
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14 Adenoviren

Adenoviren wurden zum ersten Mal im Jahre 1953 aus Rachenpolypen isoliert und
sind nach ihrem Isolationsgewebe, das im Englischen mit adenoids zu libersetzten ist, benannt

worden'?®

. Die 80 —100 nm groflen, humanen Adenoviren bestehen aus einem Zentralkorper
(Core) und einem Kapsid ohne Membranhiille mit eikosaedrischer Struktur und werden in
6 Gruppen mit insgesamt 51 Serotypen unterteilt. Das Genom besteht aus doppelstringiger,
linearer DNA mit einer Lédnge von 36 kb, an deren 5’-Enden ein terminales Protein kovalent
gebunden ist. Das Kapsid setzt sich aus den Hexonproteinen, Pentonbasen, Fibern und einer
Knob-Doméne zusammen (Abb. 3 A).

Strukturell kann das Genom in frithe Transkriptionseinheiten E1-E4 (early), spite
Transkriptionseinheiten ~ L1-L5 (late) und invertierte Sequenzwiederholungen an den
Genomenden, die als Replikationsstartpunkte dienen, eingeteilt werden (Abb. 3 B). Uber
Interaktion sowohl zwischen dem Fiber Knob seines Kapsids und dem zelluldren Coxsackie-
Adenoviralen-Rezeptor (CAR) als auch zwischen den Penton-Basen des Kapsids und
zelluldren Integrinen wird das Virus mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen, bevor es
in den Kern transferiert wird'®’. Die E1-Region kodiert fiir die immediate early genes E1A
und E1B, wobei fiir deren Expression keine anderen von der Zelle neusynthetisierten viralen
Faktoren notig sind. Aus den E1A-Genen, die drei konservierte Regionen CRI1-CR3
enthalten, werden 5 verschiedene mRNAs gespleilit, wobei die 12S und 13S mRNAs die
hiufigsten und wichtigsten sind'" . Dem 12S Protein fehlt die CR3-Region, die
transaktivierend auf die frithen viralen Gene einwirkt’”” und damit zur Replikation benotigt

wird'> 108 171 190- 224 "y 5000en das 13S Protein die Transkription der viralen delayed early

genes E2 bis E4 induziert'®”

. Nur wenige Publikationen weisen darauf hin, dass 12S
transaktivierende Fahigkeiten hat* '*® ' ¥ 128 kann jedoch nur den E2early-Promoter
aktivieren, aber durch fehlende Aktivierung der anderen Gene keine effiziente Replikation
und Lyse vermitteln. E1IA dereguliert den Zellzyklus und induziert in ruhenden Zellen die
S-Phase und damit die virale DNA-Synthese (Abb. 4). Diese Wechselwirkung, vermittelt
durch die CR1- und CR2-Regionen, basiert einerseits auf der Freisetzung von E2F durch

138, 244. 258 und deren Phosphorylierung sowie andererseits

Bindung an die Rb-Protein-Familie
auf Modulierung der Chromatinstruktur durch Bindung an p300°%, welches eine
Histonacetylase-Aktivitét aufweist’. Die EI1B-Gene wirken anti-apoptotisch, wobei
EIB55K*™ zusammen mit Edorf6* durch Bindung an p53 den p53-vermittelten

Zellzyklusarrest inhibiert. Die E2-Genprodukte werden fiir die Replikation der viralen DNA
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bendtigt und stehen unter der Kontrolle von 2 Promotoren. Am Infektionsbeginn kontrolliert
der E2early-Promoter iiber E2F-Bindung die E2-Expression™ " *> "7 Alle anderen friihen
Gene werden durch E1A-13S transaktiviert, wobei die Aktivierung des E2A Genes wesentlich
eher stattfindet als die von E3 und E4, da die Expression von E2 die Synthese von E4orf6

0 Nach 5 - 6 h iibernimmt der E2late-Promoter, wobei Holm et al.

additiv unterstiitzt
zeigen konnten, dass im Kern akkumuliertes YB-1 an der Aktivierung des E2/ate-Promoters
beteiligt ist*™. Die E3-Gene modulieren die Wirtsimmunantwort'> und kénnen Apoptose
induzieren”’. Die E4-Gene regulieren die Transkription durch Phosphorylierung und
Interaktion mit E2F. E4orf6 besitzt im Komplex mit E1B55K eine Shuttlefunktion vom Kern
zum Zytoplasma® ¥, Des Weiteren liegt der Komplex aus E4orf6 und E1B55K in viralen
Einschlusskérpern im Kern vor, welche Ort der viralen Transkription und Replikation sind'™.
Die spiten L1-L5-Gene sind fast ausnahmslos Strukturproteine'®. Beziiglich der adenoviralen

Replikation ist noch zu erwéhnen, dass sie die Expression der zelluldren Topoisomerase I und

I frdert, welche beide fiir eine effiziente adenovirale Replikation benotigt werden®®.

A. das Adenovirale Kapsid

Knob-Doméne

Fiber

/ Pentonbase

lineares DNA-Genom

terminales Protein Hexonprotein
B. Adenovirus Typ 5 Genom
Major Late
Promoter L1 -L4 L5
> —>
E1 E3
3¢ 5¢
36 kb
& e rrorococoooomCoRoEoonon — 4_3
E2 E2 E4
E1-E4 = Early Genes
L1-L5 = Late Genes

Abb. 3 A. Adenovirus Typ 5 Kapsid-Aufbau. B. Adenovirus Typ 5
Genomstruktur. Genauere Informationen siche Text. kb: kilo base(s).
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Am adenoviralen Genom ist 1962 erstmals die Entstehung von Tumoren durch Viren

233 14, 34 .
>, woflir Roberts und

gezeigt™ und 1977 die Funktion des Splicings entdeckt worden
Sharp 1993 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurden. Im Jahre 1987 wurde in Verbindung
mit Adenoviren der zelluldre Transkriptionsfaktor E2F identifiziert'*® und ein Jahre spiter
erstmals die Kooperation zwischen einem Onkogen und einem Tumorsuppresorgen*.

Seit 1990 werden adenovirale Vektoren als Vehikel in der Gentherapie verwendet.
Diese ermdglichen den in vivo Transfer sowohl in ruhende als auch sich teilende Zellen und
besitzen hohe in vivo Stabilitit. Von diesen fiir den Menschen nicht-onkogenen Viren lassen
sich hohe Titer produzieren, was eine fiir den klinischen Gebrauch essentielle Voraussetzung
ist, und sie infizieren ein breites Spektrum an Zellen. Die Pathogenitét des gentherapeutisch
am héufigsten eingesetzten Adenovirus Typ 5 der Gruppe C beschrinkt sich jedoch auf milde
Infektionen des oberen Respirationstraktes’. Hinzu kommt, dass das adenovirale Genom
nicht in das Wirtsgenom integriert wird. Dies ist ein Vorteil bei einer transienten
Tumortherapie, bei der das Virus nach Zerstérung der Tumorzellen nicht mehr benétigt wird.
Im Gegensatz dazu sind sich in das Genom integrierende Retroviren zur Heilung von
Gendefekten wie bei SCID (severe combined immune deficiency), bei denen die Genfunktion
ein Leben lang benétigt wird, vorteilhafter. Jedoch wurden auch Adenoviren zur Therapie von
Gendefekten verwendet, wobei fiir den systemischen und wiederholten Transfer korrekter
humaner Gene Raum fiir den Einbau dieser Gene in das adenovirale Genom geschaffen
werden musste. In der ersten adenoviralen Vektorgeneration wurden die frithen E1- und
E3-Regionen deletiert, wodurch sich eine FEinbaukapazitit fir 7 - 8 kb ergab. Zur
Amplifikation dieser replikationsdefizienten Viren mussten Zelllinien geschaffen werden,
welche die fiir die Replikation essentielle E1-Region in ihr Genom integriert haben, wie die
HEK?293 Zellen. Die zweite Vektorgeneration besal eine zusitzliche Deletion der E2- oder
E4-Gene, welche neben der geschaffenen Einbaukapazitit auch einen zusitzlichen
Sicherheitsfaktor zur Reduktion der Wirtsreaktion bietet. Die Herstellung von Zelllinien, die
durch Integration dieser Gene in ithr Genom die Replikation der Vektoren ermoglichten,
stellte sich jedoch als sehr schwierig heraus. Spédter wurden Helfer-abhingige Viren
entwickelt, denen alle viralen Proteine fehlen, und die nur zusammen mit einem
El-deletierten Virus in 293-Zellen amplifiziert werden kénnen.

Ein Problem von Adenoviren ist die Transduktionseffizienz der Zielzellen. Zum
Nachweis der Transduktionseffizienz kann ein adenoviraler Vektor kodierend fiir das Griin-

Fluoreszierende-Protein (GFP) eingesetzt werden. So kann bei Infektion einer Zelle GFP

exprimiert und nachgewiesen werden. Wie der Name verspricht, besitzt das Protein
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Zellulare Interaktionen der adenoviralen Proteine

Mitogene
J_ DNA-
Schadigung
E1A
G |
E1B55K E4orf6
E4orf6/7 J_ E1A
N '

v

(>
/1N

Zellzyklus- E1B-19K 1 Edorf4

Progressions- y /
Apoptose

/\

Abb. 4 Zellulire Interaktionen der friithen adenoviralen Proteine (nach Ben-Israel und Kleinberger,
2002'%. Genauere Information siehe Text.

1
hid

Eigenfluoreszenz bei Anregung mit UV-Licht'®

, und kann unter dem Fluoreszenz-Mikroskop
und im Zellsorter nachgewiesen werden.
Neben dem gentherapeutischen Transfer sind Adenoviren auch als onkolytische Viren

zur selektiven Zerstorung von Tumorzellen eingesetzt worden.
1.5 Onkolytische Viren — d1520 im Speziellen

Zu Beginn des letzten Jahrhunderts konnte in Krebspatienten, die eine
Viruserkrankung erlitten oder geimpft wurden, Tumorregression beobachtet werden®'’. Nach
Therapieversuchen mit anderen Viren als onkolytische Agenzien, die aber aufgrund ihres
niedrigen Effektivitits- zu Toxizitdts-Verhéltnisses beendet worden waren, wurden im Jahre
1956 kurz nach der Isolation des Adenovirus 30 Patienten mit Zervixkarzinomen mit
Adenoviren therapiert”™. Zehn Jahre spiter erst formulierte Tatum das grundlegende Konzept

einer genetischen Therapie, ,,Viren effizient zum Wohlergehen der Menschheit zu nutzen

10
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228

und diese ,,iiber Regulation von Genaktivititen ...“ zu erreichen™". Die Krebstherapie mittels

onkolytischer Viren ist eine Art der Gentherapie und ist definiert als tumorspezifische
Replikation und Zelllyse von infizierten Tumorzellen mittels eines viralen Agens. Im Jahre
1991 wurde das erste Virus, das selektiv in Tumorzellen replizierte, konstruiert'>’ (Abb. 5).
Seitdem wurden 5 generelle Mechanismen der tumorselektiven Onkolyse beschrieben.
Dazu zidhlen 1.) der Gebrauch von Viren mit inhdrenter Tumorselektivitit wie Newcastle

Viren'*® oder Vesikuldren Stomatitis-Viren”', 2.) die Deletion kompletter viraler Gene

20, 157, 160

essentiell fiir die Replikation sowie 3.) die Deletion funktionaler Genregionen, die

81, 168, 188

notwendig fiir effiziente Replikation und/oder Toxizitdt in normalen Zellen , aber

verzichtbar in Tumorzellen sind. Weiterhin wurden 4.) tumor- bzw. gewebeselektive

77, 162 3,245

Promotoren entwickelt und 5.) die virale Hiille modifiziert” “*, um die Replikation bzw.
die Internalisation auf Tumorzellen zu beschranken.
Fiir die schon 1953 onkolytisch eingesetzten Adenoviren haben sich 4 Strategien

bezogen auf das Targeting in der Tumorzelle herauskristallisiert:

1.) spezifische Promotoren
2.) pS3

3) pRb

4.) YB-1

Selektivitdt kann nach der 1. Moglichkeit z.B. durch Steuerung der Aktivierung von
adenoviralem E1A iiber tumorspezifische Promotoren erreicht werden. Weiterhin wurde nach
Strategie 2 durch Deletion von EIB55K eine selektive adenovirale Replikation in
p53-mutierten Tumorzellen und nach Strategie 3 durch Deletion der CR1 und/oder der CR2-
Region in der E1A-Sequenz eine selektive Vermehrung in pRb-defekten Tumorzellen
gewdhrt. Die 4. Strategie beruht auf YB-1 vermittelter Replikation, bei der das in
Tumorzellen deregulierte und nuklear akkumulierte YB-1 {iber die Y-Boxen im
E2late-Promoter die virale Replikation vermittelt.

In der Entwicklung von tumorspezifischen Promotoren zur Kontrolle des E1A-Genes
wurden a-Fetoprotein- (AFP)* 7, Prostata-spezifisches Antigen- (PSA)"? und Kallikrein-2-
Promotoren™’ verwendet, weil diese Faktoren in bestimmten Tumoren vermehr produziert
werden bzw. spezifisch sind fiir einen Gewebetyp, in dem sich der Tumor entwickelt hat.
Weitere replikationsselektive Viren steuern die E1-Region liber E2F-1 Promotoren, die eine

Replikation in Tumorzellen mit defektem pRB-Signalweg gewihrleisten'” (Abb. 4).

11
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Infektion Virusproduktion Zelllyse

Tumorzelle
—_—

normale Zellen

Abb. 5 Funktionsweise onkolytischer Adenoviren. Onkolytische Viren kdnnen normale Zellen je nach
Mechanismus entweder nicht infizieren oder die Zellen zwar infizieren, in diesen jedoch nicht replizieren
und folglich das normale Gewebe nicht zerstoren. Im Gegensatz dazu kénnen sie Tumorzellen aufgrund der
genetischen Verdnderungen infizieren, sich in diesen vermehren und folglich zur Lyse der Tumorzellen mit
Freisetzung des Virus fiihren. Das neu synthetisierte Virus kann dann wiederum andere Tumorzellen
infizieren. Genauere Informationen siehe Text.

Das E1B55K deletierte Virus Onyx-015 kann effektiv in p53-defizienten Tumoren
replizieren, jedoch nicht in normalem Gewebe. In Letzterem wird p53 nach adenoviraler
Infektion hochreguliert und induziert die Apoptose, bevor das Virus replizieren kann®’.
Onyx-015 hat klinische Phase I und II Studien erreicht und wird in multimodalen
Therapickonzepten mit Bestrahlung oder Chemotherapie verabreicht™® °* '* 2% Durch die
Deletion der CR2-E1A- Bindungsdoméne fiithrt das Adenovirus A24 zur Lyse von
pRb-defekten Tumoren, kann aber normale Zellen nicht in die S-Phase treiben und somit

3680 In einem anderen Onkovirus wurden die Deletionen von Onyx-015 und

nicht replizieren
A24 kombiniert, um Tumoren mit Mutationen in pRb und p53 zerstéren zu kénnen'®’,

Holm et al. haben gezeigt, dass eine El-unabhingige Replikation in
vielfachresistenten Tumorzellen durch das Y-Box bindende Protein YB-1 ermdglicht wird®®.
YB-1 akkumuliert im Zellkern, wo es u.a. an der Expression des Multidrug Resistant
Phianotyp MDR beteiligt ist, und im Zellkern iiber Bindung an die Y-Box im adenoviralen
E2/ate-Promoter virale Replikation und folglich Lyse der Tumorzellen vermitteln kann. Das
E1A-deletierte Virus Ad312 und das 13S El1A-defiziente Adenovirus d1520 replizieren und
lysieren in MDR-phinotypischen Tumorzellen, aber nicht in normalen Zellen und
MDR-sensitiven Tumoren, wobei d1520 einen stirkeren onkolytischen Effekt aufweist™. Das
Adenovirus dI520 kann durch eine Deletion in EIA” nur das im Vergleich zum 13S E1A
Protein insuffizient transaktivierende E1A-12S Protein herstellen®: 2% 7> 108 109 142, 165, 214
Somit ist d1520 ein replikationsdefizientes Virus, welchem iiber im Kern vorliegendes YB-1

eine E1 A-unabhingige Replikation ermdglicht wird.

12
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1.6  Bestrahlung, Chemotherapie und Histondeacetylase-Inhibitoren

Die Strahlentherapie stellt zusammen mit der Chirurgie und der Chemotherapie eine
der wichtigsten Behandlungsformen maligner Erkrankung dar. Bestrahlung kann alle
Molekiile innerhalb der Zelle schidigen. Da jedoch Proteine, Enzyme und RNA-Molekiile
mehrfach in der Zelle vorhanden sind, kann dieser Schaden leicht kompensiert werden. Die
DNA stellt den strahlenempfindlichkeitsbestimmenden Teil der Zelle dar. lonisierende
Strahlung fithrt zu Einzel- und Doppelstrangbriichen, Basenverdnderungen oder -verlust,
Vernetzung innerhalb der DNA und zwischen DNA und Proteinen sowie zu multiplen
Schadigungen, sogenannten bulky lesions. Einige Schidden konnen durch das zelluldre
Reparatursystem behoben werden, wie Einzelstrangbriiche und einzelne Basenschéden,
andere jedoch sind irreparabel und damit letal fiir die Zelle. Die Strahlensensibilitit ist in der
G;- und M-Phase des Zellzyklus am hochsten, weshalb schnell proliferierende Gewebe und
somit Tumorgewebe besonders strahlensensibel sind. Bei hohen Strahlendosen ist eine Zelle
nicht mehr in der Lage den Zellzyklus zu beenden und stirbt den Interphasetod. Bei dem
wesentlich hdufigeren Reproduktivtod tritt die Zelle jedoch nach der Bestrahlung in die
Mitose und verliert dann ihre Reproduktions- und Zellerneuerungsfahigkeit. Die
tumorwirksame Gesamtdosis liegt bei den meisten Tumoren um die 60 Gy, diese wird jedoch
wegen der Empfindlichkeit des gesunden Gewebes fraktioniert. Hierdurch kann sich das
normale Gewebe, vor allem die Stammzellen der Haut und die Kryptenzellen des Darms,
erholen, denn die Reparaturmechanismen sind im gesunden Gewebe funktionsfahiger als im

Tumorgewebe'® 2%°

. In diesem Zusammenhang ist zu erwédhnen, dass die nukleare
Lokalisation des Y-Box bindenden Proteins YB-1 durch zelluldren Stress wie Bestrahlung
erhoht werden kann und somit vermehrt fiir die Replikation von onkolytischen Adenoviren
zur Verfigung steht'*% 2°.

Antineoplastische Substanzen hemmen unselektiv das Zellwachstum; eine relative
Selektivitit auf das Tumorgewebe wird erst durch die hohe Teilungsrate der Tumorzellen
erreicht. So wird aber auch Normalgewebe mit einem hohem Zellumsatz, z.B. die
Schleimhaut des Verdauungstraktes, ebenfalls geschiadigt. Zytostatika wirken also verstarkt
gegen proliferierende Zellen, so dass sie weniger effektiv wirken, je gréfer und langsamer ein
Tumor wichst. Therapeutisch gebrauchlich sind unterschiedliche chemische Gruppen, die an
verschiedenen Punkten mit dem Zellstoffwechsel interferieren' .

Die interkalierende Substanz Daunorubicin ist ein Anthrazyklin-Derivat, schiebt sich

zwischen 2 Basenpaare der DNA und blockiert damit die Matrizenfunktion und somit die
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DNA- und RNA-Synthese. Zusitzlich inhibiert es die Topoisomerase II, welche beide
DNA-Striange spaltet, umlagert und wieder verschlieft. Die Wiederverkniipfung wird
gehemmt, so dass Strangbriiche zuriickbleiben. Eine gefdhrliche Nebenwirkung von
Daunorubicin ist seine Kardiotoxizitdt, wodurch es Herzrhythmusstérungen bis hin zu
Kardiomyopathie mit Herzinsuffizienz verursachen kann'®.

Irinotecan ist ein Derivat des Alkaloids Camptothecin, das aus den Friichten eines
chinesischen Baumes gewonnen wird. Es hemmt die Topoisomerase I, welche einen der
beiden DNA-Stringe spaltet und nach einer Umlagerung wieder zusammenfiigt. Irinotecan
lasst die Spaltung zu, unterbindet aber das Zusammenfiigen, so dass Strangbriiche
entstehen'”. Somit induziert dieses S-Phasen-spezifische Zytostatikum ein G,-Arrest der
Zellen'” #7- 22% 2% Eg ist bei metastasierenden Dickdarm- und Enddarmkarzinomen indiziert
nach erfolgloser Therapie mit Fluoruracil und wird in einer Phase II Studie in Glioblastomen
sowie in einer multizentrischen Phase II Studie an Prostatakarzinomen untersucht®> > '*’.

Docetaxel ist ein Inhaltsstoff der Rinde der pazifischen Eibe. Es lagert sich an die
B-Tubulin-Untereinheiten der Mikrotubuli und hemmt auf diese Weise die Depolymerisation
von Mikrotubuli durch Bildung atypischer Mikrotubuli. Daraus resultiert eine Mitose-
Hemmung'*®. Dieses phasenspezifische Zytostatikum wird bei metastasierenden Ovarial- und
Mammakarzinomen eingesetzt und wird in einer Phase II Studie am Glioblastom
untersucht*”.

Ein hochinteressanter Fund von Bernt et al. hat ergeben, dass sowohl Daunorubicin,
als auch ein Topoisomerase I Inhibitor und ein Mitose-Hemmstoff die tumorspezifische
Replikation von adenoviralen Vektoren erhohen'’. Des Weiteren konnte sowohl nach
Inkubation mit Docetaxel als auch mit Irinotecan eine Hochregulation des YB-1 abhidngigen
MDR Genes nachgewiesen werden®*’.

Als neue Gruppe an Tumormedikamenten stehen neben Chemotherapeutika seit
einigen Jahren Histondeacetylase-Inhibitoren, wie Trichostatin A oder FK228, zur Verfiigung.
Trichostatin A wird erfolgreich in experimentellen Versuchen unter anderem gegen Brust-,
Pankreas-, Lungen- oder Kolorektalkarzinome eingesetzt™ °* 2*'. Uber Trichostatin A wurde
erstmals als fungistatisches Antibiotikum berichtet. Es blockiert das Tumorwachstum durch
einen Gy-Arrest und induziert Apoptose. Histonacetylierung spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation der Genexpression, moglicherweise durch Alteration von Chromatinstrukturen.
Stark acetylierte Nukleosome sind assoziiert mit transkriptionell aktivem Chromatin.

Histonacetylierung wird durch ein Gleichgewicht zwischen Histonacetylasen und

Histondeacetylasen reguliert. Trichostatin A inhibiert also die Expression vieler Gene, u.a. die

14



1.8 Zielsetzung

Telomersase-Aktivitdt”>. Es kann jedoch auch transaktivierend wirken, denn durch die
Acetylierung von Histon-Proteinen wird ihre positive Ladung neutralisiert und die
Nukleosom-Struktur gelockert”, und so konnte auch vielfach die Erhéhung der adenoviralen
Transgenexpression nachgewiesen werden*" %1%,

Es hat sich herausgestellt, dass Histondeacetylase-Inhibitoren neben dem
zytotoxischen Antitumor-Effekt auch die Expression des Coxsackie-Adenoviralen-Rezeptors
(CAR) auf der zelluldren Oberfliche erhohen. Da Adenoviren iiber den CA-Rezeptor in
humanen Zellen internalisiert werden, bietet die Erhdhung der Expression von CAR eine
verbesserte Infektionsfahigkeit durch Adenoviren® %213 Folglich kann das Targeting von
onkolytischen Adenoviren in der Tumortherapie verbessert werden, da mehr Virus bei
niedrigeren viralen Konzentrationen in die Tumorzelle aufgenommen wird.

Die oben aufgefiihrten Chemotherapeutika werden in der Therapie von Tumoren
hiufig mit Bestrahlung kombiniert und vor bzw. nach einer chirurgischen Resektion des

Tumorgewebes eingesetzt. Des Weiteren werden sie wie z.B. bei Lymphomen als alleinige

Therapie angewendet.

1.7 Kombinationstherapie

Chemotherapie und Bestrahlung sind die Hauptstiitzen in der Therapie
fortgeschrittener Tumoren, die nicht mehr in toto reseziert werden koénnen. Thre Wirkung ist
aber durch Tumorresistenz und einen relativ schmalen therapeutischen Index begrenzt; das
bedeutet, dass Dosiserh6hungen bzw. Kombinationstherapien, die entwickelt wurden, um
diese Resistenz zu iiberwinden und Tumorzelluntergang zu steigern, durch die Toxizitdt auf
das normale Gewebe begrenzt sind. Onkolytische Adenoviren fithren auf anderem Wege zum
Zelltod als Chemotherapeutika und Bestrahlung — ndmlich durch Lyse — und werden deshalb
viel in der Tumortherapie-Forschung verwendet. Da die onkolytische Therapie in der Lage ist,
den therapeutischen Index =zu erhohen, dabei aber tumorselektiv wirkt, stellen
Therapiekombinationen aus onkolytischen Viren, Bestrahlung und/oder Chemotherapie eine
vielversprechende Zukunftsoption dar.

Einige onkolytische Viren wie Onyx-015, CV706, der einen PSA-spezifischen
Promoter enthilt, oder das E1A-teildeletierte Adenovirus KD-3, der das Adenoviral Death
Protein (ADP) exprimiert, sind bereits in Kombination mit Bestrahlung angewendet worden

31, 60, 194, 232

und haben in verstiarkter Wachstumsinhibition des Tumors resultiert . Weitere
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1.8 Zielsetzung

Studien mit Onyx-015 und A24 sowie mit Herpesviren zeigen einen erhohten zytopathischen
Effekt nach Bestrahlung, jedoch ohne mechanistische Erklarung® *> 1+ 184,

In einer Phase II Studie wird Onyx-015 in Kombination mit dem interkalierenden
Zytostatikum Cisplatin und dem Pyrimidinsynthese-Antagonisten 5-Fluorouracil in der
Therapie von Plattenepithelkarzinomen angewendet, wobei bei 7% der Patienten

119, 135, 201

Teilremissionen und bei ¥4 Totalremissionen erzielt werden konnten . Versuche mit

A24 und Ad312 bestétigen einen synergistischen onkolytischen Effekt in Kombination mit

Zytostatika'® 1% 17

. In einem anderen Ansatz werden Gene von Enzymen, die Zytostatika-
Vorstufen in ihre aktivierten Metabolite umwandeln, in Viren eingebaut. Das
replikationsdefiziente E1/E3 deletierte Adenovirus Ad-P450 exprimiert das Zytochrom P450
und das Flavoenzym NADPH-Zytochrom-P450-Reduktase, welche die Zytostatika-Vorstufe
Cyclophosphamid in ihren aktiven Metaboliten umwandeln''®. Thymidinkinase-
exprimierende  Adenoviren, die Gancyclovir zu seinem aktiven Metaboliten
phosphorylieren’>  ?**,  Cytosindesaminase ~ und  Uracil-Phosphoribosyltransferase
exprimierende Adenoviren, die 5-Fluorocytosin iiber 5-Fluorouracil in den zytostatischen
Wirkstoff 5-Fluoro-UMP umwandeln, oder beide Gene exprimierende Adenoviren''® '*+!%
verstirken somit den onkolytischen Effekt durch nur intratumoral wirkende Zytostatika. In
den oben genannten Versuchen kann keine erhohte virale Replikation nach Kombination mit
Zytostatika beobachtet werden. Bernt et al. zeigen jedoch, dass auch Zytostatika wie
5-Fluorouracil, Camptothecin, Daunorubicin und Taxol die adenovirale Replikation erh6hen
und die virale Ausbreitung im Tumorgewebe verbessern'’.

Bezogen auf die Histondeacetylase-Inhibitoren wie Trichostatin A wurde neben der
Erhohung der viralen Infektionsfahigkeit durch CAR-Hochregulation eine erhdhte
adenovirale Transgenexpression festgestellt™ %>,

Durch Angriff der Tumorzellen auf verschiedenen zelluldiren Ebenen wirkt die
Kombination aus Bestrahlung, Chemotherapie und onkolytischen Viren sehr effektiv und
eroffnet optimierte Therapieresultate. Ein verbesserter Antitumoreffekt ist auch bei der
Kombination des Adenovirus d1520 mit Bestrahlung und Chemotherapie denkbar, die durch
erhohte nukleare Akkumulation von YB-1 zu einer verbesserten Y-Box vermittelten

adenoviralen Replikation und Zelllyse fiihren miissten.
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1.8 Zielsetzung

1.8  Zielsetzung

Da bei Hirntumoren aufgrund der niedrigen Uberlebenszeit neue Therapieoptionen
erforderlich sind, wurden unsere Versuche an Glioblastom-Zelllinien durchgefiihrt. Im
Rahmen dieser Promotionsarbeit sollte 1.) die Infizierbarkeit der Glioblastom-Zellen mittels
des Griin Fluoreszierenden Proteins untersucht werden. 2.) sollte die CAR-Expression der
Zellen bestimmt werden. 3.) sollte liberpriift werden, ob das Adenovirus d1520 in der Lage ist,
in Glioblastom-Zellen zu replizieren und diese zu lysieren. 4.) sollte die Kernlokalisation des
Y-Box bindenden Proteins YB-1 und der Einfluss von Bestrahlung und Zytostatika auf die
Lokalisation von YB-1 bestimmt werden. 5.) sollte untersucht werden, ob ein trimodales
Therapiekonzept aus einer tumorschidigenden Substanz zur nuklearen YB-1 Akkumulation,
aus einem Histondeacetylase-Inhibitoren zur Erhhung der Infektionsfahigkeit zusammen mit
dem Adenovirus dI520 die wirksamste Strategie war, um mit dl1520 eine effiziente
Virotherapie durchzufiihren. 6.) sollte der Einfluss von Bestrahlung und Zytostatika wie
Irinotecan auf die adenovirale Replikation von d1520 untersucht werden. 7.) sollte {iberpriift
werden, ob der Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A iiber CAR-Hochregulation die
Transduktionseffizienz von dI1520 erhoht. Als letztes sollte 8.) ein Therapiekonzept aus dI1520
und fraktionierter Bestrahlung entwickelt und im Xenograft-Mausmodell angewendet werden,

um die Effektivitit dieser Kombinationstherapie in vivo zu analysieren.
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2.1 Zelllinien, Zellkultur und Zellsplitting

2. Methoden

Alle Materialien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Peske sowie
Schubert & Weiss bezogen. Bezugsquellen von Chemikalien, Reagenzien und Ldsungen

befinden sich im Anhang dieser Arbeit.

2.1  Zelllinien, Zellkultur und Zellsplitting

Alle Zellen wurden in Brutschrinken von Life Sciences International bei 5 % CO; in
37 °C warmer, wassergesattigter Luft gehalten.

Die U373-MG-Glioblastom-Zellen wurden freundlicherweise von John Ohlfest von
der University of Minneapolis, Minnesota, USA, zur Verfligung gestellt und als Monolayer in
RPMI, 10 % FKS, 2 mmol/l Glutamin, 100 IU/ml Penizillin und 100 pg/ml Streptomyzin
kultiviert.

U87-MG-Glioblastom-Zellen, T98-G-Glioblastom-Zellen, HeLa-Zervixkarzinom-
Zellen, U20S-Osteosarkom-Zellen und HEK293-Nieren-Zellen wurden von der American
Type Culture Collection, Rockville, MD, USA, bezogen. Alle 5 Zelllinien wurden als
Monolayer in D-MEM, 10 % FKS, 2 mmol/l Glutamin, 100 IU/ml Penizillin und 100 pg/ml
Streptomyzin kultiviert.

EPG85-257RDB-Magenkarzinom-Zellen wurde im Oktober 1985 aus einem am
Krankenhaus Eppendorf in Hamburg exzidierten Adenokarzinom des Magens etabliert und
durch Selektion in Gegenwart von Daunorubicin die resistente Variante generiert. Die Zellen
wurden freundlicherweise von Prof. Dietel zur Verfligung gestellt und sind durch Exposition
mit Daunorubicin etabliert worden. Sie wurden in L-15-Medium mit 10 % FKS, 2 mmol/I
Glutamin, 100 IU/ml Penizillin, 100 pg/ml Streptomyzin, 1,1 g/l Natriumcarbonat, 1 g/l
Glukose, 6,25 mg/ml Fetuin, 80 IU/l Insulin, 2,5 mg/ml Transferrin, 1 % minimal
essentiellen Vitaminen und 20.000 kIU/I Trasylol in Kultur gehalten. Um die P-Glykoprotein
Expression und somit die Kernlokalisation von YB-1 zu gewéhrleisten, erfolgte alle
4 Wochen eine Inkubation der Zellen mit 100 ng/ml Daunorubicin.

Um fir das Zellwachstum die Konfluenz der Zellen unter 100% zu halten, war es
notwendig, die Zellen regelmidflig — 2 mal die Woche — durch Aufteilen auf mehrere
Kulturflaschen auszudiinnen.

Dazu wurden die adhédrent wachsenden Zellen mit PBS gespiilt und mit 1 ml Trypsin

in 75 cm’-Flaschen bzw. mit 2 ml bei 150 cm?-Flaschen gelost. Kurz vor dem vollstindigen
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2.2 Verwendete Viren

Ablosen wurden die Zellen in 12 bzw. 23 ml Medium resuspendiert, in Kulturflaschen
uberfiihrt und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.

Die HEK293-Zellen wurden nach Absaugen des alten Mediums mit 5 ml 1x Citric
Saline gewaschen. Nach Absaugen der Spiilfliissigkeit wurden die Zellen mit 1 ml Citric
Saline fiir 3-4 min bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Kurz vorm Abldsen der Zellen wurden
diese mit 12 ml Medium resuspendiert, in Kulturflaschen iiberfiihrt und im Brutschrank
aufbewahrt.

Zur Lagerung der Zellen wurden diese nach Trypsinierung fiir 3 min bei 1.200 rpm
zentrifugiert und nach Absaugen des Uberstandes in 4 °C temperiertem Einfriermedium
(10 % FKS, 15 % DMSO) portioniert. Die Portionen sind rasch bei — 80 °C fiir 24 h
eingefroren worden, bevor sie bei — 196 °C in fliissigem Stickstoff gelagert wurden.

Zur Anzucht wurden die tiefgefrorenen Zellen im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und
der Uberstand bei 1.200 rpm fiir 3 min abzentrifugiert und verworfen. Das Pellet wurde in

dem jeweiligen Medium aufgenommen und in Gewebekulturflaschen bei 37 °C kultiviert.

2.2 Verwendete Viren

Ad5-WT: Es ist das Wildtyp-Virus des Adenovirus Typ 5 der Gruppe C.

d1520: Die Adenovirus-Typ5-Mutante d1520 wurde erstmals im Jahre 1984 von Haley
et al. konstruiert, die 11 bp zwischen 1107 bis 1117 bp vom 5’-Ende des
Genoms deletierten und somit die Spleisequenz fiir das 13S Protein von E1A
entfernten’.

Ad312: Es ist ein Typ 5 Adenovirus und ihm fehlt die E1A-Region'”’.

Ad-Elminus: Esist ein Typ 5 Adenovirus, dem die komplette E1-Region fehlt.

Ad-GFP: Es ist ein Typ 5 Adenovirus, dessen E1- und E3-Regionen deletiert wurden. Es
enthédlt das Griin-Fluoreszierende-Protein Gen (GFP) als Transgen unter

Kontrolle des CMV-Promoters.
2.3  Verwendete Zytostatika
Die Zytostatika Daunorubicin, Docetaxel, Irinotecan und Trichostatin A wurden fiir

diese Versuche verwendet. Genauere Informationen tiber ihre Eigenschaften befinden sich in

der Einleitung 1.6 und iiber ihre Herkunft unter dem Abschnitt Materialien 8.2 .
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2.4 Polymerasekettenreaktion

2.4  Polymerasekettenreaktion

Die 1985 von Kary Mullis entwickelte Polymerasekettenreaktion (PCR = Polymerase
Chain Reaction) ermdglicht eine schnelle in vitro Amplifikation von DNA-Sequenzen'®*. Der
DNA-Doppelstrang wird durch Erhéhen der Temperatur auf 90 °C denaturiert. Nach raschem
Abkiihlen auf etwa 50 °C werden zwei aus 15 bis 25 Basen bestehende Oligonukleotide, auch
Primer genannt, zugesetzt, die der Sequenz an den 5’-Enden der beiden Einzelstringe
komplementér sind. Durch Zusatz einer DNA-Polymerase, die in 5°—3” Richtung katalysiert,
werden die beiden Einzelstringe zum jeweiligen Doppelstrang komplementiert, so dass nun
2 Doppelstrange vorhanden sind. Die Menge verdoppelt sich mit jedem Zyklus, so dass
30 Zyklen in einer 2°®-fachen (270 Millionenfachen) Amplifikation resultieren. Dem
PCR-Ansatz wurden die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Bestandteile zu einem
Gesamtansatz von 50 ul zugefiigt (Abb. 6).

Jeder Schritt eines Zyklus benétigt eine minimale Zeitdauer, wobei zu lange Dauer
schidlich fiir die Polymerase sein kann. Die flir die Strangseparation kritische Denaturierung
wurde auf 95 °C fiir 1 min eingestellt. Der folgende Annealing-Schritt wurde auf 45 °C fiir
1 min festgelegt, wobei die verwendeten Primer niedrige GC-Basenmengen enthielten, die
zum vollstindigen Anlegen der Primer Temperaturen unterhalb 55 °C benoétigten. Der
folgende 1 min dauernde, auf 72 °C warme Synthese-Schritt ermoglichte eine der optimalen
Tag-Temperatur (~75 °C) naheliegende Grad Celsius-Einstellung ohne Abfallen der Primer-.
Nach Beendigung der durchgefiihrten 30 Zyklen am Robo Cycler Gradient 40 von Stratagene
ist ein letztes Mal fiir 5 min bei 72 °C elongiert worden, bevor die Proben bei 6 °C bis zur

Analyse aufbewahrt wurden.

100 ng DNA-Template

0,5 uM 5'-3' Vorwartsprimer

0,5 uM 3'-5' Ruckwartsprimer

5 10x PCR-Puffer

10 uM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
6 ul Glyzerin

3 Kresolrot

3 MgCl2

2 U Taqg-Polymerase
ul H20

50 ul

Abb. 6 Ansatz einer Polymerasekettenreaktion.
Genauere Informationen siche Text.
dNTP: Deoxyribonukleotidtriphosphat,
MgCla: Magnesiumchlorid. H2O: Wasser.
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2.5 Agarosegel-Elektrophorese

2.5

Agarosegel-Elektrophorese

Zur analytischen oder preparativen Separierung von DNA in ihre Fragmente werden

Agarosegel-Elektrophoresen durchgefiihrt, wobei Fragmente zwischen 0,5 und 25 Kilobasen

aufgetrennt werden koénnen.

1)

2)

3)

Zur Herstellung eines 1 % Agarosegeles wurden 60 ml Elektrophorese-Puffer mit
1 %-Agarose aufgekocht, bis die Agarose geschmolzen war. Fiir die Reinigung von
DNA-Sonden wurde Tris-Azetat-Puffer verwendet, ansonsten Tris-Borat-Puffer, der
tiber eine groBere Pufferungskapazitit verfiigt. Die Agarosekonzentrationen kdnnen
variiert werden, wobei eine Konzentration von 1 % DNA Fragmente zwischen 0,5 und
10 kb am effektivsten separiert. Die Agaroselosung wurde in die den Geltrager
enthaltene GieBform gefiillt, 0,5 mg/ml Ethidiumbromid (EtBr) hinzugefiigt und ein
Gelkamm zur Formung der Geltaschen platziert. EtBr interkaliert zwischen den
Nukleinsdurebasen und fluoresziert rot-orange bei Anregung mit UV-Licht (260 -
360 nm). Damit konnen kleine DNA-Mengen unter 5 ng nachgewiesen werden®".

Der Geltrager wurde in der Elektrophoresekammer Hoefer™ HE 33 von Amersham
positioniert und das Gel bedeckend mit Elektrophoresepuffer gefiillt. Die zu
untersuchenden DNA-Proben wurden mit 6x-Ladepuffer vermischt und ebenso wie
eine  DNA Molekulargewichtsleiter in die Geltaschen aufgetragen. Die
Gelelektrophorese wurde auf eine Spannung von 70-80 V eingestellt, wobei zwischen
1 bis 10 V pro Gel-cm berechnet werden sollten. Die an den Enden des Gels bzw. der
Kammer angelegte Spannung erzeugt ein elektrisches Feld. Die dem Feld ausgesetzten
DNA-Molekiille wandern aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphate am
DNA-Riickgrat zur positiven Anode. Die Grole der DNA bestimmt die Passagerate
im Gel und erlaubt damit die Auftrennung von verschieden groBen DNA-Fragmenten.
Die DNA-Passagerate ist der angelegten Spannung proportional, jedoch wandern
grole DNA-Molekiile mit steigender Spannung schneller als kleinere. Die Laufweite
der DNA-Molekiile im Gel kann mittels dem Ladepuffer beigefiigten Farbstoff
Bromphenol dargestellt werden, der mit DNA-Molekiilen der GréBe 0,5 kb wandert.
Die Agarosegele wurden unter UV-Licht am Gerdt von LTF Labortechnik
photographiert, wobei das UV-Licht die mit EtBr markierte DNA zum Fluoreszieren

anregt.
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2.6 Fillung der DNA

2.6  Fillung der DNA

Zur Reinigung und Konzentrierung von DNA kann diese aus ihrer Losung gefillt
werden. Hierzu wird die DNA mit 100 %-Ethanol prézipitiert. Wenn in der DNA-Ldsung
hohe Kationen-Konzentrationen (0,1 - 0,5 M) vorliegen, induziert Ethanol eine strukturelle
Umwandlung in Nukleinsduremolekiile, welche aggregieren und aus der Losung prézipitieren.
Bei niedrigeren Kationen-Konzentrationen muss die Losung auf niedrige Temperaturen
gekiihlt werden. Neben 100 %-Ethanol koénnen auch Ammoniumazetat, das die Losung
gleichzeitig ansduert, oder Natriumchlorid die DNA fillen.

1) Pro 200 pl DNA-Losung wurden 800 pl eiskaltes 100 %-Ethanol, 50 pl 3 M
Ammoniumazetat, pH 5,2, und 3 pl Glykogen, dass der DNA am Boden des Geféles
mehr Haftung gewihren soll, in einem 1,5 ml-Eppendorffgefd3 vermischt und bei 4 °C
fiir mindestens 15 min bei 14.000 rpm zentrifugiert.

2) Der Uberstand wurde mit einer 200 ml-Pipette abgenommen und verworfen. Das
Pellet wurde mit 1 ml raumtemperiertem, 70 %-Ethanol gewaschen, um restliche
Salze zu entfernen. Das Eppendorffgefdl ist einige Male invertiert/geschwenkt
worden, bevor es fiir 5 min bei Raumtemperatur und 14.000 rpm zentrifugiert wurde.

3) Der Uberstand wurde verworfen, wobei vorsichtig abpipettiert werden musste, da das
Pellet nach Entfernen der Salze nicht mehr gut an der GefdBwand haftete.

4) Das Pellet wurde getrocknet und die DNA in der entsprechenden Menge TE-Puffer

gelost, in dem es bei — 20 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert werden konnte.

2.7  Verdau von dI520 mit Restriktionsenzymen

Das Genom des Typ 5 Adenovirus der Gruppe C unterteilt sich in frithe und spéte
Gene. Das friihe E1A-Gen ist das erste exprimierte adenovirale Gen, das sich aus drei hoch
konservierte Regionen CR1 bis 3 (highly conserved regions) zusammensetzt, und exprimiert
unter anderen die Translationsprodukte 12S und 13S, die 243 und 289 Aminosduren
entsprechen. Die 13S mRNA enthdlt im Gegensatz zur 12S mRNA die 145 bp-grofle
CR3-Region. Die Adenovirus-TypS-Mutante d1520 kann aufgrund einer Deletion die 13S
mRNA nicht exprimieren. Es besitzt eine 11 bp-grole Deletion, die zwischen 1107 bp und
1117 bp vom 5’-Endes entfernt lokalisiert ist. In dieser Sequenz ist die SpleiBregion fiir die

13S mRNA lokalisiert.
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2.8 Gelelution

El1A-code Acc 1 E1A-anti
602 - 620 bp 1108 bp 1623 - 1644 bp
o 4(f0 6})0 8|00 10|00 12|00 14|00 16|00 bp 5.
| cr1 | |cr2]| cr3 | |cr3|
680-799  920-976 977-1112 1229-1239
560 1112 1229 1543 bp
138 [ ]
- 449 - -210 -
976
128 L — 1
-356 -
1107|1117 bp
d1520-Deletion H

Abb. 7 Ausbreitung der E1A-Proteine 12S und 13S, die sich aus drei conserved regions
CR1-3 zusammensetzen, und Darstellung der Deletion von d1520. Bindungssequenz der
Primer El1A-code und ElA-anti im adenoviralen Genom, sowie die Schnittstelle der
Restriktionsendonuklease Accl . Weitere Informationen siehe Text.

bp: base pair(s), CR: conserved region.

Zum Nachweis von dI520 wurde dieses mit Ad5-WT verglichen. Die untersuchte
Sequenz wurde mittels der Primer El-anti und El-code auf die E1A-Genregion
eingeschrinkt. Die beiden Proben wurden amplifiziert und mittels einer
Restriktionsendonuklease verdaut, welche die DNA zwischen 5’3’ 1107 bp und 1117 bp
schneidet, so dass Ad5-WT in 2 Sequenzen und dI520 nicht verdaut werden wiirde.

Der Primer El-code ist komplementir zu den Basenpaaren 5°—3’ 602 bp bis 619 bp
und El-anti zu den Basenpaaren 5’3’ 1625 bp bis 1644 bp. Somit ergab sich eine DNA-
Sequenzlidnge von 1006 bp — der Differenz 1625 bp minus 619 bp entsprechend — fiir
Ad5-WT als PCR-Produkt und von 996 bp fiir d1520 wegen der 11 bp-Deletion.

Ad5-WT: 1625 bp — 619 bp = El-anti — El-code = 1006 bp
di520: 1006 bp— 11 bp Ad5-WT — Deletion in d1520 = 995 bp

1) Mit den oben aufgefiihrten Primern wurde eine Polymerase-Kettenreaktion von
Ad5-WT und 5 von dI520 durchgefiihrt. Zur Kontrolle, ob die PCRs funktioniert
hatten, wurden 5 pl jedes PCR-Produktes mit 1 pl 6x-Ladepuffer und eine
1 kb-Leiter auf ein 1 %-TBE-Agarosegel aufgetragen, elektrophoretisch
aufgetrennt und unter UV-Licht kontrolliert.

2) Um die gesamte DNA der PCR-Produkte fiir den Verdau verwenden zu konnen,
wurde die DNA gefillt. Die DNA-Pellets wurden in 17 ul RNAse-freiem-H;0
gelost.

3) Fiir die Restriktion wurde die Restriktionsendonuklease Accl verwendet, welche
das adenovirale Genom 1108 bp entfernt vom 5’-Ende schneidet. Somit ergaben

sich nach dem Verdau 2 Produkte fiir WT und nur eines fiir dI520, weil die
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2.8 Gelelution

Region, in der Accl schneidet, nicht vorhanden war. Der Verdauansatz setzte sich
aus 17 pl DNA-Féllungsprodukt, 2 ul 10x-Puffer A und 1 U Accl (1 pl) zusammen
und wurde iiber Nacht (fiir mindestens 3 h) bei 37 °C inkubiert.

4) Den 20 pl Verdauprodukten von dI520 und AdS-WT wurden jeweils 4 pl
6x-Loading-Buffer zugegeben und beide Ansitze mit einer 1 kb PE®-Gold-DNA-
Leiter von Fermentas auf ein 1 %-TBE-Gel + 2,5 pl EtBr aufgetragen. Die
Gelelektrophorese lief bei 90 V fiir 90-120 min Das Ergebnis war unter UV-Licht

abzulesen.

2.8 Gelelution

Die zu eluierende Bande wurde unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten
und in ein 1,5 ml-Eppendorffgefal3 tiberfiihrt, dessen Leergewicht von 1,0 g vorher bestimmt
worden ist. Das Gelfragment wurde im Eppendorffgefial gewogen und sein Gewicht durch
Subtraktion des Leergewichts bestimmt. 3 Volumina des QG-Puffer aus dem QIAquick Gel
Extraction Kit wurden zu einem Volumen des Gels pipettiert, dabei entsprichen 100 mg Gel
100 pl Puffer. Der Ansatz wurde bei 50 °C fiir 10 min inkubiert, wobei der Ansatz alle 2 bis
3 min wéhrend der Inkubation geschiittelt wurde. Nach Auflosen des Gelfragments sollte die
Suspension einen gelben Farbton angenommen haben. Ein Gelvolumen Isopropanol wurde
dem Ansatz hinzugefiigt und dieser vermischt. Eine QIAquick Zentrifugensdule wurde in ein
2 ml SammelgefdB platziert, die Losung auf die Sédule pipettiert und der Ansatz bei
14.000 rpm und Raumtemperatur fiir 1 min zentrifugiert. Das maximal auf die Sdule passende
Volumen betrug 800 pul, so dass bei einem groBBeren Suspensionsansatz mehrmals zentrifugiert
werden musste. Der Durchlauf wurde verworfen, 500 pl QG Puffer auf die Sdule gegeben, um
die Sonde vollstindig von der Agarose zu reinigen, und der Ansatz bei 14.000 rpm und
Raumtemperatur fiir 1 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchlaufs wurden 750 pl
PE-Puffer auf die Sdule pipettiert, um die Sonde zu waschen, und der Ansatz bei 14.000 rpm
und Raumtemperatur fiir 1 min zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und der Ansatz
ein weiteres Mal zentrifugiert. Die Sdule wurde in ein neues 1,5 ml-Eppendorffgefa3 gestellt
und 50 pl EB Puffer auf die Sdule gegeben, um die Sonde zu eluieren. Der Ansatz wurde nach
einer 1 min Inkubationszeit bei 14.000 rpm und Raumtemperatur fiir 1 min zentrifugiert. Die

gewonnene DNA bzw. RNA konnte nun weiterverarbeitet werden.
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2.9 Sonden-Herstellung

2.9  Sonden-Herstellung

Fiir die E1A-Sonde wurden 2 Polymerasekettenreaktionen von Ad5-WT als Template
mit den Primern AdE2F-forward (= E1Acode-601neu) und AdE1ArevB-reverse (= E1Aanti-
1620neu) durchgefiihrt. AdE2F-forward ist komplementidr zur Basensequenz 5°-ATG GCC
GCC AGT CTT TTG-3’, welche zwischen 602 bp und 619 bp vom 5’-Ende des adenoviralen
Genoms entfernt liegt. AJE1ArevB-reverse bindet an die Basensequenz 5°-GAT AAT GTT
AAC TTG CAT GGC-3’, welche zwischen 5°-1623 bp und 5°-1644 bp lokalisiert ist. Hieraus
ergab sich eine Sonde der GroBe 1042 bp (1644 bp —602 bp = 1042 bp). Die Annealing-
Temperatur der Primer lag bei 50 °C.

Die PCR-Produkte wurden mit einer 100 bp PE®-Gold-DNA-Leiter auf ein 1 %-TAE-
Agarosegel aufgetragen und bei 50 V fiir 80 min elektrophoretisch aufgetrennt. Unter
UV-Licht wurde zur Kontrolle ein Bild des Agarosegels angefertigt, bevor die spezifische
Bande aus dem Gel geschnitten und in 50 ul TE-Puffer geleluiert wurde.

Die Sondenkonzentration wurde in einer Verdiinnung von 1:50 am Heraeus-Photometer bei
einer Absorption von 260 nm bestimmt.

Zur Herstellung der E3-Sonde wurden die Primer E3-30484 und E3anti-30780-reverse
verwendet. E3-30484 ist zur Sequenz 5’-GAA TTA TTA CAG AGC AGC GCC C-3’
komplementir, welche im adenoviralen Genom zwischen den Basenpaaren 5°-30484 bp und
5°-30504 bp lokalisiert ist. E3anti-30780-reverse ist komplementér zur Sequenz 5’-TCT TAA
TAA GGG TGC AGA GAT C-3°, deren Position sich zwischen 5’- 30780 bp und
5’-30801 bp befindet. Hieraus ergab sich eine FragmentgroBe der E3-Sonde von 317 bp
(30801 bp — 30484 bp =317 bp).

Die PCR zur Herstellung der E2/ate-Sonde wurden mit den Primern E2A-f und E2A-b
angefertigt. Der Primer E2A-f besitzt die Sequenz 5°-GTC GGA GAT CAG ATC CGC GT-
3°, deren komplementire Bindungssequenz zwischen 5’- 22734 bp und 5°- 22753 bp
positioniert ist. Der Primer E2A-b mit der Sequenz 5’-AAG CGA AGA CGA CGA GGA
CC-3’ bindet an die Position 5’- 24216 bp bis 5°-24235 bp. Die Fragmentgrofle der
E2late-Sonde betrug 1501 bp (24235 bp — 22734 bp = 1501 bp).

2.10 Virale Infektion (in vitro)

Eine 10 cm-Petrischale wurde mit 1x10° Zellen ausplattiert. Nach 24 h wurde das
Medium abgesaugt und der Zellrasen mit 1 ml OptiMEN benetzt. Die erforderliche moi des
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2.11 Untersuchung der Infizierbarkeit der Zellen durch GFP

Virus wurde hinzupipettiert, wobei die Stock-Lésung mit OptiMEN verdiinnt wurde. Somit

ergab sich beispielhaft die Berechung:

5x10" pfu/ml d1520  _ 5x10" pfu/ul d1520 25 pfu/ul d1520
2x10° Zellen/Schale 2x10° Zellen/Schale Zelle
Infektion mit 10 pfu: 1:25 Verdiinnung  — 10 ul di520

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, fiir 1 h inkubiert, wobei sie alle 10 min geschwenkt
wurden, um das Benetzen des ganzen Rasens zu gewihrleisten. Nach 1 h Inkubation wurde
das Virus-OptiMEN-Gemisch abgesaugt und durch 10 ml Medium ersetzt. Zur Isolation von
DNA oder RNA sind die Zellen fiir 2 - 3 d im Brutschrank kultiviert worden, bevor die
Nukleinsdure isoliert wurde.

In 6-Napf-Schalen wurden 1x10° Zellen in jeweils 2 ml Medium und respektive 200 ul
OptiMEN verwendet. Bei 12-Napf-Schalen wurden 5x10* Zellen in 1 ml Medium ausplattiert
und zur Infektion 100 pl OptiMEN eingesetzt.

2.11 Untersuchung der Infizierbarkeit von Zellen durch GFP mittels FACS-Analyse
und Photographie

1) Von den Zelllinien U87, U373, T98-G, 257RDB und HelLa wurde jeweils eine
6-Schalen-Platte a 2x10° Zellen pro Schale ausplattiert. Nach 24 h wurden die Zellen
mit Ad-GFP infiziert. Je eine Kavitdt wurde mit 5, 10, 50 und 100 pfu Ad-GFP
infiziert, wobei 2 Nipfe als Kontrollen dienten. Nach Infektion wurden die Zellen bei
37 °Cund 5 % CO; kultiviert.

2) 48 h spiter wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135 von
Zeiss photographiert, bevor Zellen und Uberstand isoliert wurden.

3) Die Zellen wurden vom Napfboden abgeschabt und die Suspension in ein 3 mm-
Rohrchen gegeben. Nach 5 min Zentrifugation bei 4 °C und 1.300 rpm wurde der
Uberstand verworfen, das Zellpellet mit 3 ml PBS gewaschen und wiederum
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 300 pl
4 %-Paraformaldehyd-Losung resuspendiert. Die Fluoreszenz-Strahlung der einzelnen
Zellen wurde am FACSvantage von Becton Dickinson gemessen, indem die Zellen in
eine Reihe geordnet wurden und ein Photometer passierten, das die Fluoreszenz von

GFP registrierte.
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2.12 Wachstumskurve der Zelllinien U87 und U373 mit und ohne Bestrahlung

2.12

1)

2)

3)

2.13

Wachstumskurve der Zelllinien U87 und U373 mit und ohne Bestrahlung

Von den Zelllinien U373 und U87 wurden vier 6-Schalen-Platten a 5x10* Zellen pro
Schale ausplattiert. Nach 24 h wurden je zwei 6-Schalen-Platten mit 4 Gy bestrahlt. Je
2 Platten blieben unbestrahlt und dienten als Kontrollen. 72 h nach Ausplattieren
wurde die schon bestrahlten 6-Schalen-Platten ein zweites Mal mit 4 Gy bestrahlt, so
dass sich eine Gesamtstrahlendosis von 8 Gy ergab.

Die Zellzahl aus jeweils 2 Nipfen jeder Platte wurde 72 h, 120 h und 168 h nach
Ausplattieren bestimmt. Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen zuerst
mikroskopisch betrachtet, um festzustellen, ob sich viele Zellen abgelost hatten. Das
Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit jeweils 2 ml PBS gespiilt. Nach
Absaugen des PBS wurden 500 pl Trypsin auf jedes Well gegeben und fiir 2 min bei
37 °C und 5 % CO:2 inkubiert. Nach Ablosen vom Schalenboden wurde pro Schale
1 ml D-MEM hinzugefiigt, die Zellen gut resuspendiert und jede Suspension in ein
1,5 ml-Eppendorffgefd3 iiberfiihrt. 20 pl der Zellsuspension wurden 1:1 mit 20 pl
Trypanblau vermischt und in einem 1,5 ml-Eppendorffgefal fiir 2 - 3 min inkubiert.
10 ul wurden auf die Zahlkammer aufgetragen und 4 Zahlfelder ausgezéhlt.

Die Zellzahl lie3 sich aus dem Mittelwert der Ziahlkammerwerte, dividiert durch 2
(aufgrund der 1:2 Verdiinnung mit Trypanblau), multipliziert mit 1,5 (wegen des
Zellsuspensions-Gesamtvolumens von 1,5 ml) errechnen. Da je 2 Kavititen ausgezéhlt

wurden, sind Mittelwerte erstellt worden, die graphisch dargestellt wurden.

Untersuchung der Expression von YB-1 in Glioblastom-Zelllinien mittels

Fluoreszenz-Mikroskopie

Fluoreszenz ist die Lichtemission, die durch Absorption von Photonen entsteht und

sofort nach Entfernen der anregenden Lichtquelle stoppt. Bei Verwendung mehrerer Filter im

optischen System eines Fluoreszenz-Mikroskops konnen mehrere fluoreszierende Stoffe

dargestellt werden.

)]

Fir die Gewebekulturuntersuchungen wurden die Zelllinien U373 und U87 auf
Objekttragern ausplattiert. Hierzu wurde ein steriler Objekttrager mit einer sterilen
Pinzette in die Mitte einer 10 cm-Petrischale gelegt. Dann wurden pro Zelllinie 5x10°
Zellen ausplattiert, indem die Zellen in 10 ml Medium auf die Petrischale getriaufelt

wurden. Nach 48 h wurden die Zellen auf den Objekttragern fixiert.
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2.13 Untersuchung der Expression von YB-1 in Glioblastom-Zelllinien

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

9)

Zur Fixierung wurde eine — 20 °C kalte 1:1 Azeton-Methanol-Lésung hergestellt. Die
Objekttrager wurden mit einer sterilen Pinzette in einem Kiivetten-Stinder platziert,
tiberdeckt mit Azeton-Methanol-Ldsung und fiir 15 min bei — 20 °C gelagert.

Zur Entfernung der Fixierungslosung sind die Objekttrager dreimal fiir 5 min in PBS
gewaschen worden, bevor sie an der Luft getrocknet wurden.

Um die endogene Peroxidase zu blockieren, wurden die Zellen fiir 5 min in 3 % H,O,
inkubiert

Die Objekttrager wurden in die Feuchtkammer platziert und fiir 18 h bei 5 °C mit
Antikorper-Dilutionslosung von DakoCytomation und 1:250 verdiinnten polyklonalen
Hasen-Anti-YB-1-Antikorper inkubiert. Da die Oberflichenspannung bei diesen
Versuchen sehr hoch war, wurden die Objekttriger fiir die Inkubationszeit mit
Parafilm bedeckt.

Um die ungebundenen Primérantikdrper zu entfernen, sind die Objekttrager einmal
mit PBS abgespiilt worden, bevor sie fiinfmal fiir 10 min in einem PBS-Bad
gewaschen wurden.

Nach Waschen wurden die Objekttriger fiir 15 min bei Raumtemperatur mit dem in
Phosphat-Puffer 1:200 verdiinnten Anti-Hasen-IgG-Fluoreszin F(ab’), Fragment
inkubiert.

Die Objekttrager waren fiir 15 min bei Raumtemperatur mit einem Streptavidin-
Peroxidase-Komplex inkubiert worden, bevor sie mit Tris-Puffer abgespiilt und
dreimal fiir 15 min in Tris-Puffer gebadet wurden.

Zur Anfarbung der Antikorper waren die Objekttrager fiir 15 min bei Raumtemperatur
mit NovaRed® von Vector Laboratories angefirbt worden, bevor sie mit ddH,O
abgespiilt wurden.

Zur Darstellung der Zellstrukturen wurden die Objekttriger fiir 15 sec in Mayers
Haematoxyllin getrdnkt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und

nachfolgend mit Eukitt eingebettet (sieche 2.31).

10) Die Intensitit der YB-1 Expression wurde mittels des Lucia-G/F Digital-

Bilddarstellungssystem von Nikon gemessen. Von jedem Objekttriger wurden die
Mittlere GroBe, der Mittlere Grauwert, die Mittlere Séttigung und die Integrale Dichte
bestimmt. Als Endergebnis wurde der Mittelwert der gemessenen Werte bestimmt.
Des Weiteren wurde die Lokalisation von YB-1 auch subjektiv bewertet und die
Immunreaktion nach eine Skala von 0 - 3 eingeteilt (0 = keine Reaktion, 1 = schwache

Reaktion, 2 = moderate Intensitit, 3 = starke Reaktion). Diese wurde unabhédngig von
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2.14 Sulforhodamin-Test zur Bestimmung von ICso-Werten

2.14

2 Histologen bewertet. Im Falle von Differenzen wurde die Auswertung mit einem

Mikroskop mit 2 Objektiven wiederholt.

Sulforhodamin-Test zur Bestimmung von ICs-Werten nach Zytostatika bzw.

Trichostatin A Inkubation

ICso-Werte entsprechen dem Uberleben von 50 % der Zellen bei einer bestimmten

Konzentration an Zytostatika, wobei die ICso-Werte von den Zelllinien U87, U373 und

257RDB mit Zytostatika fiir die weiteren Versuche bestimmt wurden.

1))

2)

3)

4)

In einem Vorversuch musste herausgefunden werden, welche Zellzahl die validesten
Werte bot, wobei die Vorversuche mit Daunorubicin angefertigt wurden. In einer
96-Schalen-Platte wurden fiir die Zelllinien U87 und U373 jeweils 24 Schalen mit
500, 1000, 2000 und 4000 Zellen pro Schale in 200 pl Medium mittels einer
Multipipette ausplattiert. Hierbei wurden die Zellen 6 d nach Ausplattieren mit
Sulforhodamin B angefdrbt, wie in den weiteren Punkten beschrieben, und am
Photometer gemessen. Fiir die weiteren Versuche wurde eine Zellzahl von
2000 Zellen pro Napf der 96-Napf-Platte verwendet.

Von den Zelllinien U87, U373 und 257RDB wurden jeweils 96-Schalen-Platten a
2000 Zellen in einem Volumen von 100 pl Medium pro Schale ausplattiert.

Nach 24 h wurde die jeweilige Zytostatikakonzentration in einem Volumen von 100 pl
hinzugefiigt, wobei darauf zu achten war, dass die Zytostatikakonzentrationen auf
200 pl berechnet worden sind, da die Zellen in 100 ul Medium ausplattiert worden
waren. Die insgesamt bendtigte Menge jeder Konzentrationsstufe wurde jeweils
vorbereitet und dann mit der Multipipette in die Népfe pipettiert, um eine
gleichmiaBigere Mengenverteilung als mit einer einfachen Pipette zu gewéhrleisten.
Die Daunorubicin Stocklosung von Sigma hatte eine Konzentration von 1 mg/ml und
war in ddH,O gelost. Die Daunorubicin-Konzentrationen von 0 ng/ml, 10 ng/ml,
50 ng/ml, 100 ng/ml, 500 ng/ml und 1 pg/ml wurden auf den Zelllinien U87 und U373
ausgewertet, wobei fiir jede Konzentration 8 Schalen einer 96-Schalen-Platte zur
Verfligung standen. Die Daunorubicin-Versuche wurden fiir eine Inkubationszeit von
48 h zweimal durchgefiihrt. Es ist zu vermerken, dass die Zelllinie 257RDB in vitro
alle 4 Wochen mit 100 ng/ml Daunorubicin inkubiert wurden, um den MDR-Phénotyp

zu erhalten.

29



2.14 Sulforhodamin-Test zur Bestimmung von ICso-Werten

5) Fiir die Zytostatika-Einzelwerte von Docetaxel, Irinotecan und Trichostatin A wurden
die Zelllinien U887, U373 und 257RDB verwendet und die Versuche mit
Inkubationszeiten von 48 h und 72 h jeweils zweimal analysiert (Abb. 8). Die
Docetaxel Stocklosung hatte eine Konzentration von 5 mg/ml ddH20, was einer
molaren Masse von 6,2 mM entsprach. Die Docetaxel-Konzentrationen von 0 nM/ml,
0,001 nM/ml, 0,01 nM/ml, 0,1 nM/ml,1 nM/ml,10 nM/ml und 100 nM/ml wurden auf
allen Zelllinien ausgewertet, wobei fiir jede Konzentration 8 Schalen einer
96-Schalen-Platte zur Verfligung standen.

6) Die Irinotecan Stocklosung hatte eine Konzentration von 20 mg/ml ddH20, einer
molaren Masse von 57 mM entsprechend, wobei die Irinotecan-Konzentrationen von
0 uM/ml, 0,001 uM/ml, 0,01 pM/ml, 0,1 uM/ml, 1 pM/ml und 10 uM/ml untersucht
wurden.

7) Die Trichostatin A Stocklosung besall eine molare Masse von 10 mM, wobei 1 mg
Trichostatin A in 330 pl DMSO gelost wurde. Entsprechend den anderen Zytostatika
wurden die Trichostatin A-Konzentrationen von 0 pM/ml, 0,001 pM/ml, 0,01 pM/ml,
0,1 uM/ml, 1 uM/ml und 10 uM/ml untersucht.

8) Nach Zugabe der Zytostatika wurden die Platten bei 37 °C und 5 % CO2 fiir 24 h
inkubiert, bevor das Zytostatika-haltige Medium durch 200 pl frisches Medium ersetzt
worden ist.

9) Insgesamt 48 h und 72 h nach Inkubationsende wurde das Medium von den Platten
abgeschiittet und 200 pl eiskalte 10 %-TCA-Losung (Trichloressigsdure) in jede
Schale pipettiert, um die Zellen am Schalenboden zu fixieren.

10) Nach 1 - 2 h Inkubation bei 4 °C wurde jeder Napf fiinfmal mit ddH20 gespiilt, bevor
in jede Kavitdt 100 pl 0,4 %-Sulforhodamin B Losung pipettiert wurden, um die
Zellen anzufarben.

I11)Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde jede Schale fiinfmal mit
1 %-Essigsdure gespiilt, um die iiberschiissige Sulforhodamin B Losung abzuwaschen,
und tiber Nacht getrocknet.

12) Zum Losen des Sulforhodamin B wurden in jede Schale 300 pl 20 mM Tris-Puffer,
pH 10, gegeben und fiir 1 - 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Konzentration
jedes Ansatzes wurde am Victor® 1420 Multilabel Counter von Wallac bei einer
Absorption von 540 nm gemessen.

13) Die Messergebnisse der verschiedenen Versuche wurden gemittelt und in einen

Graphen {ibertragen.
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2.15 Vorbehandlung der Zelllinien und Infektion mit Virus zur spiteren DNA-Isolation

14) Aus den ICso-Ergebnissen der Zytostatika-Einzelwerte von Docetaxel, Irinotecan und

Trichostatin A wurden jeweils Zweierkombinationen erstellt und auf den Zelllinien

U87, U373 und 257RDB untersucht (Abb. 8). Pro Kombination und Zelllinie wurden

4 Kavititen einer 96-Schalen-Platte verwendet. Der Versuchsaufbau blieb aus den

vorherigen Versuchen bestehen, wobei wiederum sowohl eine 48 h als auch eine 72 h

Inkubationszeit jeweils zweimal untersucht wurde. Die Messergebnisse wurden

gemittelt und graphisch dargestellt.

Dauno. (ng)

Doce. (nM)

Irino. (uM)

Tricho. (uM)

Tr(uM) + Do(uM)|Do(aM) + Ir(uM) [Ir(uM) + Tr(uM)

48 h
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48h/72h
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48 h
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0,1
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1

1

1

1
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10

10

10
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1,0+0,7

1,0+1,0

1,0+3,0

1,0+7,0

1,0+ 10,0

3,0+0,7

3,0+1,0

3,0+3,0

3,0+7,0

3,0+ 10,0

7,0 + 1,0

7,0 +3,0

7,0+7,0

7,0 +10,0

10,0+ 1,0

10,0 +3,0

10,0+ 7,0

10,0 + 10,0

Abb. 8 Zytostatikakonzentrationen der IC50-Werte. Weitere Informationen siehe Text.
Angaben sind in ng/ml bzw. in nM/ml oder uM/ml. Dauno.: Daunorubicin, Doce.: Docetaxel, Irino.: Irinotecan,
Tricho.: Trichostatin A, Tr. + Do.: Trichostatin A + Docetaxel, Do. + Ir.: Docetaxel + Irinotecan, Ir. + Tr.:
Irinotecan + Trichostatin A.

2.15 Vorbehandlung der untersuchten Zelllinien und Infektion mit Virus zur spiiteren

DNA-Isolation

2.15.1 Invitro Zytostatika- bzw. Trichostatin A-Inkubation und Infektion mit d1520

1x10° Zellen der Zelllinien U373, U87 und 257RDB wurden in 10 cm-Schalen

ausplattiert, um sie nach 24 h mit verschiedenen Zytostatikakonzentrationen in M/ml bzw.
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2.15 Vorbehandlung der Zelllinien und Infektion mit Virus zur spiteren DNA-Isolation

g/ml zu inkubieren. Fiir jedes Zytostatikum bzw. jede Zytostatikakonzentration wurde jeweils
eine Petrischale und somit eine Kontrolle ohne Zytostatikum angesetzt. Die Zellen wurden
mit 2 nM/ml Docetaxel bzw. mit 1 oder 2 uM/ml Irinotecan fiir jeweils 24 h bei 37 °C und
5 % CO; inkubiert. Trichostatin A wurde fiir 24 h in den Konzentrationen 0,25 puM/ml,
0,5 uM/ml, 0,75 pM/ml oder 1 puM/ml eingesetzt und fiir 5 h in den Konzentrationen
1 pM/ml, 2,5 pM/ml, 5 pM/ml, 7,5 pM/ml oder 10 puM/ml. Das dritte eingesetzte
Zytostatikum war Daunorubicin, mit dem die Zellen fiir 6 h in den Konzentrationen 50 ng/ml
oder 100 ng/ml inkubiert wurden. Zur Berechnung der adidquaten Konzentration war zu
beachten, dass diese pro Milliliter Medium angegeben wurden. Daraus ergab sich folgende
Beispielberechnung:
10 pl Trichostatin A (C = 10 mM) + 990 ul D-MEM — C = 100 uM
0,5 uM Trichostatin A im Medium: ~ x = 0,5 uM * 10000 pl (Medium in 10 cm-Schale) / 100 uM
x =50 pl/ 10 cm-Schale

Nach Beendigung der Inkubationszeit mit Zytostatika wurden die Zellen mit 5 - 10 pfu
des Adenovirus d1520 infiziert. Sobald nach 2 - 3 d verstérkte Lichtbrechung zu sehen war
und sich einzelne Zellen abgeldst hatten, wurden die Zellen isoliert. Als Kontrolle fiir die
Southern Blot Analyse wurde eine Petrischale mit 1x10° U20S-Osteosarkom-Zellen
ausplattiert, mit 5 pfu Ad5-WT infiziert und nach 48 h isoliert.

Die Zellen wurden vom Petrischalenboden abgeschabt und mit einer 10 ml-Pipette in
ein 15 ml-Falkonr6éhrchen iiberfiihrt. Nach 10 min Zentrifugation bei 4 °C und 3000 rpm
wurde der Uberstand abgesaugt, so dass nur das Zellpellet im Falkonrdhrchen zuriickblieb.

Dieses konnte nun fiur die DNA-Isolation direkt weiterverarbeitet werden.

2.15.2 In vitro Bestrahlung und Infektion mit d1520

1x10° Zellen der Zelllinien U373 und U87 wurden in 10 cm-Schalen ausplattiert, um
sie nach 24 h mit 0, 3 oder 6 Gy am Linearbeschleuniger Megatron MX-2 von Siemens zu
bestrahlen. Die Zellen wurden fiir 6 h bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert, bevor
sie mit 5-10 pfu dI520 infiziert wurden. Nach 1 h Inkubation mit dem Virus wurde der
Uberstand abgesaugt und die Zellen im Brutschrank kultiviert. Bei beginnender verstirkter
Lichtbrechung nach 2 - 3 d wurden die Zellen photographiert und das Zellpellet isoliert, so

dass es fur Isolation der DNA weiterbehandelt werden konnte.
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2.16 DNA-Isolation

2.16 DNA-Isolation aus in vitro Zellen

2.16.1 DNA-Extraktion und  Deproteinisierung  mittels = Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol

Die Isolation von DNA aus Zellen setzt sich aus 2 Schritten zusammen. Die DNA wird
freigesetzt durch Verdau der Zellmembranen und der RNA und die folgende Reinigung von
Proteinen. Die gebriuchlichste Methode der Deproteinisierung ist die DNA-Extraktion mittels

122 Bei dieser Methode entsteht eine

Phenol, welches Proteine denaturiert und unldslich macht
untere, organische Phenolphase und eine obere, wissrige DNA-haltige Phase. Dazwischen
liegen die denaturierten Proteine. Chloroform wird auch zur Protein-Denaturierung verwendet
und hat die positive Eigenschaft, dass es, wenn kombiniert mit Phenol, die instabile Grenze
zwischen den Phasen stabilisiert und durch Reduzierung des Volumens der klaren Phase den
DNA-Gewinn erhdht'®'. Zu Phenol und Chloroform wird dem Protein-Denaturierungsansatz
noch Isoamylalkohol hinzugefiigt, welches Schdumen der Losung verhindert und die
Auftrennung der beiden Phasen verbessert' ™.

1) Jedes Zellpellet wurde in 250 pl Digestionspuffer resuspendiert und in ein 1,5 ml-
Eppendorffgefdl} iiberfiihrt. Es wurde 10 pl Proteinase K (200 pug) hinzugegeben. Bei
sehr groBen Pellets wurde das doppelte Volumen verwendet, um den kompletten
DNA-Verdau zu gewihrleisten. Die Ansdtze wurden bei 70 °C fiir 1 h inkubiert und
dabei in regelmiBigen Abstinden geschiittelt.

2) Der Zelldetritus wurde fiir 5 min bei 8.000 rpm abzentrifugiert und die
Digestionslosung in ein neues 1,5 ml-Eppendorffgefal3 iiberfiihrt.

3) Das gleiche Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol wurde unterm Abzug
hinzugefiigt, weil Phenoldimpfe kanzerogene Wirkung besitzen. Der Ansatz wurde
kraftig geschiittelt, so dass eine milchige Losung entstand, die dann fiir 5 min bei 4 °C
und 14.000 rpm zentrifugiert wurde. Die wissrige Phase wurde vorsichtig mit einer
200 pl Pipette abgetragen und in ein neues 2 ml-Eppendorffgefdl3 transferiert.

4) Die DNA aus der wissrigen Phase ist mittels dem vierfachen Volumen eiskalten
100 %-Ethanols, %4 des Volumen 3 M Ammoniumazetat, pH 5,2 und 3 pl Glykogen
gefillt und das Pellet nochmals in raumtemperiertem 70 %-Ethanol gewaschen

worden, bevor es in Tris-Cl Puffer gelost wurde (2.6).
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2.16.2 Verwendung des QIAgen DNeasy Tissue Kits

Die Zellpellets sind von den in Petrischalen kultivierten und mit Virus infizierten
Zellen isoliert worden. Diese wurden in 200 pl PBS, 200 pl Puffer AL und 20 ul Proteinase K
(200 pg) des QIAgen DNAeasy Tissue Kit resuspendiert und bei 70 °C fiir 60 min inkubiert,
dabei in regelmdBigen Abstinden invertiert. Nach Inkubationsende wurden 200 pl
100 %-Ethanol hinzugegeben und mit dem Ansatz gut vermischt. Aufgrund der langen
Kulturzeit waren die Pellets meist sehr zellreich und groB3, so dass der doppelte Ansatz der
Losungsmittel und Enzyme verwendet wurde. Die Losung wurde auf eine QIAgen Séule, die
in einem 2 ml-Eppendorffgefall platziert worden ist, pipettiert und fiir 1 min bei 4 °C und
14.000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluats wurde zum Waschen erst 500 nl
AWI1-Puffer auf die Séule pipettiert, und diese bei 4 °C und 14.000 rpm fiir 1 min
zentrifugiert. Das Eluat wurde ebenfalls verworfen und in einem zweiten Waschschritt 500 pl
AW2-Puffer auf die Sdule gegeben, welche fiir 3 min bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert
wurde. Dann wurde die Sdule in ein 1,5 ml-Eppendorffgefal3 gestellt und 100 pl Puffer AE,
welcher die DNA von der Sdule 16st, auf die Sdule pipettiert. Der Ansatz hatte bei
Raumtemperatur fiir 1 min inkubiert, bevor er fiir 1 min bei Raumtemperatur und 14.000 rpm
zentrifugiert wurde. Das im 1,5 ml-Eppendorffgefa3 befindliche Eluat enthielt die DNA, so
dass die Sdule verworfen werden konnte.

Zur DNA-Konzentrationsbestimmung wurden 2 pl der Losung mit 98 ul ddH,O in
einer 1:50-Verdiinnung vermischt und die Konzentration am Beckman-Photometer bei einer

Absorption von 260 nm gemessen.

2.16.3 DNA-Isolation aus in vivo Gewebe mittels QIAgen DNeasy Tissue Kit

25 mg Tumorgewebe wurden abgewogen, in kleine Stiicke zerkleinert und in ein
1,5 ml-Eppendorffgefdll platziert. Es wurden 180 pl ATL Puffer und 20 pl Proteinase K
hinzugefiigt und der Ansatz fiir 3 h bei 55 °C unter gelegentlichem Schiitteln inkubiert. Der
Ansatz wurde fiir 15 sec geschiittelt, 200 ul AL Puffer hinzugefiigt und fiir 60 min bei 70 °C

inkubiert. Alle weiteren Schritte entsprachen denen fiir in vitro Gewebe unter Punkt 2.16.2.
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2.17 Southern Blot Analyse

Beim von E. M. Southern 1975 entwickelten Southern Blotting werden DNA
Fragmenten aus einem Elektrophorese-Gel auf eine Membran transferiert, wodurch die
Fragmente immobilisiert werden und die Membran eine semipermanente Reproduktion des
Gelbandenmusters trdgt. Darauf folgend konnen spezifische DNA-Banden mittels

komplementérer Sonden in einer Hybridisierungs-Analyse dargestellt werden.

2.17.1 DNA-Verdau mittels Restriktionsendonukleasen

Das in vitro DNA-Isolat nach Infektion der Zellen mit Virus setzt sich aus viraler und
zelluldrer DNA zusammen. Um bestimmte Sequenzen im adenoviralen Genom nachweisen zu
konnen, muss die DNA mittels Restriktionsendonukleasen verdaut werden.

Restriktionsendonukleasen erkennen kurze DNA-Sequenzen und schneiden
doppelstringige DNA innerhalb oder anliegend dieser Sequenzen. Das Enzym Kpnl generiert
3’-iiberhdngende Enden und schneidet die Sequenz 5'G-G-T-A-ClC3’

3°CTC-A-T-G-G5’ .
Im adenoviralen Genom liegen elf Schnittstellen fiir Kpnl vor, so dass 10 Fragmente
entstehen, von denen eines die Grofle von 3646 bp besitzt und die adenovirale E2-Region
umfasst. Diese wird nur nach Replikation eines Virus exprimiert und ist somit ein Indikator
fiir die Replikation von dI520 in den untersuchten Zelllinien. Als Positivkontrolle der
Southern Blot Analyse wurde das 3646 bp Fragment enthaltene E. coli Plasmid pUCIS8
mitverdaut (siche 2.26).

1) Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurden 2 pul der DNA-LSsung 1:50 mit
ddH,O0 verdiinnt und die Konzentration am Beckman-Photometer bei einer Absorption
von 260 nm bestimmt.

2) 2 ng der jeweiligen DNA-Probe wurden mit 2 pl 10x-Kpnl-Restriktionspuffer + BSA,
1 ul Kpnl und RNAse-freiem H,O auf 20 pl aufgefiillt. Das Kélberalbumin (BSA)
diente als Stabilisator der Endonuklease, und der Puffer hielt den fiir das Enzym
optimalen pH-Wert aufrecht. 1 ul Kpnl enthdlt 5 U des Enzyms, wobei 1 U
Endonuklease 1 pg DNA innerhalb von 60 min komplett verdauen. Jedoch kann das
Enzym bei groberer DNA Prédparation mehr Zeit benétigen. Zusétzlich sollte darauf

geachtet werden, dass das Volumen der Restriktionsendonuklease weniger als 1/10
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3)

des Gesamtvolumens ausmacht, weil sonst das im Puffer enthaltene Glyzerol mit der
Restriktion interferieren kann.
Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von

4 ul 6x-Ladepuffer gestoppt.

2.17.2 Gelelektrophorese der DNA-Proben

Die verdauten DNA-Proben zusammen mit der Plasmid-Positivkontrolle und einer

1 kb PE®-Gold-DNA-Leiter von Fermentas wurden auf ein 1 %-TBE-Gel mit EtBr

aufgetragen und bei einer Spannung von 50 V fiir 120 bis 150 min elektrophoretisch

aufgetrennt und unter UV-Licht photographiert, um die aufgetragenen DNA-Mengen und das

Laufverhalten der Proben vergleichen zu kdnnen.

2.17.3 Southern Blotting

1)

2)

3)

Um die Darstellung bestimmter DNA-Sequenzen durch Bindung von komplementiren
Sonden in der Hybridisierungs-Analyse zu ermdglichen, miissen unpaare Basenpaare
vorliegen. Um die doppelstrangige DNA aufzutrennen, wurde das Agarosegel fiir
20 min im 10-fachen Gelvolumen Denaturierungslosung geschwenkt.

Mit destilliertem Wasser wurde das Gel abgespiilt und zweimal fiir 20 min in
Neutralisierungslosung geschwenkt. Dieser Schritt senkt den pH-Wert des Gels auf
unter 9,0. Bei hoherem pH-Wert bindet die transferierte DNA nicht an die
Nitrocellulose-Membran.  Weniger  kritisch  ist die  Neutralisierung  bei
Nylonmembranen, sollte aber trotzdem durchgefiihrt werden.

Mittels eines abwérts-gerichteten Kapillartransfer-Systems von Schleicher & Schuell
wurde die DNA auf die positiv geladen Nylonmembran Nytran von Schleicher &
Schuell transferiert. Diese hat im Gegensatz zum aufwérts-gerichteten Kapillartransfer
den Vorteil, dass das Gel durch das Gewicht der daraufliegenden Filterpapiere nicht
brechen kann. Ein 3 cm-dicker Stapel saugfihiger Papiertiicher, die etwas grofer als
das Gel waren, wurden mit 4 gleich groflen, daraufliegenden Whatman 3MM
Filterpapieren in einer Plastikschale platziert. Darauf folgte ein mit 20x SSC
angefeuchtetes Filterpapier und die ebenfalls angefeuchtete Nylonmembran.
Obendrauf wurde das Agarosegel positioniert, wobei mogliche Blasen mittels Rollen

einer Glaspipette liber das Gel entfernt wurden. 3 weitere Whatman Papiere wurden in
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20x SSC getriankt, auf das Gel gelegt und dabei nochmals die Blasen entfernt. Den
Abschluss bildeten eine ldngeres Filterpapier und eine Plastikplatte, welche die
Verdunstung der Fliissigkeit vermindern sollte. Die Enden des Filterpapiers hingen in
einem die Blotting-Pyramide umgebenden Reservoir mit 20x SSC und bildeten eine
Briicke fiir den Fliissigkeitsnachschub. Das System wurde fiir 2 h belassen.

4) Nach Abbau der Blotting-Pyramide wurde die Nylonmembran auf einem trockenes
Whatman Papier platziert und im UV-Stratalinker 2400 von Stratagene bei einer
Wellenldnge von 254 nm mit UV-Licht bestrahlt. Diese Technik wird auch UV
crosslinking genannt und fiihrt durch eine kovalente Bindung der einzelstrangigen

DNA an die Nylonmembran zu ihrer Fixierung.
2.17.4 Hybridisierungs-Analyse

Diese Methode, welche die Identifizierung spezifischer Sequenzen genomischer DNA
ermoglicht, wurde erstmals 1966 von Denhardt vorgeschlagen und 1975 durch die Blotting-
Entwicklung von Southern komplettiert. Sie setzt sich aus der Prihybridisierung der
Membran, der Herstellung der radioaktiv-markierten Sonde und ihrer Inkubation mit der

Membran sowie dem Waschschritt der Membran zusammen.
2.17.4.1 Prihybridisierung

Zum Prihybridisieren wurde die Nylonmembran in einem Hybridisierungsrohrchen
mit 4 ml Hybridisierungslosung von Clontech platziert und im Hybridiersungsofen bei 68 °C
fiir 3 h inkubiert. Hierdurch wurden unspezifischen DNA-Bindungsstellen blockiert und somit

der Hybridisierungshintergrund reduziert.
2.17.4.2 Radioaktiv-Markierung und Denaturierung der Sonde

Wihrend der Prahybridisierungsphase wurde die zur Detektion der viralen Replikation
verwendete E2/ate-DNA-Sonde radioaktiv markiert. Hierzu wurde die Sonde mit dem
Klenow Fragment verdaut. Das Klenow Fragment mit einem Molekulargewicht von 76.000
besteht aus 70 % des C-terminalen Endes der E. coli DNA Polymerase I und hat damit dessen
5'—3’ Exonuklease-Aktivitdt verloren'”. Seine 3’—5’ Exonuklease-Aktivitit erzeugt

5’-iiberhdngende DNA-Enden, an die seine DNA-Polymerase-Aktivitit Nukleotide
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2.17 Southern Blot Analyse

inkorporiert. Wenn im Verdauansatz **P-markierte dNTPs enthalten sind, werden auch diese

eingebaut und markieren die Sonde somit radioaktiv.

1)

2)

3)

25 ng DNA der E2/ate-Sonde wurden mit ddH20 auf 26 pl aufgefiillt und mit 10 pl
Random Oligonucleotide Primern aus dem Prime-It II Random Primer Labeling Kit in
einem 1,5 ml-Eppendorffgefdl fiir 2 min bei 96 °C inkubiert. Nach kurzer
Zentrifugation des Ansatzes zum Sammeln wurde er mit 10 pl 5x Primer Puffer, 1 pl
Klenow Enzym (5 U/ul) sowie 3 pl dCT**P vermischt und bei 37 °C fiir 40 min
inkubiert.

Eine MicroSpin™ G-25-Sdule von Amersham wurde vorbereitet, indem die Séule
geschiittelt, in ein 1,5 ml-Eppendorffgefdll platziert und bei 2500 rpm fiir 1 min
zentrifugiert wurde. Das FEluat wurde verworfen, die Sdule in ein neues
1,5 ml-Eppendorffgefall gestellt und der 50 pl-Ansatz mit der radioaktiv-markierten
Sonde auf die Séule pipettiert. Die Zentrifugation des Ansatzes iiber die Saule bei
2500 rpm fiir 2 min ermdglichte die Reinigung der Sonde von den ungebundenen
dNTPs, den Primern und dem Enzym.

Die nun radioaktiv-markierte Sonde war noch in doppelstringigem Zustand und
konnte noch nicht an die Nylonmembran binden. Zur Trennung der DNA-Stringe
wurde die DNA denaturiert. Hierzu ist das Fluat fiir 3 min im Wasserbad bei 100 °C
aufgekocht und fiir 5 min auf Eis abgekiihlt worden, bevor sie zu der Membran in das
Hybridisierungsrohrchen hinzugefiigt wurde. Der Ansatz inkubierte iiber Nacht bei

58 °C unter kontinuierlicher Drehung des Rohrchens.

2.17.4.3 Waschschritt und Filmentwicklung

Um ein spezifisches Signal der gesuchten Sequenz zu erhalten, musste der Blot von

den ungebundenen Sonden-Molekiilen und nur partiell gebundenen Molekiilen gereinigt

werden. Dies wurde in verschiedenen Waschschritten vollzogen.

1) Die die radioaktiv-markierte Sonde enthaltene Hybridisierungslosung wurde
entfernt und durch das gleiche Volumen an vorgewéarmter 2x SSC + 0,1 % SDS
Losung ersetzt. Diese inkubierte unter stindiger Drehung fiir 15 min bei 54 °C,
wobei dieser Waschvorgang ein weiteres Mal wiederholt wurde.

2) Die Waschlosung wurde zweimal durch das gleiche Volumen einer 0,2x SSC
+ 0,1 % SDS Losung ersetzt, die jeweils fiir 15 min bei 54 °C inkubierten. Im

ersten Waschvorgang wurde der Blot grober gereinigt als beim zweiten, denn je
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3) niedriger die Salzkonzentration (0,2x SSC) einer Losung, desto stringenter wascht
sie. Es war darauf zu achten, dass der Fliissigabfall radioaktiv kontaminiert war
und den Strahlenschutzbestimmungen entsprechend entsorgt werden musste.

4) Nun wurde der Blot aus der Hybridisierungsrohrchen entfernt, auf einem etwas
grofBeren Whatman Papier platziert und in Klarsichtfolie eingewickelt. Der Blot
wurde nun in eine Filmkassette geklebt und einem Film exponiert. Die Exposition
dauerte je nach Intensitdt der Sondenradioaktivitdt zwischen 1 h und 12 h. Der
Film wurde in einem abgedunkelten Raum aus der Kassette entfernt und im FLA-
2000 Reader von Fuji positioniert, iiber den der Film in den Computer eingescannt

wurde.

2.18 Northern Blot Analyse

2.18.1 Infektion der Zellen mit d1520

Zwei 10 cm-Petrischalen mit jeweils 1x10° Zellen von HeLa und 257RDB wurden
ausplattiert und 24 h spiter mit 20 pfu d1520 bzw. Ad5-WT infiziert. Nach 48 h, wenn die
Zellen begannen verstirkte Lichtbrechung zu zeigen, wurde die RNA isoliert. Der Zellrasen
wurde vom Petrischalenboden abgeschabt und mit einer 10 ml-Pipette in ein
15 ml-Falkonréhrchen tiberfiihrt. Das Zellpellet wurde fiir 10 min bei 4 °C und 3000 rpm

runterzentrifugiert und der Uberstand verworfen.

2.18.2 Isolation von RNA aus in vitro Zellen

Die meisten RNA-Isolationsmethoden lysieren und denaturieren erst die Zellen, um
die komplette Nukleinsdure freizusetzen und zersetzten dann die DNA, um RNA isoliert
vorliegen zu haben.

1) Jedes Zellpellet wurde in 1 ml Trizol von Life Technologies resuspendiert und in ein

2 ml-Eppendorffgefdl iiberfilhrt. Der Ansatz inkubierte fiir 5 min bei

Raumtemperatur. Trizol enthdlt Lysepuffer zur Zersetzung der Zellmembranen und

DNAse, um die DNA zu denaturieren. Zusétzlich ist Phenol zur Denaturierung der

Proteine und Isolation der RNA in der Losung enthalten.

2) Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurde der Ansatz fiir 15 sec geschiittelt und fiir

3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 4 °C und
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12.000 rpm hatte sich das Gemisch in die organische Phenol-Chloroform-Phase und
die wissrige RNA-haltige Phase aufgetrennt.

3) Die klare Phase wurde in ein neues 1,5 ml-Eppendorffgefd3 tiberfiihrt und mit 500 pl
Isopropanol vermischt. Isopropanol kann ebenso wie Ethanol zur Fillung von
Nukleotiden verwendet werden, hat aber den Nachteil, dass es weniger volatil ist und
die RNA deshalb langer zum Trocknen bendtigt. Die Suspension inkubierte fiir 10 min
bei Raumtemperatur und wurde fiir 10 min bei 4 °C und 12.000 rpm zentrifugiert. Die
RNA prézipitierte und bildete ein Gel-artiges Pellet am Boden des Eppendorffgefifies.

4) Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml 70 %-Ethanol gewaschen.
Die Suspension wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur und 7.500 rpm zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in RN Ase-freiem Wasser aufgeldst.

5) Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden 2 pl der RNA-Ldsung 1:50 mit
RNAse-freiem Wasser verdiinnt und die Konzentration am Beckman-Photometer bei

einer Absorption von 260 nm bestimmt.

2.18.3 Northern Blotting

Die Entwicklung des Southern Blotting im Jahre 1975 wurde gefolgt von der
ghnlichen Methode zur Immobilisierung von im Gel aufgetrennten RNA-Fragmenten’. Diese
Methode, scherzhaft als Northern Blotting bezeichnet, ist eine Standardmethode zur
Identifikation und GroBenanalyse von RNA-Transkripten. Der hauptsdchliche Unterschied
zum Southern Blotting besteht im initialen Gel-Auftrennungsschritt. Einzelstrangige RNA
kann Sekundédrstrukturen bilden und muss deshalb unter denaturierenden Bedingungen
elektrophoretisch aufgetrennt werden, um eine gute Auftrennung der Transkripte zu

gewdhrleisten.

2.18.3.1 Elektrophorese der RNA in einem Agarose-Formaldehyd-Gel

Da viele Losungen und Gldser mit RNAse kontaminiert sind, musste darauf geachtet
werden, dass eine Elektrophoresekammer und ein Geltriger verwendet wurden, die
ausschlieBlich fiir RNA-Priparationen benutzt wurden.

1) Zur Erstellung eines 1 %-Agarosegeles wurden 0,65 g Agarose und 61,8 ml

I1x MOPS-Puffer zum schmelzen gebracht, dem Ansatz 3,2 ml 37 %-Formaldehyd

zugegeben und die Losung in den Geltrdger mit Taschenkamm gegossen. Aufgrund
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2)

3)

4)

der Toxizitdt von Formaldehyd sollte dieser Schritt unter dem Abzug vollzogen
werden. Der Geltrager mit dem festen Gel wurde in der Elektrophoresekammer
platziert und mit 1x MOPS-Puffer {iberdeckt.

Wahrenddessen sind jeweils 10 pg RNA auf 20 pl Volumen mit RNAse freiem
Wasser aufgefiillt und mit 4 pul 6x-Ladepuffer von Sigma fiir 10 min bei 67 °C
ebenfalls unterm Abzug inkubiert worden, bevor die Proben fiir 5 min auf Eis
abgekiihlt wurden. Der Ladepuffer enthielt teratogenes Formaldehyd sowie EtBr zur
Darstellung der RNA.

Die Proben wurden mit einer 1 kb PE®-Gold-DNA-Leiter, die ebenfalls erhitzt
worden ist, auf das Gel aufgetragen, welches bei 50 V fiir 3 h elektrophoretisch
aufgetrennt wurde.

Das Gel wurde unter UV-Licht photographiert, um das gleichméBige Laufverhalten

und die aufgetragene Menge zu kontrollieren.

2.18.3.2 Northern Blotting

1)

2)

3)

Mittels eines abwérts-gerichteten Kapillartransfer-Systems von Schleicher & Schuell
wurden die RNA-Transkripte auf die positiv geladenen Nylonmembran Nytran von
Schleicher & Schuell transferiert.

Zur Vorbereitung wurde das Agarosegel mit deionisiertem Wasser abgespiilt und fiir
45 min in 20x SSC getrénkt. Die Blotting-Pyramide wurde wie in Abschnitt 2.17.3
beschrieben aufgebaut und das Gel iiber Nacht geblottet.

Am néchsten Tag wurde die Blotting-Pyramide abgebaut, die Nylonmembran auf
einem Whatman Papier platziert und bei einer Wellenldnge von 254 nm im UV-
Stratalinker 2400 von Stratagene gecrosslinkt. Zur Kontrolle, ob die RNA auf die
Membran geblottet worden ist, wurde das Agarosegel unter UV-Licht betrachtet. Bei
vollstindiger Ubertragung auf die Membran, waren keine Banden mehr zu sehen, weil
das vom UV-Licht angeregte EtBr an die RNA gebunden und nicht im Gel vorhanden

war.
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2.18.3.3 Hybridisierungsanalyse

2.18.3.3.1 Prihybridisierung und Hybridisierung

1) Zum Prihybridisieren wurde die Nylonmembran mit der Hybridisierungslésung in ein
Hybridisierungsrohrchen platziert und unter kontinuierlicher Drehung bei 58 °C
inkubiert.

2) Fiir die Northern Blot Analyse wurden eine E1A- und eine E3-Sonde hergestellt (2.9).
Sie waren iiber das Klenow Fragment mit dCT>*Ps markiert worden, bevor sie durch
Auftkochen denaturiert wurden. Daraufhin waren die Sonden von den nicht-
eingebauten Nukleotiden und Enzymen iiber eine MicroSpin G-25 Séule gereinigt
worden, bevor sie der Hybridisierungslosung zugefiigt wurden. Die Nylonmembran
inkubierte wie bei der Southern Blot Analyse iiber Nacht bei 58 °C mit der radioaktiv-
markierten Sonde (2.17.4.2).

2.18.3.3.2 Waschschritt und Entwicklung

Die Hybridisierungslosung wurde durch vorgewirmte 2x SSC + 0,1 % SDS Losung
ersetzt und der Ansatz inkubierte fir 15 min Nach zweimaliger Durchfiihrung wurde mit
vorgewédrmter 0,2 SSC + 0,1 % SDS Losung zweimal fiir 15 min gewaschen. Die Membran
wurde je nach Intensitét der Sonde zwischen 1 bis 12 h auf dem Film exponiert und am FLA-

2000 Reader von Fuji eingescannt.

2.19 Amplifikation von Viren

Die Adenoviren, wie dI520 oder Ad312, wurden in HEK293-Zellen amplifiziert. Die
E1A- und E1B-Region des Adenovirus ist in das zellulire Genom integriert und ermoglicht
replikaktionsdefizienten Adenoviren die Replikation. Zusitzlich sind die Zellen gut
infizierbar. Durch die Replikation von Adenoviren werden Zellen lysiert, um das Virus
freizusetzen. Im Verlauf der Replikation runden sich die Zellen ab und zeigen verstérkte
Lichtbrechung im Licht des Mikroskops. Da das Virus intrazelluldr vorliegt, werden die
Zellmembranen im Verlauf der Virusamplifikation durch wiederholten Einfrieren und

Auftauen zerstort, um das Virus kontrolliert freizusetzen.

42



2.19 Amplifikation von Viren

1))

2)

3)

Zur Herstellung des G1-Stocks wurde eine T75-Flasche mit HEK293-Zellen, die zu
70 % konfluent waren, mit 10-20 pfu dI520 infiziert, dessen Konzentration mittels
Photometrie bestimmt worden war. Nach 1 h Inkubation wurde das Virus auf den
Zellen belassen und nicht wie sonst abgesaugt, sondern § ml Medium hinzugefiigt. Die
Zellen wurden isoliert, sobald sie zu 70 - 80 % verstirkte Lichtbrechung (nach 3 - 4 d)
gezeigt und sich abgerundet hatten — ein Zeichen fiir den zytopathischen Effekt. Die
noch adhérenten Zellen wurden vom Flaschenboden abgeklopft und die Suspension
mit einer 10 ml-Pipette in ein 15 ml-Falkonr6hrchen tiiberfiihrt. Um das Virus
vollstindig aus dem Zellinneren freizusetzen, wurde der Ansatz viermal gefriergetaut,
sprich fiir 20 min auf Trockeneis schockgefroren und im Wasserbad bei 37 °C wieder
aufgetaut. Dieser Vorgang zerstorte die Zellmembranen. Der Zelldetritus wurde fiir
10 min bei 4 °C und 4.000 rpm in der Heraeus-Zentrifuge abzentrifugiert und der
Uberstand in ein neues 15 ml-Falkonrdhrchen iiberfiihrt. Der hergestellte G1-Stock
wurde in 1 ml-Portionen aliquotiert und bei — 80 °C gelagert.

Zur Herstellung des G2-Stocks wurde eine T150-Flasche HEK293-Zellen mit 1 ml des
G1-Stocks infiziert. Wiederum wurde nach Infektion das Virus-OptiMEN-Gemisch
nicht abgesaugt und 16 ml Medium auf die Zellen gegeben. Als sich die Zellen zu 70 -
80 % abgekugelt hatten, wurden sie isoliert, indem die restlichen adhdrenten Zellen
abgeklopft wurden, und die Suspension in ein 50 ml-Falkonrohrchen tiberfiihrt wurde.
Zur Freisetzung des Virus aus den Zellen sind diese viermal gefriergetaut worden,
bevor der Zelldetritus runterzentrifugiert wurde. Der das Virus enthaltende Uberstand
stellte den G2-Stock dar und wurde a 1 ml portioniert und bei — 80 °C gelagert.

Zur finalen Amplifikation des Virus wurde eine Maxiprep-Isolation des Virus aus
HEK293-Zellen durchgefiihrt. Mit 2 ml des G2-Stocks wurden 10 T150-Flaschen
HEK293-Zellen infiziert. Nach Inkubation wurde das Virus wiederum auf den Zellen
belassen und jeweils 16 ml Medium zugefiigt. Sobald die Hilfte der Zellen nach ca.
2 d verstéirkte Lichtbrechung gezeigt und sich abgerundet hatten, doch bevor sich viele
abgelost hatten, wurden die Zellen isoliert. Die adhérenten Zellen wurden vom
Flaschenboden abgeklopft und die Suspension zweier Flaschen jeweils in ein 50 ml-
Falkonréhrchen iiberfiihrt. Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 4 °C und 4.000 rpm
wurde der Uberstand verworfen. Da die Zellen nicht gefriergetaut worden waren,
befand sich das Virus noch innerhalb der Zellen. Die Pellets wurden vereint und in
insgesamt 8 ml Viral Preservation Medium resuspendiert. Nun wurden die Zellen

viermal gefriergetaut und der Zelldetritus fiir 10 min bei 4 °C und 4.000 rpm
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4) runterzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 15 ml-Falkonrohrchen gefiillt
und bis zur Virusaufreinigung bei — 80 °C gelagert. Die Virusreinigung wurde mittels

eines Cdsiumchlorid-Gradienten (CsCl) vollzogen.

2.20 Virusaufreinigung

Neben reifen adenoviralen Partikeln werden bei Replikation und Herstellung eines
Virus auch leere Kapside freigesetzt. Um ausschlieBlich reife Viruspartikel zu isolieren, muss
das Amplifikationsprodukt gereinigt werden. Die unterschiedliche Dichte reifer und leerer
adenoviraler Partikel ermdglicht ihre Auftrennung tiiber einen Dichtegradienten. Reife
Viruspartikel besitzen eine Dichte von 1.34 M wund sedimentieren somit bei
Ultrazentrifugation auf einem Kissen hoherer Dichte. Die Ultrazentrifugation wurde mit
Césiumchlorid-Losungen der Dichte 1,33 M und 1,45 M durchgefiihrt, wobei das komplette
Virus eine Interphase zwischen den beiden Losungen bildet und somit abgetragen werden
kann.
1) Der Césiumchlorid-Gradient wurde hergestellt, indem 17 ml 1,33 M CsCl in 2 SW28-
Rohrchen fiir die Beckman Optima-LE-80K-Ultrazentrifuge pipettiert und diese mit
9 ml 1,45 M CsCl vom Rohrchenboden aus unterschichtet wurden, so dass der
Gradient entstand. Um Luftblasen zu verhindern, wurden die letzten 500 pl in der
Pipette belassen. Das eine Rohrchen diente der Virusreinigung, das zweite als
Ausgleich fiir die Zentrifuge. Die nach der Amplifikation isolierten 10 ml Viruslysat
wurden vorsichtig oben auf einen der CsCl-Gradienten pipettiert. Die
Zentrifugenrohrchen wurden im Rohrchenstidnder abgewogen und das Gegengewicht
mit Viral Preservation Medium angeglichen. Die Rohrchen wurden fiir 2 h bei 14 °C
und 18.000 rpm in der Beckman Optima-LE-80K Ultrazentrifuge zentrifugiert. Durch
den CsCl-Gradienten entstanden 2 Banden, wobei die untere das dichtere komplette
Virus enthielt. Diese wurde mit einer 5 ml-Spritze von BD Discardit II und einer 20G
12 0,9x40 Kaniile von BD Microlance 5 ml durch die Wand des
Zentrifugenrohrchens abgesaugt. Der isolierte Ansatz wire ausreichend fiir in vitro
Versuche.
2) Fiir in vivo Versuche musste das Virus ein weiteres Mal {iber einen CsCl-Gradienten
gereinigt werden. Hierflir wurden zur Herstellung des Gradienten in 2 kleinen SW41
Ultrazentrifugenrohrchen 4 ml 1,33 M CsCl und 4 ml 1,45 M CsCl pipettiert. 4 ml der

durch den ersten Gradienten gewonnenen Virusbande wurden auf den Gradienten
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2.20 Virusaufreinigung

3)

4)

pipettiert. Die Zentrifugenrohrchen wurden im Stdnder abgewogen und das
Gegengewicht mit Viral Preservation Medium angeglichen. Die Proben wurden iiber
Nacht (< 18 h) bei 20 °C und 25.000 rpm in der Beckman Optima-LE-80K-
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die untere Bande wurde mit einer 5 ml-Spritze und einer
20G Nadel abgetragen.

Zum Dialysieren wurde das Slide-A-Lyzer Dialyse Produkt von Pierce verwendet. Die
Slide-A-Lyzer Kassette wurde ohne Beriihren der Membran in die Rille einer weiflen
Slide-A-Lyzer Boje geschoben. Zur Erhdhung der Membranflexibilitit und
Druckverringerung wurde die Kassette fiir 30 sec in 10 mM Tris-Puffer pH 7,6 - 7,8
getaucht und der Kassettentrahmen zum Trocknen vorsichtig auf einem
Papierhandtuch abgeklopft. Die Virussuspension wurde in eine 5 ml-Spritze mit einer
sterilen 20G 12 0,9x40 Nadel aufgezogen und die Dialysekassette aus der Boje
entfernt. Der Dichtungsring an der oberen Ecke der Kammer wurde mit der Nadel
penetriert und die Suspension in die Kassette injiziert. Mit der Nadel, die noch in die
Kassettenkavitit inseriert war, wurde die in der Kassette befindliche Luft abgezogen
und die Nadel entfernt. Hierdurch wurden die Membranen aneinander komprimiert, so
dass die Virussuspension auf das ganze Fenster verteilt war. Die Kassette wurde in die
Rille der Boje geschoben und in 10 mM Tris-Puffer pH 7,6 - 7,8 getaucht. Nach 18 h
Dialyse bei Raumtemperatur, wobei nach 2 und 4 h der Puffer gewechselt wurde,
wurde die Membran aus der Pufferlosung entnommen und die Boje entfernt. Zum
Aufnehmen des Dialysates wurde in eine 5 ml-Spritze mit einer sterilen 20G 1%
0,9x40 Nadel mindestens die gleiche Menge Luft aufgezogen, die dem Volumen des
Virus entsprach, und durch einen ungebrauchten Dichtungsring der Kassettenecke in
die Kavitit injiziert. Die Kassette wurde so gedreht, dass die Suspension an die Seite
der Nadel am Boden der Kammer floss und die Luft oben an der gegeniiberliegenden
Seite gepresst wurde. Somit konnte das Virus komplett mit der Nadel abgetragen,
50 pl-Portionen aliquotiert und bei — 80 °C gelagert werden.

Eine Methode zur Bestimmung der Gesamtpartikelzahl ist die photometrische
Messung der DNA-Konzentration bei einer Absorption von 260 nm und wurde
erstmals von Maizel et al. im Jahre 1968 publiziert''. 10 pl des Virus wurden 1:10
mit 1x TE-Puffer, pH 8,0, verdiinnt und die Absorption bei 260 nm am Beckman-
Photometer bestimmt. Die Viruspartikelzahl pro ml konnte durch Verwendung

folgender Formel errechnet werden.
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2.21 Bestimmung der Gesamtpartikelzahl mit Hilfe des Plaquetests

A 260 nm) = 1,0 — Viruspartikel/ml = 10"
also 1/10" = [Asonm * 101/ x
wobei x = Viruspartikel/ml

10 entsprachen der 1:10 Verdiinnungsstufe.

Zur genaueren Bestimmung der Gesamtpartikelzahl wurde ein Plaquetest durchgefiihrt.

2.21 Bestimmung der Gesamtpartikelzahl bzw. des viralen Titers mit Hilfe des

Plaquetests

Prinzipiell werden bei einem Plaquetest Monolayer mit verschiedenen
Verdiinnungsstufen des Virus infiziert. Diese werden mit halbfestem Medium wie Agarose
iiberschichtet, so dass nach Lyse einer infizierten Zelle das austretende Virus nur die direkt
benachbart liegenden Zellen infizieren kann. Durch die Lyse bildet sich ein Loch (= Plaque)
im Zellrasen. Die Plaques werden ausgezahlt und aus ihnen kann die Plaque-bildende Einheit
bzw. plaque forming unit (pfu) errechnet werden.

1) Als Monolayer wurden HEK293-Zellen verwendet, weil diese die adenovirale E1-
Region zur Verfligung stellen und somit auch replikaktionsdefiziente Viren auf ihnen
replizieren konnen. Aus einer T150-Flasche mit HEK293-Zellen konnten zehn
6 cm-Petrischalen in je 8 ml DMEM ausplattiert werden. Die Petrischalen wurden bei
37 °C und 5 % COa fiir 2 d kultiviert, bis sie zu 90 % konfluent waren.

2) Aus dem CsCl-gereinigten Virus wurde eine Titration bis auf die Verdiinnungsstufe
10" mit OptiMEN hergestellt, indem erst 10 ul Viruseluat mit 90 ul OptiMEN und
bei jedem weiteren Schritt 60 ul der jeweiligen Verdiinnungsstufe mit 540 pl
OptiMEN verdiinnt wurden.

3) Die 6 cm-Petrischalen wurden mit jeweils 250 pl der jeweiligen Verdiinnungsstufe
bedeckt, wobei pro Verdiinnungsstufe 2 Petrischalen infiziert wurden. Nach 1 h
Inkubation wurde der Zellrasen mit Agarose iiberlagert.

4) Wihrend der Infektionszeit wurde das Agarose-Overlay vorbereitet. Eine 1:1 Losung
aus Plaquetest-Medium und 1 %-Agarose wurde hergestellt. Die Agarose wurde
geschmolzen und fiir 30 min bei 44 °C im Wasserbad aufbewahrt. Das Plaquetest-
Medium wurde ebenfalls im Wasserbad vorgewarmt und kurz vor Ende der Infektion
mit der Agarose vermischt.

5) Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen vorsichtig vom Rand der

Petrischalen aus mit jeweils 8 ml der Agarose-Ldsung iiberlagert. Es war darauf zu
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2.22 Partikelbestimmung von d1520 und Ad5-WT im Vergleich

6)

2.22

achten, dass einerseits die Losung nicht zu warm war, um die Zellen nicht zu
schiadigen, und dass andererseits wegen Abhértung der Agarose ziigig gearbeitet
werden musste. Nach Abhdrtung der Agarose wurden die Schalen bei 37 °C und 5 %
CO;, kultiviert.

Am 7. und 10. d wurden die Plaques ausgezdhlt. Die Plaquezahl in plaque forming
units wurde wie folgt berechnet:

# Plaques * 4 / ml* Verdiinnung = # pfu/ml

Da nur 250 pl der jeweiligen Verdiinnungsstufe eingesetzt wurden, wurde die

Rechnung mit 4 multipliziert.

Partikelbestimmung von d1520 und AdS-WT im Vergleich

Mit der Partikelbestimmung konnte die Replikaktionsfdhigkeit bzw. Virusproduktion

von dI520 im Vergleich zum adenoviralen Wildtyp Ad5-WT und von d1520 in Kombination

mit Bestrahlung untersucht werden.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Fiir den Vergleich von d1520 mit Ad5-WT wurden von den Zelllinien U87, U373 und
257RDB jeweils vier 6 cm- Schalen a 2x10° Zellen ausplattiert.

Nach 24 h wurden jeweils die Hélfte der Zellplatten aller Zelllinien mit 50 pfu d1520
bzw. mit 50 pfu Ad5-WT infiziert. Nach Infektion wurden die Zellen bei 37 °C und
5 % CO; kultiviert.

Nach 2 weiteren Tagen wurden die Zellen vom Petrischalenboden abgeschabt und mit
dem Uberstand jeweils in ein 15 ml-Falkonrdhrchen iiberfiihrt.

Um das ganze Virus aus dem Zellinneren freizusetzen, wurde die Zellen viermal
gefriergetaut. Der Zelldetritus wurde fiir 10 min bei 4 °C und 3.000 rpm
runterzentrifugiert und der das Virus enthaltende Uberstand in ein neues
15 ml-Falkonréhrchen iiberfiihrt.

Von den Isolaten wurden Titrationen hergestellt und ein Plaquetest von den Zelllinien
U87, U373 und 257RDB mit den Verdiinnungsstufen 10, 10”7 und 10® durchgefiihrt.
Die Versuche wurden jeweils doppelt durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt.
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__2.23 Partikelbestimmung von d1520 mit und ohne Irinotecan-Inkubation bzw. Bestrahlung

2.23

Partikelbestimmung von dI520 mit und ohne Irinotecan-Inkubation bzw.

Bestrahlung

Mit der Partikelbestimmung konnte die Virusproduktion von dI520 mit und ohne

Inkubation mit 2 uM/ml Irinotecan bzw. mit und ohne Bestrahlung analysiert werden.

1)

2)

3)

4)

S)

6)

2.24

Von den Zelllinien U87 und U373 wurden fiir jeden Versuchsaufbau jeweils vier
6 cm-Schalen a 2x10° Zellen ausplattiert.

Nach 24 h wurden je 2 Schalen von U87 und U373 mit 2 uM/ml Irinotecan inkubiert.
24 h spiter wurden die 8 Zellplatten aller Zelllinien mit 40 pfu dI520 infiziert.
Vergleichsweise wurden nach 24 h je 2 Schalen von U87 und U373 mit 6 Gy am
Linearbeschleuniger Megatron MX-2 von Siemens bestrahlt und nach 6 h alle
8 Zellplatten (0 und 6 Gy) mit 40 pfu dI520 infiziert. Nach Infektion wurden die
Zellen bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

2 d spiter wurden die Zellen vom Petrischalenboden abgeschabt und mit dem
Uberstand jeweils in ein 15 ml-Falkonrohrchen iiberfiihrt.

Um das ganze Virus aus dem Zellinneren freizusetzen, wurde die Zellen viermal
gefriergetaut. Der Zelldetritus wurde fiir 10 min bei 4 °C und 3.000 rpm
runterzentrifugiert und der das Virus enthaltende Uberstand in ein neues
15 ml-Falkonrdhrchen iiberfiihrt.

Von den Isolaten wurden Titrationen hergestellt und ein Plaquetest von den Zelllinien
U87 und U373 mit den Verdiinnungsstufen 10, 10”7 und 10 durchgefiihrt.

Die Versuche wurden jeweils doppelt durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt.

Bestimmung der Viralen Freisetzung von d1520 mit und ohne Bestrahlung

Die Menge des aus Zellen freigesetzten Virus konnte mit Hilfe des Plaquetestes

festgestellt werden.

1)

2)

3)

Von den Zelllinien U87 und U373 wurden jeweils vier 6 cm-Schalen a 2x10° Zellen
ausplattiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit 7 pfu dI520 infiziert und bei 37 °C und
5 % CO, kultiviert.

3 d nach Infektion wurde jeweils 2 Schalen mit 6 Gy am Linearbeschleuniger
Megatron MX-2 von Siemens bestrahlt.

Das Medium wurde 2 d spiter isoliert, indem je 4 ml mit einer 5 ml-Pipette in ein

15 ml-Falkonrohrchen uberfihrt wurden.
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2.25 Zytopathischer Effekt Test

4) Eine Titration mit den Verdiinnungsstufen 10°, 10 und 10”7 wurde fiir die Erstellung
eines Plaquetest auf HEK293-Zellen angefertigt.

5) Die Versuche wurden jeweils doppelt durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt.

2.25 Zytopathischer Effekt Test

Eine Virusvermehrung kann zu unterschiedlichen Effekten fiihren. Es konnen sich
Synzitien oder Einschlusskorperchen bilden, die virale Replikation kann zu Proliferation der
Zellen fiihren, die Vermehrung kann ohne erkennbaren Effekt vonstatten gehen, oder die
Zellen konnen lysiert werden. Adenoviren lysieren die Zelle bei erfolgreicher Replikation.
Zur Untersuchung, wie effizient ein Adenovirus in einer bestimmten Zelllinie repliziert, kann

deshalb ein Zytopathischer Effekt Test (CPE = cytopathic effect) durchgefiihrt werden.

2.25.1 CPE-Test zum Vergleich von in der E1-Region deletierter Viren

Das Adenovirus Typ 5 ist aufgeteilt in friihe und spédte Gene, wobei die E1-Region das
erste exprimierte Gen und fiir die weitere Aktivierung der Replikation verantwortlich ist.
3 Viren mit Deletionen innerhalb der E1-Region wurden analysiert: ein El-deletiertes Virus
Ad-E1-, Ad312, dem die E1A-Region fehlt, und dI520, welches das 13S-E1A Protein nicht
exprimieren kann.

Es wurden je drei 12-Schalen-Platten a 3x10* Zellen von U373, U87, HeLa und
257RDB ausplattiert. Nach 24 h wurden von jeder Zelllinie je 2 Népfe mit 0, 2, 5, 10, 50 und
100 pfu Virus infiziert. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 fiir 5 d inkubiert, wobei sie
regelméBig unter dem Mikroskop kontrolliert wurden. Je nach Verbrauch des Mediums wurde
nach 3 d 0,5 ml Medium hinzugefiigt, jedoch kein altes Medium abgesaugt, um keine
freigelassenen Viruspartikel abzusaugen und somit das Ergebnis zu verfalschen. Nach 5 -7 d
wurde das alte Medium abgesaugt und jeder Napf zweimal vorsichtig mit 1 ml PBS gespiilt,
um die abgeldsten Zellen zu entfernen. Die adhdrenten Zellen wurden mit Kristallviolett
gefdrbt und am Schalenboden fixiert. Danach wurden die Platten im Wasserbad gespiilt, um

das tliberschiissige Kristallviolett zu entfernen, und getrocknet.
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2.25 Zytopathischer Effekt Test

2.25.2 CPE-Test von dI520 und Ad5-WT in Glioblastom-Zellen im Vergleich

Die lytische Effizienz von d1520 im Vergleich zum adenoviralen Wildtyp Ad5-WT in
den Glioblastom-Zellen U87 und U373 wurde untersucht. Hierzu wurden je drei 6-Schalen-
Platten 4 3x10* Zellen von U373 und U87 ausplattiert. Nach 24 h wurden von jeder Zelllinie
ein Napf mit 0, 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40 und 50 pfu Virus d1520 bzw. Ad5-WT infiziert. Die

weiteren Schritte glichen denen in 2.25.1 .
2.25.3 CPE-Test mit Bestrahlung

Der zytopathische Effekt mit und ohne Bestrahlung wurde analysiert. Hierzu wurden
jeweils drei 12-Napf-Platten a 3x10* Zellen von U373, U87 und 257RDB ausplattiert. Je eine
12-Napf-Platte diente als Kontrolle, eine wurde nach 24 h mit 4 Gy bestrahlt, und die dritte
wurde nach 24 h und nach 48 h mit jeweils 4 Gy bestrahlt. 48 h nach Ausplattieren wurden
von jeder Zelllinie je 2 Schalen mit 0, 5, 10, 20 und 30 pfu d1520 infiziert. Die weiteren
Schritte glichen denen in 2.25.1, wobei die Zellrasen vor Kristallviolett-Férbung

photographiert wurden.
2.25.4 CPE-Test mit Zytostatika- und Trichostatin A-Gabe

Neben der Analyse des zytopathischen Effektes von d1520 mit Bestrahlung wurde sie
nach Inkubation mit Zytostatika bzw. Histondeacetylase-Inhibitoren durchgefiihrt.

1) Bei einer 24 h Inkubationsdauer mit 2 nM/ml Docetaxel, 2 uM/ml Irinotecan und
1 uM/ml Trichostatin A wurden pro Konzentration und Zelllinie drei 6-Schalen-
Platten a 2x10° Zellen von U87, U373 und 257RDB ausplattiert sowie 3 Platten pro
Zelllinie als Kontrollplatten, die nicht mit Zytostatika bzw. Trichostatin A inkubiert
worden sind. 24 h nach Ausplattieren, wurden die Zellen mit der jeweiligen
Konzentration bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach 24 h wurde das das
Zytostatikum bzw. Trichostatin A enthaltene Medium abgesaugt und je 2 Schalen mit
0, 2, 4, 8, 10, 20 und 30 pfu dI520 infiziert. Nach 5 - 7 d wurden die Zellen
photographiert, mit PBS gespiilt und mit Kristallviolett geférbt (siche 2.25.1).

2) Bei der 5 h Inkubation mit 10 nM/ml Docetaxel, 10 uM/ml Irinotecan und 1 pM/ml
Trichostatin A wurde jeweils eine 12-Napf-Schafe & 3x10* Zellen von U373, U87 und
257RDB sowie je eine Kontrollplatte ohne Zytostatika bzw. Trichostatin A
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2.26 Sondenklonierung

3) ausplattiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit der jeweiligen Konzentration inkubiert
und 5 h spiter infiziert. Je 2 Nipfe pro Zelllinie wurden mit 0, 5, 10, 15, 20 oder
30 pfu d1520 infiziert.

4) Fir die Untersuchungen mit Daunorubicin, von dem jeweils 0, 50 oder 100 ng/ml fiir
5 h auf den Zellen belassen wurden, wurde fiir jede Konzentration eine 6-Schalen-
Platte & 1x10° Zellen von U87, U373 und 257RDB ausplattiert. Nach 24 h waren die
Zellen fiir 6 h mit der jeweiligen Konzentration von Daunorubicin im Brutschrank
inkubiert worden, bevor je eine Schale mit 0, 2, 5, 10 ,20 und 30 pfu d1520 infiziert

wurde.

2.25.5 Quantifizierung der CPE-Tests

Um die Ergebnisse aus CPE-Tests genauer quantifizieren zu konnen, besteht die
Moglichkeit, die Kristallviolett-Farbung zu 16sen. Da die fixierten Zellen mit Kristallviolett
angefarbt wurden, war die Farbintensitit der Losung proportional zur Zelldichte in einer
Schale. Die Kristallviolett-Farbung jeder Schale wurde in 2 ml 0,1 % SDS in PBS gel6st und
bei 37 °C fir mindestens 1 h geschwenkt. Die Losung jeder Schale wurde jeweils a 100 pl in
4 Schalen einer 96-Schalen-Platte {iberfiihrt und die Farbintensitit bei einer Absorption von
590 nm am Victor® 1420 Multilabel Counter von Wallac bestimmt. Die Kontrolle eines CPE-
Tests wurde dabei jeweils als 100 % festgelegt, so dass daran die Abnahme der Farbintensitét

bzw. der Zelldichte ermittelt werden konnte.

2.26 Sonden-Klonierung von 3646bp in pUC18 und Transformation von DH10B

Fiir gentechnische Verfahren ist die Vermehrung von spezifischen DNA-Sequenzen
in beliebigen Mengen unabdingbar. Die spezifischen DNA-Sequenzen, auch Fremd-DNA
genannt, miissen mit einer geeigneten Trager-DNA verkniipft werden, die auch als Vektor
bezeichnet wird. Der Einbau von Fremd-DNA in einen Vektor bezeichnet man als Klonierung
und die Einschleusung dieses Vektors in eine Empfangerzelle als Transformation. Bei DNA-
GroBen von einigen tausend Basenpaaren werden Plasmide, die zirkuldre Satelliten-DNA von
Bakterien mit Genen filir Antibiotika-Resistenz oder Konjugation enthalten, als Vektoren
verwendet und Bakterienzellen damit transfiziert. Mit dem gesuchten Plasmid transfizierte

Bakterien konnen z.B. iiber Platten mit Ampizillin selektioniert werden.
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2.26 Sondenklonierung

In der Southern Blot Analyse wurde die Replikation des Adenovirus dl520 in

Glioblastom-Zellen untersucht, indem die isolierte DNA mit der Restriktionsendonuklease

Kpnl verdaut und mit einer gegen die E2-Region gerichteten Sonde hybridisiert worden ist.

Um ein spezifisches Positivsignal fiir die Southern Blot Analyse zu haben, sollte die von Kpnl

geschnittene, 3.646 bp-grofle Sequenz mit der E2-Region in ein Plasmid kloniert werden,

welches dann bei der Southern Analyse mitverdaut und hybridisiert werden konnte. Das

E. coli Plasmid pUC18 , der Lange 2686 bp, besitzt eine einzige Enzymschnittstelle fiir Kpnl,

die den FEinbau einer Gensequenz ermoglicht, somit auch des adenoviralen 3.646 bp

Fragmentes (Abb. 9).

1))

2)

3)

Hierzu wurden zu 9 pg des adenoviralen Vektors pAdenoX, dem die E1 und
E3-Regionen fehlt, 1 pul Kpnl und 2 pl Kpnl-Puffer + BSA pipettiert und der Ansatz
tiber Nacht bei 37 °C verdaut, um das spitere 3646 bp-grof3e /nsert zu erhalten.

Zur Eroffnung des Plasmids, in das die Sequenz eingebaut werden sollte, wurden
parallel 800 ng des E. coli Plasmids pUCI18, in 26 pl ddH20 gelost, mit 1 pl
Endonuklease Kpnl und 3 pl Kpnl-Puffer + BSA vermischt und iiber Nacht bei 37 °C
verdaut, um das Plasmid zu er6ffnen.

Nach Inkubationsende wurde der Ansatz mit dem verdauten Plasmid pUCI8 fiir
10 min bei 80 °C hitzeinaktiviert. Zur Unterbindung einer Religation wurden die
Plasmidenden dephosphoryliert. Hierzu wurde der 30 pl-Ansatz mit 1 pl intestinaler
Kaélber-Alkalischer Phosphatase (CIAP = calf intestine alkaline phosphatase)
vermischt und bei 37 °C fiir mindestens 15 min inkubiert. Zur Kontrolle, ob die
Plasmidenden nicht religiert hatten, wurde der Ansatz auf einem 1 %-TAE-Agarosegel
+ 2,5 ml EtBr bei 70 V fiir 120 min elektrophoretisch aufgetrennt. Das linearisierte

Plasmid wurde unter UV-Licht ausgeschnitten und mittels QIAquick Gel Extraction

Kit geleluiert.
Eco01091 2674 BstAP! 179
Aathh 2617 Ndel 183
Sspl 2501

Abb. 9 Aufbau vom Plasmid pUC18 mit
seinen Enzymschnittstellen (nach Fermentas,
2004). Weitere Informationen siche Text.
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2.26 Sondenklonierung

4)

5)

6)

Um die vorher zugefiigten Enzyme zu entfernen, wurde das Eluat mit dem verdauten
Plasmid mittels des QIAquick Nucleotide Removal Kit gereinigt. Hierzu wurden die
30 pl Eluat mit 300 pl PN-Puffer vermischt und auf eine in einem 2 ml-Sammelgefal3
befindliche QIAquick Séule pipettiert. Diese wurde fiir 1 min bei Raumtemperatur und
6.000 rpm zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die Sdulenmembran mit
750 pl PE-Puffer bei 1 min Zentrifugation bei 6.000 rpm gewaschen. Die Séule war in
ein sauberes 1,5 ml-Eppendorffgefdl platziert und die Plasmid-DNA mit 30 pl
EB-Puffer fiir 1 min inkubiert worden, bevor sie fiir 1 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert wurde.

Zum Klonieren des 3646 bp-groflen pAdenoX Fragmentes in das Plasmid wurden 3 pl
des gedftneten Plasmids pUCI1S, die ca. 80 ng entsprechen, mit 13 pl pAdenoX-Insert,
2 ul T4-Ligase und 2 pl 10x T4-Ligase-Puffer vermischt. 13 ul Insert entsprachen
~900 ng, da die FragmentgroBe von 3.646 bp wiederum etwa ein Zehntel des
34.000 bp-groBen pAdenoX entsprachen, von dem anfangs 9 pg eingesetzt worden
sind. Die Ligase ,klebte” die Enden des Plasmids mit dem /Insert zusammen und
integrierte so das Insert in das Plasmid. Der Ligationsansatz war {iber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert worden, bevor er fiir 10 min bei 80 °C hitzeinaktiviert
wurde.

Fiir die Transformation wurden 100 pl DH10B Bakterien, die bei — 80 °C lagerten,
aufgetaut. Diese wurden mit 10 pl Ligationsansatz durch Riihren vermischt — nicht
durch Auf- und Abpipettieren — und fiir 30 min auf Eis aufbewahrt. Den Bakterien
wurden fiir 30 - 60 sec bei 42 °C ein Hitzeschock versetzt und der Ansatz wieder fiir
2 min auf Eis gestellt. 600 pul raumtemperiertes LB-Medium wurden dazugegeben und
bei 37 °C fir 60 - 90 min im Brutschrank geschiittelt. Unterdessen wurde eine
Agarplatte mit 100 pg/ml  Ampizillin  im Brutschrank vorgewédrmt. Der
Transformationsansatz wurde mittels Glaskiigelchen auf der Agarplatte verteilt. Die
Agarplatte wurde iiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C aufbewahrt, um Kolonien
wachsen zu lassen. Da das Plasmid pUC18 ein Ampizillin-Resistenz-Gen enthilt,
konnten nur die das Plasmid enthaltenden Bakterien auf der Agarplatte wachsen und
wurden somit selektiert. Nach Inkubation wurden etwa 10 Kolonien gepickt und jede
in einem 2 ml-Eppendorffgefdl mit 1,2 ml LB-Medium + 1 pul Ampizillin/ml Losung
gelost. Die Ansdtze wurden bei 37 °C fiir mind. 5 h geschiittelt, um in dem

Néhrmedium anzuwachsen. % jedes Ansatzes wurden in ein 2 ml-Eppendorffgefall
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7)

8)

9)

2.27

iiberfiihrt, fiir 8 min bei Raumtemperatur und 12.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. ' der Losung diente als Stock oder fiir eine
Maxiprepherstellung. Diese waren in 600 pl LB-Medium + 1 pl Ampizillin/ml Lésung
aufgenommen und fiir 2 - 3 h bei 37 °C kultiviert worden, bevor sie bei — 80 °C
gelagert wurden.

Um die Plasmid-DNA zu féllen, wurden Puffer aus dem QIAprep Spin Miniprep Kit
verwendet. Jedes Pellet der ,,%-Ansétze* wurde in 300 pl PI1-Puffer gelost. Jeder
Ansatz wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur und 13.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. 300 ul P2-Puffer wurden dazugegeben, wiederum zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Zuletzt wurden 300 pl N3-Neutralisationspuffer
hinzugefiigt, fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand in ein 1,5 ml-Eppendorffgefif
tiberfiihrt. Das Pellet enthielt die geféllten Proteine und die genomische Bakterien-
DNA, der Uberstand die Plasmid-DNA. Zum Fillen der Plasmid-DNA wurden dem
Uberstand 600 pl Isopropanol und 3 - 5 pl Glykogen hinzugefiigt und der Ansatz iiber
Nacht bei — 20 °C gelagert. Am néchsten Morgen wurde dieser fiir 30 min bei 4 °C
und 13.000 rpm zentrifugiert. Ammoniumazetat wurde nicht wie sonst bei Fillungen
benotigt, weil die Losung schon durch die Puffer einen sauren pH besall. Um Salze zu
entfernen, wurde das Pellet mit 600 pl 70 %-Ethanol zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde das die Plasmid-DNA enthaltende Pellet in 30 ul H,O geldst.
Zur Kontrolle des Sequenzeinbaus in das Plasmid wurde jeder Ansatz mit Kpnl
verdaut. Hierzu wurden 17 pl der jeweiligen Plasmid-DNA mit 1 pl Kpnl und 2 pl
Kpnl-Puffer + BSA vermischt und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Inkubation
wurde das Produkt mit einer 1 kb-Leiter auf einem 1 %-TAE-Agarosegel + EtBr fiir
90 min bei 70 V elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht photographiert. Bei
2 zu sehenden Banden, war das Insert integriert worden, bei nur einer Bande nicht,
weil nur das Plasmid-Riickgrat gedffnet worden wiére.

Die Plasmid-DNA konnte nun immer filir die Southern Blot Analyse als

Positivkontrolle verwendet und jeweils mit den anderen Proben verdaut werden.

Bestimmung der CAR-Expression mittels FACS-Analyse

Der Coxsackie-Adenovirale-Rezeptor (CAR) vermittelt neben Integrinen die

Absorption und Internalisation von Adenoviren durch Interaktion mit dem Fiber-Knob des

adenoviralen Kapsids. Der Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A beeinflusst die CAR-
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2.28 In vivo Xenograft- Mausmodell mit subkutanen U87-Glioblastomen

Expression, wobei sein Einfluss mittels Durchflusszytometrie am Zellsorter untersucht

werden kann.

1)

2)

3)

4)

5)

2.28

Von den Zelllinien U87 und U373 wurden jeweils drei 6 cm-Schalen a 3x10° Zellen
ausplattiert und eine davon nach 24 h mit 1 uM/ml Trichostatin A inkubiert.

Nach weiteren 24 h wurden die Zellen aller Schalen isoliert, indem sie vom
Schalenboden abgeschabt wurden, und die Suspension in ein 3 ml-Rdhrchen tiberfiihrt
wurde. Nach 5 min Zentrifugation bei 4 °C und 1.300 rpm wurde der Uberstand
verworfen, das Pellet mit 3 ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, und das Zellpellet fiir 20 Min mit 1 pg des
monoklonalen Maus-Anti-CAR-Antikorpers, der in 20 pul PBS gelost war, inkubiert.
Nach Inkubation wurde das Pellet erneut mit 3 ml PBS gewaschen, um ungebundene
Antikérper zu entfernen. Das Pellet wurde runterzentrifugiert und der Uberstand
verworfen.

Zur Markierung des Primdrantikdrpers wurde das Pellet mit 1 pg polyklonalem
Kanninchen-Anti-Maus-Antikorper-FITC, der in 10 pl PBS gelost war, fiir 20 min im
Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Zum Entfernen von ungebundenen Antikdrpern wurde das
Pellet mit PBS gewaschen, runterzentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Das Zellpellet wurde in 300 pl 4 %-Paraformaldehyd-Losung gelst. Der
Sekundérantikdrper war mit dem Fluoreszenzstoff Isothiozyanat-Isomer 1 (FITC)
konjugiert, dessen Fluoreszenz am FACSvantage von Becton Dickinson gemessen

wurde.

In vivo Xenograft Mausmodell mit subkutanen U87-Glioblastomen

Zur Untersuchung des onkolytischen Effektes von dl520 in Kombination mit

Bestrahlung am Xenograft-Mausmodell wurden 4 Versuchsgruppen aufgestellt:

a) die Kontrollgruppe, die zweimal — am 2. und 5. d der Therapie — jeweils 50 pl
normale Kochsalzldsung intratumoral appliziert bekam,;

b) die Bestrahlungsgruppe, die am 1., 4. und 7. d der Therapie mit jeweils 4 Gy
bestrahlt wurde;

¢) die Virusgruppe, die am 2. und 5. Therapietag jeweils 50 pl mit 5x10° pfu
dI520 intratumoral gespritzt bekam;

d) die Radiovirotherapie Gruppe, die am 1., 4. und 7. d mit jeweils 4 Gy bestrahlt
und am 2. und 5. d jeweils 5x10® pfu d1520 intratumoral appliziert bekam.
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2.28 In vivo Xenograft- Mausmodell mit subkutanen U87-Glioblastomen

Als Versuchstiere dienten 32 weibliche, 7 Wochen alte Cr1:CD1-nu Miuse, die von
Charles River Laboratories bezogen wurden. Die Méuse lebten gruppenweise in Makrolon-
Typ-IV-Kéfigen mit einer Belegdichte von 10 Tieren. Die Tiere wurden auf entkeimtem und
entstaubtem Weichholzgranulat sowie Zellstoff, die zweimal pro Woche gewechselt wurden,
gehalten und bekamen Alleinfutter-Pellets und Leitungswasser aus Nippeltranken ad libitum.
Die Tiere wurden gemidB3 den Vorgaben zur Versuchstierhaltung in speziellen
Tierhaltungsrdumen einer konventionellen Tierhaltung bei einer jeweils 12 h andauernden
Hell-Dunkel-Phase und einer Lichtintensitit zwischen 50 - 100 lux untergebracht. Die
Raumtemperatur betrug zwischen 20 - 25 °C und die Luftfeuchtigkeit zwischen 60 - 70 %.

Gemdll § 8 des Deutschen Tierschutzgesetztes vom 17.02.1998 wurde das
Tierversuchsvorhaben von der Regierung von Oberbayern genehmigt und das Vorhaben
gemdll § 12 des Gentechnikgesetzes vom 16.12.1993 bei der Regierung von Oberbayern
angemeldet.

1) 32 weibliche, 7 Wochen alte Cr1:CD1-nu Méuse wurden fiir 2 Wochen in Quarantdne
gehalten, bevor ihnen jeweils 5x10° U87-Zellen subkutan in die linke Hiiftregion
gespritzt wurden. Hierzu wurden die U87-Zellen fiir einen Monat in D-MEM Medium
ohne Penizillin und Streptomyzin kultiviert. Ihre Zellzahl wurde regelmifBig bestimmit,
um genug Zellen fiir die zu spritzenden Tumoren hochzuziehen. Die Zellen wurden in
100 pl PBS aufgenommen und mittels einer 0,3 ml-Insulinspritze injiziert.

2) Die Tumoren wurden fiir 2 Wochen alle 3 - 4 d zweidimensional mit einer
Schieblehre gemessen, wobei das Volumen mit der Formel 4/3n * a/2 * (b/2)?
bestimmt wurde.

3) Als die Tumoren eine GroB3e von 200 — 300 mm? erreicht hatten, wurden die Miuse in
die 4 Therapiegruppen randomisiert und die Therapie begonnen.

4) Die Méuse wurden am Linearbeschleuniger Megatron MX-2 mit 6 MV von Siemens
mit 3 Gy/min bestrahlt. Sie wurden jeweils einer Strahlung von 4 Gy ausgesetzt (Abb.
10). Die Bestrahlung war auf die linke Beckenregion der Méuse begrenzt und fiel
auBlerhalb des Bestrahlungsgebietes exponentiell ab. Zur Bestrahlung wurden die
Maiuse mittels Isofloran an einem mobilen Gerit narkotisiert. Sie wurden unter einen
Plexiglasstinder gelegt, der einen Bodenabstand von 7,5 cm und einen Mausabstand
von ca. 6 cm besal und dessen Plexiglasscheibe 0,5 cm dick war. Auf den
Plexiglasstinder wurde ein 5 x 10 cm-grof3es Schaumstoffkissen mit einer Dicke von
1,5 cm platziert, das den Aufbaueffekt der Strahlung abfangen sollte, so dass ein
Dosiseffekt von 100 % bis in 5 mm der Mausoberflidche eindrang (Abb. 10). Nach
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2.28 In vivo Xenograft- Mausmodell mit subkutanen U87-Glioblastomen

S)

6)

7)

8)

dem Ausleitung der Narkose bekamen die Tiere 10 ml Ringer-Losung mit 5 %-
Glukose gespritzt.

Virus und normale Kochsalzlosung wurden den Tieren unter der Abzugshaube
appliziert. Die 5x10° pfu d1520 wurden auf 50 ul Volumen mit PBS aufgefiillt und in
100 pl-Insulin-Spritzen aufgezogen. Respektive wurden 50 pl Kochsalzlosung in
100 pl-Insulin-Spritzen aufgezogen. Die Volumina wurden facherartig intratumoral
appliziert.

Die Tumoren wurden zweimal die Woche fiir insgesamt 22 d zweidimensional mit der
Schieblehre gemessen, die Volumina errechnet und statistisch erfasst.

Falls die Miuse ab einer bestimmten Tumorgrofe litten, wurden die Tiere vorzeitig
geopfert. Die restlichen Tiere wurden am 22. d nach der Therapie geopfert. Die Tiere
wurden mit einer Uberdosis Ketamin (Ketanest®) euthanasiert. Die Tiere wurden
obduziert und die Tumoren sowie Teile der Leber entnommen. Bei der Obduktion
wurden die Tiere nach makroskopisch sichtbaren intrakranialen und intraabdominalen
Metastasen untersucht.

Die entnommenen Gewebe wurden in 4 %-Formaldehyd eingelegt, um histologische
Schnitte anfertigen zu konnen. Ein Teil der Tumoren wurde auf Trockeneis
eingefroren und bei — 80 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Dieses Tumorgewebe
wurde auf virale Replikation untersucht. Die DNA wurde isoliert und eine Southern

Blot Analyse durchgefiihrt.

Abb. 10 Aufbau der Bestrahlung im Xenograft Mausmodell. A Maus am Narkosegerit. B
Schaumgummikissen zur Biindelung der Strahlen. C Zyklotron. Weitere Informationen siehe Text.
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2.29 In vivo Xenograft- Mausmodell mit subkutanen U373-Glioblastomen

2.29

1)

2)

3)

4)

In vivo Xenograft-Mausmodell mit subkutanen U373-Glioblastomen

Als Versuchstiere dienten 35 vier Wochen alte Cr1:CD1-nu Miuse von Charles River
Laboratories. Diese wurden fiir 2 Wochen in Quaranténe gehalten, bevor ihnen jeweils
1x107 U373-Zellen subkutan in die linke Hiiftregion gespritzt wurden. Hierzu wurden
die U373-Zellen fiir einen Monat in RPMI-Medium ohne Penizillin und Streptomyzin
kultiviert. Die Zellen wurden in 100 ul PBS aufgenommen und mittels einer
0,3 ml-Insulinspritze injiziert.

Ab einer TumorgroBe von 100 mm? wurden die Méause in eine der 4 Therapiegruppen
randomisiert und die Therapie begonnen. Leider wuchsen die Tumoren nur sehr
langsam und verschwanden sogar bei vielen der Mause. Aufgrund dieser Tatsache
konnten nur einige Méuse exemplarisch in eine der Gruppen aufgeteilt und therapiert
werden.

Die Kontrolltiere bekamen am 1. und 4. d jeweils 50 pul PBS gespritzt, die nur mit
Virus therapierten Tiere bekamen an den gleichen Tagen jeweils 3x10° pfu dI520 in
einem Volumen von 50 pl intratumoral injiziert. Die Bestrahlungstiere wurden am
1. und 4. d mit jeweils 2 Gy bestrahlt und bekamen 1 h nach der Bestrahlung entweder
PBS oder d1520 intratumoral injiziert. Somit wurden den Virustieren eine Gesamtdosis
von 9x10® pfu d1520 injiziert. Die mit einer Kombinationstherapie behandelten Tiere
wurden am 1. und 4. d zuerst mit 2 Gy bestrahlt, und 1 h spéiter wurde dI520
intratumoral injiziert.

Das Tumorwachstum wurde zweimal wdochentlich fiir insgesamt 50 d verfolgt, bevor
die Tiere geopfert wurden. Falls die Méuse ab einer bestimmten GroBe unter dem
Tumor litten, wurden sie vorzeitig geopfert. Die Tiere wurden obduziert und nach

makroskopisch sichtbaren intrakranialen und intraabdominalen Metastasen untersucht.
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2.30 Statistische Auswertung der Xenograft-Mausmodelle

Von den Einzelwerten der Tumorgréen wurden Mittelwerte y und

Standardabweichung s berechnet.

Summe aller x-Werte 2y

Anzahl aller y-Werte N

(02

n-1

Um festzustellen, ob signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen des U87-
Xenograft-Mausmodells bestand, wurde das Signifikanzniveau p bestimmt. Aufgrund der
geringen Fallzahl mit dem quantitativen Merkmal der TumorgroBe wurden
nichtparametrische Tests verwendet, bei denen von einer beliebigen Verteilung ausgegangen
wird. Zum Vergleich aller 4 Gruppen miteinander wurde der asymptomatische p-Wert im
Kruskal-Wallis-Test und zum Vergleich von jeweils 2 Gruppen miteinander der exakte
p-Wert im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test bestimmt. Die Fallzahlen des U373-Xenograft-
Modells waren zu niedrig um signifikante Ergebnisse zu bieten; deshalb wurden keine

Signifikanzniveaus bestimmt. Der Versuch war als Proof of Principle anzusehen.
2.31 Histologie

1) Um die Morphologie der Tumoren zu erhalten, wurden die entnommenen U87-
Tumoren in 4 %-Paraformaldehyd-Losung bei 4 °C iiber Nacht getrdnkt und damit
fixiert.

2) Die Tumoren wurden in Schnapphalterungen platziert. Um sie in Paraffin einzubetten
und dadurch schneiden zu konnen, mussten die Tumoren erst dehydriert werden.
Hierzu wurden Wasserlosungen mit aufsteigenden Alkohol-Konzentrationen getrénkt,
so dass das Wasser nach und nach durch Alkohol ersetzt wurde. Sie waren dreimal fiir
jeweils 20 Min in 50 %-Ethanol inkubiert worden, bevor sie dreimal fiir jeweils
20 min in 70 %-Ethanol getrinkt wurden. Die Tumoren wurden in ein 95 %-Ethanol-
Bad tberfiihrt und zweimal fiir 20 Min in frischer Losung getrinkt. Dann waren sie

zweimal fiir 20 Min in 100 %-Ethanol inkubiert worden, bevor sie dreimal fiir jeweils
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2.32 Immunhistochemie

10 min in Xylol-Losung getrankt wurden. Aufgrund der Toxizitdt von Xylol wurden
diese Schritte unterm Abzug durchgefiihrt.

3) Die in den Schnapphalterungen befindlichen Tumoren konnten nun in Paraffin
eingebettet werden, indem sie mit 60 °C warmen Paraffin tiberdeckt wurden.

4) Nach Abhértung des Paraffins konnten die Tumoren in 7 pm-breite Schnitte
geschnitten und auf Objekttrigern platziert werden.

5) Um sie Anzufirben mussten die Schnitte erst entparaffinisiert und rehydriert werden.
Hierzu wurden die Schnitte in umgekehrter Reihenfolge, wie in Abschnitt 2
beschrieben, in Alkohollosungen inkubiert. Die im letzten Schritt in ddH,O badenden
Schnitte wurden zur Anfarbung mit Haematoxillin-Eosin erst fiir 30 - 45 sec in ein
Bad mit Haematoxillin getaucht und kurz mit ddH,O gewaschen. Dann wurden sie fiir

30 sec in ein Bad mit Eosin getaucht, mit ddH,O gewaschen und eingedeckt.

2.32 Immunhistochemie

In der Immunhistochemie kann mittels Antikdrpern ein bestimmtes Molekiil im
Gewebe nachgewiesen werden. Bei der indirekten Methode bindet ein spezifischer, aber
unkonjugierter Primdrantikérper an das gesuchte Antigen. Im ndchsten Schritt gibt man den
Sekundérantikdrper, der spezifisch gegen die Tierspezies des Primérantikorpers gerichtet ist,
hinzu. Der Primédrantikorper ist entweder mit einer Fluoreszenz konjugiert oder wird in einem
weiteren Schritt dargestellt. Die indirekte Methode besitzt gegeniiber der direkten, bei welcher
der Primérantikorper an einen Farbstoff konjugiert ist, eine hohere Sensitivitit.

Bei der ABC-Methode (avidin biotin complex) ist der SekunddrantikGrper ein
Briickenantikorper, an den das wasserldsliche Vitamin Biotin gekoppelt ist. Dieser Antikdrper
wird dann mit dem Hiihnereiweill Avidin, das 4 Bindungsstellen fiir Biotin besitzt, inkubiert.
Heutzutage wird das noch spezifischere Streptavidin, das aus dem Bakterium Streptomyces
avidinii gewonnen wird, verwendet. An das Streptavidin ist wiederum Alkalische Phosphatase
gebunden, die aus Kélberdarm gewonnen und mittels eines an ihn gebundenen roten
Farbstoff-Komplex sichtbar gemacht wird.

1) Die Tumoren wurden in 3 - 4 um-breite Scheiben geschnitten und auf Objekttragern
positioniert.

2) Um eine Immunhistochemie durchfithren zu konnen, mussten die Schnitte
entparaffinisiert und rehydriert sein. Paraffin blockiert die Bindungsstellen des

Gewebes und somit auch die Bindungsstellen fiir Antikérper. Hierzu wurden die
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2.32 Immunhistochemie

3)

4)

5)
6)

7)

8)

Prédparate fiir mindestens 20 Min in Xylol getrdankt, welches das Paraffin aus dem
Gewebe herausldst. Dann wurden sie in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert, in
umgekehrter Reihenfolge wie in Abschnitt 2.31 beschrieben. Abschlieend wurden
die Schnitte zweimal fiir 10 Min in ddH,O und dann zweimal fiir 10 min in Tris-
Puffer, pH 7,4, gespiilt.

Die Schnitte wurden mit einem Fettstift von Dako eingekreist, damit die
Inkubationsfliissigkeiten nicht verliefen.

Da wihrend der Fixierung mit Formalin Aldehydvernetzungen entstehen, welche die
Bindung von Antikorpern verhindern, und sich dadurch auch die dreidimensionale
Struktur von Proteinen verdndern kann, werden diese flir den Antikérper nicht mehr
erkennbar (Antigenmaskierung). Neben Demaskierungen mit Enzymen wie Trypsin
hebt Erhitzung der Schnitte in einer kalziumprézipitierenden Losung die
Proteinvernetzung auf. Die Schnitte wurden in einer Plastikkiivette platziert, die bis
zum oberen Rand mit Citrat-Puffer, pH 6,0, aufgefiillt wurde. Die Kiivette wurde in
der Mitte der Mikrowelle platziert und dreimal fiir 5 min bei 600 - 800 Watt gekocht.
Danach konnten die Schnitte langsam abkiihlen, und der Citrat-Puffer wurde durch
1:10 verdiinntem Tris-Puffer ersetzt.

Die Schnitte wurden dreimal fiir 15 min in 1:10 verdiinntem Tris-Puffer gewaschen.
Um zu Verhindern, dass der Primérantikorper unspezifisch an elektrostatische
Ladungen anderer Proteine bindete, wurden die Schnitte zur Absédttigung der
elektrostatischen Ladungen mit Normalserum inkubiert. Eingesetzt wird das Serum
der Tierspezies, in welcher der Sekundérantikdrper produziert wurde. Die Schnitte
wurde fiir 20 min in einem 3 %-Mausserum-Wasserbad inkubiert.

Die Schnitte wurden horizontal in einer Feuchtkammer platziert, damit die
Inkubationsfliissigkeiten nicht verdunsteten. Auf jeden Schnitt wurde 3 Tropfen des
mit PBS 1:300 verdiinnten polyklonalen Kanninchen-Anti-Adenovirus-Antikorpers
gegeben und in der Feuchtkammer fiir 2 h inkubiert. Nach Inkubation wurden die
Schnitte jeweils mit 1:10 verdiinntem Tris-Puffer abgespiilt und dann dreimal fiir
15 min in 1:10 verdiinntem Tris-Puffer Bad gewaschen.

Die Schnitte wurden in der Feuchtkammer platziert und fiir 45 min jeweils mit 400 pl
des mit Tris-Puffer 1:400 verdiinnten monoklonalen Maus-Anti-Kanninchen-
Antikorpers inkubiert. Die Schnitte wurden jeweils mit 1:10 verdiinntem Tris-Puffer

abgespiilt und dreimal fiir 15 min in 1:10 verdiinntem Tris-Puffer Bad gewaschen.
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9) Die Schnitte wurden wieder in die Feuchtkammer gelegt. Sie wurden fiir 20 min mit
jeweils 3 Tropfen Streptavidin, das an das Biotin des Sekunddrantikorpers bindet,
benetzt. Sie wurden mit 1:10 verdiinntem Tris-Puffer abgespiilt und dreimal fiir
15 min in 1:10 verdiinntem Tris-Puffer gebadet.

10) Die an das Streptavidin gebundene Alkalische Phosphatase sollte nun mit einem
Farbstoff dargestellt werden. Hierzu wurde ein Ansatz aus Produkten des Vector®
Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I angefertigt. 5 ml Substratpuffer wurden mit
2 Tropfen Losung I, 2 Tropfen Losung II und 3 Tropfen Losung III vermischt.
Zusitzlich wurden 5 Tropfen Levamisol von Dako hinzugefiigt, um die endogene
Alkalische Phosphatase zu blockieren und somit unspezifische Farbreaktion zu
verhindern. Die Schnitte wurden in der Feuchtkammer positioniert und mit dem
Ansatz benetzt. Sie sind fiir 30 min im Dunkeln inkubiert worden, bevor sie fir
2 - 3 min mit ddH,O gespiilt wurden. Der gebundene Farbstoff war rot-pink.

11)Um das Gewebe darzustellen, wurde die Schnitte zwischen 30 - 45 sec in
Haematoxillin getaucht, bis die Blaufarbung intensiv genug war. Sie wurden fiir 2 min
in Leitungswasser gespiilt. Um die Schnitte einzubetten, mussten sie wieder dehydriert
werden. Hierzu wurden sie jeweils fiir 3 min in ein 70 %-, ein 80 %- und ein
90 9%-Ethanolbad getaucht. Dann waren sie zweimal fiir jeweils 10 min in
100 %-Ethanol-Béder iiberfithrt worden, bevor sie sechsmal fiir 10 min in Xylol
gebadet wurden. Die Schnitte wurden mit Eukitt von Kindler eingedeckt. Diese
Schritte wurden aufgrund er Toxizitdt von Xylol unterm Abzug durchgefiihrt.

12) Die Ergebnisse konnte mikroskopisch beurteilt werden. Zur Kontrolle, ob die Bindung
der Antikoérper und des Farbstoffes spezifisch war, mussten verschiedene
Kontrollschritte ~ durchgefiihrt werden. Jeweils ein Schnitt musste ohne
Primérantikorper, ohne Sekundarantikorper, ohne beide Antikdrper und ohne Farbstoff
durchgefiihrt werden und mit den Schnitten, bei denen alle Antikdrper-Inkubationen

durchgefiihrt wurden, verglichen werden.
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3.1 Ausschluss einer Wildtyp-Kontamination

3. Ergebnisse

3.1 Nachweis der 11-bp Deletion von dI520 und Ausschluss einer Wildtyp-

Kontamination

In der vorliegenden Arbeit sollte das Adenovirus dl520 hinsichtlich effizienter
Replikation im Glioblastom-Modell und einer Verstirkung der Replikation in Kombination
mit Bestrahlung oder Zytostatika untersucht werden. Hierzu musste zuerst die im Genom von
dl520 vorhandene Deletion der EI1A-Region nachgewiesen und eine Kontamination mit
Wildtyp-Adenovirus ausgeschlossen werden.

Das Typ 5 Adenovirus d1520 hat eine 11 bp-groBe Deletion, die in der conserved
region CR3 von 1107 bis 1117 bp des adenoviralen Genoms reicht. Hiermit wird die 13S
Spleiflfunktion entfernt, die 1112 Nukleotide vom 5’-Genomende lokalisiert ist. Somit kann
dI520 nur das 243 Aminosduren grole E1A-12S Protein exprimieren, nicht aber das 289
Aminosduren grofle 13S-E1A Protein. Um die Reinheit von d1520 zu belegen, wurden nach
PCR-Amplifikation der E1A-Region von dI520 und AdS5-WT beide Ansdtze mit der
Restriktionsendonuklease Accl, die das Genom an der Nukleotidposition 1108 bp erdffnet,
verdaut und auf einem Agarosegel elektrophoretisch analysiert. Wie auf dem UV-Bild in
Abbildung 11 zu sehen, wurde das 1006 bp-groBe E1A PCR-Produkt von Ad5-WT in 2
Genomsequenzen der Grofie 489 bp und 517 bp verdaut.

Ad5-WT: 619 bp bis 1008 bp =489 bp
1008 bp bis 1625 bp =517 bp

Abb. 11 Beweis der Deletion von d1520. Durch
seine 11 bp-groBe Deletion verliert das
Adenovirus d1520 seine SpleiB3stelle fiir das E1A-
13S Protein und kann nur noch die 12S mRNA
exprimieren. d1520 und Ad5-WT wurden mittels
PCR amplifiziert und von dem Enzym Accl
verdaut. Dessen Schnittstelle liegt in der
Deletionssequenz von dI520, so dass es im
Gegensatz zu Ad-WT nicht verdaut wurde.
Weitere Informationen siehe Text.

bp: base pair(s), kb: kilo base(s), WT:
Adenovirus-Wildtyp.
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3.2 Hohe Transkriptionsrate von d1520 in vielfachresistenten Tumorzellen

Das 995 bp-grofle E1A PCR-Produkt von d1520, das aufgrund seiner 11 bp-Deletion in der
CR3-Region nicht verdaut wurde, zeigte ein einziges Signal um die 1000 bp sowie kein
Signal von verdauten Produkten um die 500 bp an. Beim Wildtyp war ebenfalls nur eine
Bande um die 500 bp zu sehen, da die beiden Fragmente aufgrund der fast identischen Grof3e
so dicht nebeneinander lagen. Die Schmierspur beim Wildtyp entstand durch die grof3e
aufgetragene DNA-Menge bei zu schneller Laufgeschwindigkeit. Das Ergebnis bestétigt, dass
keine messbare Wildtyp-Kontamination von d1520 vorlag.

Nach Beleg der Deletion von dI520, welches damit die 13S-E1A mRNA nicht
exprimieren konnte, sollte die Transkription des replikationsdefizienten Adenovirus d1520 in

vielfachresistenten Tumorzellen mit MDR-sensiblen verglichen werden.

3.2 Hohe Transkriptionsrate von dI520 in vielfachresistenten Tumorzellen, stark

verringerte in MDR-sensiblen Zellen

Bevor die Replikation von dI520 am Glioblastom-Modell untersucht wurde, sollte
belegt werden, dass das replikaktionsdefiziente Adenovirus dI520 in vielfachresistenten
Tumorzellen replizieren und alle viralen Proteine erzeugen konnte, zu Gleichem in
Zytostatika-sensiblen, MDR-negativen Zellen aber unfihig war. Hierzu wurden die den
Multidrug Resistant Phinotyp exprimierenden 257RDB-Magenkarzinom-Zellen und die
MDR-sensiblen = Hela-Zervixkarzinomzellen = auf die  Expression der viralen
Transkriptionsprodukte E1A und E3 untersucht. E1IA gehort zu den immediate early genes
und schaltet die Transkription der weiteren frithen Gene E2 bis E4 ein. Hierzu wurden die
Zellen mit jeweils 20 pfu von d1520 bzw. Ad5-WT infiziert, ihre RNA nach 3 d isoliert und
mit der **P-markierten Sonde fiir EIA und E3 hybridisiert.

Abbildung 12 C stellt die E1A-Transkriptionseinheiten dar, wobei beide
Transkriptionsprodukte eine 210 bp-Sequenz am 3’-Ende enthalten. Zusétzlich werden fiir das
13S Transkript eine durch die Primer-Lokalisation verkiirzte 449 bp-Sequenz und fiir die 12S
mRNA eine ebenfalls durch die Primer verkiirzte 354 bp Einheit gespleifit. Abbildung 12 A
verdeutlicht, dass Ad5-WT sowohl die 12S als auch die 13S mRNA in beiden Zelllinien
transkribieren konnte. d1520 hingegen produzierte nur 12S mRNA, weshalb das obere Signal,
welches der 449 bp Sequenz entspricht, nicht zu sehen war. E1 A-Transkription von d1520 war
vergleichbar mit Wildtyplevel in 257RDB-Zellen, jedoch nur sehr schwach ausgeprigt in
HeLa-Zellen. Dies ist wahrscheinlich damit zu erkldren, dass HelLa-Zellen schlechter zu

infizieren sind. Ad5-WT transkribiert sowohl in 257RDB als auch in HeLa-Zellen die 14,7K
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3.2 Hohe Transkriptionsrate von d1520 in vielfachresistenten Tumorzellen

A E1A-Sonde D E3-Sonde
Hel.a 257RDB Hel.a 257RDB
di520  WT dis20 WT di520  WT di520  WT
210 bp—=> = 14.7K=> ! .
354 bp—> -
449 bp—>

B Hela 257RDB E Hela 257RDB
¢ di520 Ko WT d520 Ko WT N 520 ko wT d520 Ko WT
500 1000 1500 b
C. | , | oy
560 1112 1229 1543 bp
138 [ I
- 449 - -210 -
976
128 [ I
-356-
s [ R
1107| J1117 bp
d1520-Deletion

Abb. 12 Northern Blot Analyse von der E1A (A) und der E3 (D) mRNA in MDR-positiven 257RDB-
Zellen und MDR-sensiblen HeLa-Zellen. 257RDB- und HeLa-Zellen wurden auf virale E1A- und E3-
mRNA von dem Adenovirus d1520 bzw. Wildtyp-Adenovirus untersucht. E1A wurde nach Infektion mit
dl520 stark in MDR-positiven 257RDB-Zellen und schwach in MDR-sensiblen HelLa-Zellen exprimiert.
d1520 konnte in MDR-sensiblen HeLa-Zellen die anderen frithen Gene, wie E3, nicht aktivieren, im
Gegensatz zu MDR-positiven 257RDB-Zellen. B und E zeigen die zugeordneten Agarosegele und C stellt
die Genomsequenz der E1A-Spleilprodukte dar. Weitere Informationen siche Text.

bp: base pair(s), WT: Wildtyp-Adenovirus.

mRNA, die TNF-a-vermittelte Apoptose inhibiert und fiir welche die E3-Sonde spezifisch ist
(Abb. 12 D). Im Gegensatz dazu wurde die 14,7K E3 Sequenz von dI520 nur in den
Multidrug Resistant 257RDB-Zellen transkribiert, jedoch nicht in HeLa-Zellen, die MDR-
negativ phinotypisiert sind. Das UV-Agarosegel-Bild in Abbildung 12 B verdeutlichte, dass
auf von den HeLa-Zellen gleiche RNA-Mengen aufgetragen worden sind, so dass der
»Verlust® des E3 Signals in HeLa-Zellen durch technische Fehler ausgeschlossen werden
konnte. Bei den 257RDB-Zellen war die Expression von 14,7K niedriger nach Infektion mit
Wildtyp als nach dl520-Infektion. Wie im Agarosegel-Bild in Abbildung 12 E zu sehen,
wurde von der Wildtyp-Probe weniger RNA aufgetragen, wodurch ein vermindertes Signal

erklarbar wurde. Die in Spalte 2 und 7 des Agarosegeles aufgetragenen nicht infizierten
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3.3 Nachweis der Transduktionseffizienz der Glioblastom-Zelllinien

Kontrollen beider Zelllinien lieBen im Northern Blot keine Signale erkennen, durch welche
die Spezifitit der Sonden verdeutlicht wurde.

dI520 replizierte effizient in MDR-Zellen, in denen YB-1 nuklear lokalisiert ist, was
durch Expression der E1A- und E3-mRNA verdeutlicht wurde, jedoch nicht in HeLa-Zellen
mit alleiniger zytoplasmatischer YB-1-Lokalisation.

Nachdem die Transkriptionsfahigkeit von d1520 in vielfachresistenten und Zytostatika-
sensiblen Tumorzellen untersucht worden ist, war die Transduktionseffizienz von d1520 in

den zu untersuchenden Glioblastom-Zellen von Interesse.

3.3  Qualitativ und quantitativ nachgewiesene Transduktionseffizienz in den

Glioblastom-Zelllinien U87 und U373

3.3.1 Effektive Infektionsfihigkeit von Ad-GFP in den Glioblastom-Zelllinien U87 und
U373, aber nicht in T98-G

Eine ausreichende Infektionsfihigkeit der Zellen, die iiber CAR vermittelt wird, ist
eine Grundvoraussetzung, um onkolytische Adenoviren therapeutisch einsetzten zu kénnen.
Deshalb wurde die Transduktionsfdhigkeit der Glioblastom-Zelllinien mit Hilfe des
Adenovirus Ad-GFP qualitativ untersucht. Die infizierten Zellen weisen in UV-Licht durch
das exprimierte Griin-Fluoreszierende-Protein eine FEigenfluoreszenz der Zelle auf und
konnen so photographisch dargestellt werden.

Abbildung 13 ldsst nach Infektion mit 50 pfu Ad-GFP starke Eigenfluoreszenz in der
Mehrzahl der 257RDB, U87 und U373 Zellen erkennen. Oben sind jeweils die Bilder der
Zellplatten und unten sind die zugehorigen Fluoreszenzbilder zu sehen, wobei zu erkennen ist,
dass die Zellen einzeln ohne Kontakt zu Nachbarzellen verteilt waren. Die Glioblastom-
Zellen T98-G waren jedoch selbst bei 100 pfu Ad-GFP schlecht infizierbar und wiesen nur
geringe Eigenfluoreszenz auf.

Um die qualitativ festgehaltenen Ergebnisse zu untermauern, wurde die
Transduktionseffizienz von Ad-GFP in den Glioblastom-Zellen zusétzlich mittels FACS-

Analyse quantitativ untersucht.
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3.3 Nachweis der Transduktionseffizienz der Glioblastom-Zelllinien

U87 100 pfu 257RDB 50 pfu
3 : ' A

U373 50 pfu U373 100 pfu T98-G 100 pfu

1

Abb. 13 Transduktionseffizienz von Ad-GFP in U87-, U373- und 257RDB-Zellen. Zu sehen sind
Photographien der Glioblastom-Zellen U87, U373 und T98-G und der Magenkarzinom-Zellen 257RDB 48
h nach Infektion mit verschiedenen moi des Adenovirus Ad-GFP. Die oberen Bilder stellen jeweils die
Zellschicht bei WeiBllicht und die unteren nach Anregung mit UV-Licht dar. Die Glioblastom-Zellen U87
und U373 sowie die Kontrollzellen 257RDB wiesen gute Infektionsfahigkeit auf, im Gegensatz zu den
Glioblastom-Zellen T98-G. Weitere Informationen siche Text.

h: Stunde(n), pfu: plaque forming unit(s).
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3.3 Nachweis der Transduktionseffizienz der Glioblastom-Zelllinien

3.3.2 Adenovirale Transduktionseffizienz in den Glioblastom-Zellen U87 und U373,
jedoch nicht in T98-G

Um die Transduktionseffizienz von Adenoviren in den Glioblastom-Zelllinien U&7,
U373, T98-G und in der Magenkarzinom-Zelllinie 257RDB quantitativ nachzuweisen,
wurden die Zellen jeweils mit 0, 5, 10, 50 oder 100 pfu Ad-GFP infiziert und ihre GFP-
Fluoreszenz nach 48 h am Zellsorter (FACS = fluorescence activated cell sorting) gemessen
(Abb. 14). Nach Infektion mit 5 pfu Ad-GFP wurden 28 % der 257RDB-Zellen erreicht, mit
10 pfu schon 41 % und mit 50 pfu erweiterte sich die Infektion auf 78 % der Zellen aus
(Abb. 18). In U87-Zellen infizierten 5 pfu Ad-GFP 31 %, 10 pfu 45 %, 50 pfu schon 80 %
und 100 pfu 88 % der Zellen (Abb. 15). Von den U373-Gliom-Zellen wurden mit 5 pfu
Ad-GFP 39 %, mit 10 pfu 52 %, mit 50 pfu 68 % und mit 100 pfu 81 % der Zellen erreicht
(Abb. 16). Im Gegensatz zu diesen 3 Zelllinien, bei denen schon mit 5 pfu circa 30 % der
Zellen erreicht wurden, konnten mit 100 pfu Ad-GFP nur 36 % der T98-G-Zellen infiziert
werden (Abb. 17).

Aufgrund der schlechten Transduktionseffizienz der T98-G-Zellen wurden die
weiteren Versuche nur noch an den Glioblastom-Zelllinien U87 und U373 durchgefiihrt. Es
konnte gezeigt werden, dass d1520 in vielfachresistenten 257RDB-Zellen replizieren kann, in
denen YB-1 hauptsédchlich im Zellkern lokalisiert ist. dI520 kann jedoch nicht in den YB-1
Kern-negativen HeLa-Zellen replizieren. Deshalb sollte als ndchstes die YB-1 Lokalisation

fir das Glioblastom-Modell anhand der U373-Zellen bestimmt werden.

GFP-Expression

U87 U373 T98-G [257RDB
0 pfu 1,3% 3,1% 0,0% 2,5%

5 pfu 36,3% (8,8% 4,2% 28,0%
10 pfu 58, 7% 152,5% |10,6%  141,0%
50 pfu 87,2% 168,4% |16,6%  |78,1%
100 pfu  195,9% 180,5% 136,4%  [79,9%

Abb. 14 Effektive adenovirale Transduktion der US87,
U373 und 257RDB Zellen, aber nicht der T98-G Zellen.
Die Zellen wurden mit verschiedenen moi des Adenovirus Ad-
GFP infiziert, 48 h nach Infektion isoliert und die Intensitét
des Griin-Fluoreszierenden-Proteins am Zellsorter mittels
FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting) bestimmt.
Die Expression von GFP durch die einzelnen Zellen wurde
prozentual zur Gesamtzahl der jeweiligen Zellen bestimmt.
Weitere Informationen siche Text.

h: Stunde(n), pfu: plague forming unit(s).
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Abb. 15 Effektive Infektionsfihigkeit der U87-Zellen in der FACS-
Analyse. Die U87-Zellen wurden mit verschiedenen moi des Adenovirus Ad-
GFP infiziert, 48 h nach Infektion isoliert und die Intensitit des Griin-
Fluoreszierenden-Proteins am Zellsorter mittels FACS-Analyse (fluorescence
activated cell sorting) bestimmt. Sie zeigten gute Transduktionsfahigkeit nach
Einsatz von 10 pfu Ad-GFP. Weitere Informationen siehe Text.

h: Stunde(n), pfu: plaque forming unit(s).

69



3.3 Nachweis der Transduktionseffizienz der Glioblastom-Zelllinien

= 251103 U573.001
=
g = 251103 U373.001
Ig I
21
M 0 pfu 3,1%
281 p 1 70
=
=
=%
= SA— T
0 200 400 600 800 1000 10 10 10
Farward Scattar FL1-Height
= 251103 U372.002
=8 — =
g1 251103 U373.002
2
Z=1
iz 5 pfu 8,8 %
234 piu 3,8 7o
o =
g3
= T .I T T T
0 200 400 600 800 1000
Forward Scatter
- 251103 U373.003
8 g o
23 251103 U373.003
2
)
£24
g 10 pfu 52,5 %
2S ] P ) o
=T
oy
=
g4
= - T T T T
0 200 400 600 800 1000
Farward Scattar
- 251103 U373.004
,8_ .
ok = 251103 U373.004
2s) s —
e 97 N 50 pfu 68,4 %
a S ] £7 p u 9 (1]
=T =
o _ S
& S
(=1 - o
200 400 GO0 300 1000 10! 102
Forward Soatter FL1-GFF
- 251103 U373.005
g ]
2] = 251102 U372.005
i =K I
: M 100 pfu 80,5 %
w2 ] = p ) (1]
=T =
o it
=
g1
o1 B
0 z00 400 600 SO0 1000 10! 10 10 10
Forward Scatter FL1-5FF

Abb. 16 Effektive Transduktionsfihigkeit der U373-Glioblastom-Zellen
in der FACS-Analyse. Die U373-Zellen wurden mit verschiedenen moi des
Adenovirus Ad-GFP infiziert, 48 h nach Infektion isoliert und die Intensitit
des Griin-Fluoreszierenden-Proteins am Zellsorter mittels FACS-Analyse
(fluorescence activated cell sorting) bestimmt. Sie zeigten gute
Transduktionsfahigkeit nach Einsatz von 10 pfu Ad-GFP. Weitere
Informationen siche Text.

h: Stunde(n), pfu: plaque forming unit(s).
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Abb. 17 Schlechte Infektionsfihigkeit der T98-G-Glioblastom-Zellen in
der FACS-Analyse. Die T98-G-Zellen wurden mit verschiedenen moi des
Adenovirus Ad-GFP infiziert, 48 h nach Infektion isoliert und die Intensitét
des Griin-Fluoreszierenden-Proteins am Zellsorter mittels FACS-Analyse
(fluorescence activated cell sorting) bestimmt. Sie demonstrierten selbst bei
Infektion mit 100 pfu Ad-GFP eine nur sehr geringe Expression des Griin-
Fluoreszierenden-Proteins. Weitere Informationen sieche Text.

h: Stunde(n), pfu: plaque forming unit(s).
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Abb. 18 Effektive Transduktionsfihigkeit der 257RDB-Zellen in der
FACS-Analyse. Die MDR-positiven 257RDB-Zellen wurden mit
verschiedenen moi des Adenovirus Ad-GFP infiziert, 48 h nach Infektion
isoliert und die Intensitdt des Griin-Fluoreszierenden-Proteins am Zellsorter
mittels FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting) bestimmt. Sie
zeigten gute Transduktionsfahigkeit. Weitere Informationen siehe Text.

h: Stunde(n), pfu: plaque forming unit(s).
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3.4 YB-1 Lokalisation im Kern der Glioblastom-Zellen nach Bestrahlung und Irinotecan

3.4 YB-1 Lokalisation im Kern der Glioblastom-Zellen nach Bestrahlung und

Irinotecan-Inkubation

Das Y-Box bindende Protein YB-1 liegt in adultem, normalen Gewebe in praktisch
nicht nachweisbaren Mengen vor, ist jedoch in vielen Tumorzellen iiberexprimiert. Da gezeigt
werden konnte, dass nuklear akkumuliertes YB-1 in vielfachresistenten Tumorzellen die
Vermehrung von replikationsdefizienten Adenoviren vermitteln kann, war die Lokalisation
von YB-1 in den Glioblastom-Zelllinien von groBer Bedeutung. Seine Lokalisation wurde
mittels einer Immunfluoreszenz-Analyse vor und nach Bestrahlung sowie Inkubation mit
Irinotecan ermittelt.

In den Kontrollen der U373-Zellen lag eine maBig verteilte Zytoplasmafirbung,
dagegen aber eine schwichere Anfiarbung des Kernes vor (Abb. 19 A). Nach Bestrahlung mit
8 Gy wurde die nukleare Lokalisation von YB-1 in den U373-Zellen stark gesteigert
(Abb. 19 B). Nach Inkubation mit 2 uM/ml Irinotecan fiir 24 h konnte die Kernlokalisation
von YB-1 gesteigert werden (Abb. 19 C). Nach Inkubation mit 0,5 uM/ml Trichostatin A fiir
24 h konnte kein Unterschied zur Kontrollzelllinie gesehen werden (nicht dargestellt).

Im Gegensatz zu den Gliomzellen zeigten die vielfachresistenten 257RDB-Zellen
dagegen, in denen YB-1 hauptsdchlich im Zellkern vorliegt, weder nach Bestrahlung noch
nach Inkubation mit Irinotecan eine signifikante Steigerung der nuklearen Lokalisation von
YB-1 (nicht dargestellt).

Als néchstes sollte anhand der Glioblastom-Zelllinien U87 und U373, sowie der
MDR-positiven 257RDB- und der MDR-sensiblen HeLa-Zelllinien gezeigt werden, ob und
wie effektiv d1520 diese Zellen lysieren konnte.
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3.4 YB-1 Lokalisation im Kern der Glioblastom-Zellen nach Bestrahlung und Irinotecan

Fluoreszenzmikroskopie von YB-1

U373 Kontrolle ::‘.’

U373
2 pM/ml Irino. 24 h| ¥ o

U373
8 Gy RTx

Abb. 19 Steigerung der Kernlokalisation von YB-1 nach Bestrahlung
und Irinotecan-Inkubation in den U373-Zellen. Die unbehandelten U373-
Zellen wurden 60 h nach Ausplattieren auf einem Objekttrager fixiert und
mittels Immunfluoreszenz-Analyse gegen YB-1 untersucht. Die
Kontrollzellen zeigten eine miBige Zytoplasmafdrbung und eine moderate
Kernfarbung von YB-1. Nach Bestrahlung mit 8 Gy und nach Inkubation mit
2 pM/ml Irinotecan fiir 24 h stieg die nukleare Lokalisation von YB-1. Sie
konnte nach Inkubation mit Trichostatin A nicht nachgewiesen werden
(nicht dargestellt). Weitere Informationen siehe Text.

h: Stunde(n), Irino.: Irinotecan Gy: Gray, RTx: Bestrahlung.
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3.5 Effektive Zelllyse der Glioblastom-Zellen durch d1520

3.5  Effektive Zelllyse der Glioblastom-Zellen U87 und U373 durch di520

In dieser CPE-Analyse (cytopathic effect) sollte gepriift werden, ob das E1A-13S
defiziente Adenovirus dl1520 die Glioblastom-Zellen lysieren konnte und in welchem
Zusammenhang der Effekt von dI520 zu der Lokalisation von YB-1 stand. Zur Untersuchung
der EIl-Region wurden das E1A- und El1B-deletierte Adenovirus AdEI- und das
E1A-deletierte Adenovirus Ad312 als Kontrollviren verwendet.

In Abbildung 20 ist zu sehen, dass bei dem maximal eingesetzten Titer von 100 pfu
AdE1- keine der 4 Zelllinien 257RDB, HelLa, U87 oder U373 lysieren konnte. Ad312
dagegen konnte bei 100 pfu zwar weder HeLa-, U87- noch U373-Zellen lytisch zerstéren, das
E1A-deletierte Adenovirus Ad312 erzeugte aber bei 50 pfu Lyse in 257RDB-Zellen. In HeLa-
Zellen konnten 100 pfu d1520 keine Lyse auslosen, jedoch lysierte dieses 13S-defiziente
Virus bei 50 pfu die U373-Zellen und bei 10 pfu U87-Zellen. Die 257RDB-Zellen wurden
von 50 pfu Ad312 und bereits von 2 pfu dI1520 lysiert (Abb. 20).

Zur genaueren Quantifizierung des zytopathischen Effektes wurde das Kristallviolett
mittels einer 0,1 % SDS in PBS Losung gelost, die Lichtabsorption gemessen und der
prozentuale Abfall der Absorption bestimmt. Somit konnte die Abnahme der Zelldichte, die
proportional zur Farbintensitit der Losung war, quantifiziert werden. Nach Infektion mit
100 pfu AdE1- sank die Farbintensitéit der Losung der 257RDB-Zellen auf 60 % im Vergleich
zur nicht infizierten Kontrolle (Abb. 21), so dass selbst El-deletierte Adenoviren
vielfachresistente Zellen mit ausschlieBlich nuklear lokalisiertem YB-1 schwach lysierten. Bei
den anderen 3 Zelllinien waren keine Farbintensitidtsabnahmen feststellbar.

Nach Infektion mit Ad312 sank die Farbintensitit der U87-Zellen bei 50 pfu und
100 pfu um 20 %, bei den U373 erst bei 100 pfu. Bei den 257RDB-Zellen sank die Intensitit
nach Infektion mit 10 pfu auf 44 % und mit 50 pfu auf 3 %. Bei den HeLa-Zellen war noch
kein Unterschied im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen.

Nach Infektion mit 10 pfu d1520 ergab sich bei der Intensititsmessung der U§7-Zellen
ein Abfall von 90 % (Abb. 21), obwohl die Zellen auf dem CPE-Schalenboden alle abgelost
waren (Abb. 20). Dies lag wahrscheinlich an einem Fehler im Versuchsautbau durch
verbleibendes Kristallviolett an den Réndern der Schalen. Ein dhnlicher Effekt war mit 2 pfu
bei den 257RDB-Zellen zu sehen. Bei den U373-Zellen betrug die Intensitdt noch 51 %,
obwohl alle Zellen lysiert waren, so dass hier ein technischer Fehler aufgetreten sein musste
(Abb. 21). HeLa-Zellen zeigten auch nach Infektion mit dI520 keine Abnahme der

Farbintensitit.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass d1520 die Glioblastom-Zellen effektiv lysierte,
sollte in diesen Zellen die Lysefdhigkeit von d1520 auch in Kombination mit Bestrahlung und

Chemotherapeutika qualitativ analysiert werden.

0 pfu 2pfu  Opfu 2pfu  Opfu 2 pfu
U887 5pfu 10pfu  5pfu 10pfu  5pfu 10 pfu
50 pfu )1 100 pfu 50 pfu 100 pfu 50 pfu L 100 pfu
0 pfu ) 2pfu  Opfu 2pfu  Opfu 2 pfu
U373 S5pfu |l 10pfu 5pfu 10pfu  5pfu 10 pfu
50 pfu ) 100 pfu 50 pfu 100 pfu 50 pfu |/ 100 pfu
0 pfu 2pfu  Opfu 2pfu  Opfu 2 pfu
Hel.a 5pfu 10pfu  5pfu 10pfu  5pfu 10 pfu
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Abb. 20 d1520 lysierte effektiv die Glioblastom-Zelllinien U87 und U373, in denen YB-1 teilweise im Kern
vorlag. Die Zelllinien U87, U373, HeLa und 257RDB wurden mit dem El-deletierten Adenovirus AdE1-, mit dem
E1A-deletierten Ad312 und mit dem zur Expression des E1A-13S unfédhigen Adenovirus dI1520 infiziert und die auf
dem Schalenboden verbleibenden Zellen nach 5 d mit Kristallviolett angefarbt. dI520 lysierte die Zellen am
effektivsten, wobei die MDR-positiven 257RDB-Zellen, in denen YB-1 hauptséchlich im Kern lokalisiert ist, die
stirkste Lyse aufwiesen, gefolgt von den Glioblastom-Zelllinien U87 und U373, in denen eine nukleare
Teillokalisation von YB-1 vorlag. Die MDR-sensiblen HeLa-Zellen wurden nicht lysiert. Weitere Informationen
siche Text.

d: Tag(e), pfu: plague forming unit(s).
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3.5 Effektive Zelllyse der Glioblastom-Zellen durch d1520
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Abb. 21 dI520 lysierte effektiv die Glioblastom-Zelllinien U87 und U373, in denen YB-1 teilweise im Kern vorliegt.
Die Zelllinien U87, U373, HeLa und 257RDB wurden mit dem El-deletierten Adenovirus AdEl-, mit dem E1A-
deletierten Ad312 und mit dem zur Expression des E1A-13S unfdhigen Adenovirus dI520 infiziert und die auf dem
Schalenboden verbleibenden Zellen nach 5 d mit Kristallviolett angefarbt. Zur Quantifizierung der CPE-Tests
(cytopathic effect) wurde das Kristallviolett mittels einer 0,1 % SDS in PBS-Losung geldst und die Absorption bei 590
nm bestimmt. Je niedriger der Prozentsatz desto effektiver war die adenovirale Lyse. Weitere Informationen siehe Text.

d: Tag(e), pfu: plaque forming unit(s).
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_ 3.6 Erhohung der Glioblastom-Zelllyse durch Bestrahlung, Chemotherapie und Trichostatin

3.6 Erhohung der Glioblastom-Zelllyse von dI5S20 durch niedrig-dosierte
Bestrahlung, Chemotherapie und Trichostatin A-Behandlung

Nachdem im CPE-Test mit den El-deletierten Adenoviren ein zytopathischer Effekt
von dI520 in den Glioblastom-Zellen gezeigt werden konnte, sollte die Zelllyse der
Glioblastom-Zellen U87 und U373 durch dl520 in Kombination mit Bestrahlung bzw.
Chemotherapeutika qualitativ mittels Photographie untersucht werden.

Sowohl die mit 4 Gy bestrahlten, die fiir 24 h mit 2 puM/ml Irinotecan, mit 2 nM/ml
Docetaxel als auch mit 0,5 pM/ml Trichostatin A inkubierten U87- und U373-Zellen bildeten
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen unverdnderte, konfluente Zellrasen
(Abb. 22, 23). Nach Infektion mit 10 pfu d1520 zeigten beide unbehandelten Glioblastom-
Zelllinien einen 95 % konfluenten Zellrasen mit vereinzelten Zellen, die verstirkte
Lichtbrechung aufwiesen — einem Indikator fiir virale Replikation.

Im Vergleich dazu wiesen die mit 10 pfu infizierten und mit 4 Gy bestrahlten U87-
Zellen einen verstirkten zytopathischen Effekt auf, der sich in einem fast aufgehobenen
Zellrasen &duBlerte, welcher fast nur noch aus abgerundeten Zellen mit verstirkter
Lichtbrechung bestand. Des Weiteren sind in dem Photo abgeldste, schwimmende Zellen mit
verstdrkter Lichtbrechung zu sehen (Abb. 22). Die mit 10 pfu infizierten und bestrahlten
U373-Zellen zeigten ein vergleichbares Bild mit einem 5 - 10 % konfluent verbleibenden
Zellrasen (Abb. 23).

Nachdem die Zelllyse der Glioblastom-Zellen nach Infektion mit dl520 in
Kombination mit Chemotherapeutika und Bestrahlung qualitativ genauer analysiert worden
ist, sollte die Transkriptionsfdhigkeit von d1520 im Vergleich zum Wildtyp-Adenovirus

genauer untersucht werden.
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U87
unbehandelt 10 pfu dI520

unbehandelt /0 Gy | S Lol

2 pM/ml Irinotecan 24 h | AT L

50 nM/ml Docetaxel 24 h

0,5 pM/ml Trichostatin
24 h

Abb. 22 Verstirkung der Zelllyse von d1520 durch Bestrahlung, Irinotecan, Docetaxel und
Trichostatin A in der Glioblastom-Zelllinie U87. Die mit 10 pfu Adenovirus d1520 infizierten
U87-Zellen zeigten verstirkte Zelllyse nach Kombination mit 4 Gy Bestrahlung und nach
Inkubation mit 2 puM/ml Irinotecan, 2 nM/ml Docetaxel oder 0,5 pM/ml Trichostatin fiir 24 h.
Die Zelllyse duBerte sich in lichtem Zellrasen und verstarkter Lichtbrechung mit Ablésung der
Zellen vom Plattenboden und wurde photographisch festgehalten. Weitere Informationen siche
Text.

h: Stunde(n), pfu: plaque forming unit(s).
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U373
unbehandelt 10 pfu dI520

unbehandelt / 0 Gy

2 pM/ml Irinotecan 24 h >

50 nM/ml Docetaxel 24 h ;

0,5 pM/ml Trichostatin
24 h

Abb. 23 Verstiirkung der Zelllyse von d1520 durch Bestrahlung, Irinotecan, Docetaxel und
Trichostatin A in der Glioblastom-Zelllinie U373. Die mit 10 pfu Adenovirus d1520 infizierten
U373-Zellen zeigten verstirkte Zelllyse nach Kombination mit 4 Gy Bestrahlung und nach
Inkubation mit 2 uM/ml Irinotecan, 2 nM/ml Docetaxel oder 0,5 pM/ml Trichostatin fiir 24 h.
Die Zelllyse duBerte sich in lichtem Zellrasen und verstarkter Lichtbrechung mit Ablésung der
Zellen vom Plattenboden und wurde photographisch festgehalten. Weitere Informationen siche
Text.

h: Stunde(n), pfu: plaque forming unit(s).
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_ 3.7 Vergleichbare Expression der Early Genes in U87 und U373 mit d1520 und Ad5-WT

3.7 Vergleichbare Expression der adenoviralen Early Genes in den Glioblastom-

Zelllinien nach Infektion mit d1520 und Ad5-WT

Um nachzuweisen, dass die Transkription — als Indikator einer abgelaufenen
Replikation — von d1520 mit der vom Wildtyp-Adenovirus in den Glioblastom-Zelllinien U87
und U373 vergleichbar war, wurde eine Northern Blot Analyse gegen E1B55K mit jeweils 50
pfu d1520 bzw. Ad5-WT durchgefiihrt. E1B5S5K und E4orf6 sind eingebunden in den YB-1
Transport vom Zytoplasma in den Kern und beide sind entscheidende Faktoren fiir die
adenovirale Replikation und Partikelformation.

Wie in Abbildung 24 zu sehen, war die Transkription von E1B55K nach Infektion mit
dl1520 sowohl in den U87- als auch in den U373-Zellen genauso hoch wie nach Wildtyp-
Infektion. Die gleichmidBige RNA-Menge wurde mittels EtBr-Fiarbung kontrolliert (nicht
gezeigt).

Als néchstes sollte die Virusproduktion von d1520 mit der vom Wildtyp-Adenovirus in

den Glioblastom-Zellen verglichen werden.

Northern Blot Analyse

Ad-WT dis20
U373 usg7 U373

Py TP §

Abb. 24 Vergleichbare Expression des adenoviralen
E1B55K nach Infektion mit dem Adenovirus dI520 und
AdS5-WT in den Glioblastom-Zelllinien U87 und U373.
Die mit 50 pfu dI520 bzw. AdS-WT infizierten
Glioblastom-Zellen wurden nach 48 h isoliert und eine
Northern Blot Analyse mit einer Sonde gegen EIB55K
durchgefiihrt. Beide Zelllinien zeigten eine vergleichbare
Expression von EIB55K nach Infektion mit d1520 und
Wildtyp. Die gleichmidBige RNA-Menge wurde mittels
Ethidiumbromid-Farbung kontrolliert. Weitere
Informationen siehe Text.

Ad-WT/Ad5-WT: Wildtyp-Adenovirus, h: Stunde(n).
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3.8 Virusproduktion von d1520 vergleichbar mit Ad5-WT in U373 bzw. erh6ht in U87

3.8 Vergleichbare Virusproduktion von dI520 und AdS-WT in U373, hohere

Partikelbildung von di1520 in U87 und vielfachresistenten Tumorzellen

Nachdem effiziente Zelllyse von dI1520 in den Glioblastom-Zelllinien U87 und U373,
in denen YB-1 zum Teil im Kern vorhanden war, und eine vergleichbare Transkription nach
Infektion mit d1520 und Ad5-WT nachgewiesen werden konnte, sollte die Virusproduktion
von dI520 mit der vom Wildtyp-Adenovirus verglichen werden. Hierzu wurden die Zellen mit
50 pfu des jeweiligen Virus infiziert und ein Plaque-Assay auf 293-Zellen angefertigt.

Wie in Abbildung 25 zu sehen, lag in den U87-Zellen der Virusertrag von d1520 mit
1x10® pfu 2,5-Mal hoher als der von Ad5-WT mit 4x10” pfu. In den U373-Zellen war die
Virusproduktion mit 2,5x10” pfu durch d1520 gegeniiber 3x10” pfu durch Ad5-WT fast gleich.
In den 257RDB-Zellen, in denen eine hohe nukleare YB-1 Lokalisation vorliegt, war der
Virusertrag nach Infektion mit d1520 mit 4x10” pfu héher als nach Wildtyp-Infektion mit
1,8x10® pfu. Somit ergab sich eine vergleichbare Virusproduktion von d1520 und Wildtyp-
Adenovirus in den U373-Zellen und eine hohere in den U87- und den 257RDB-Zellen.

Nach der Partikelbildung sollte der zytopathische Effekt von d1520 im Vergleich zu
Ad5-WT in den Glioblastom-Zellen untersucht werden.

Titer Virusproduktion
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Abb. 25 Vergleichbare Virusproduktion von dI520 und Ad5-WT in den U373-Zellen, héhere
Partikelbildung von dl520 in den U373- und 257RDB-Zellen. Die Zelllinien U87, U373 und 257RDB sind
mit 50 pfu dI520 bzw. Ad5-WT infiziert worden. Nach 72 h wurde ein Plaque-Test auf 293-Zellen von den
Zellen und ihrem Uberstand angefertigt. Die Virusproduktion von d1520 und Ad5-WT war in U373-Zellen fast
gleich, in U87- und 257RDB-Zellen sogar hoher nach Infektion mit d1520. Die Untersuchung wurde zweimal
durchgefiihrt und die Werte gemittelt. Die schmalen Balken stellen die Standardabweichung dar. Weitere
Informationen sieche Text.

h: Stunde(n), pfu: plague forming unit(s), WT: Wildtyp-Adenovirus.
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3.9 Effektive Lyse der Glioblastom-Zellen durch d1520, jedoch schwécher als Ad5-WT

3.9 Effektive Lyse der Glioblastom-Zellen durch dI520, jedoch etwas schwiicher als
Zelllyse durch Ad5-WT

Es konnte gezeigt werden, dass d1520 in den verwendeten Glioblastom-Zelllinien zum
Teil einen hoheren Virusertrag als Wildtyp-Adenovirus erzeugte. Beim Vergleich von d1520
mit Ad5-WT war jedoch auch der zytopathische Effekt von d1520 von Bedeutung. Deshalb
wurde ein CPE-Test in Gegeniiberstellung der beiden Viren durchgefiihrt.

Abbildung 26 zeigt die Kristallviolett-Féarbung nach Infektion mit aufsteigenden
Viruskonzentrationen von d1520 und Ad5-WT in Gegeniiberstellung auf den Zelllinien U87
und U373. dI520 wies auf den U87-Zellen einen zytopathischen Effekt von 100 % bei 20 pfu
und von 50 % bei 10 pfu auf. Im Gegensatz dazu lysierte Ad5-WT die Zellen bei 3 pfu zu 100
%. U373-Zellen wurden von 20 pfu d1520 zu 100 % und von 10 pfu d1520 zu 50 % lysiert.
Wildtyp zeigte auf den U373-Zellen seinen zytopathischen Effekt bei 10 pfu zu 100 % und
bei 5 pfu zu 50 %. Somit konnte dargestellt werden, dass d1520 — neben vielfachresistenten
257RDB-Zellen — Glioblastom-Zellen mit Teillokalisation von YB-1 im Kern lysierte.

Als néchstes sollte die Verstirkung des onkolytischen Effektes von dl520 in den

Glioblastom-Zellen in Kombination mit Bestrahlung untersucht werden.

CPE-Vergleich von Ad5-WT vs. dI520

0 pfu 1pfu 3 pfu 5pfu  10pfu 20pfu 30 pfu 40pfu 50 pfu

Ak - ¥ \‘ rl.-r-'-'g'-.'ﬁl - \
dis20 | | o j
Ad-WT |1 . :
d1520
Ad-WT{ &

Abb. 26 Hohere Zelllyse der Glioblastom-Zellen nach Infektion mit Ad5-WT als mit di520.
Die U87- und U373-Zellen wurden mit aufsteigenden moi des Adenovirus d1520 bzw. Wildtyp-
Adenovirus infiziert. 5 d nach Infektion wurden die nicht lysierten Zellen mit Kristallviolett
gefarbt und fixiert. d1520 erzielte eine effektive Lyse in den Glioblastom-Zellen U87 und U373,
welche etwas schwécher als die Lyse durch Wildtyp-Adenovirus ausfiel. Weitere Informationen
siche Text.

Ad5-WT: Wildtyp-Adenovirus, CPE: cytopathic effect, d: Tag(e), pfu: plaque forming unit(s), vs:
Versus.
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3.10 Verbesserter onkolytischer Effekt von d1520 durch Bestrahlung

3.10 Verbesserter onkolytischer Effekt von dI520 in den Glioblastom-Zellen U887 und
U373 durch Bestrahlung

3.10.1 Moderate Wachstumsinhibition der U87- und U373-Zellen durch Bestrahlung

Zuerst sollte die Strahlensensibilitdt der Glioblastom-Zelllinien U87 und U373
analysiert werden, indem deren Zellzahl alle 2 d durch mitteln der Zellzahl aus je 2 Népfen
einer 12-Napf-Platte bestimmt wurde. Die Zellen wurden entweder zweimal (am 1. und 3. d)
mit 4 Gy oder nicht bestrahlt. Wie Abbildung 27 verdeutlicht, wiesen die unbestrahlten U87-
Zellen einen S-formigen Wachstumsverlauf auf und vermehrten sich von Tag 3 bis 7 mit der
Frequenz von 100.000 Zellen pro Tag (A=100.000/d). Am siebten Tag erreichte Ihr
Wachstum ein Plateau, weil sie aufgrund kompletter Zellkonfluenz des Schalenbodens nicht
weiter expandieren konnten. Die mit insgesamt 8 Gy bestrahlte Vergleichsgruppe erfuhr eine
mittlere Wachstumsinhibition. 4 d nach der zweiten Bestrahlungssequenz erreichte die
Wachstumsinhibition ithr Maximum von 67 % und in diesem Zeitraum waren die Zellen nur
mit einer Frequenz von 25.000 Zellen pro Tag gewachsen (A=25.000/d). Ab dem siebten
Zahltag nahm ihr Wachstum mit der Frequenz von 50.000 Zellen pro Tag zu (A=50.000/d).

Die U373-Zellen dagegen zeigten nur eine moderate

Zellzahl Wachstumskurve
700.000
600.000 e
500.000 -
—— Kontrolle U373
400.000 41y U
30000071 / —a— Kontrolle U87
—A—4+4 U7
200.000 Gy
100.000 -
0 +—<"> PAN Tage
8 10

Abb. 27 Moderate Wachstumsinhibition der U87-Zellen und mittlere Inhibition der
U373-Zellen durch Bestrahlung mit 4+4 Gy. Die U87- und U373-Zellen wurden in 12-
Schalenplatten ausplattiert, an Tag 1 und 3 mit jeweils mit 4 Gy bzw. die Kontrollen nicht
bestrahlt. Beide Zelllinien zeigten sich moderat strahlensensibel nach Bestrahlung mit 8
Gy. Weitere Informationen siche Text.

Gy: Gray
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3.10 Verbesserter onkolytischer Effekt von d1520 durch Bestrahlung

Strahlensensibilitdt, wobei das Wachstum der bestrahlten Gruppe mit einer Latenz von 3 d
nach der zweiten Bestrahlungssequenz mit der gleichen Frequenz von circa 33.000 Zellen pro
Tag wuchs (A=33.000/d).

Nach Bestimmung der Wachstumsinhibition der Glioblastom-Zellen durch
Bestrahlung alleine, sollte der zytopathische Effekt von dI1520 in Kombination mit

Bestrahlung untersucht werden.

3.10.2 Erhohter zytopathischer Effekt von d1520 durch Bestrahlung in den Glioblastom-
Zellen

In Abschnitt 3.5 wurde eruiert, dass dI520 in den Glioblastom-Zelllinien U87 und
U373 effizient replizierte und diese lysierte. In der folgenden Untersuchung sollte gezeigt
werden, ob dieser zytopathische Effekt von d1520 durch die Kombination mit Bestrahlung
verstiarkt werden konnte. Hierzu wurden die ausplattierten Zellen entweder nicht, einen Tag
nach Ausplattieren mit 4 Gy oder zweimal an Tag 1 und 3 mit 4 Gy bestrahlt, bevor sie 6 h
spéter mit aufsteigenden Titern von d1520 infiziert wurden.

Nach Infektion mit 10 pfu d1520 hatten sich alle U87-Zellen abgerundet und vom
Zellboden gelost (Abb. 28). Nach Bestrahlung mit 4 Gy reagierten 30 - 40 % der U87-Zellen
nach Infektion mit 5 pfu dI520 mit einem zytopathischen Effekt, und nach Bestrahlung mit 8
Gy lysierten 5 pfu d1520 den ganzen Zellrasen. Die nicht infizierten Kontrollen wuchsen trotz
Bestrahlung mit 8 Gy zu einem konfluenten Zellrasen.

Wie in Abbildung 28 zu sehen, konnte in den U373-Zellen ohne Bestrahlung nach
Infektion mit 20 pfu d1520 noch keine Zelllyse festgestellt werden. Nach Bestrahlung mit
4 Gy wurde der Zellrasen von 20 pfu d1520 komplett lysiert und selbst 10 pfu d1520 erzielten
50 % Lyse in U373-Zellen. Viele Zellen waren abgerundet, zeigten verstirkte Lichtbrechung
und hatten sich vom Zellboden gelost. Die Abrundung und verstirkte Lichtbrechung waren
Zeichen des Zelltodes. Die mit 8 Gy bestrahlten Zellen waren bis auf die Schalenmitte, in der
die Zellen iiberkonfluent gewachsen waren und das Virus die Zellen in der Zeit nicht
erreichen konnte, nach Infektion mit 5 pfu dI520 komplett lysiert worden. Die nicht
infizierten Kontrollen wurden von der Bestrahlung nicht beeinflusst und ergaben einen
dichten Zellrasen.

Nach Infektion mit 1 pfu d1520 gingen die vielfachresistenten 257RDB-Zellen bereits
ohne Bestrahlung komplett in Lyse. Die Lysefdhigkeit von d1520 wurde durch Bestrahlung
nicht mehr gesteigert. 257RDB-Magenkarzinom-Zellen stellten sich jedoch als
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3.10 Verbesserter onkolytischer Effekt von d1520 durch Bestrahlung

strahlensensibel heraus, so dass die nicht infizierte Kontrolle nach Bestrahlung mit 8 Gy auf

wenige Zellen ausgediinnt wurde, die in Abbildung 28 nicht mehr zu sehen waren.

Nachdem eine verbesserte Zelllyse von dI520 in Kombination mit Bestrahlung

festgestellt wurde, sollte eruiert werden, inwieweit Bestrahlung die virale Replikation von

d1520 beeinflusste.
Bestrahlung
UR7 — U373 —— —— 257RDB —
0 Gy
0 pfu | 2 pfu 0 pfu |4 ; | 2 pfu 0 pfu ”/ : *’k “ 5| 2pfu
I )
- &
5 pfu 10pfu Spfu 0pfa  Spfu | ) \ﬂ V) 10pfu
50 pfu ()/) /) 1100 pfu 50 pfu | g8 100 pfu 50 pfu ) A/ . /100pfu
\ Y ¥
4 Gy
0 pfu 0 pfu || j 2 pfu 0 pfu @@ )/ j 2 pfu
5 pfu 5pfu | 10pfu 5pfu }/ \)/ \} )| 10 pfu
50 pfu | y 50 pfu | 4/ 100 pfu 50 pfu h-\ E ) 1| 100 pfu
4+4 Gy
0 pfu | 2 pfu 0 pfu 2 pfu 0 pfu | 2. Y- 7 k A * 2 pfu
»:’ l., \ \ .
5 pfu V| 10pfu Spfu | 10pfa Spfu | 3 i\’ )\ 5 10 pfu
50 pfu 100 pfu 50 pfu 100 pfu 50 pfu ( s/’ 9\/ )\() ’ 100 pfu
y \ A vy
A

Abb. 28 Verbesserter zytopathischer Effekt von dI520 nach Bestrahlung in den Glioblastom-Zelllinien U87
und U373. Die U87-, U373- und 257RDB-Zelllinien wurden mit 0, 4 oder 4+4 Gy bestrahlt, bevor sie mit
verschiedenen moi des Adenovirus dI1520 infiziert wurden. 5 d nach Infektion wurden die nicht lysierten Zellen mit
Kristallviolett gefarbt und fixiert. Durch Bestrahlung wurde der onkolytische Effekt von dI1520 in den Zelllinien U87
und U373 erhoht. Weitere Informationen siehe Text.
d: Tag(e), Gy: Gray, pfu: plague forming unit(s).
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3.10.3 Erhohte Replikation von d1520 durch Bestrahlung in den Glioblastom-Zellen

Zur Untersuchung der Replikation von dI520 in Kombination mit Bestrahlung wurde
eine Southern Blot Analyse durchgefiihrt. Die Zellen sind 1 h vor Infektion mit d1520 mit
0, 3 oder 6 Gy bestrahlt worden. Mit der Restriktionsendonuklease Kpnl wurde aus der
isolierten DNA ein 3646 bp-groB3es Fragment verdaut, welches die virale E2-Region enthielt.
Die E2-Region des Adenovirus transkribiert fiir die virale DNA-Polymerase, wird mit den
anderen frithen Genen eingeschaltet und ist somit ein Indikator fiir erfolgte Replikation.

Abbildung 29 B zeigt das Agarosegel der Glioblastom-Zelllinien. Die oberen im Gel
erscheinenden DNA-Signale verdeutlichten, dass sowohl von den U87- als auch von den
U373-Zellproben die gleiche DNA-Menge aufgetragen wurde. Unterhalb der intensiven
oberen Signale erschienen schwache Signale in den Bahnen der U373-Zelllinie, welche den
viralen, von Kpnl geschnittenen DNA-Fragmenten entsprachen. Die Southern Blot Analyse in
Abbildung 29 A belegte eine Verstirkung der E2-Signale nach Bestrahlung mit 3 und 6 Gy.
Die Signalintensitéit in den Agarosegelen und den Southern Blots wurde bestimmt und, falls
zu viel oder zu wenig DNA auf die Gele aufgetragen worden war, wurden die Southern Blot
Signale in faktorielle Ergebnisse umgerechnet. Bei den U87-Zellen ergab sich eine 2,3-fache
Verstarkung des E2-Signales nach Bestrahlung mit 3 Gy und eine 4,3-fache Verstiarkung nach
Bestrahlung mit 6 Gy. In den U373-Zellen zeigte sich ein 1,4-fach stirkeres Signal mit 3 Gy
Bestrahlung und ein 2,8-fach verstirktes Signal mit 6 Gy Bestrahlung im Vergleich zur
unbestrahlten Kontrolle (Abb. 29 E). Als Positivkontrolle wurde zusétzlich eine Southern Blot
Analyse von 257RDB-Zellen angefertigt. Von den 3 Proben — 0, 3 und 6 Gy — wurde die
gleiche DNA-Menge aufgetragen und die geschnittenen, viralen DNA-Fragmente waren in
allen 3 Proben zu erkennen (Abb. 29 D). Weder mit 3 noch mit 6 Gy Bestrahlung konnte das
E2late-Signal und damit die Replikation verstarkt werden (Abb. 29 C, E).

Nachdem erfolgreich nachgewiesen werden konnte, dass die Replikation von d1520 in
den Glioblastom-Zellen durch Bestrahlung erhéht wurde, sollte die Virusproduktion von

dI520 in Kombination mit Bestrahlung analysiert werden.
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Bestrahlung
_U87_ U373 __ 257RDB
0Gy 3Gy 6Gy 0Gy 3Gy 6Gy 0Gy 3Gy 6Gy

s W——

1 T 5e7RDB

ug7 S e — |
0Gy 3Gy 6Gy - v 36y . 66y

ot bl el -."

, Erhchung Intensititsbestimmung
(x-fach)

4,5
4,0
3,5
3,0
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2,0
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1,0

- B 100
0,0 T T T T T T T T

U87Ko U873Gy U87 6Gy U373 Ko U373 3Gy U373 6Gy 257 Ko 257 3Gy 257 6Gy

n

Abb. 29 Verstirkung der Replikation von dI520 durch Bestrahlung in den Glioblastom-Zelllinien. U87-,
U373- und 257RDB-Zellen wurden mit 0, 3 oder 6 Gy bestrahlt, bevor sie 6 h spéter mit 5 pfu dI520 infiziert
wurden. Die Hybridisierung mit der E2/ate-Sonde zeigte eine Erhdhung der Replikation durch Bestrahlung in
den Glioblastom-Zelllinien U87 und U373 (A) jedoch nicht in den MDR-positiven 257RDB-Zellen (C). Abb.
B und D zeigen die zugehodrigen Agarosegele. Abb. E stellt die Intensitdtserhohung im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle dar. Die Signalintensitdt der Kontrollzellen wurde jeweils gleich 1 festgelegt und die
Signalverstidrkung im Vergleich zur Kontrolle x-fach bestimmt. Weitere Informationen siehe Text.

Gy: Gray, h: Stunde(n), kb: kilo base(s), Ko.: Kontrolle, bp: base pair(s), WT: Wildtyp.

3.10.4 Erhohung der Virusproduktion von dI520 nach Bestrahlung in den Glioblastom-
Zellen

Nach Beobachtung der Erhohung des zytopathischen Effektes durch Bestrahlung in
den Glioblastom-Zelllinien war als nichstes die Verstirkung der Replikation durch
Bestrahlung untersucht worden. Weiterhin war zu analysieren, ob Bestrahlung die
Virusproduktion von dI520 in den Glioblastom-Zelllinien U87 und U373 erhoht. Hierzu
wurden die Zellen erst mit 0 oder 6 Gy bestrahlt, mit 40 pfu dI520 infiziert und 72 h spéter
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von der Medium-Zellsuspension ein Plaquetest auf 293-Zellen angefertigt. Selbst
El-deletierte Adenoviren konnen in 293-Zellen replizieren, weil E1A und EIB in deren
Genom integriert ist.

Wie in Abbildung 30 dargestellt, erbrachte d1520 in den U87-Zellen ohne Bestrahlung
nach Infektion mit 40 pfu einen Virusertrag von 3x10’ pfu. Nach Bestrahlung mit 6 Gy
konnte dieser Ertrag fast 6-fach auf 1,7x10® pfu erhdht werden. In den U373-Zellen betrug der
Virusertrag von 40 pfu d1520 ohne Bestrahlung mit 8x10’ pfu etwas mehr als in den U87-
Zellen. Er konnte durch Bestrahlung mit 6 Gy um % auf 1,1x10® erhoht werden. Somit wurde
die virale Partikelbildung von dl520 in beiden Glioblastom-Zelllinien durch Bestrahlung
erhoht.

Als nichstes sollte neben der Verbesserung der Virusproduktion untersucht werden,

ob Bestrahlung auch die virale Freisetzung von d1520 aus den Glioblastom-Zellen erhéhte.

o Virusproduktion
Titer (in pfu)

2,0E+08

1,6E+08

1,2E+08

8,0E+07

4,0E+07 T

0,0E+00 ‘ ‘
40pfudiS20 0Gy  40pfudls20 6Gy  40pfudi520 0Gy  40pfu diS20 6Gy

U877 U373

Abb. 30 Erhéhung der Virusproduktion von d1520 durch Bestrahlung. Die Zelllinien U87 und U373
sind mit 0 oder 6 Gy bestrahlt worden, bevor sie mit 40 pfu d1520 infiziert wurden. Nach 72 h wurde ein
Plaquetest auf 293-Zellen von den Zellen und ihrem Uberstand angefertigt. Die Virusproduktion wurde in
beiden Glioblastom-Zelllinien durch Bestrahlung erhoht. Die Untersuchung wurde zweimal durchgefiihrt
und die Werte gemittelt. Die schmalen Balken stellen die Standardabweichung dar. Weitere Informationen
siche Text.

d: Tag(e), h: Stunde(n), Gy: Gray, pfu: plaque forming unit(s).

&9



3.10 Verbesserter onkolytischer Effekt von d1520 durch Bestrahlung

3.10.5 Erhohung der viralen Freisetzung von dI520 aus den Glioblastom-Zellen durch

Bestrahlung

Nachdem eine Erhohung der Gesamtvirusproduktion in den Glioblastom-Zellen
nachgewiesen werden konnte, sollte analysiert werden, ob auch die virale Freisetzung aus der
Zelle durch Bestrahlung erhoht wird. Hierzu wurden U87- und U373-Zellen 3 d nach d1520
Infektion mit 0 oder 6 Gy bestrahlt und von dem Mediumiiberstand ein Plaquetest auf 293-
Zellen durchgefiihrt.

Die virale Freisetzung von d1520 konnte sowohl aus U87- als auch aus U373-Zellen
erhoht werden (Abb. 31). In den U87-Zellen setzte d1520 ohne Bestrahlung 7x10° pfu frei,
nach Bestrahlung mit 6 Gy erhéhte sich die freigesetzte Virusmenge um ¥ auf 1x107 pfu. In
U373-Zellen steigerte sich die virale Freisetzung sogar von 1,4x10° pfu 10-fach auf
1,4x10" pfu.

Nach Untersuchung der Eigenschaften von dI520 in Kombination mit Bestrahlung in
vitro, sollte das Therapiemodell des onkolytischen Adenovirus dl1520 in Kombination mit

Bestrahlung in vivo umgesetzt und untersucht werden.

Virale Freisetzun
Titer (in pfu) &

2,5E+07

2,0E+07

1,5E+07

1,0E+07 -

HH

H

5,0E+06

0,0E+00

di520 0Gy dI520 6Gy di520 0Gy dI520 6Gy
U87 U373

Abb. 31 Erhohung der Virusfreisetzung von di520 aus den Glioblastom-Zellen durch Bestrahlung.
Die U87- und U373-Zellen wurden mit 5 pfu des Adenovirus d1520 infiziert und 3 d nach Infektion mit 0
bzw. 6 Gy bestrahlt. Von dem nach insgesamt 5 d isolierten Uberstand wurde ein Plaquetest auf 293-
Zellen angefertigt. Die virale Freisetzung von dI520 wurde in beiden Zelllinien durch Bestrahlung mit 6
Gy erhoht. Die Untersuchung wurde zweimal durchgefiihrt und die Werte gemittelt. Die schmalen Balken
stellen die Standardabweichung dar. Weitere Informationen siehe Text.

d: Tag(e), Gy: Gray, h: Stunde(n), pfu: plaque forming unit(s).
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3.10.6 Hemmung des Wachstums von subkutanen U87-Tumoren im in vivo Xenograft-

Modell der Maus durch dI520

In vitro konnte die Verstirkung der Replikation von d1520, des viralen Ertrages und
der viralen Freisetzung, nach Bestrahlung am Glioblastom-Modell nachgewiesen werden.
Nun wurde aus den Erkenntnissen ein Therapiekonzept entwickelt, in dem am 1., 4. und 7. d
U87-Tumoren mit jeweils 4 Gy bestrahlt und am 2. und 5. d jeweils 5x10°® pfu dI520
intratumoral appliziert wurden. Hierzu wurden weiblichen nu/nu Nacktméusen 5x10° U87-
Zellen in die linke Flanke injiziert und die angewachsenen Tumoren bei einer Grofle von
150 - 200 mm’ therapiert. Die Versuchsgruppen wurden entweder mit kombinierter
Radiovirotherapie (,,RTx + Virus®) behandelt, wie oben beschrieben, erhielten nur dI520
(,Virus®) an Tag 2 und 5, wurden nur bestrahlt (,,RTx alleine*) an Tag 1, 4, und 7 oder
blieben untherapiert (,,Kontrolle®). Die untherapierte Kontroll- und die Bestrahlungsgruppe
bekamen parallel zur viralen Applikation, das gleiche Volumen Kochsalzlosung (PBS)
intratumoral injiziert.

Die Tumoren wuchsen extrem schnell an, so dass die Therapieschemata schon nach
2 Wochen begonnen wurden. Die Tumoren sind nicht in allen Tieren angewachsen oder sind
in Einzelfdllen zu langsam gewachsen, so dass von den insgesamt 40 Médusen die Gruppen
»RTx alleine” und ,RTx + Virus*“ jeweils 9 Tiere enthielten. Die mit ,,Virus alleine*
behandelte Gruppe bestand aus 8 und die Kontrollgruppe aus 7 Tieren. Zusitzlich war eine
Maus von Anfang an anorektisch und andmisch, so dass dieser kein Tumor inokuliert wurde.

Die TumorgroBBen unterlagen in allen 4 Therapiegruppen einer starken
Schwankungsbreite. Somit ergab sich auch an allen Messtagen in allen Tumorgruppen eine
sehr breite Standardabweichung (Abb. 32). Wie in der Graphik in Abb. 33 B und in der
Tabelle in Abb. 33 C dargestellt, lag ein signifikanter Unterschied der 3 therapierten Gruppen
zur Kontrollgruppe vor, jedoch nur ein minimaler Unterschied zwischen den Gruppen
Bestrahlung alleine, Virus alleine und der Kombination aus Bestrahlung + Virus. Am 22. d
war das Wachstum der mit der Kombination therapierten Gruppe um 6 % stirker inhibiert
worden als in den Gruppen mit Virus oder mit Bestrahlung alleine (Abb. 32, 33 B). Im
Vergleich zur Kontrollgruppe wurde das Wachstum durch die Kombinationstherapie um
55,2 % inhibiert, durch Bestrahlung alleine um 48,1 % und durch Virus alleine um 48,9 %
(Abb. 32, 33 B).

Die Berechnung des Kruskal-Wallis-Tests, einem nichtparametrischen Test fiir mehr

als 2 Gruppen bei quantitativen Merkmalen, ergab einen p-Wert < 0,05 zwischen Tag 3 bis 13
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und somit einen signifikanten Unterschied an diesen Tagen bei Betrachtung aller Gruppen
(Abb. 33 C). Der signifikante Unterschied ergab sich jedoch aus der GroBendifferenz der
Kontrollgruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen. Denn der Vergleich der Einzelgruppen
miteinander durch Bestimmung des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests ergab keinen
signifikanten Unterschied (p > 0,05) zwischen den Gruppen mit ,,Virus alleine®, mit
,Bestrahlung alleine* und mit ,,Virus + Bestrahlung* (Abb. 33 C).

Der fehlende signifikante Unterschied zwischen der Kombinationstherapie und der
Therapie mit ,,Virus alleine* resultierte moglicherweise aus einem Tumor in der Virusgruppe,
der eine Totalremission gezeigt hatte. Zusitzlich konnte ein weiterer Grund fiir den fehlenden
signifikanten Unterschied zwischen der Kombinationstherapie und der mit ,,Bestrahlung
alleine* therapierten Gruppe daran liegen, dass die nur mit Bestrahlung therapierten Tumoren
wesentlich stiarker im Wachstum inhibiert wurden, als es nach den Vorversuchen und den
Ergebnissen aus der Literatur zu erwarten gewesen wire. Des Weiteren hitte moglicherweise
ein kiirzerer Abstand zwischen Bestrahlung und Virusinjektion — 1 h anstatt 1 d vorher —
gewihlt werden sollen. Koike et al. konnten ndmlich nachweisen, dass kurz nach Bestrahlung

die nukleare Erhohung des Y-Box bindenden Proteins am groBten ist' .

Nichtsdestotrotz konnte in diesem Tierversuch ein onkolytischer Effekt von d1520 in
den Glioblastom-Zellen U87 in vivo im Vergleich zur den unbehandelten Tumoren
nachgewiesen werden. Um die Kombinationstherapie aus dI520 und Bestrahlung im
Glioblastom-Modell ndher zu untersuchen, sollte als nidchstes ein weiteres Xenograft-Modell

mit den U373-Zellen durchgefiihrt werden.
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Xenograft-Modell mit subkutanen U87-Tumoren

Mittelwerte  Standard- Relationzum Wachstumsinhibtion

Gruppe inmm® abweichung s Therapiebeginn imVergl. zur Kontrolle|

1d 196 48 1,0

3d 275 87 14 49,7%

6d 383 143 20 59,9%

9d 432 140 22 71,8%

13d 635 225 3,2 77,6%

16d 937 514 4.8 74,1%

20d 1397 710 71 61,4%

22d 1622 8,3 55,2%
T

1d 124 18 1,0

3d 174 64 14 68,1%

6d 317 265 2,6 66,8%

9d 403 296 3,3 73,8%

13d 693 540 56 75,5%

16d 1070 677 8,7 70,5%

20d 1480 829 12,0 59,1%

22d 1880 1206 15,2 48,1%
[Bestrahlung(RTx+PBS) ]

1d 201 58 1,0

3d 294 185 1,5 46,2%

6d 395 352 20 58,6%

9d 439 347 22 71,4%

13d 736 657 3,7 74,0%

16d 1047 896 52 71,1%

20d 1555 876 7.7 57,1%

22d 1851 1046 9,2 48,9%

Kontrolle (PBS)

1d 292 116 1,0

3d 546 263 1,9

6d 955 424 3,3

9d 1535 677 53

13d 2836 1237 9,7

16d 3621 124

20d

22d

Abb. 32 Wachstumsinhibition der subkutanen U87-Tumoren im in vivo Xenograft-Modell durch
dl520, Bestrahlung und die Kombination aus d1520 und Bestrahlung. Die 4Therapiegruppen des
U87-Tiermodells — Kontrolle (PBS), 12 Gy Bestrahlung (RTx + PBS), 1x10° pfu d1520 (Virus) und 12
Gy Bestrahlung plus 1x10° pfu d1520 (RTx+Virus) — wurden von Tag 1 bis 22 (1 d — 22 d) verfolgt und
die EinzelgroBenwerte der subkutanen U87-Tumoren gemessen. Von den 8 - 9 Einzelwerten jeder
Gruppe wurden der Mittelwert, die Standardabweichung (s), die GroBenrelation im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle der Therapiegruppe und die prozentuale Wachstumsinhibition in Prozent jeweils
im Vergleich zur Kontrollgruppe des jeweiligen Tages errechnet und tabellarisch dargestellt. Weitere
Informationen siche Text.

d: Tag(e), pfu: plaque forming unit(s), Vergl.: Vergleich.
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Xenograft-Modell mit d1520 in subkutanen U87-Tumoren

A. Therapiekonzept
5x10° pfu
4 Gy dlio 4 Gy dli 4 Gy
1 d 4 d 7 d
B. Gruppe U87 Xenograft-Model - TumorgrofRe in mm?
1. Tag | 3. Tag | 6. Tag | 9. Tag |13. Tag| 16.Tag|20. Tag| 22. Tag|

196 275 383 432 635 937 1397 1622
124 174 317 403 693 1070 1480 1880
210 310 421 363 772 1078 1542 1855

Kontrolle 292 546 O55| 1535 2836 3621
Tumorgrofle (mm?)
4000
3500 A
3000 A —&— RTx + Virus
2500 ~ —— Virus
2000 - —— RTx + PBS
1500 ——PBS
1000 -
500 -
0 Tage
1 3 6 9 13 16 20 22
C Test Gruppen p-Werte Tage
° 1d 3d 6d 9d 13d 16d | 20d | 22d
Kruskal-Wallis-Test Asyny. Sig. (2-tailed) 0,186 0,039 0005 0004 0,003 0,117} 0,938 0,959

Imit2 |Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)
Imit3 |BExact Sig. [2*(1-tailed Sig.)
Mann-Whitney-Test Imit4 |Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)
2mit3  |BExact Sig. [2*(1-tailed Sig.)
2mit4  |Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)
3mit4 |Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)

0,210] 0,042] 0,003 0,002[ 0,001] 0,200
0,000 0,001 0,002| 0001f 0006 0,222
0,142| 0,031] 0,003 0,000[ 0,000 0,200
0,001{ 0,036 0673] 0963| 0,743] 0,673 0837 0,797
0931] 0,606] 0436 0387 0,730] 0863 0863] 0918
0,001] 0021] 0236 0606 0888 0,673 0,758 0876

s == ==

Abb. 33 Wachstumsinhibition der subkutanen in vivo U87-Tumoren durch d1520, Bestrahlung und die Kombination
aus dI5S20 und Bestrahlung, jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den 3 genannten Therapien
untereinander. A zeigt das im U87-Xenograft-Modell angewandte Therapieckonzept. B stellt die Mittelwerte der
Tumorgrdfen in mm? tabellarisch und graphisch dar. C enthédlt die p-Werte der Kruskal-Wallis-Tests und des Mann-
Whitney-Tests. Die grau markierten p-Werte waren statistisch signifikant. Der Unterschied der Wachstumsinhibition der mit
dem Adenovirus d1520 alleine, mit Bestrahlung alleine und der Kombination aus RTx + d1520 therapierten Tumoren war im
Vergleich zu den nicht therapierten Kontrolltumoren signifikant, jedoch nicht untereinander. Weitere Informationen siche
Text. d: Tag(e), Gy: Gray, pfu: plaque forming unit(s), RTx: Bestrahlung, PBS: Kontrollgruppe.
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3.10.7 Proof of Principle der verbesserten Wachstumsinhibition durch die Kombination

aus d1520 mit Bestrahlung im in vivo Xenograft-Modell mit U373-Tumoren

Das in Abschnitt 3.10.6 beschriebene Therapiekonzept wurde im Xenograft-Modell
der Maus mit subkutanen U373-Tumoren wiederholt. Das Bestrahlungsregime wurde
verdandert, indem die Einzelbestrahlungsdosis auf 2 Gy gesenkt wurde, so dass diesen
Tumoren eine Gesamtdosis von 6 Gy zugefiihrt worden ist. Um ein effizienteres Ergebnis
erzielen zu kénnen, wurde der zeitliche Abstand zwischen Bestrahlung und nachfolgender
Virusapplikation auf 1 h reduziert, weil die Erhéhung von YB-1 durch die Bestrahlung kurz
nach der Bestrahlung am groBten ist'?®. Somit wurden die Tumoren an Tag 1, 3 und 5 der
Therapie mit 2 Gy bestrahlt und jeweils 1 h nach der Bestrahlung 3x10% pfu d1520 bzw.
Kochsalzlosung intratumoral appliziert (Abb. 35 A).

Leider waren von den 32 Maiusen, denen U373-Tumorzellen subkutan appliziert
worden sind, nicht alle Tumoren angewachsen, so dass in die einzelnen Therapiegruppen nur
zwischen 2 bis 5 Tiere aufgenommen werden konnten. Eine Ubersicht der Mittelwerte der
TumorgréBen von jeder Gruppe und der Standardabweichung ist in Abbildung 34 zu sehen. In
der Kontrollgruppe waren die Tumoren zum Teil sehr schnell gewachsen, so dass die Tiere
geopfert werden mussten.

Die Tumorgréflen der einzelnen Tiere unterlagen in allen Therapiegruppen mit
Ausnahme der Kombinationstherapie-Gruppe einer sehr breiten Schwankungsbreite. Somit
ergab sich auch an allen Messtagen in diesen 3 Tumorgruppen eine grofle
Standardabweichung. In der Bestrahlungsgruppe lag es daran, dass eines der beiden Tiere
aufgrund einer Anidmie sehr frith geopfert werden musste und in der Virusgruppe gab es einen
Non Responder-Tumor, der iiberhaupt nicht auf die Therapie angesprochen hatte. Die nur
bestrahlten Tumoren hatten im Vergleich zur Kontrolle ein stark inhibiertes Wachstum,
jedoch eine wesentlich schlechtere Wachstumsinhibition als die mit Virus behandelten Tiere,
wenn man den Non Responder-Tumor auller Betracht ldsst. Das jedoch bei weitem beste
Ansprechen zeigte die mit Kombinationstherapie behandelte Gruppe, wobei einer der
3 Tumoren fast ganz in Remission gegangen war. Die Mittelwerte der Tumorgréfen wurde in
Abbildung 35 B tabellarisch und graphisch dargestellt und verdeutlichen die Inhibition des
Tumorwachstums durch die Radiovirotherapie. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde das
Wachstum der bestrahlten Tumoren am 50. d um 46 % inhibiert und am 25. d um maximal
64 % inhibiert. Die mit Virus behandelten Tiere wurden durch das eine Non Responder-Tier

im Vergleich zur Kontrolle am 50. d nur um 26 % inhibiert und am 18. d um maximal 60 %
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reduziert. Am besten jedoch wurde das Wachstum in der mit Radiovirotherapie behandelten
Gruppe inhibiert, wobei dieses am 50. d um 86 % und am 29. d um maximal 94 % gehemmt
wurde. Durch die geringe Anzahl der Tiere konnte keine statistisch signifikante Aussage liber
die Effizienz der Kombinationstherapie geschlossen werden. Jedoch ist das Xenograft-
Mausmodell der U373-Tumoren als Proof of Principle einer Kombinationstherapie aus dem
onkolytischen Adenovirus dI520 und Bestrahlung zu sehen, welches in weiteren
Tierversuchen bestétigt werden muss.

Als nichstes sollte das Tumorgewebe aus dem Xenograft-Modell auf virale DNA

untersucht werden.
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Xenograft-Modell mit dI520 in subkutanen U373-Tumoren
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Abb. 34 stirkste Wachstumsinhibition der subkutanen U373-Tumoren im in vivo Xenograft-Mausmodell durch
die Kombinationstherapie aus d1520 mit Bestrahlung. Die 4 Therapiegruppen des U373-Tiermodells — Kontrolle
(PBS), 6 Gy Bestrahlung (RTx + PBS), 9x10* pfu dI520 (Virus) und 6 Gy Bestrahlung plus 9x10° pfu dI520
(RTx+Virus) — wurden von Tag 1 bis 50 (1d—50d) verfolgt und die EinzelgroBenwerte der subkutanen U373-Tumoren
gemessen. Die Mittelwerte (MW), die Standardabweichung (s), die GroBenrelation im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle der Therapiegruppe und die prozentuale Wachstumsinhibition in Prozent jeweils im Vergleich zur
Kontrollgruppe des jeweiligen Tages wurde tabellarisch dargestellt. Weitere Informationen siche Text.

d: Tag(e), RTx: Bestrahlung, Vergl.: Vergleich.

97



3.10 Verbesserter onkolytischer Effekt von d1520 durch Bestrahlung
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Abb. 35 Proof of Principle der verbesserten Wachstumsinhibition von dI520 in Kombination mit Bestrahlung in
subkutanen U373-Tumoren. A zeigt das im U373-Xenograft-Modell angewandte Therapiekonzept. B stellt die Mittelwerte

der Tumorgréfen in mm? tabellarisch und graphisch dar. Das Wachstum der U373-Tumoren wurde durch die Kombination

aus dem Adenovirus d1520 und Bestrahlung am stérksten inhibiert im Vergleich zu den nicht behandelten Kontrolltumoren,
gefolgt von d1520 alleine und Bestrahlung alleine. Aufgrund der niedrigen Tierzahlen war kein Signifikanzniveau der
unterschiedlichen Wachstumsinhibition bestimmt worden und das Modell als Proof of Principle anzusehen. Weitere
Informationen siehe Text.
d: Tag(e), Gy: Gray, pfu: plague forming unit(s), RTx: Bestrahlung, PBS: Kontrollgruppe.
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3.10.8 Nachweis von adenoviraler DNA in allen mit Virus behandelten U87-Tumoren,

jedoch nicht in den nur bestrahlten und den Kontrolltumoren

Um zu priifen, ob 3 Wochen nach intratumoraler Injektion noch das Adenovirus d1520
im U87-Tumorgewebe vorhanden war, wurde eine qualitative Southern Blot Analyse
durchgefiihrt. Die isolierte DNA wurde mit der Restriktionsendonuklease Kpnl verdaut und
das E2A-Signal in der Hybridisierung untersucht. Auf dem Agarosegel in Abbildung 36 B ist
zu erkennen, dass in allen Bahnen von allen Tumortypen DNA aufgetragen wurde. Sowohl in
den mit Radiovirotherapie als auch in den mit Virus alleine behandelten Tumoren konnte
Virus nachgewiesen werden (Abb. 36 A). In der bestrahlten und der Kontroll-Gruppe konnte
kein E2A-Signal und damit kein Virus nachgewiesen werden. Da im Agarosegel keine klar
abgrenzbaren DNA-Signale der zelluldren DNA zu erkennen waren, konnte keine quantitative
Aussage liber die vorhandene DNA getroffen werden. Die beiden untersuchten, mit Virus
behandelten Tumoren exprimierten unterschiedlich intensive Signale (Bahn 7 und 8), wobei
eines der beiden Signale (Bahn 8) der Intensitit der mit der Kombinationstherapie
behandelten Tumoren (Bahn 3 und 4) entsprach.

Nachdem die virale DNA mittels Southern Blot Analyse nachgewiesen wurde, sollte

das Virus zuséatzlich mittels Immunhistochemie untersucht werden.

3.10.9 Nachweis des adenoviralen Hexonproteins in den mit Virus behandelten U87-

Tumoren, jedoch nicht in den bestrahlten und den Kontrolltumoren

In der Southern Blot Analyse konnte die Replikation von d1520 im Tumorgewebe
nachgewiesen werden. Um dieses Ergebnis zu untermauern, wurden eine Immunhistochemie
der Tumoren durchgefiihrt. Die Tumoren sind 3 Wochen nach Virusapplikation entfernt, mit
Formalin fixiert und weiterbehandelt worden. Der verwendete primére Antikorper richtete
sich gegen das Hexonprotein der adenoviralen Oberfldche, welches die Seitenflichen des
Kapsids bildet. Das Hexonprotein wurde mittels des Avidin-Biotin-Komplexes, auch ABC-
Methode genannt, der durch rote Alkalische Phosphatase angefarbt wurde, dargestellt.
Abbildung 36 C zeigt den Schnitt eines Kontrolltumors, in dem keine Adenoviren
nachzuweisen war. Im rechten unteren Bild von Abbildung 36 C dagegen ist ein mit
Radiovirotherapie behandelter Tumorschnitt zu sehen, in dem viele pinkfarbene Komplexe,
um eine Nekrosezone angeordnet, zu erkennen sind. Bei genauerer Betrachtung des unteren

Bildes in Abbildung 36 C stellten sich pink-rot gefarbte Zellkerne und teilweise geféarbtes
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Abb. 36 Nachweis des Adenovirus dI520 in den mit Virus behandelten U87-Tumoren, jedoch nicht in den
bestrahlten und den Kontrolltumoren. A stellt den Southern Blot dar. Nach Opferung der Méuse 32 d nach
Therapiebeginn wurde DNA aus dem Gewebe der U87-Tumoren isoliert. Nach Hybridisierung mit der E2/ate-
Sonde konnte in den mit Virus und mit Virus + Bestrahlung therapierten Tumoren DNA des Adenovirus dI1520
nachgewiesen werden, jedoch nicht in den bestrahlten und Kontrolltumoren. Abb. B. zeigt das Agarosegel der
Southern Blot Analyse. C Von den U87-Tumoren wurde eine Immunhistochemie angefertigt mit einem
polyklonalen Antikorper gegen das Fiber des Adenovirus Typ 5. Die Schnitte sind jeweils in 20- bzw. 80-facher
Vergroflerung dargestellt. In den Kontrolltumoren konnte kein Virus nachgewiesen werden und auch keine
unspezifische Bindung des Antikdrpers. Dagegen konnte am Rande der zentralen tumoralen Nekrosezone dI1520
in Schnitten von den mit Virus + Bestrahlung therapierten Tumoren gefunden werden. Weitere Informationen
siche Text.

bp: base pair(s), Ko: Kontrolle, RTx: Bestrahlung, RTx+V: Kombination aus Bestrahlung und d1520, V: Virus.
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Zytoplasma dar. Somit war das Adenovirus dI520 selbst 3 Wochen post Virusinokkulation
intrazelluldr nachzuweisen. Quantitativ war zwischen den mit dI520 alleine und mit
Radiovirotherapie behandelten Tumoren kein Unterschied zu beobachten, weshalb nur eines
der Ergebnisse gezeigt wurde.

Nachdem das Adenovirus d1520 sowohl mittels Southern Blot Analyse als auch mittels
Immunhistochemie nachgewiesen worden waren, sollten die U87-Tumoren makroskopisch

und mikroskopisch untersucht werden.

3.10.10 Makroskopisch sichtbare Verkleinerung der U87-Tumoren nach Therapie
mit d1520 alleine, mit RTx und mit der Kombination aus d1520 + RTx

Bevor die U87-Tumoren enthaltenen Maiuse obduziert und auf makroskopisch
sichtbare Tumoren untersucht wurden, sind die Tumoren photographiert worden. Wie in
Abbildung 37 zu erkennen, waren die dargestellten U87-Tumoren der mit Bestrahlung alleine
(RTx) (B), mit dI520 alleine (C, D) und mit der Kombinationstherapie (dl520 + RTx)
behandelten Tiere (E) signifikant kleiner als der des Kontrolltieres (A). Zusétzlich wurde die
mit Virus alleine behandelte Maus dargestellt, deren Tumor nach Therapie komplett in
Remission gegangen war (Abb. 37 D). Des Weiteren sind 2 exzidierte U87-Tumoren zu
sehen, wobei der mit Bestrahlung alleine therapierte Tumor makroskopisch kleiner als der mit
der Kombinationstherapie behandelte Tumor war (Abb. 37 F).

Als néchstes wurden von den exzidierten U87-Tumoren histologische Schnitte in

Haematoxillin-Eosin Farbung angefertigt und diese analysiert.

3.10.11 Inhomogene Struktur der mit dI520 behandelten U87-Tumoren im

Gegensatz zur homogenen Struktur der bestrahlten und Kontrolltumoren

Nach makroskopischer Betrachtung der U87-Tumoren wurden die Tumoren und die
Lebern der Méuse entfernt, in Formalin fixiert und 10 pm-dicke Schnitte angefertigt, welche
mit Haematoxillin und Eosin gefarbt wurden.

In der histologischen Untersuchung besaB3en die Kontrolltumoren eine sehr homogene
Struktur aus fischzugartigen, entdifferenzierten Glioblastom-Zellen (Abb. 38 A).
Abwehrreaktionen des unspezifischen Abwehrsystem aus Makrophagen und Granulozyten
waren hier nicht vorherrschend. Abbildung 38 B zeigt einen bestrahlten Tumoren mit

homogenem Aufbau der Glioblastom-Zellen, der fibrotisch durchsetzt war. Das fibrotische
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makroskopische Ansicht der subkutane U87-Tumoren

Kontrolle Bestrahlung alleine

di520 di520 (komplette Remission)

exzidierter Tumor Vergleich
dl520 + Bestrahlung RTx vs. RTx + dI520

Abb. 37 Signifikanter Groflenunterschied des U87-Kontrolltumors im Vergleich zu den mit
Bestrahlung alleine, d1520 alleine und mit d1520 + Bestrahlung behandelten Tumoren. Am Tag 22
nach der Opferung wurden die subkutanen U87-Tumoren des Xenograft-Mausmodells photographiert,
wobei neben jeder Maus eine cm-Skala zu sehen ist. Makroskopisch war eine signifikant kleinere
Tumorgrofle der mit Bestrahlung alleine (B), mit dem Adenovirus dI1520 alleine (C, D) und mit der
Kombination behandelten Tiere (E) im Vergleich zum nicht behandelten Kontrolltier (A) zu sehen. Ein mit
dl520 alleine therapiertes Tier zeigte eine komplette Tumorregression (D). AuBerdem sind 2 exzidierte
Tumoren zu sehen, welche — links dargestellt — nur bestrahlt (RTx) und — rechts dargestellt — mit der
Kombinationstherapie (RTx + d1520) behandelt wurden (F). Weitere Informationen siche Text.

RTx: Bestrahlung.

Bindegewebe verliech dem Tumor eine rosafarbene Tonung in der HE-Farbung. Sowohl die
mit Radiovirotherapie (Abb. 38 D) als auch die mit Virus alleine behandelten Tumoren
(Abb. 38 C) wiesen eine sehr inhomogene Tumorstruktur auf. Hier herrschte ein

Gleichgewicht aus Nekrose, Apoptose und Abwehrreaktion vor, das den so genannten
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»Mottenfral* ergab. Der Mottenfral war durch die intratumorale wellenartige Struktur zu
erkennen. An diesen Wellen trafen Nekrose, Apoptose, und die unspezifische Abwehrreaktion
aus Makrophagen und Granulozyten aufeinander. Zusétzlich lag im Vergleich zu den ohne
Virus behandelten Tumoren eine erhdhte Vaskularisation vor. Histologisch stellte sich jedoch
kein Unterschied heraus, wenn die Tumoren mit Radiovirotherapie und die mit viraler
Therapie verglichen wurden. Abbildung 38 E stellt einen Lymphknoten der Beckenregion dar.
Peripher waren Lymphfollikel zu erkennen und zentral eine Metastase aus fischzugartigen
Glioblastom-Zellen. Dieser Lymphknoten wurde aus einer mit Virus alleine behandelten
Maus entfernt, bei der sich als einziges Tier eine komplette Tumorremission eingestellt hatte
(Abb. 37 D).

Neben den Tumoren wurden HE-Schnitte der Lebern angefertigt, wobei die
Kontrolltiere eine unauffillige, gleichmiBige Leberstruktur aufwiesen. Bei den mit insgesamt
12 Gy bestrahlten Tieren jedoch zeigten sich, wie in Abbildung 39 B dargestellt, starke
Héamorrhagien und Nekrosen. Diese wurden wahrscheinlich durch die Streustrahlung
verursacht, da die Miuse aus technischen Griinden au3erhalb des Tumorgebietes nicht durch
Bleischiirzen geschiitzt werden konnten. In den Lebern der mit Virus behandelten Tiere,
sowohl mit als auch ohne Bestrahlung, dominierte eine perivaskuldre Abwehrreaktion, wobei
diese unter Kombinationstherapie noch verstarkt wurde (Abb. 39 C, D). Dagegen war in der
Kontroll- und in der bestrahlten Gruppe keine Abwehrreaktion zu erkennen. Sowohl in einer
Leber einer mit Virus behandelten Maus als auch einer Kontrollmaus wurde eine Metastase
aus Glioblastom-Zellen gefunden (Abbildung 39 A, C). Zusammenfassend zeigte sich in den
Tumoren eine inhomogene Struktur in allen mit Virus behandelten Tumoren im Gegensatz zu
einer homogenen Struktur der nur bestrahlten und Kontrolltumoren. Des Weiteren erzeugte
das Virus in den Lebern eine perivaskuldre Abwehrreaktion und die Streustrahlung hepatische
Nekrosen und Himorrhagien.

Nachdem der onkolytische Effekt von d1520 in Kombination mit Bestrahlung in vitro
und in vivo am Glioblastom-Modell analysiert worden war, sollte der onkolytische Effekt von
dl520 in Kombination mit Zytostatika und dem Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A

ebenfalls untersucht werden.
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8 x " ¢

Abb. 38 Inhomogene Struktur der mit d1520 behandelten U87-Tumoren im Gegensatz zur homogenen
Struktur der bestrahlten und Kontrolltumoren. Abb. A - D zeigen 8-fach vergroBerte
Ubersichtsaufnahmen der HE-Schnitte aus den entfernten U87-Tumoren. Die mit dem Adenovirus d1520
alleine und die mit der Kombination aus d1520 + Bestrahlung behandelten Tumoren wiesen eine inhomogene
Struktur auf. Die mit Bestrahlung alleine und nicht behandelten Kontrolltumoren besaBen dagegen eine
homogene Struktur. In Abb. E ist ein in der urspriinglichen Tumorlokalisation benachbarter Lymphknoten
mit einer Metastase zu sehen, wobei der Tumor selbst sich komplett zuriickentwickelt hatte. Weitere
Informationen siehe Text.

RTx: Bestrahlung.
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Abb. 39 Perivaskulire Abwehrreaktion in der Leber der mit Virus behandelten Mause,
hepatische Nekrosen der mit Bestrahlung behandelten Méuse des U87-Xenograft-Models. In Abb.
A - D sind Ausschnitte aus den Lebern der mit den 4 verschiedenen Therapiemodalitdten behandelten
Maiuse in 20- bzw. 40-facher VergroBerung zu sehen. Die Lebern der mit Bestrahlung alleine
behandelten Tiere wiesen Himorrhagien und Nekrosen auf (C). Die Lebern der mit dem Adenovirus
d1520 alleine oder mit d1520 + Bestrahlung behandelten Tiere wiesen Abwehrreaktionen um die Gefédl3e
auf (B, D). In einer mit Virus behandelten und einer Kontrollleber waren sogar jeweils eine Metastase
zu finden (B). Weitere Informationen siehe Text.

RTx: Bestrahlung.

3.11 Erhohung der YB-1 Kernlokalisation durch Zytostatika — Erhohung der CAR-

Expression durch Histondeacetylase-Inhibitoren

3.11.1 Hochste Sensibilitiat der Glioblastom-Zellen gegeniiber der Einzelgabe von
Trichostatin A und der Kombination aus Trichostatin A + Irinotecan in

der Untersuchung der ICsp-Werte

Es konnte gezeigt werden, dass der onkolytische Effekt von dI520 durch die
Kombination mit Bestrahlung erhoht wurde, und dies konnte mit der Erhéhung der

Kernlokalisation von YB-1 durch Bestrahlung in Zusammenhang gebracht werden. Da
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Bestrahlung auf die Zelle genotoxischen Stress ausiibt, blieb die Frage offen, ob die
Replikation und der zytopathische Effekt von dI520 in den Glioblastom-Zellen auch durch
Stress mit Zytostatika erhoht werden konnte. Hierfiir sollten Daunorubicin, Docetaxel,
Irinotecan sowie Trichostatin A verwendet werden, wobei letzteres hauptsdchlich auf die
Erhohung der CAR-Expression ausgerichtet war. Um diese Zytostatika in den Glioblastom-
Zelllinien einsetzten zu konnen, musste zunédchst die Sensibilitdt der U87- und U373-Zellen in
Verbindung mit den antineoplastischen Substanzen bestimmt werden. Hierzu wurde die
Zellen fiir 48 oder 72 h mit verschiedenen Zytostatikakonzentrationen inkubiert und der
ICso-Wert (IC = induced cytotoxicity) mittels Elisa untersucht.
3.11.1.1 Hohe Sensibilitit der Glioblastom-Zellen gegeniiber Daunorubicin

Nach 48 h Inkubation mit 10 ng/ml Daunorubicin iiberlebten 63 % der U87-Zellen, bei
50 ng/ml nur noch 34 %. Die U373-Zellen reagierten etwas sensibler und 48 % der Zellen
iberlebten eine 48 h Inkubation mit 10 ng/ml Daunorubicin. Nach Inkubation mit 50 ng/ml
iberlebten nur noch 29 % (Abb. 40). Den 257RDB wurde in der Zellkultur in regelméBigen
Abstinden Daunorubicin zum L-15-Medium hinzugefiigt, um den Multidrug Resistant
Phianotyp zu erhalten. Sie sind folglich resistent gegen die eingesetzten Daunorubicin
Konzentrationen. Schlussfolgernd lag der 48h-1Cso-Wert der U87-Zellen bei 20 ng/ml und der

U373-Zellen bei 10 ng/ml Daunorubicin. Als néchstes mussten die ICso-Werte fiir Irinotecan

untersucht werden.

Abb. 40 Niedrige Sensibilitit

der
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Glioblastom-Zellen gegeniiber Daunorubicin.
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3.11.1.2 Relative Resistenz der Glioblastom-Zellen gegeniiber 48 und 72 h

Inkubation mit Irinotecan

Nach Analyse der ICsp-Werte fiir Daunorubicin sollte die Sensibilitdt der Glioblastom-
Zellen fiir den Topoisomerase-Hemmstoff Irinotecan bestimmt werden. Alle 3 untersuchten
Zelllinien waren relativ resistent gegeniiber einer 48 h Inkubation mit Irinotecan. Erst mit
10 uM/ml des Zytostatikums konnte ein Absterben von 47 % der U87-Zellen erreicht werden.
Bei den U373-Zellen fiberlebten 37 % eine Inkubation mit 10 pM/ml Irinotecan. Mit der
maximal eingesetzten Konzentration von 10 uM/ml Irinotecan lieBen sich nach 48 h
Inkubation keine der 257RDB-Zellen abtoten. Somit lag der 48h-1Cso-Wert der U87-Zellen
etwas oberhalb von 10 pM/ml, der Wert der U373 und der 257RDB-Zellen konnte selbst mit
10 uM/ml nicht erreicht werden (Abb. 41).

Nach 72 h Inkubation iiberlebten mit 1 pM/ml Irinotecan 48 % der U87-Zellen. In den
48 h Inkubationsversuchen reagierten die U373-Zellen schon resistenter als die U87-Zellen.
Eine Inkubation mit 1 uM/ml iiberlebten noch 82 % der U373-Zellen, erst 10 uM/ml konnten
die Zellzahl auf 24 % reduzieren. Die 257RDB-Zellen reagierten sehr resistent und 80 % der
Zellen iiberlebten eine 72 h Inkubation mit 100 uM/ml. Somit ergaben sich 72h-ICso-Werte
der U87-Zellen von 10 uM/ml und der U373-Zellen von 10 uM/ml (Abb. 41).

Als néichstes mussten die 1Cso-Werte fiir den Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin

A bestimmt werden.

3.11.1.3 Hohe Sensibilitit der Glioblastom-Zellen und der 257RDB-Zellen

gegeniiber Trichostatin A-Inkubation

Bei der folgenden Untersuchung der ICso-Werte fiir den Histondeacetylase-Inhibitor
reagierten alle untersuchten Zelllinien sensibel auf Trichostatin A. Eine 48 h Inkubation mit
100 nM/ml Trichostatin A iiberlebten zwar noch 86 % der U87-Zellen, aber bei 1 uM/ml
Trichostatin A senkte sich die Uberlebensrate auf 39 %. Die U373-Zellen waren weniger
sensibel gegen Trichostatin A als U87 und eine 48 h dauernde Inkubation mit 1 uM/ml
Trichostatin A iiberlebten 73 % und mit 10 uM/ml noch 38 % der U373-Zellen. Im Gegensatz
zu Irinotecan und Daunorubicin waren die 257RDB-Zellen sensibel gegeniiber Trichostatin
A. Nach Inkubation mit 100 nM/ml {iberlebten zwar noch 62 % aber mit 1 pM/ml
Trichostatin A nur noch 22 % der 257RDB-Zellen. Aus den Ergebnissen resultierten ein
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48h-ICsp-Wert der U87-Zellen von 550 nM/ml, der U373-Zellen von 4,5 uM/ml und der
257RDB-Zellen von 200 nM/ml Trichostatin A (Abb. 41).

Bei der Inkubationszeit von 72 h tiberlebten von den U87-Zellen bei 100 nM/ml 72 %
der Zellen und bei Inkubation mit 1 uM/ml nur noch 29 % der Zellen, so viele wie bei einer
48 h Inkubation mit 10 uM/ml Trichostatin A. Die Sensibilitdt der U373-Zellen verdnderte
sich gegeniiber einer 48 h Inkubationszeit nicht. Bei einer Konzentration von 1 uM/ml
tiberlebten 78 % und bei 10 pM/ml 42 % der U373-Zellen. Auch die Sensibilitdt der
257RDB-Zellen unterschied sich nach 72 h Inkubation nicht von der 48 h. 1 uM/ml
Trichostatin A fiir 72 h {berlebten 20 % der RDB-Zellen. Es ergaben sich somit
72h-1Csp-Werte von 300 nM/ml fiir U87, 6 uM/ml fiir U373 und 150 nM/ml Trichostatin A
fiir 257RDB-Zellen (Abb. 41).

Als néchstes musste die Sensibilitit der Glioblastom-Zellen U87 und U373 gegeniiber

dem Mitose-Hemmstoff Docetaxel getestet werden.

3.11.14 Normale Sensibilitit der U87- und moderate Sensibilitit der U373-Zellen

gegeniiber Docetaxel

Nach Untersuchung eines interkalierenden Zytostatikums, eines Topoisomerase-
Hemmstoffes und eines Histondeacetylase-Inhibitors sollte die Sensibilitdt der Glioblastom-
Zellen gegeniiber dem Mitose-Hemmstoff Docetaxel untersucht werden. 48 h
Inkubationszeiten mit 1 nM/ml Docetaxel iiberlebten 61 % und mit 10 nM/ml noch 26 % der
U87-Zellen. Die U373-Zellen waren etwas weniger sensibel und eine Inkubation mit 1 nM/ml
Docetaxel fiir 48 h iiberlebten 82 % und mit 10 nM/ml noch 32 % der U373-Zellen. Im
Vergleich dazu waren die 257RDB-Zellen resistenter und eine 48 h Inkubation mit
100 nM/ml Docetaxel iiberlebten 83 % dieser Zellen. Aus den Ergebnissen resultierten
48h-1Csp-Werte fiir U87 von 2nM/ml und fiir U373 von 4,5 nM/ml (Abb. 41).

Wenn man die Inkubationszeit auf 72 h erhéhte, lagen die Uberlebensraten der U87-
Zellen mit 1 nM/ml Docetaxel bei 48 % und mit 10 nM/ml bei 13 %. Nur minimale
Unterschiede ergaben sich bei den U373-Zellen, von denen nach 72 h Inkubation mit 1 nM/ml
Docetaxel 82 % und nach 10 nM/ml noch 24 % der Zellen iiberlebten. Vergleichbar zur
Inkubation fiir 48 h iiberlebten 80 % der 257RDB-Zellen eine 72 h Inkubation mit 100 nM/ml
Docetaxel. Die 72h-ICs-Werte sanken verglichen mit den 48h-ICs-Werten auf
Konzentrationen von 0,9 nM/ml fiir U887 und 3,5 nM/ml Docetaxel fiir U373-Zellen
(Abb. 41).
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Als letztes sollte die Sensibilitdt der U87- und U373-Zellen noch gegeniiber einer

Kombination aus jeweils 2 der Zytostatika analysiert werden.
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Abb. 41 Normale bis hohe Sensibilitit der Glioblastom-Zellen gegeniiber den Zytostatika Trichostatin A
und Docetaxel, relative Resistenz gegeniiber Irinotecan. Die Zellen U87, U373 und 257RDB wurden fiir 48
oder 72 h mit den verschiedenen Zytostatika inkubiert und danach die iiberlebenden Zellen mit Sulforhodamin B
fixiert. Der ICso-Wert der U87-Zellen betrug von Docetaxel 2 nM/ml nach 48 h und 0,9 nM/ml nach 72 h, von
Irinotecan 10 uM/ml nach 48 h und 72 h und von Trichostatin A 550 nM/ml nach 48 h und 300 nM/ml nach 72 h.
Bei den U373-Zellen lag der 1Cs,-Wert von Docetaxel bei 4,5 nM/ml nach 48 h und 3,5 nM/ml nach 72 h, von
Irinotecan bei 4 uM/ml nach 48 h und 10 nM/ml nach 72 h und von Trichostatin A bei 4,5 uM/ml nach 48 h und

6 pM/ml

nach 72 h. Weitere Informationen siehe Text.

h: Stunde(n), Konz.: Konzentration, M: Molar.
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3.11.1.5 Hochste Sensibilitit der Glioblastom-Zellen gegeniiber der Kombination

aus Irinotecan + Trichostatin A in der Untersuchung der ICs-Werte

In der Therapie neoplastischer Erkrankungen werden bei Einsatz von
Chemotherapeutika meist Kombinationen aus mehreren Zytostatika eingesetzt. Die
Dosierungen sind in der Klinik wéahrend der Induktionstherapie sehr hoch, jedoch wihrend
der folgenden Erhaltungstherapie wesentlich niedriger. Deshalb wurden unterschiedliche
Zweierkombinationen der oben aufgefiihrten Zytostatika untersucht, um herauszufinden,
welche Uberlebensraten der U87-, U373- und 257RDB-Zellen bei welchen

Zytostatikakombinationen und in welchen Konzentrationen resultierten.

3.11.1.5.1 Mittlere Sensibilitit der Glioblastom-Zellen gegeniiber

Docetaxel + Irinotecan

In Abbildung 43 ist zu sehen, dass die Uberlebensrate der U87-Zellen mit den
angewandten Konzentrationen, die fiir 48 h belassen wurden, maximal auf 35 % gesenkt
werden konnte. Das beste Verhiltnis von der Uberlebensrate zur Konzentration bestand bei
Inkubation mit 3 uM/ml Docetaxel + 0,7 pM/ml Irinotecan, welche 52 % der U87-Zellen
tiberlebten.

Ahnlich verhielt es sich mit den U373-Zellen, wobei ab einer Teilkonzentration von
1 nM/ml Docetaxel die Uberlebensrate auf ca. 40 % gesenkt wurde. Der beste Toxizitits-
Konzentrationsindex bestand bei einer Konzentration von 3 nM/ml Docetaxel + 0,7 pM/ml
Irinotecan mit einer Uberlebensrate der U373-Zellen von 45 % (Abb. 43).

Die 257RDB-Zellen, die sich auch bei Einzelkonzentrationen von Docetaxel oder
Irinotecan resistent verhielten, konnten durch die Kombination nicht sensibilisiert werden
(Abb. 42).

Nach Untersuchung der Sensibilitdt gegeniiber Docetaxel + Irinotecan wurde die

Kombination aus Trichostatin A + Docetaxel analysiert.

3.11.1.5.2 Mittlere Sensibilitit der Glioblastom-Zellen gegeniiber

Trichostatin A + Docetaxel

Ab einer Einzelkonzentration von 0,7 pM/ml Trichostatin A konnte die

Uberlebensrate der U87-Zellen auf 40 % gesenkt werden. Diese konnte nur maximal auf 26 %
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gemindert werden, bei den Maximalkonzentrationen von 10 pM/ml Trichostatin A + 7 pM/ml
Docetaxel. Der beste Toxizitits-Konzentrationsindex lag bei 0,7 puM/ml Trichostatin A
+ 3 nM/ml Docetaxel mit einer Uberlebensrate von 40 % der U87-Zellen. Der 1Cso-Wert lag
bei der Konzentration von 0,7 pM/ml Trichostatin A + 0,7 nM/ml Docetaxel (Abb. 43).

Bei den U373-Zellen konnte die Uberlebensrate maximal auf 21 % gesenkt werden,
dies aber nur mit den hochsten Konzentrationen beider Zytostatika. Der effektivste Index
bestand bei den Konzentrationen von 0,7 pM/ml Trichostatin A + 0,7 nM/ml Docetaxel, bei
denen 41 % der U373-Zellen iiberlebten. Der ICsp-Wert betrug 0,7 uM/ml Trichostatin A
+ 3 nM/ml Docetaxel (Abb. 43).

Die 257RDB-Zellen reagierten sehr sensibel auf Einzelkonzentrationen von
Trichostatin A. Somit konnte die niedrigste Konzentration von 0,7 pM/ml Trichostatin A
+ 0,7 nM/ml Docetaxel die Zellzahl schon auf 28 % reduzieren (Abb. 42).

Zuletzt musste die Uberlebensrate der Glioblastom-Zellen gegeniiber Inkubation mit

der Kombination aus Irinotecan + Trichostatin A untersucht werden.

3.11.1.53 Hochste Sensibilitit der Glioblastom-Zellen gegeniiber

Irinotecan + Trichostatin A

Nach der Sensibilitdtsuntersuchung der Glioblastom-Zellen mit der Kombination aus
Trichostatin A + Docetaxel sollte Trichostatin A zusétzlich mit Irinotecan kombiniert werden.
Bei dieser Kombination wurde die Uberlebensrate der U87-Zellen, die maximal auf 20 %
gesenkt werden konnte, jeweils am stirksten bei den hochsten Trichostatin  A-
Konzentrationen gesenkt. Der effektivste Toxizitdts-Konzentrationsindex bestand mit einer
Uberlebensrate von 37 % bei den Konzentrationen 1 puM/ml Irinotecan + 3 uM/ml
Trichostatin A. Der ICso-Wert lag bei den Konzentrationen 0,7 uM/ml Trichostatin A + 1
uM/ml Irinotecan (Abb. 43).

Wie bei den U87-Zellen konnte die Uberlebensrate der U373-Zellen am niedrigsten
mit den hdchsten Trichostatin A-Konzentrationen gesenkt werden. Maximal wurde eine
Uberlebensrate von 24 % erreicht, wobei die Konzentrationen 1 uM/ml Irinotecan + 3 pM/ml
Trichostatin A den optimalen Toxizitits-Konzentrationsindex ergaben, bei dem 54 % der
Zellen iiberlebten und diese Konzentration auch dem ICsp-Wert entsprachen (Abb. 43).

Die 257RDB-Zellen reagierten auf Einzelkonzentrationen von Irinotecan und

Trichostatin A sehr empfindlich und erreichten schon bei der niedrigsten Konzentration von
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0,7 pM/ml Irinotecan + 0,7 uM/ml Trichostatin A eine sehr niedrige Uberlebensrate von
23 % (Abb. 42).

Nachdem die Sensibilitidt der Glioblastom-Zellen gegeniiber der Inkubation mit den
einzelnen Zytostatika und den Kombinationen aus 2 Chemotherapeutika bestimmt worden
war, konnte als nichstes der zytopathische Effekt von dl520 in Kombination mit den

Zytostatika untersucht werden.
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Abb. 42 Hohe Sensibilitit der 257RDB-Zellen gegeniiber Trichostatin A + Irinotecan bzw. + Docetaxel. Die
257RDB-Zellen wurden mit den auf der x-Achse angegebenen Konzentrationen fiir 48 h inkubiert — dabei wurden
Trichostatin A und Irinotecan in uM/ml und Docetaxel in nM/ml angegeben. Nach Inkubation wurden die iiberlebenden
Zellen mit Sulforhodamin B fixiert. Fiir die 257RDB-Zellen lagen die ICs,-Werte von Irinotecan + Trichostatin A und von
Trichostatin A + Docetaxel unterhalb der geringsten eingesetzten Konzentrationen mit 0,7 uM/ml Irinotecan + 0,7 pM/ml
Trichostatin A bzw. 0,7 uM/ml Trichostatin A + 0,7 nM/ml Docetaxel vor. Bei der Kombination Docetaxel + Irinotecan
zeigten die Zellen bei den eingesetzten Konzentrationen keine Sensibilitét.

Weitere Informationen siehe Text.

h: Stunde(n), Kombi.: Kombination, Konz.: Konzentration, M: Molar.
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Abb. 43 Hochste Sensibilitit der Glioblastom-Zellen gegeniiber Trichostatin A + Irinotecan, mittlere Sensibilitéit
gegeniiber den Kombinationen Trichostatin A + Docetaxel und Docetaxel + Irinotecan. Die Glioblastom-Zellen U87
und U373 wurden mit den auf der x-Achse angegebenen Konzentrationen fiir 48 h inkubiert — wobei Trichostatin A und
Irinotecan in pM/ml und Docetaxel in nM/ml angegeben sind — bevor die iiberlebenden Zellen mit Sulforhodamin B
fixiert wurden. Fiir die U87-Zellen stellten sich ICs5y-Werte von 0,7 puM/ml Irinotecan + 1 pM/ml Trichostatin A, von 0,7
pM/ml Trichostatin A + 0,7 nM/ml Docetaxel und von 3 nM/ml Docetaxel + 0,7 pM/ml Irinotecan fiir eine 48 h
Inkubation heraus. Fiir die U373-Zellen ergaben sich ICs,-Werte von 3 pM/ml Irinotecan + 0,7/ml uM Trichostatin A, von
0,7 uM/ml Trichostatin A + 3 nM/ml Docetaxel und von 3 nM/ml Docetaxel + 0,7 pM/ml Irinotecan fiir eine 48 h

Inkubation.
Weitere Informationen siehe Text.

h: Stunde(n), Kombi.: Kombination, Konz.: Konzentration, M: Molar.
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3.11.2 Verstiarkung des zytopathischen Effektes von d1520 durch Zytostatika

Der zytopathische Effekt von dI520 konnte durch Bestrahlung, welche zu einer
Erhohung der Kernlokalisation von YB-1 fiihrt, verstirkt werden. Da Chemotherapeutika
auch zu einer Akkumulation von YB-1 im Kern fiithren kénnen, sollte der zytopathische
Effekt von dl520 nun in Kombination mit den Zytostatika Docetaxel, Irinotecan und
Daunorubicin nach 24 h und 5 h Inkubationszeit durchgefiihrt werden. Ebenfalls sollte eine
Verstiarkung des zytopathischen Effektes von d1520 durch den Histondeacetylase-Inhibitor
Trichostatin A untersucht werden, welcher zu einer Erhohung der CAR-Expression und somit
zu einer Verbesserung der viralen Infektionsfahigkeit fithren sollte.

Dabei wurden Konzentrationen eingesetzt, die weit unterhalb der 1Cso-Werte lagen.
Da die Glioblastom-Zelllinien auf die Zytostatika-Kombination Irinotecan + Trichostatin A
am sensibelsten reagiert hatten, wurde diese Kombination fiir die weiteren Versuche

angewandt, ebenfalls in Konzentrationen unterhalb der 1Cso-Werte.

3.11.2.1 Starkste Erhohung des zytopathischen Effekts von dl520 in U87-Zellen
durch nicht toxische Konzentrationen der Kombination

Irinotecan + Trichostatin A nach 24 h Inkubation

Zuerst wurde die U87-Glioblastom-Zellen auf einen verstirkten zytopathischen Effekt
von dI520 durch Zytostatika untersucht. In der Kontrollreihe wurden die U87-Zellen von
30 pfu dI520 komplett lysiert. Bei 20 pfu dI520 zeigten 50 % der Zellen verstirkte
Lichtbrechung und der Zellrasen war nur noch zu 50 % konfluent (Abb. 44). Die restlichen
Zellen waren in Lyse gegangen und hatten sich damit abgeldst. Der CPE-Test wurde ebenfalls
quantitativ analysiert, indem die Kristallviolett-Farbung gelost wurde. Die Analyse ergab
nach Infektion mit 20 pfu eine 60 % Farbintensitit im Vergleich zur nicht infizierten
Kontrolle (Abb. 44). Nach Inkubation mit 1 pM/ml Irinotecan fiir 24 h konnten 20 pfu dI1520
den kompletten Zellrasen lysieren (Abb. 45). Die Lysefdahigkeit von dI520 konnte nach
Inkubation mit 0,5 pM/ml Trichostatin A weiter gesteigert werden, worunter 10 pfu d1520 den
Zellrasen komplett lysierten und bei 8 pfu d1520 die U87-Zellen nur noch zu 60 % konfluent
waren, und davon 40 % der Zellen verstédrkte Lichtbrechung zeigten (Abb. 45). Diesbeziiglich
ergab die quantitative Bestimmung der Farbintensitit der Kristallviolett-Losung eine
Abnahme der Farbintensitét auf 36 % bei 8 pfu dI520 im Vergleich zur nicht infizierten, mit
Trichostatin A inkubierten Kontrolle von U87 (Abb. 45). Bei Inkubation mit der Kombination
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von 1 uM/ml Irinotecan + 0,5 pM/ml Trichostatin A wurde die Lyse bei 8 pfu dl520
komplettiert (Abb. 44, 45).

Nachdem in den U87-Zellen die stirkste Erhohung des zytopathischen Effektes von
di520 durch die Kombination aus 1 puM/ml Irinotecan + 0,5 uM/ml Trichostatin A
nachgewiesen werden konnte, sollten die Zelllyse ebenfalls in den U373-Zellen untersucht

werden.

3.11.2.2 Starkste Erhohung des U373-Zelllyse von dl520 durch nicht toxische
Konzentrationen der Kombination Irinotecan + Trichostatin A nach 24 h

Inkubation

In der Kontrollreihe von U373 konnten die hochsten, experimentell untersuchten
30 pfu von d1520 keine Lyse im CPE-Test erzielen (Abb. 44 unten). Die Farbintensitit zeigte
jedoch eine Abnahme auf 70 % im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle (Abb. 45). Nach
Inkubation mit 1 uM/ml Irinotecan fiir 24 h wurden mit 30 pfu d1520 der Zellrasen auf 13 %
reduziert (Abb. 44, 45). Auch bei niedrigeren pfu-Zahlen konnte in den U373-Zellen zwar
keine signifikante Lyse nachgewiesen werden, aber das Wachstum wurde im Vergleich zur
Kontrolle um 20 - 40 % gehemmt. Mit 0,5 uM/ml Trichostatin A fiir 24 h konnte die lytische
Aktivitdt von dI520 auf 20 pfu gesteigert werden. Bei Infektion mit 10 pfu sank die
Farbintensitdt immerhin auf 51 % (Abb. 44, 45). Bei der Kombination von Irinotecan
+ Trichostatin A lysierten bereits 10 pfu d1520 den gesamten Zellrasen und bei 8 pfu sank die
Farbintensitat auf 68 % (Abb. 44, 45).

Als Positivkontrolle sollten neben den Glioblastom-Zellen, in denen YB-1 zum Teil
im Zellkern lokalisiert war, die vielfachresistenten 257RDB-Zellen in Kombination mit

Zytostatika analysiert werden.

3.11.2.3 Keine Erhohung der 257RDB-Zelllyse von dI520 durch Zytostatika nach
24 h Inkubation

Bei den MDR-positiven 257RDB-Zellen, in denen YB-1 hauptsidchlich im Kern
vorliegt, konnte in diesem Versuch kein Unterschied des zytopathischen Effektes von d1520
zwischen der Kontrolle ohne Zytostatika und den mit den 3 verschiedenen Zytostatika
inkubierten Gruppen festgestellt werden. Schon die Kontrolle wurde von 2 pfu dl520
komplett lysiert, somit auch von den mit Zytostatika inkubierten 257RDB-Zellen (Abb. 46).
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U87 24 h Inkubation
Kontrolle 2pM/ml Irinotecan 0,5 pM/ml Tricho. 1pM/ml Ir+0,SpM/ml Tr
1pfu 2 pfu / 0 pfu

1pfu 2 pfu

7

Opfu 1pfu 2pfu

U373 24 h Inkubation
2uM/ml Irinotecan 0,5 pM/ml Tricho. 1pM/ml Ir+0,SpM/ml Tr

Opfu 1pfu 2pfu Opfu 1pfu 2pfu

0 pfu 1pfu 2pfu

Abb. 44 Stirkste Erhohung des zytopathischen Effektes von dI520 in den Glioblastom-Zellen
nach Inkubation mit Irinotecan + Trichostatin A fiir 24 h. Nach Inkubation mit den angegebenen
Konzentrationen fiir 24 h wurden die U87- und U373-Zellen mit d1520 infiziert und die Kristallviolett-
Féarbung 5 d nach Infektion angefertigt. Der onkolytische Effekt von d1520 wurde in den Glioblastom-
Zellen durch Zytostatika verstérkt, jedoch nicht in den MDR-positiven 257RDB-Zellen (siche Abb. 45).
Die stirkste Erhohung konnte in beiden Zelllinien mit der Kombination aus 1 pM/ml Irinotecan + 0,5
pM/ml Trichostatin A erzielt werden, gefolgt von 0,5 pM/ml Trichostatin A alleine und dann 2 pM/ml
Irinotecan alleine. Weitere Informationen siehe Text.

d: Tag(e), Ir+Tr: Irinotecan + Trichostatin A, h: Stunde(n), M: Molar, pfu: plaque forming unit(s),
Tricho: Trichostatin A.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass der zytopathische Effekt von d1520 in den
Glioblastom-Zellen durch Zytostatika verstirkt wurde, jedoch nicht in den vielfachresistenten
257RDB-Zellen, sollte als nidchstes der zytopathische Effekt von dl520 mit anderen

Inkubationszeiten untersucht werden.
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Abb. 45 Stirkste Erhohung der Zelllyse der Glioblastom-Zellen durch dI520 mittels der
Kombination aus Irinotecan + Trichostatin A. Zur Quantifizierung des CPE-Tests mit 24 h
Zytostatika-Inkubation wurde die Kristallviolett-Farbung mittels einer 0,1 % SDS in PBS-
Losung geldst und die Farbintensitdt bei einer Absorption von 590 nm bestimmt. Auf der Y-
Achse wurde die zur Konfluenz des Zellrasens proportionale Farbintensitét dargestellt, wobei die
Kontrollzellen (ohne Zytostatika) jeweils 100 % gleichgesetzt wurden. Weitere Informationen
siehe Text.

CPE: cytopathic effect, h: Stunde(n), Irino.+Tricho.: Irinotecan + Trichostatin A, Tricho.:
Trichostatin A, M : Molar, pfu: plaque forming unit(s).
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Abb. 46 Keine Erhoéhung des zytopathischen Effektes von dI520 in den
vielfachresistenten 257RDB-Zellen durch Zytostatika. Nach Inkubation mit den
angegebenen Konzentrationen fiir 24 h wurden die Zellen mit dem Adenovirus d1520
infiziert und die Kristallviolett-Farbung 5 d nach Infektion angefertigt. Der
onkolytische Effekt von dI520 wurde in den MDR-positiven 257RDB-Zellen nicht
durch Zytostatika verstérkt im Gegensatz zu den Glioblastom-Zellen (siche Abb. 44).
Weitere Informationen siehe Text.

d: Tag(e), h: Stunde(n), Ir+Tr: Irinotecan + Trichostatin, M: Molar, pfu: plaque
forming unit(s), Tricho: Trichostatin A.

3.11.24 Keine signifikante Verstirkung des zytopathischen Effektes durch
Zytostatika nach S h Inkubation auf der Zelllinie U87

Der zytopathische Effekt von d1520 mit Zytostatika auf den Glioblastom-Zellen sollte
mit kiirzeren Inkubationszeiten und dabei hoheren Zytostatika-Konzentrationen weiter
untersucht werden. Im Vergleich zur Kontrollreihe mit 24 h Inkubation, bei der 20 pfu d1520
die Zellen auf 70 % reduzierten, lysierten 20 pfu d1520 die U87-Zellen noch nicht sichtbar.
Einige Zellen zeigten verstirkte Lichtbrechung, so dass davon auszugehen war, dass 30 pfu
die Zellen komplett lysiert hitten. Nach Inkubation mit 10 nM/ml Docetaxel und mit
10 uM/ml Irinotecan fiir 5 h lysierten 20 pfu ca. 40 % der Zellen, so dass der Zellrasen
ausgediinnt war. Inkubation mit 10 pM/ml Trichostatin A fiir 5 h fiihrten insgesamt — auch bei
den nicht infizierten Zellen — zur Ausdiinnung des Zellrasens im Vergleich zur nicht
Zytostatika behandelten Kontrolle. Der zytopathische Effekt von d1520 wurde somit nach 5 h
Inkubation durch Trichostatin A nicht und durch Docetaxel und Irinotecan auch nur marginal
verstéarkt (Abb. 47).

Als néchstes sollte der CPE-Test mit 5 h Zytostatika-Inkubation auf den U373-Zellen

untersucht werden.
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3.11.2.5 Schwache vergleichbare Verstirkung der Zelllyse von d1520 durch die drei
Zytostatika nach 5 h Inkubation auf der Zelllinie U373

Bei CPE-Analyse der 5 h Chemotherapeutika-Inkubation lysierten 20 pfu d1520 60 %
der Kontrolle der U373-Zellen. Nach 5 h Inkubation mit 10 nM/ml Docetaxel, 10 puM/ml
Irinotecan und 10 pM/ml Trichostatin A lysierten 10 pfu d1520 alle Zellen. Der zytopathische
Effekt konnte somit schwach in den U373-Zellen durch die drei Zytostatika erh6ht werden
(Abb. 47).

Nachdem gezeigt worden war, dass die Erhohung des zytopathischen Effektes von
d1520 nach 5 h Zytostatika-Inkubation wesentlich schwicher ausfiel als nach 24 h Inkubation,

sollte zuletzt die Zelllyse von d1520 in Kombination mit Daunorubicin bestimmt werden.

CPE-Test mit 5 h Inkubation

0 pfu 0 pfu | ’

Kontrolle 2 pfu 2 pfu
10 pfu | 10 pfu |(§

0 pfu 0 pfu
10nM/ml Docetaxel 2pfu | 2 pfu
10 pfu 10 pfu
opfu (8 0 pfu
10 uM/ml Trinotecan 2 pfu 2 pfu
10 pfu |EW} 10 pfu
0 pfu / 0 pfu
10 pM/ml Trichostatin A 2 pfu 2 pfu
10 pfu | 10 pfu

Abb. 47 Nach 5 h Inkubation keine Verstirkung der Zelllyse durch d1520 in den U87 Zellen, schwache
Verstirkung in den U373-Zellen. Nach Inkubation mit den angegebenen Konzentrationen fiir 5 h wurden die
Zellen mit dem Adenovirus d1520 infiziert und die Kristallviolett-Farbung 5 d nach Infektion angefertigt. Der
onkolytische Effekt von dI520 wurde in den U87-Zellen nicht signifikant durch Docetaxel, Irinotecan oder
Trichostatin A erhoht, dagegen in den U373-Zellen durch die drei Zytostatika schwach verstirkt. Weitere
Informationen siche Text.

CPE: cytopathic effect, d: Tag(e), h: Stunde(n), M : Molar, pfu: plague forming unit(s), Trichostatin: Trichostatin
A.
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3.11.2.6 Verstirkung des zytopathischen Effektes von d1520 in den U87-Zellen

durch Daunorubicin, keine Erhohung in den U373-Zellen

Der zytopathische Effekt von dI520 sollte ebenfalls in Kombination mit dem
interkalierenden Zytostatikum Daunorubicin untersucht werden. Abbildung 48 zeigt, dass in
der U87-Kontrollreihe, die Zellen durch 20 pfu dI520 komplett in Lyse gingen, und mit
10 pfu dI520 der Zellrasen nur noch zu 50 % Konfluenz zeigte. Schon nach Inkubation mit
50 ng/ml Daunorubicin stieg der zytopathische Effekt von d1520, und 5 pfu lysierten den
kompletten Zellrasen der U87-Zellen. Nach 6 h Inkubation mit 100 ng/ml Daunorubicin
konnte der zytopathische Effekt nicht weiter gesteigert werden.

Im Gegensatz dazu konnte der zytopathische Effekt von dI520 in den U373-Zellen
unter Daunorubicin-Inkubation gar nicht gesteigert werden. In der Kontrollreihe sowie nach
Inkubation mit 50 bzw. 100 ng/ml Daunorubicin wurden die U373-Zellen alle zu 90 % von 10
pfu dI520 lysiert. Das Plattenzentrum bildete die Ausnahme, in dem die Zellen aufgrund eines
Fehlers beim Ausplattieren liberkonfluent gewachsen waren, und das Virus die Zellen nicht
erreichen konnte.

Gleiches galt fiir die Inkubation von Daunorubicin auf den 257RDB-Zellen. Die
Lysefdahigkeit von dI520 konnte in diesen nicht gesteigert werden. Sowohl die Kontrolle, als
auch die mit 50 und mit 100 ng/ml Daunorubicin inkubierten Zellen wurden von der gleichen
moi von 5 pfu dI520 komplett lysiert (Abb. 48).

Nachdem die Erhohung des onkolytischen Effektes von dl1520 durch verschiedene
Zytostatika im CPE-Test nachgewiesen werden konnte, sollte in der Southern Blot Analyse
untersucht werden, ob dieser Effekt mit einer erhohten viralen DNA-Produktion in

Zusammenhang stand.
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CPE nach 6 h Daunorubicin-Inkubation

Kontrolle 50 ng/ml Dauno. 100 ng/ml Dauno.
Opfu 2pfu Spfu Opfu 2pfu Spfu
. | y S
28
. / y
U87 X _
i AT ANY .7 7
10 pfu 20 pfu 30 pfu 10 pfu 20 pfu 30 pfu 10 pfu 20 pfu 30 pfu
Opfu 2pfu 5pfu
U373 @@~
/ \‘.\
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Abb. 48 Verstirkte Zelllyse von dIS0 durch Daunorubicin in den U87-Zellen, jedoch
nicht in den U373-Zellen. Nach Inkubation mit 0, 50 bzw. 100 ng/ml Daunorubicin fiir 6 h
wurden die Zellen mit dem Adenovirus d1520 infiziert und die Kristallviolett-Farbung 5 d
nach Infektion angefertigt. Der onkolytische Effekt von dl1520 wurde in U87-Zellen
verstérkt, jedoch nicht in den U373- oder den MDR-positiven 257RDB-Zellen. Weitere
Informationen siehe Text.

CPE: cytopathic effect, d: Tag(e), Dauno.: Daunorubicin, h: Stunde(n), pfu: plaque forming
unit(s).

3.11.3 Erhohung der DNA-Replikation von dI520 in den Glioblastom-Zellen
mittels Zytostatika — keine Erhohung in den MDR-positiven 257RDBs

Die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung hatten gezeigt, dass YB-1
durch Bestrahlung und das Zytostatikum Irinotecan in den Kern transloziert wurde. Unsere
Hypothese besagte, dass nuklear lokalisiertes YB-1 die adenovirale Replikation verbessert.
Die YB-1 Kernlokalisation konnte in den bisher durchgefiihrten Untersuchungen an den
Glioblastom-Zellen durch Bestrahlung erhéht werden. Anstatt der Bestrahlung sollte nun
durch Zytostatika ein genotoxischer Stress auf die Zellen ausgelibt werden und damit zu einer
Erhohung der YB-1 Kernlokalisation fithren. Des Weiteren sollte der Histondeacetylase-
Inhibitor Trichostatin A untersucht werden, welcher iiber eine Erhohung der

Transduktionseffizienz zu einer verbesserten adenoviralen Replikation fiihren sollte.
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Fiir die Southern Blot Analyse wurden die Zellen fiir bestimmte Zeitrdume mit dem
jeweiligen Zytostatikum inkubiert, mit 10 pfu des Adenovirus d1520 infiziert, bevor 72 h
spéter ihre DNA isoliert wurde. Die eingesetzten Konzentrationen sollten in den Zellen nur
Stress auslosen, diese jedoch nicht abtoten, so dass Konzentrationen unterhalb der 1Csp-Werte

eingesetzt wurden.

3.11.3.1 Signifikante Erhohung der viralen Replikation durch Daunorubicin in den

U373-Zellen, marginale Erhohung in den U87-Zellen

Die unterhalb der ICs)-Werte gelegenen Konzentrationen von 50 bzw. 100 ng/ml
Daunorubicin verblieben fiir 6 h auf den U87-, U373- und 257RDB-Zellen. Wie in Abbildung
49 B dargestellt, wurden bei den U87-Proben die gleichen DNA-Mengen aufgetragen. Die
Kontrolle der U373-Zelllinie enthielt wesentlich mehr DNA als die mit Zytostatika
inkubierten Proben. Um die Steigerung des E2late-Signales genauer bestimmen zu konnen,
wurde die Dichte der DNA-Signale in den Agarosegelen und die der Southern Blot Signale
bestimmt, verrechnet und die Steigerung des E2/afe-Signals graphisch in Abb. 49 E
dargestellt. Das E2A-Signal der U87-Zellen wurde sowohl durch 50 als auch durch 100 ng/ml
Daunorubicin nur um 20 % (1,2-fach) gesteigert (Abb. 49 E). Betrachtete man die U373-
Zelllinie in der Southern Blot Analyse, ergab sich nach Einbeziehung der erhdhten
Agarosegel-Werte eine 1,5-fache Steigerung bei einer Inkubation mit 50 ng/ml und eine
2,5-fache Steigerung nach Inkubation mit 100 ng/ml Daunorubicin.

In Abbildung 49 D liegt das Agarosegel der 257RDB-Zelllinie vor, in welchem zu
erkennen ist, dass von der Kontroll-Probe etwas mehr DNA als von den Zytostatika-Proben
aufgetragen worden war. Zwar stiegen die Southern Blot Signale in Abbildung 49 C nach
Inkubation mit Zytostatika, jedoch ergab sich keine Steigerung bei beiden mit Daunorubicin
inkubierten Proben nach Herausrechnung der vermehrt aufgetragenen DNA (Abb. 49 E).

Somit konnte die DNA-Replikation von d1520 durch Daunorubicin in den U373-
Zellen signifikant und in den U87-Zellen marginal gesteigert werden. In den 257RDB-Zellen
dagegen wurde die Replikation nicht gesteigert.

Als néchstes sollte die DNA-Replikation von dI520 in Kombination mit dem Mitose-

Hemmstoff Docetaxel durchgefiihrt werden.
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Southern Blot Analyse mit Daunorubicin fiir 6 h

Al wr Us7__  _U373__ C.| wr 257RDB

Ko 50 100 Ko 50 100ng/ml Ko 50 100 ng/ml

Erhohun . g .

E. (x—facuh)g Intensitiatsbestimmung

2,5

2,0

1,5

1,0 1

"~ U87Ko usg7 U87 U373Ko U373 U373  257Ko

50 ng/ml 100 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml

Abb. 49 Erhohung der DNA-Replikation von di520 durch Daunorubicin in den Glioblastom-Zellen,
jedoch nicht in den vielfachresistenten 257RDB-Zellen. U87-, U373- und 257RDB-Zellen wurden fiir 6 h
mit 0, 50 bzw. 100 ng/ml Daunorubicin inkubiert und dann mit 10 pfu Adenovirus d1520 infiziert. Die virale
Replikation wurde in den Glioblastom-Zelllinien durch Daunorubicin erhdht (A), in den MDR-positiven
257RDB-Zellen nicht (C). Abb. B und D =zeigen die zugehorigen Agarosegele. Abb. E stellt die
Intensitdtserhdhung im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle dar. Weitere Informationen siehe Text.

bp: base pair(s), h: Stunde(n), kb: kilo base(s), Ko.: Kontrolle.

3.11.3.2 Signifikante Erhohung der viralen Replikation durch Docetaxel in den
U373-Zellen, marginale Erhohung in den U87-Zellen

Bei der Untersuchung der Southern Blot Analyse mit Docetaxel wurden fiir alle
Zelllinien die gleiche Konzentration von 2 nM/ml Docetaxel fir 24 h eingesetzt. Im
Agarosegel in Abbildung 50 B ist zu sehen, dass von der mit Zytostatika inkubierten U87-
Probe mehr DNA als von der Kontroll-Probe aufgetragen worden war. Ebenso befand sich
mehr DNA auf dem Gel bei der U373-Kontrolle als bei der U373-Probe mit Zytostatika. Bei
Betrachtung der E2A-Signale im Southern Blot zeigte sich in beiden Zelllinien ein stirkeres

Signal nach Zugabe von Docetaxel (Abb. 50 A). Da von der U87 Kontroll-Probe mehr DNA
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aufgetragen worden war, ergab die Umrechnung der Dichtebestimmung nur einer Steigerung
um 20 % (1,2-fach) (Abb. 50 E). Bei der U373-Zelllinie gestattete die geringere DNA-Menge
in der Zytostatika-Probe die Annahme, dass das Signal noch stirker hétte ausfallen konnen.
Die Dichtebestimmungen und -umrechnungen ergaben eine Steigerung des E2/ate-Signals in
den U373-Zellen nach Inkubation mit 2 nM/ml Docetaxel um 270 % (2,7-fach).

Die Zytostatika-Probe der 257RDB-Zellen enthielt eine geringere DNA-Menge als die
Kontroll-Probe (Abb. 50 D). Die Southern Blot Analyse ergab somit eine gleich intensive
Expression des E2A-Signales der 257RDB-Zellen mit und ohne Docetaxel (Abb. 50 C). Diese
Werte wurden durch die Dichtebestimmung bestitigt (Abb. 50 E).

Southern Blot Analyse mit Docetaxel 24 h

A. K?ntrol(ll— _U87_ U373 C. K(l)ntro'l(ll- 257RDB
plasmi plasmi
3646bp Ko 2 nM/ml 3646bp Ko 2nM/ml

- = -w

Kontrol 1kb-
_plamsid Leiter _
3646bp Ko 2nM

o e

Kontrol  1kb-  257RDB_

plasmid Leiter
3646bp Ko  2nM

—’
-
——
3000

Erhohung

*" (x-fach) Intensitatsbestimmung

3,0

2,5

2,0

1,5 -

1,0
0.0 - :

U87 Ko U872nM/ml Do. U373 Ko U373 2nM/ml Do. 257 Ko 257 2nM/ml Do.

Abb. 50 Erhohung der DNA-Replikation von dI520 durch Docetaxel in den Glioblastom-Zellen.
U87-, U373- und 257RDB-Zellen wurden fiir 24 h mit 0 bzw. 2 nM/ml Docetaxel inkubiert und dann
mit 10 pfu Adenovirus d1520 infiziert. Die virale Replikation wurde in den Glioblastom-Zellen U87 und
U373 durch Docetaxel erhoht (A, E), in den MDR-positiven 257RDB-Zellen nicht (C, E). Abb. B und
D zeigen die zugehdrigen Agarosegele. Abb. E stellt die Intensitdtserhohung im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle dar. Weitere Informationen siche Text.

bp: base pair(s), Do.: Docetaxel, h: Stunde(n), kb: kilo base(s), Ko.: Kontrolle, M: Molar.
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Somit konnte die DNA-Replikation von dI520 durch Daunorubicin in den U373-
Zellen signifikant und in den U87-Zellen marginal gesteigert werden.
Als néchstes wurde die DNA-Replikation nach Inkubation mit dem Topoisomerase-

Hemmstoff Irinotecan untersucht.

3.11.3.3 Starke Erhohung der viralen Replikation in den Glioblastom-Zellen durch

Inkubation mit Irinotecan in nicht toxischen Konzentrationen

Bei der folgenden durchgefiihrten Southern Blot Analyse lag die eingesetzte
Irinotecan-Konzentration von 2 uM/ml (24 h) weit unterhalb der ICsp-Werte von U87 und
U373. Das Agarosegel in Abbildung 51 B belegt gleich aufgetragene DNA-Mengen der
U373-Proben und eine minimal geringere DNA-Menge der U87 Zytostatika-Probe im
Vergleich zur Kontrolle. Nach Hybridisierung stellte sich eine Verstiarkung des E2A-Signals
in beiden Glioblastom-Zelllinien heraus, jedoch besonders dominant in den U373-Zellen nach
Inkubation mit 2 pM Irinotecan fiir 24 h (Abb. 51 A). Die Dichtebestimmung ergab eine im
Vergleich zur Kontrolle in den U87-Zellen 2,9-fach und in den U373-Zellen 27,8-fach
gesteigerte Replikation (Abb. 51 E).

Von den 257RDB-Proben waren ohne und mit Inkubation von 2 uM Irinotecan im
Agarosegel gleiche DNA-Mengen aufgetragen worden (Abb. 51 D). Bei Betrachtung der
Southern Blot Analyse in Abbildung 51 C und der Dichtebestimmung in Abbildung 51 E war
keine Verstarkung des E2A-Signales nachweisbar.

Die Replikation von dl520 in den Glioblastom-Zellen konnte im Vergleich zu den
anderen FEinzelgaben der Zytostatika selbst mit einer nicht toxischen Konzentration weit
unterhalb des ICso-Wertes stark gesteigert werden. Als néchstes sollte die virale Replikation

mit Inkubation des Histondeacetylase-Inhibitors Trichostatin A untersucht werden.

3.11.3.4 Starke konsekutive Replikationssteigerung von dI520 durch Inkubation

mit aufsteigenden Trichostatinkonzentrationen in den Glioblastom-Zellen

In der Southern Blot Analyse mit Trichostatin A wurden die Versuche fiir die
Glioblastom-Zelllinien U87 und U373 intensiviert und mit verschiedenen
Zytostatikakonzentrationen und verschiedenen Inkubationszeiten durchgefiihrt. Bei der
Inkubationszeit von 24 h wurden 0, 0,25, 0,5 und 0,75 pM/ml Trichostatin A und von 5 h die

hoheren Konzentrationen von 1, 2,5, 5, 7,5 und 10 pM/ml Trichostatin eingesetzt.
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Southern Blot Analyse mit Irinotecan fiir 24 h
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Abb. 51 Signifikante Erhohung der Replikation von dI520 in den Glioblastom-Zellen durch
Irinotecan-Inkubation. U87-, U373- und 257RDB-Zellen wurden fiir 24 h mit 0 bzw. 2 pM/ml
Irinotecan inkubiert und dann mit 10 pfu Adenovirus d1520 infiziert. Die virale Replikation wurde in
den U87- und U373-Zellen durch Irinotecan stark erhoht (A, E). Die Replikation wurde in den MDR-
positiven 257RDB-Zellen jedoch nicht verstirkt (C, E). Abb. B und D zeigen die zugehorigen
Agarosegele. Abb. E stellt die Intensititserh6hung im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle dar. Weitere
Informationen siehe Text.

bp: base pair(s), h: Stunde(n), Ir.: Irinotecan, kb: kilo base(s), Ko.: Kontrolle, M: Molar.

Das Agarosegel der U87-Zelllinie bei der 24 h Inkubationszeit in Abbildung 52 B lésst
erkennen, dass von der Kontroll-Probe etwas weniger DNA aufgetragen worden war.

Das E2A-Signal wurde im Vergleich zur Kontrolle schon bei einer Trichostatin A-
Konzentration von 0,25 puM/ml erhoht. Bei weiterer Erhohung der Konzentration stieg die
Expression des E2A-Signals nicht an (Abb. 52 A). Die Intensititsmessung und
Einberechnung der aufgetragenen DNA-Mengen ergaben eine 4,1-fache Erhdhung bei
0,25 uM/ml Trichostatin A, jedoch nur eine 3,6-fache bei 0,5 uM/ml Trichostatin A und
3,1-fache bei 0,75 pM/ml Trichostatin A (Abb. 53 A). Im Agarosegel bei 5 h Inkubationszeit
sind die gleichen DNA-Mengen der U87-Proben aufgetragen worden (Abb. 52 D). Aus der
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Southern Blot Analyse und der Intensitdtsbestimmung wird ersichtlich, dass die E2late-
Expression ab einer Konzentration von 1 uM/ml um 20 % erh6ht wurde. Bei Steigerung der
Konzentration intensivierte sich die Expression des E2/ate-Signals mit 2,5 uM/ml 1,7-fach,
mit 7,5 puM/ml 1,8-fach und mit 10 pM/ml 2,4-fach im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 52 C, 53 B).

Fiir die U373-Zellen wurden die gleichen Versuche durchgefiihrt. Bei Inkubation mit
0, 0,25, 0,5 und 0,75 uM/ml Trichostatin A fiir 24 h war von der Kontrolle, wie im
Agarosegel in Abbildung 52 G zu sehen, eine hohere DNA-Menge aufgetragen worden. Von
der 0,25 uM/ml-Probe war weniger DNA als von der Kontroll-Probe aber minimal mehr als
von den anderen beiden Zytostatikakonzentrationen auf dem Gel vorhanden. Trotz der
erhohten DNA-Menge in der U373-Kontrolle ergab die Southern Blot Analyse in Abbildung
52 E eine Erhohung des E2/ate-Signal ab einer Konzentration von 0,25 pM/ml Trichostatin
A. In der Intensitdtsbestimmung in Abbildung 53 A stellte sich eine 4,9-fache Erhohung nach
Inkubation mit 0,25 pM/ml, eine 6-fache Erhéhung mit 0,5 uM/ml und eine 5,6-fache
Erh6éhung nach Inkubation mit 0,75 pM/ml Trichostatin A fiir 24 h im Vergleich zur
Kontrolle heraus. Das Agarosegel der U373-Proben nach 5 h Trichostatin A-Inkubation zeigt,
dass bis auf die 5 uM/ml-Probe, die eine geringere DNA-Menge enthielt, gleiche DNA-
Mengen aufgetragen wurden (Abb. 52 H). Die Expression des E2/ate-Signals der fiir 5 h
inkubierten U373-Proben wurde mit aufsteigender Trichostatin A-Konzentration erhoht
(Abb. 52 F). Die Intensititsbestimmung bestdtigte, dass im Vergleich zur Kontrolle das
Southern Blot Signal mit 1 uM/ml 1,9-fach, mit 2,5 uM/ml 4,7-fach, mit 5 uM/ml 6-fach, mit
7,5 uM/ml 6,9-fach und mit 10 uM/ml Trichostatin A fiir 5 h 13,2-fach gesteigert wurde
(Abb. 53 B).

Fir die 257RDB-Zellen wurden nur Untersuchungen mit 24 h Inkubation und
1 uM/ml Trichostatin A durchgefiihrt. Im Agarosegel in Abbildung 52 J zeigt sich, dass von
den mit Zytostatika inkubierten Proben weniger DNA aufgetragen worden war. Dies ging
einher mit dem stirkeren Southern Blot Signal der Kontrolle in Abbildung 52 1. Die
Intensitdtsbestimmung der Southern Blot Signale unter Einbeziehung der aufgetragenen
DNA-Mengen ergab gleich starke Signale und somit keine Steigerung der Replikation nach
Trichostatin A-Inkubation (Abb. 53 A).

Somit konnte eine 5 h und eine 24 h Inkubation mit aufsteigenden Trichostatin A-
Konzentrationen die Replikation von d1520 in den Glioblastom-Zellen signifikant steigern,

jedoch nicht in den vielfachresistenten 257RDB-Zellen. Anhand einer letzten Southern Blot
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Analyse sollte die Replikation von dI520 in Kombination mit Irinotecan + Trichostatin A

untersucht werden.

Southern Blot Analyse mit Trichostatin A
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Abb. 52 Starke konsekutive Steigerung der Replikation von d1520 durch Inkubation mit aufsteigenden
Trichostatin A-Konzentrationen fiir 24 und 5 h in den Glioblastom-Zellen. U87-, U373- und 257RDB-
Zellen sind 24 h bzw. 5 h mit verschiedenen Trichostatin-Konzentrationen inkubiert worden, bevor sie mit 10
pfu des Adenovirus d1520 infiziert wurden. Die Replikation von d1520 in den Glioblastom-Zellen U87 und
U373 wurden bei beiden Inkubationszeiten erhoht (A, C, E, F), jedoch nicht in den MDR-positiven 257RDB-
Zellen (I). Letzteres wurde durch die Intensititsbestimmung in Abb. 52 bestimmt. Abb. B, D, G, H und J
zeigen die zugehorigen Agarosegele. Weitere Informationen siehe Text.

bp: base pair(s), h: Stunde(n), kb: kilo base(s), Ko.: Kontrolle, M: Molar.
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Southern Blot Analyse mit Trichostatin A
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Abb. 53 Starke konsekutive Steigerung der Replikation von d1520 durch Inkubation mit aufsteigenden
Trichostatin A-Konzentrationen fiir 24 und 5 h in den U87- und U373-Zellen. Die Intensitit der E2A-
Signale in den Zelllinien U87, U373 und 257RDB wurde immer im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle, die
gleich 1 gesetzt wurde, bestimmt. Die virale Replikation des Adenovirus d1520 wurde mit steigenden
Trichostatin A-Konzentrationen in pM/ml konsekutiv erhoht, jedoch nicht in den 257RDB-Zellen. Das
stirkere E2A-Signal in den 257RDB-Zellen nach Inkubation mit Trichostatin A ergab sich aus der erhéht
aufgetragenen DNA-Menge (siehe Abb. 51). Weitere Informationen siehe Text.

h: Stunde(n), Ko.: Kontrolle, M: Molar.

3.11.3.5 Stirkste Steigerung der Replikation von dl520 in beiden Glioblastom-

Zellen durch Inkubation mit Irinotecan + Trichostatin A

Auf die Zytostatika-Kombination Irinotecan + Trichostatin A hatten die Glioblastom-
Zelllinien U87 und U373 am stédrksten im ICso-Test reagiert und zeigten den hochsten Zelltod.
Die Konzentrationen 1 pM/ml Irinotecan + 0,7 uM/ml Trichostatin A wurden fiir die
Southern Blot Analyse verwendet. Das Agarosegel in Abbildung 54 B zeigt, dass von der
Zytostatika-Probe der U87-Zelllinie mehr DNA aufgetragen worden ist. Bei den U373-Proben
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waren die DNA-Mengen gleich. In der Southern Blot Analyse konnte die Expression des
E2late-Signales in beiden Zelllinien stark gesteigert werden. Aus der Intensitdtsbestimmung
ergab sich eine 8,9-fache Erhohung in der U87-Zelllinie und eine 9-fache Erhohung in der
U373-Zelllinie nach Inkubation mit Irinotecan + Trichostatin A fiir 24 h.

Die 257RDB-Zelllinie dagegen zeigte kein verstirktes E2A-Signal nach Inkubation
mit Irinotecan + Trichostatin A. Im Agarosegel in Abbildung 54 D ist zu erkennen, dass
gleiche DNA-Mengen aufgetragen wurden. Die Southern Blot Analyse ergab gleich starke
E2late- Signale (Abb. 54 C). Dies wurde durch die Intensititsbestimmung bestitigt
(Abb. 54 E).

Southern Blot Analyse mit Irinotecan + Trichostatin A fiir 24 h

A Kontroll- uUs7 U373 C Kontroll- 257RDB
* | plasmid T - = * | plasmid
3646bp Ko Ko Ir+Tr 3646bp KO _Ir+Tr
.
—
B. 1pMTFiRG + 0, 7R T ficho 24h Ko e
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Cmm—
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E. Erhohung
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00 L [N N | Bl
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Abb. 54 Signifikante Steigerung der viralen Replikation den Glioblastom-Zellen durch
Inkubation mit Irinotecan + Trichostatin A. U87-, U373- und 257RDB-Zellen wurden fiir 24 h mit 2
pM/ml Irinotecan + 0,5 pM/ml Trichostatin A inkubiert und dann mit 10 pfu Adenovirus d1520
infiziert. Die Replikation wurde in den Glioblastom-Zellen U87 und U373 durch die Kombination
erhoht (A, E), in den MDR-positiven 257RDB-Zellen nicht (C, E). Abb. B und D zeigen die
zugehorigen Agarosegele. Abb. E stellt die Intensitdtserhohung im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle
dar. Weitere Informationen siehe Text.

bp: base pair(s), h: Stunde(n), Ir+Tr: Irinotecan + Trichostatin A, kb: kilo base(s), Ko.: Kontrolle, M:
Molar.
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Somit konnte die virale Replikation von dl520 in den Glioblastom-Zellen durch
Inkubation mit der Kombination aus Irinotecan + Trichostatin A signifikant gesteigert
werden, jedoch nicht in den vielfachresistenten 257RDB-Zellen, in denen YB-1 hauptsdchlich
nuklear lokalisiert ist.

Nachdem eine Steigerung der Replikation von dI520 mittels Kombination mit allen
untersuchten Zytostatika und dem Histondeacetylase-Inhibitor gezeigt werden konnte, sollte
als néachstes die Virusproduktion von d1520 vor und nach Inkubation mit dem Topoisomerase-

Hemmstoff Irinotecan untersucht werden.

3.114 Kein bzw. nur ein gering inhibitorischer Effekt von Irinotecan auf die

Virusproduktion von di520

Nach Beobachtung der Erhohung des zytopathischen Effektes und der viralen
Replikation durch Inkubation mit dem Topoisomerase-Hemmstoff Irinotecan war weiterhin
zu analysieren, ob die Inkubation mit Irinotecan die Virusproduktion von dl520 in den
Glioblastom-Zelllinien U87 und U373 beeinflusste. Dies war vor allem von Interesse, da
berichtet worden war, dass adenovirale Replikation die Expression der Topoisomerase I und
IT fordert, welche beide fiir eine effiziente adenovirale Replikation benétigt werden. Hierzu
wurden die Zellen fiir 24 h mit 2 uM/ml Irinotecan inkubiert, mit 50 pfu dI520 infiziert und
72 h spéter von der Medium-Zellsuspension ein Plaquetest auf 293-Zellen durchgefiihrt.

Wie in Abbildung 55 dargestellt sank die Virusproduktion von dl520 in den U87-
Zellen nach Inkubation mit Irinotecan nicht. Somit ergab sich bei den U87-Zellen mit und
ohne Irinotecan einen Virusertrag von 2x10° pfu. In den U373-Zellen sank die
Virusproduktion nach Inkubation mit Irinotecan von 2,5x10® auf 1x10® pfu. Somit hatte die
Inkubation mit Irinotecan keinen bzw. nur einen gering inhibitorischen Effekt auf die
Partikelbildung bzw. Virusproduktion von d1520.

Als néchstes sollte der Einfluss des Histondeacetylase-Inhibitors Trichostatin A auf
die Expression des Coxsackie-Adenoviralen-Rezeptors der Glioblastom-Zellen untersucht

werden.
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Titer (in pfu) Virusproduktion
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frino. Irino
U87 U373

Abb. 55 Kein bzw. ein nur gering inhibitorischer Effekt von Irinotecan auf die Virusproduktion von
dl520. Die Zelllinien U87 und U373 sind fiir 24 h mit 2 pM/ml Irinotecan inkubiert und dann mit 50 pfu
Adenovirus dI520 infiziert worden. Nach 72 h wurde ein Plaquetest auf 293-Zellen von den Zellen und
ihrem Uberstand angefertigt. Die Virusproduktion von d1520 war gleichbleibend in den U87-Zellen und
leicht verringert in den U373-Zellen nach Inkubation mit Irinotecan. Die Untersuchung wurde zweimal
durchgefiihrt und die Werte gemittelt. Die schmalen Balken stellen die Standardabweichung dar. Weitere
Informationen siehe Text.

h: Stunde(n), Irino.: Irinotecan, M: Molar, pfu: plaque forming unit(s).

3.11.5 Erhohung der CAR Expression in den Glioblastom-Zellen durch
Trichostatin A

Die Adsorption und Internalisierung eines Adenovirus vollzieht sich iiber eine
Interaktion sowohl zwischen den Penton-Basen seines Kapsids und zelluldren Integrinen als
auch zwischen dem Fiber Knob des Kapsids und dem Coxsackie-Adenoviralen-Rezeptor
(CAR). Die Expression von CAR auf der Oberfliche der Glioblastom-Zelllinien U87 und
U373 wurde am Zellsorter (FACS = fluorescence activated cell sorting) untersucht, und es
wurde analysiert, ob die CAR-Expression nach Inkubation mit Trichostatin A anstieg.

Hierzu wurden die Zellen mit 0 bzw. 1 uM/ml Trichostatin A fiir 24 h inkubiert, nach
weiteren 48 h isoliert und mit einem Antikorper, der gegen den Coxsackie-Adenoviralen-
Rezeptor gerichtet ist, inkubiert. Dessen Fluoreszenz wurde dann am FACS bestimmt. Wie in
Abbildung 56 gezeigt, stieg die CAR-Expression in den U87-Zellen von 61,4 % der
unbehandelten auf 82,5 % der mit Trichostatin A inkubierten Zellen und in den U373-Zellen
von 11,3 % ohne auf 56,2 % mit Trichostatin A-Inkubation. Somit konnte der
Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A die CAR-Expression der Glioblastom-Zellen

erfolgreich steigern.
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CAR-Expression
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Abb. 56 Erhohung der CAR-Expression auf den Glioblastom-Zellen durch Trichostatin A-
Inkubation. Die Glioblastom-Zellen U87 und U373 wurden fiir 24 h mit 0 bzw. 0,5 uM/ml Trichostatin A
inkubiert und 2 Tage nach Inkubation ihre CAR-Expression am Zellsorter bestimmt. Beide Zellen
exprimierten mehr Coxsackie-Adenovirale-Rezeptoren nach Inkubation mit Trichostatin A. Weitere
Informationen siehe Text.

CAR: Coxsackie-Adenoviraler-Rezeptor, h: Stunde(n).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das ansonsten replikationsdefiziente
Adenovirus d1520 einen zytopathischen Effekt und effiziente Replikation in Glioblastom-
Zellen ausloste, in denen das Y-Box bindende Protein YB-1 sowohl im Kern als auch im
Zytoplasma akkumuliert war. Des Weiteren konnten Bestrahlung und Chemotherapie die
YB-1 Kernlokalisation in den Glioblastom-Zellen erhdhen und damit zu einer Verbesserung
der viralen Replikation und Zelllyse von dl520 fiihren. Drittens wurde eine verbesserte
Transduktionsfahigkeit von dl520 nach Inkubation mit dem Histondeacetylase-Inhibitor
Trichostatin A durch Erhéhung der CAR-Expression beobachtet. Als Konsequenz konnte
viertens gezeigt werden, dass ein trimodales Therapiekonzept aus einer tumorschidigenden
Substanz zur nuklearen YB-1 Akkumulation, einem Histondeacetylase-Inhibitoren zur
Erhohung der Infektionsfahigkeit zusammen mit dem Adenovirus d1520 die wirksamste
Strategie war, um mit d1520 eine effiziente Virotherapie durchzufiihren. Somit zeigte die
Kombination aus Irinotecan + Trichostatin A die stirkste Zelllyse und die groBte Erhohung
der Replikation von d1520. Als letztes flihrte die Kombination aus d1520 mit Bestrahlung in
einem Proof of Principle in vivo Mausmodell zu verstirkter Wachstumsinhibition der
Glioblastome im Vergleich zur nicht behandelten Kontroll- und mit Virus alleine behandelten

Gruppe.

4.1 YB-1 abhéngige Replikation des Adenovirus dI520 in vielfachresistenten

Tumoren

Das Adenovirus dI520 kann aufgrund einer 11 bp-groen Deletion das
transaktivierende E1A-13S Protein nicht exprimieren, sondern nur das E1A-12S Protein. Die
transaktivierende Wirkung von 12S wird in der Literatur kontrovers diskutiert, wobei meist
berichtet wird, dass die conserved region 3 (CR3), die nur im 13S enthalten ist, zur
Transaktivierung der frithen adenoviralen Genpromotoren und damit zur adenoviralen
Replikation bendtigt wird'> 1% - 190224 158 kann zwar durch Freisetzung des zelluldren
E2F aus dem pRb-Komplex den E2early-Promoter aktivieren, aber durch fehlende
Aktivierung der anderen Gene keine effiziente Replikation und Lyse vermitteln®* 3¢ 191: 248,

Erst durch Holm et al. konnte ein Zusammenhang zwischen der Kernlokalisation von

YB-1 und adenoviraler Replikation iiber den E2late-Promoter hergestellt werden™. Sie
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konnten zeigen, dass das Adenovirus dI520 in vielfachresistenten 257RDB-Zellen, in denen
YB-1 hauptsédchlich im Kern lokalisiert ist, replizieren und Lyse in vitro und in vivo auslosen
kann™. d1520 konnte jedoch MDR-sensible HeLa-Zellen, in denen YB-1 im Zytoplasma
lokalisiert ist, nicht lysieren. In dieser frithen Arbeit von Holm et al. wurde die
Transaktivierung der frithen Gene, zu denen E3 gehdrt, nicht untersucht. Wir konnten nun
belegen, dass dI520 in vielfachresistenten 257RDB-Zellen E1A-12S und E3 wie Wildtyp-
Adenovirus transaktivierte, wobei eine Wildtyp-Kontamination von dl520 ausgeschlossen
wurde. Im Gegensatz dazu exprimierte dI520 in HeLa-Zellen E1A-12S mRNA nur sehr
schwach und E3 mRNA gar nicht, weil das 12S Protein ohne die conserved region 3 in YB-1
Kern-negativen Zellen die frilhen Gene wie E3 und E4 nicht transaktivieren kann. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass d1520 in vielfachresistenten Zellen {iber sein 12S Protein
mit Hilfe des nuklear akkumulierten YB-1 den E2/ate-Promoter und dariiber auch den
E3-Promoter aktivieren kann. Ob die Bindung von E1A-12S an Rb und an p300 von

Bedeutung ist, muss noch untersucht werden®> '*% 24238,

Der Einfluss der El-Region auf die adenovirale Replikation bzw. seinen
zytopathischen Effekt wurde genauer untersucht. Die Versuche wurden an Glioblastom-
Zellen aufgrund der immer noch infausten Prognose von Hirntumoren trotz der Fortschritte in
therapeutischen Konzepten durchgefiihrt.

Im CPE-Test dienten das El-deletierte Adenovirus AdEI- sowie das E1A-deletierte
Adenovirus Ad312 als Kontrollviren (Abb. 20). 100 pfu AdE1- verringerten die Zelldichte der
vielfachresistenten 257RDB-Zellen um 40 %, wobei in unverdffentlichten Daten von Holm et
al. Lyse von 257RDB-Zellen durch 100 bis 200 pfu AdE1- nachgewiesen werden konnten.
Bei so hohen Titern konnen Adenoviren ihre Gene schwach unspezifisch aktivieren.

Das ElA-deletierte Ad312 besaBl im Vergleich zu AdE1- die EIB mRNA und lysierte bei
hohen pfu-Zahlen die vielfachresistenten 257RDBs effizienter als AdEI-. Somit war ein
replikationsfordernder Effekt durch E1B zu vermuten. Holm et al. haben festgestellt, dass
E1B55K an der Translokation des Transkriptionsfaktors YB-1 aus dem Zytoplasma in virale
Einschlusskorper im Kern beteiligt ist, wo YB-1 die Replikation vermittelt™. Virale
Einschlusskorper sind Ort der viralen Transkription und Replikation; EIB5S5K und E4orf6
liegen in ihnen vor'™.

dl520, welches im Vergleich zu Ad312 zusitzlich die E1A-12S mRNA besitzt, lysierte
sowohl die vielfachresistenten 257RDB- als auch die Glioblastom-Zellen effizienter als

Ad312. Ob dI520 durch das schwach transaktivierende E1A-12S besser als Ad312 wirkte,
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welches kein funktionelles E1A-Protein aufweist’® ' 16

, muss noch genauer untersucht
werden.

Holm et al. konnten nachweisen, dass nuklear akkumuliertes YB-1 El-unabhéngige
Replikation vermitteln kann, und dass YB-1 in HeLa-Zellen zytoplasmatisch und in
vielfachresistenten 257RDB-Zellen durch konstante Zytostatika-Exposition hauptsidchlich im
Kern vorliegt®. In den aufgefiihrten Ergebnissen lysierte d1520 neben den vielfachresistenten
257RDB-Zellen die Glioblastom-Zellen U87 und U373 erfolgreich. In den Glioblastom-
Zellen konnten wir eine Teilakkumulation von YB-1 im Kern nachweisen (Abb. 19). Eine
adenovirale Abhingigkeit von YB-1 war somit stark anzunehmen, da dI520 um so besser
replizierte, je mehr YB-1 primér im Kern lokalisiert war (257RDB > U87/U373 > HelLa).

Aus den Ergebnissen wurde das Y-Box bindende Protein als ein entscheidender Faktor
fiir die virale Replikation bestdtigt, und das Anwendungsspektrum von d1520 konnte von
vielfachresistenten (MDR-positiven) Tumorzellen auf Tumorzellen, in denen YB-1 nuklear

teilakkumuliert ist, erweitert werden (Abb. 57).

Regulation der adenoviralen E2 Genexpression

E1A

E2F/ Rb YB-1

Edorf6/7 E1B55k/E4o0rf6

E2early Pr. E2late Pr.

1. Der E2early-Promoter ist E2F-abhingig.
2. Der E2late-Promoter ist YB-1 abhiingig.

Abb. 57 Zwei Aktivierungswege der adenoviralen Replikation. 1) Die fiir die virale Replikation
essentiellen E2-Genprodukte werden durch Bindung des durch CR1/2 von E1A freigesetzten E2F in
Konjugation mit E4orf/7 an den E2early-Promoter aktiviert und exprimiert. Alle anderen frithen
Gene werden durch die im E1A-13S Protein enthaltene CR3-Region transaktiviert, wobei die
Aktivierung von E2 wesentlich spéter stattfindet als die von E3 und E4, weil Expression von E2 die
Synthese von E4orf6/7 additiv unterstiitzt. Im weiteren Verlauf der Replikation erfolgt ein Wechsel
zum E2/ate-Promoter. 2) Nach Transport von YB-1 durch einen Komplex aus E1B55K und E4orf6
aus dem Zytoplasma oder Kern in die im Nukleus befindlichen viralen Einschlusskorper bindet YB-
1 an die invertierte 5’-CCAAT-Sequenz innerhalb des E2late-Promoters und aktiviert die
Replikation. Graphik nach Mantwill et al.'*.

Weitere Informationen siehe Text.

Pr.: Promoter.
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4.2 YB-1 vermittelte Erhohung des onkolytischen Effektes von d1520 durch
Bestrahlung

Die primdre Behandlungstechnik von Hirntumoren umfasst neben der chirurgischen
Resektion die Strahlentherapie. Bisherige klinische Studien lieBen einen synergistischen
Effekt von onkolytischen Adenoviren mit Bestrahlung vermuten. In unseren Versuchen
konnte effiziente Lyse der Glioblastom-Zellen durch d1520 nachgewiesen werden, vermittelt
durch nuklear lokalisiertes YB-1. Das Y-Box bindende Protein ist in zelluldre
Reparaturmechanismen involviert, und die Translokation von YB-1 vom Zytoplasma in den
Zellkern wird durch UV-Licht und Zytostatika induziert’® 7% !> 2° Aufgrund dieser
Reaktion von YB-1 auf zelluldren Stress wurde die Effizienz von dI520 in Kombination mit
Bestrahlung untersucht, wobei die Hypothese zugrundegelegt wurde, dass die Bestrahlung
tiber eine Erhohung der YB-1 Kernlokalisation zu einer Verbesserung der onkolytischen
Aktivitat von dI520 fiihrt.

Die Glioblastom-Zellen U87 und U373 wiesen eine mittlere bzw. moderate

Strahlensensibilitit auf, welche von Schmidberger et al. bestétigt wird*®

. Nach Bestrahlung
mit 4 bzw. 4+4 Gy wurde der zytopathische Effekt von d1520 in beiden Glioblastom-Zellen
verstiarkt (Abb. 28). Eine Erhohung der Zelllyse der vielfachresistenten 257RDB-Zellen
konnte dagegen nicht festgestellt werden, jedoch waren sie sehr strahlensensibel, so dass das
Wachstum der Kontrollzellen nach Bestrahlung mit 8 Gy inhibiert wurde. Die Vermutung,
dass Bestrahlung tiber erhohte YB-1 Kernlokalisation zu einer Erhhung des zytopathischen
Effektes von dI520 gefiihrt hat, wurde durch die Immunhistochemie bestirkt, in der
Bestrahlung der U373-Zellen zu einer Akkumulation von YB-1 im Kern gefiihrt hatte
(Abb. 19). Diese Hypothese wird des Weiteren dadurch bestitigt, dass die vielfachresistenten
257RDB-Zellen, in denen der Grofteil von YB-1 bereits ohne Bestrahlung im Kern vorliegt,
keine Verstarkung der viralen Zelllyse durch Bestrahlung aufwiesen.

In der Literatur wurde die Verstirkung des zytopathischen Effektes durch Bestrahlung
in verschiedenen onkolytischen Viren nachgewiesen, jedoch blieb die Ursache zum Teil ohne

134. 184 . . . . .
3 184 und zum Teil umstritten. Es wurde einerseits beschrieben,

mechanistische Erklarung
dass Bestrahlung ein vorteilhaftes Umfeld fiir virale Replikation schafft’®. Jedoch gibt es
Studien mit onkolytischen Viren bei denen Bestrahlung sowohl zu einer Erhohung™ *°, keiner

194.232 als auch zu einer Erniedrigung® der viralen Replikation gefiihrt hat. Nach

Verénderung
Kombinationstherapie mit CV706 wurde der zytopathische Effekt des Virus und die GrofB3e

der Zellen vor der viralen Freisetzung (burst size) erhoht, was auf eine erhdhte virale
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Replikation hinweist’'. Zusitzlich wurde von einer verbesserten Kinetik berichtet, bei der
Bestrahlung eine friihere Zelllyse und damit eine frithere virale Freisetzung erlaubt'**. Als
eine weitere Begriindung fiir den beobachteten synergistischen Effekt einer Radiovirotherapie
wird die Strahlensensibilisierung der Zellen durch das E1A Protein genannt. EIA kann
p53-abhidngig und wunabhingig von diesem  Tumorsuppressorgen die Zellen

o oare 156, 200-202
strahlensensibilisieren ™

. Letzteres konnte sich, vermittelt durch die CR1/2-Regionen,
durch Runterregulation des 26S Proteosoms ergeben, welches NF-kB-Inhibitoren inhibiert
und somit einen anti-apoptotischen Transkriptionsfaktor aktiviert’'> ***. Andererseits wird
E1A sehr friith in der Infektion exprimiert, so dass eine frither einsetzende Zelllyse vor
Beendigung der kompletten Virusherstellung die Virusproduktion senken wiirde.

Aufgrund der unterschiedlichen publizierten Ergebnisse wurde die Replikation, die
Virusproduktion und die virale Freisetzung von dl1520 in Kombination mit Bestrahlung
analysiert (Abb. 29-31). Die Replikation von d1520 konnte durch Bestrahlung mit 4 und
4+4 Gy in den Glioblastom-Zellen U87 und U373 erhoht werden. Im Gegensatz dazu wurde
in den YB-1 Kern-positiven 257RDB-Zellen keine Verstirkung der Replikation beobachtet.
Sowohl die Virusproduktion als auch die virale Freisetzung wurde durch Bestrahlung in
beiden Glioblastom-Zelllinien erhoht. Die 257RDB-Zellen wurden nicht weiter untersucht,
weil d1520 schon ohne Bestrahlung wie Wildtyp-Adenovirus bei gleichen mois replizierte.

Bestrahlung konnte somit Zelllyse, Replikation, Virusproduktion und virale
Freisetzung von dI520 in beiden Glioblastom-Zelllinien erhéhen, wobei U373 p53-mutiert ist
und U87 normales p53 exprimiert. Daher schienen diese Ergebnisse unabhéngig von p53 zu
sein. Der onkolytische Effekt von dI520 wurde durch Bestrahlung nicht beeintrichtigt und
bestétigte somit Daten aus der Literatur, dass das virale Genom mit seinen 36 kb zu klein ist,
um von Bestrahlung geschidigt zu werden'** 2. Aus unseren vorliegenden Ergebnissen mit
Bestrahlung konnte eine Korrelation zum Transkriptionsfaktor YB-1 gezogen werden.
Bestrahlung fiihrte zu keiner Erhéhung der viralen Replikation in den vielfachresistenten
257RDB-Zellen, in denen YB-1 schon vor Bestrahlung hauptsédchlich im Kern lokalisiert ist.
Sie erhohte jedoch den onkolytischen Effekt von d1520 in den Glioblastom-Zellen, in denen
vor Bestrahlung YB-1 nur zum Teil und nach Bestrahlung hauptsidchlich im Kern lokalisiert
war. Dies bestétigt unsere Hypothese, dass Bestrahlung zu einer Akkumulation von YB-1 im
Kern fihrt, in welchem es die virale Replikation von dI520 iiber Aktivierung des
E2late-Promoters vermittelt.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir den erhohten therapeutischen Effekt der

Radiovirotherapie war die Beobachtung, dass YB-1 eine Rolle bei Reparaturmechanismen
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spielt und mit verschiedenen Reparaturenzymen interagiert’” *” > 1** Nach adenoviraler
Infektion ist YB-1 in den viralen Einschlusskdrperchen, in denen die virale Replikation
stattfindet, lokalisiert. YB-1, welches zur Vermittlung der viralen Replikation an den
E2late-Promoter bindet, steht nicht mehr fiir Reparaturmechanismen zur Verfiigung. Somit
kann der durch Bestrahlung verursachte Zellschaden weniger effizient behoben werden und
resultiert in einem zusitzlichen Zelltod, welcher ein weiterer Grund des additiven

(moglicherweise synergistischen) Effektes sein konnte.

Es konnte in vitro demonstriert werden, dass der zytopathische Effekt von d1520 in
Kombination mit Bestrahlung erhéht wird, und dies auf eine erhohte Akkumulation des
Transkriptionsfaktors YB-1 im Kern zuriickzufiihren ist. Weil die Entwicklung von neuen
Therapiemoglichkeiten fiir Hirntumoren vorangetrieben werden sollte, war die Umsetzung
eines Therapieansatzes in vivo von Bedeutung. Hierzu wurde ein der klinischen Anwendung
dhnelndes Therapiekonzept mit fraktionierter Bestrahlung entwickelt (Abb. 32-39). In einem
Xenograft-Modell mit subkutan applizierten U87-Tumoren in Nacktmiusen wurden die
Tumoren dreimal mit 4 Gy bestrahlt und bekamen in den Zwischentagen insgesamt zweimal
5x10° pfu d1520 intratumoral appliziert. Insgesamt wurde das Tumorwachstum im Vergleich
zur Kontrollgruppe nach 3 Wochen um 61 % inhibiert. Bei alleiniger Virusapplikation konnte
eine Inhibition von 48 % gesehen werden. Da sich die U87-Zelllinie als strahlensensibler
herausstellten, als nach den Voruntersuchungen zu erwarten gewesen wire, wurde durch die
alleinige fraktionierte Bestrahlung mit insgesamt 12 Gy ebenfalls eine Wachstumsinhibition
von 49 % erzielt. Die extrem hohe Wachstumsrate der U87-Zellen verstirkte ebenfalls die
Effizienz der Bestrahlung. Schon 14 d nach subkutaner Applikation der Tumorzellen hatten
sie eine GroBe um die 200 mm’ erreicht und konnten therapiert werden. Bei Vergleich dieses
Xenograft-Modells mit dem von Holm et al., bei dem 257RDB- und HeLa-Zellen subkutan in
Nacktmiusen gesetzt und mit 2,5x10® pfu d1520 appliziert worden waren, wiesen die dortigen
Tumoren eine wesentlich langsamere Wachstumsfrequenz auf, so dass sie erst nach 4 Wochen
bei einer GroBe um die 200 mm® therapiert wurden (nicht verdffentlichte Daten) und auch
eine wesentlich stirkere Wachstumsinhibition von 73 % erreichten. Das Wachstum der
Tumoren, die mit Onyx-015* und mit CV706°' in Kombination mit Bestrahlung therapiert
wurden, war im Vergleich zu den US87-Tumoren wesentlich langsamer, so dass das
Tumorwachstum wie auch bei Holm et al. iiber einen lingeren Zeitraum verfolgt werden
konnte und auch im Vergleich zur Kontrollgruppe stirker inhibiert wurde. Bei Betrachtung

der Einzeltumorwerte war eine erhebliche Schwankungsbreite in der Tumorgrofle der
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3 Therapiegruppen — die Kontrolle ausgeschlossen — erkennbar. Am stérksten war dies an den
mit ,,Virus alleine* therapierten Tumoren deutlich, von denen einer in komplette Remission
gegangen ist, jedoch ein anderer eine GroBe von 3000 mm’ erreicht hat. Somit konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ,,Virus alleine, ,,Bestrahlung alleine* und
»Radiovirotherapie* festgestellt werden. Trotzdem konnte ein signifikanter, onkolytischer
Effekt von dI520 im Vergleich zur Kontrolle im Glioblastom-Modell in vivo nachgewiesen
werden.

Um den additiven (und moglicherweise synergistischen) Effekt der fraktionierten
Radiotherapie zusammen mit d1520, der erfolgreich in vitro gezeigt worden war, zu beweisen,
wurde ein zweites Xenograft-Modell mit subkutanen U373-Tumoren entwickelt. Neben
einem langsameren Wachstumsverhalten wies die U373-Zelllinie eine grofere
Strahlenresistenz auf. Trotzdem wurde die Einzelstrahlendosis von 4 auf 2 Gy gesenkt, da
davon ausgegangen wurde, dass die Strahlendosis im ersten Xenograft-Modell zu hoch
gewihlt worden war, um einen additiven Effekt der Radiovirotherapie zu sehen. Des Weiteren
wurde eine niedrigere Virusdosis von dreimal 3x10°* pfu d1520 gewihlt. Einige der U373-
Tumoren sind nicht angewachsen, so dass nur eine kleine Tierzahl in die Gruppen
eingeschlossen werden konnte und somit nur ein Proof of Principle aufgestellt werden
konnte. Nach 50 d wurde bei alleiniger Bestrahlung das Tumorwachstum um 46 % inhibiert,
wobei bei alleiniger Gabe von dl1520 das Wachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe
aufgrund eines Non-Responder Tieres nur um 26 % gehemmt wurde. Das Tumorwachstum
der mit Radiovirotherapie behandelten Gruppe wurde um 86 % gehemmt. Aufgrund der
geringen Anzahl der Tiere konnte keine statistisch signifikante Aussage iiber die Effizienz der
Kombinationstherapie abgegeben werden. Jedoch bestétigten die Ergebnisse des Proof of
Principle die in vitro Resultate, dass der onkolytische Effekt von d1520 durch Bestrahlung
erhoht wurde, und miissen als nichstes in einem Tiermodell mit signifikanten Fallzahlen
untersucht werden.

Die hier vorliegenden in vivo und in vitro Ergebnisse demonstrierten eine
Verstirkung des zytopathischen Effektes von dI5S20 nach Bestrahlung und eine
Erhohung der Replikation, Virusproduktion und -freisetzung in Zelllinien mit
unterschiedlichem p53 Status. Eine p53-unabhiingige Vermittlung des nach Bestrahlung
erzielten Effektes war somit zu vermuten. Die Ergebnisse zusammen mit der Literatur
wiesen eher auf eine YB-1 abhingige Replikation und eine YB-1 vermittelte

Verstirkung der Lyse durch Bestrahlung hin.
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Nach Betrachtung der Untersuchungen von dI520 in Kombination mit Bestrahlung
eroffnen sich vielversprechende Moglichkeiten zur Entwicklung einerseits neuer
onkolytischer Viren, deren Replikation in und Lysefdhigkeit von Tumoren iiber nuklear
akkumuliertes Y-Box bindende Protein vermittelt wird. Andererseits konnen neue
Therapiekombinationen aus onkolytischen Viren und Bestrahlung entwickelt werden, welche
die nukleare Akkumulation von YB-1 erh6hen und damit den viralen, onkolytischen Effekt

verbessern.

43 YB-1 vermittelte Erhohung des onkolytischen Effektes von d1520 durch
Zytostatika und Verbesserung der Transduktionseffizienz durch einen

Histondeacetylase-Inhibitor

Nachdem nachgewiesen wurde, dass Bestrahlung von Tumoren bzw. Tumorzellen die
Replikation und Zelllyse des ansonsten replikationsdefizienten Adenovirus d1520 erh6hen
konnte, wurde die Verbesserung des onkolytischen Effektes von d1520 durch Kombination
mit Chemotherapie analysiert. YB-1 ist eines der am héufigsten liberexprimierten Gene in
resistenten Tumorzellen und neben Bestrahlung bzw. UV-Licht kann die Kernakkumulation
von YB-1 auch durch Zytostatika vermittelt werden'” %177,

Eine Erhohung des zytopathischen Effektes vom Adenovirus dI520 konnte durch
Inkubation mit den Zytostatika Docetaxel, Irinotecan, Trichostatin A und Daunorubicin
demonstriert werden. Dabei waren Irinotecan und Trichostatin A als Einzelchemotherapeutika
die potentesten und die Kombination von Trichostatin A mit Irinotecan noch effektiver.

In der Literatur wurde die Verstirkung des zytopathischen Effektes durch
Chemotherapie mit verschiedenen onkolytischen Viren nachgewiesen, jedoch blieb die

32, 77, 246, 256

Ursache zum Teil ohne mechanistische Erkldrung und zum Teil umstritten.

81, 168, 188

Onyx-015 wurde zwar schon alleine in Phase II Studien angewandt , jedoch konnte

eine signifikante Tumorinhibition nur in Kombination mit Chemotherapeutika gesehen

81, 119, 135, 201
werden ° T 77

Onyx-015 mit AdA24'” dem AFP-spezifischen CV890"’, dem PSA-spezifischen CV787*

. Ein synergistischer Effekt aus Chemovirotherapie konnte neben

und weiteren Adenoviren''’ in Kombination mit verschiedenen Zytostatika nachgewiesen

werden. Jedoch gibt es Studien mit onkolytischen Viren, bei denen Zytostatika sowohl zu

17, 70, 110, 119 118, 179, 195, 196 der

einer Erhohung als auch zu keiner Verdnderung viralen

Replikation gefiihrt haben.
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In unseren Untersuchungen konnte eine Erhéhung der DNA-Replikation von d1520
durch Inkubation mit Daunorubicin, Docetaxel, Irinotecan, Trichostatin A wund der
Kombination aus Irinotecan + Trichostatin A gezeigt werden. Die beiden potentesten
Chemotherapeutika Irinotecan und Trichostatin A wurden ndher mechanistisch untersucht.
Dabei fiihrte Irinotecan zu einer Kernakkumulation von YB-1 und Trichostatin A zu einer
Hochregulation der CAR-Expression in den Glioblastom-Zellen. Dies lieB — wie schon bei
den Untersuchungen mit Bestrahlung — vermuten, dass genotoxische Substanzen zu einer
Erhohung der Lokalisation von YB-1 im Kern fithren, wo YB-1 die virale Replikation von
dI520 iiber den E2/ate-Promoter vermittelt und somit den onkolytischen Effekt von d1520
erhoht. Diese Hypothese wurde durch die Ergebnisse an den vielfachresistenten 257RDB-
Zellen unterstiitzt, in denen der onkolytischer Effekt von dI520 nicht erhéht wurde, da in
diesen Zellen YB-1 schon hauptséchlich im Kern akkumuliert ist und ihre CAR-Expression
an die 100 % betrigt'’.

Eine weitere mogliche Erkldrung des verbesserten Antitumor-Effektes von d1520
durch Zytostatika ist die Beobachtung, dass YB-1 mit verschiedenen Reparaturenzymen

. - 459, 137, 153, 154
interagiert™” 7 ’ .

Wiéhrend YB-1 unter viraler Replikation in den viralen
Einschlusskorperchen akkumuliert, steht es weniger fiir Reparaturmechanismen zur
Verfligung. Somit kann der durch die Zytostatika verursachte Zellschaden weniger effizient
behoben werden und zu vermehrter Zellschadigung fiithren.

Zusitzlich wird berichtet, dass das adenovirale E1A neben der Strahlensensibilisierung

147, 201

eine Sensibilisierung gegeniiber Zytostatika verursacht . Auch die bei der adenoviralen

Infektion vorkommende Expression von inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a., soll eine

Chemosensibilisierung verursachen' - 21¢.

Die Zytostatika wurden zusdtzlich im Speziellen betrachtet. Der Topoisomerase-I-
Inhibitor Irinotecan verursacht Strangbriiche und fiihrte in den Glioblastom-Zellen zu einer
nuklearen Akkumulation von YB-1. Das in Reparaturmechanismen involvierte YB-1 wird
aufgrund von genotoxischem Stress im Kern hochreguliert. Dies weist zusammen mit der
signifikanten Erhohung des onkolytischen Effektes und der Replikation von d1520 durch
Irinotecan auf eine YB-1 vermittelte Replikation von dI520 hin. Des Weiteren konnten Bernt
und Takara et al. eine erhdhte virale Replikation nach Irinotecan-Inkubation nachweisen'” **’.
Ein zusitzlicher positiver Effekt auf die virale Replikation konnte jedoch auch der durch

Irinotecan verursachte Gj-Arrest sein, der sich durch ausreichende Versorgung mit

Nukleotiden und anderen fiir die virale Replikation bendtigten zelluldren Faktoren positiv auf
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die virale Replikation auswirkt'”*"-#2% 24> Andererseits wird von einem inhibitorischen Effekt

von Topoisomerase-I-Inhibitoren auf die adenovirale Replikation berichtet**®

. In dieser Studie
wurden die Inhibitoren jedoch wihrend der kompletten viralen Replikation auf den Zellen
belassen, im Gegensatz zu unseren Versuchen, in denen Irinotecan vor Infektion von den
Zellen entfernt wurde. Aulerdem konnten wir zeigen, dass die Partikelbildung von d1520 mit
Irinotecan in den U87-Zellen nicht und in den U373-Zellen nur gering vermindert wurde. Der
kontrire Einfluss von Irinotecan auf die virale Replikation und Partikelbildung konnte durch
einen inhibitorischen Effekt von Irinotecan auf die spite Virusexpression und die
Viruszusammensetzung verursacht werden®'.

Neben Irinotecan wies der Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A den stdrksten

zytopathischen Effekt und die grofte Replikaktionssteigerung in Kombination mit d1520 auf.
Trichostatin A fiihrte in den Glioblastom-Zellen zu einer erhohten Expression des Coxsackie-
Adenoviralen-Rezeptors, was durch Ergebnisse aus der Literatur an anderen Tumorzellen
bestitigt wird*"* % 121> Da Adenoviren neben Integrinen hauptsichlich iiber den Coxsackie-
Adenoviralen-Rezeptor in Zellen internalisiert werden, und die CAR-Expression in vielen
Tumorzellen erniedrigt ist, kann somit die Virusinternalisierung erhdht werden.
Zusitzlich wird in der Literatur von einer erhohten adenoviralen Transgenexpression nach
Inkubation mit Histondeacetylase-Inhibitoren berichtet®> *!» ¢ 7% 123 24 Eq wyrde jedoch
keine mechanistische Ursache genannt und konnte auf einer erhohten CAR-Expression
basieren, welche {iber eine erhohte virale Internalisierung zu einer erhdhten
Transgenexpression gefiihrt haben konnte. In unverdffentlichten Daten von Holm et al.
konnte ebenfalls keine Erhéhung der nuklearen YB-1 Lokalisation in den Glioblastom-Zellen
U87 und U373 nach Trichostatin A-Inkubation nachgewiesen werden. Somit wurde die
Erhohung der Replikation durch Trichostatin A vermutlich hauptsédchlich durch die CAR-
Hochregulation verursacht. Zuséatzlich fiihrt Trichostatin A noch zu einem G;-Arrest der
Zelle™®, der vorteilhaft fiir die virale Replikation ist.

Die Kombination aus Irinotecan + Trichostatin A verbesserte den onkolytischen
Effekt von d1520 im Vergleich zur Einzelinkubation iiber vermehrte Kernlokalisation von
YB-1 und erhohte CAR-Expression. Es hat sich somit gezeigt, dass die Kombination einer
tumorschéddigenden Substanz und die Erhéhung der Infektionsfdahigkeit durch Erhohung der
CAR-Expression die wirksamste Strategie ist, um mit d1520 eine effiziente Virotherapie
durchzufiihren. Zusétzlich berichten Kim et al., dass die durch Trichostatin A verursachte
Lockerung der Chromatinstruktur die Toxizitit verschiedener DNA-schiadigender Zytostatika

erhoht. Dazu gehdrt auch Camptothecin, dessen Derivat Irinotecan ist'?'.
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Der Mitose-Hemmstoff Docetaxel und der interkalierende Topoisomerase-II-Inhibitor
Daunorubicin verursachten den geringsten zytopathischen Effekt in Kombination mit d1520
und die geringste Erhohung der Replikation in beiden Glioblastom-Zelllinien. Bernt et al.
konnten einen positiven Effekt durch das mit Docetaxel verwandte Taxol und durch
Daunorubicin auf die virale Replikation feststellen'’. Docetaxel und Daunorubicin sind beides
Substrate des P-Glykoproteins — welches Zytostatika zum Schutze der Zelle aus dem
Zytoplasma pumpt — und regulieren die Expression des P-Glykoprotein Genes MDR1 hoch™’.
Da das Y-Box bindende Protein u.a. zu einer Uberexpression von MDRI1 fiihrt und dadurch
YB-1 vermehrt im Kern lokalisiert ist, konnte die verstirkte Replikation von dI520 durch
vermehrtes, nuklear akkumuliertes YB-1 vermittelt worden sein” ¥ 137 Weiterhin konnte fiir
Docetaxel in der Literatur ein synergistischer adenoviraler Effekt in vitro und in vivo™® und
eine erhohte Transgenexpression'>’ nachgewiesen werden. Bei Daunorubicin konnte ein

176, 177 . . .
und es induziert wie

positiver Effekt auf die virale Replikation gezeigt werden
Irinotecan einen G,-Arrest™’, der sich positiv auf die virale Replikation ausiibt.

Die gewonnenen Ergebnisse weisen stark auf eine YB-1 vermittelte Replikation des
replikationsdefizienten Adenovirus d1520 hin, dessen zytopathischer Effekt durch Bestrahlung
und Zytostatika {iber eine Erhohung der YB-1 Kernakkumulation verbessert wird.

Aus den gewonnenen Erkenntnissen ldsst sich ein Modell eines Circulus vitiosus fiir
Tumorzellen entwickeln (Abb. 58). Die vielfach- bzw. teilweise resistenten Tumorzellen
werden mit Bestrahlung bzw. Zytostatika behandelt, um dadurch besser auf eine YB-1
abhingige Virustherapie anzusprechen. Das Virus kann sich iiber YB-1 vermittelte
Replikation vermehren und einen Teil der Zellen lysieren. Dabei akkumuliert YB-1 in
nuklearen Einschlusskdrperchen, in denen das Virus das Y-Box bindende Protein fiir seine
Replikation bendtigt. Damit entzieht das Virus einerseits YB-1 fiir Reparaturmechanismen
und andererseits flir die Resistenzentwicklung, da YB-1 u.a. die Genexpression von MDR und
MRP vermittelt hat. Somit werden die Tumorzellen, welche nicht durch das Virus lysiert
worden sind, erneut sensibilisiert fiir Chemotherapie oder Bestrahlung durch Entzug von
YB-1. Somit konnen die verbleibenden Tumorzellen durch Chemo- oder Radiotherapie

eliminiert werden.
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Vielfachresistente Tumorzellen
sind resistent gegen RTx & CTx,
aber sprechen auf Virus an.

Bestrahlung (RTx)

() % replikationsdefizienter

. . Virus o

eo® \ YB-1
Zytostatika (C’l& ‘ /

Resisteﬁ&
Nukleus @ ‘

N

YB-1

s ®

Das Virus entzieht der Zelle *

YB-1, so dass die Zellen auf
RTx & CTx wieder ansprechen.

Abb. 58 Circulus Vitiosus der onkolytischen Therapie mit YB-1. Weitere Informationen siehe Text.
CTx: Chemotherapie, RTx: Radiotherapie, YB-1: Y-Box bindendes Protein 1.

4.4  Schlussfolgerungen und Ausblick - Moglichkeiten der Verbesserung eines iiber

YB-1 replizierenden Adenovirus

Chemotherapie und Bestrahlung werden als adjuvante oder neoadjuvante
Therapiemoglichkeiten neben der chirurgischen Tumorresektion eingesetzt, welche die
primdre Behandlungstechnik solider Tumoren darstellt. Im klinischen Alltag wurden
Chemotherapie und Bestrahlung bereits kombiniert, wobei die Zytostatika zur
Strahlensensibilisierung dienten. Zusitzlich sollte einerseits die Toxizitét fiir den Organismus
gesenkt werden, da niedrigere Konzentrationen bzw. Strahlendosen eingesetzt werden
konnten, andererseits sollte die Tumorletalitit erhoht und auch die Rezidivrate gesenkt

werden, da der Tumor an verschiedenen Fronten angegriffen werden konnte. Docetaxel, das
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zu einem Gp/M-Arrest fiihrt, wirkt ebenso wie das mit Irinotecan verwandte Topotecan

strahlensensibilisierend** 2% 5% 1% Auch andere Zytostatika sind erfolgreich in Kombination

10,46, 96, 174, 19 1y nichsten Schritt hat man beide

172, 197

mit Strahlentherapie eingesetzt worden
Therapieoptionen mit gentherapeutischen Vektoren kombiniert. Neben anderen Studien
konnte ein trimodales adenovirales Therapiekonzept in Phase I / II am Prostatakarzinom von
Freytag et al. eine 80-prozentige Rezidivfreiheit 2 Jahre nach Therapiebeginn im Vergleich zu
einer 50-prozentigen nach alleiniger Bestrahlung erzielen® **. Auf Grundlage unserer
vorliegenden Ergebnisse mit d1520 in Kombination mit Bestrahlung oder Chemotherapeutika
miisste als ndchstes ein trimodales Therapiekonzept entwickelt werden, um einerseits den
onkolytischen Effekt des Virus weiter zu erhohen und andererseits zusitzliche onkolytische
Tumortoxizitdt durch die adjuvanten Chemotherapeutika zu erzielen. Unsere Ergebnisse
erweitern das Anwendungsspektrum des El-teildeletierten Adenovirus dI520 von
vielfachresistenten, MDR-positiven Tumorzellen, in denen YB-1 hauptsidchlich im Kern
lokalisiert ist, auf Tumorzellen mit nuklearer Teilakkumulation von YB-1, wie den
Glioblastom-Zellen U87 und U373.

Einen limitierenden Faktor in der Anwendung von onkolytischen Viren stellt die
Infektionsfahigkeit vieler Tumoren dar, da Tumorzellen im Vergleich zu normalem Gewebe
wesentlich weniger Coxsackie-Adenovirale-Rezeptoren exprimieren®” '**. Da Adenoviren
jedoch hauptséchlich iiber Bindung an CAR internalisiert werden, miissen sie mit zusétzlichen
»Waffen ausgestattet werden, um Tumorzellen effizienter infizieren zu konnen. Wir haben in
unseren  Versuchen die Transduktionseffizienz iiber =~ CAR-Hochregulation mit
Histondeacetylase-Inhibitoren verbessern konnen. In der Literatur wurden iiber genetische
adenovirale Verdnderungen eine verbesserte virale Infektion entwickelt, die {iber

21, 45, 129, 161, 193

Antikdrper®, iiber Tumorzell-spezifische Rezeptoren und iiber den Austausch

des adenoviralen Typ 5 gegen Typ 3 oder 2 Fiber™ 'V

vermittelt wird. Die stabilste
CAR-unabhingige Rezeptor-Variation wird jedoch durch eine Fiber-integrierte Arg-Gly-Asp-

(RGD)-Sequenz vermittelt, die an die auf einer Vielzahl von Tumoren exprimierten

~ L1 43, 114, 223
o-Integrine bindet™

Adenovirus A24-RGD-Vektor haben dazu gefiihrt, dass das NIH eine von der FDA

. Die auBergewdhnlich positiven in vivo Befunde mit dem

zugelassene klinische Studie mit A24-RGD finanziell unterstiitzt. Durch Verbesserung der
Infektionsfahigkeit von onkolytischen Adenoviren mittels der RGD-Sequenz wiirden
niedrigere Titer ausreichen, um die gleiche Anzahl an Tumorzellen zu erreichen, und

gleichzeitig wiirde die Toxizitdt auf das normale Gewebe weiter gesenkt werden.
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In den vorliegenden Versuchen an Glioblastom-Zellen konnte der onkolytische Effekt
von dl520 durch Kombination mit Bestrahlung oder Zytostatika verstirkt werden. Durch
Translokation von YB-1 mittels Chemo- bzw. Radiotherapie konnte das Adenovirus d1520
tiber Transaktivierung des E2/afe-Promoters besser replizieren, die Tumorzellen effizienter
lysieren und schneller die umliegenden Tumorzellen infizieren. Des Weiteren wurden die
Tumorzellen durch Kombination von Chemo- bzw. Radiotherapie mit dem Virus durch die
unterschiedlichen Mechanismen an verschiedenen Fronten angegriffen und somit zusétzlich
geschidigt. In einem weiteren Aspekt der Arbeit wurde durch Einsatz von Histondeacetylase-
Inhibitoren die Effizienz der Infektion merklich gesteigert. Es hat sich gezeigt, dass die
Kombination einer tumorschiadigenden Substanz und die Erhoéhung der Infektionsfdhigkeit
durch Erhohung der CAR-Expression die wirksamste Strategie ist, um mit dI520 eine
effiziente Virotherapie durchzufiihren. Des Weiteren hat sich die Kombination von d1520 mit
Bestrahlung in vitro und als Proof of Principle in vivo als eine effiziente Radiovirotherapie
herausgestellt. Weitere Tierversuche sind jedoch angezeigt.

Ubertriigt man die Erkenntnisse der Arbeit generell auf onkolytische Viren, wire ein
tetramodales Therapiekonzept aus Bestrahlung, Chemotherapie und Virotherapie als
adjuvante oder neoadjuvante Strategie zusammen mit chirurgischer Tumorresektion denkbar.
Das Konzept konnte die lokale Rezidivrate von vielen soliden Tumoren sowie die
Metastasierungsrate verringern. Es konnte die Moglichkeit erdffnen, die Grofe der zu
resizierenden Tumoren zu verkleinern und damit vorher nicht mehr resektable Tumoren
chirurgisch zu entfernen, anstatt sie nur noch palliativ zu behandeln. Im Speziellen, bezogen
auf Hirntumore lieBen sich moglicherweise die in einem Grof3teil der Patienten
vorkommenden lokoregionalen Rezidive vermindern und damit die mittlere Uberlebensrate

verldngern.

147



5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

In der Behandlung von Glioblastomen stellt die Vielfachresistenz gegeniiber
Bestrahlung und Chemotherapie ein grofles Problem dar. Die Hochregulation des Multidrug
Resistance Genes (MDR), welches u.a. iiber nukleare Akkumulation des Y-Box bindenden
Proteins (YB-1) vermittelt wird, ist ein Entstehungsmechanismus von Vielfachresistenz. Das
an Reparaturmechanismen beteiligte YB-1 ist in resistenten Tumorzellen eines der am
hiufigsten liberexprimierten Gene, und seine Kernakkumulation kann durch Bestrahlung und
Zytostatika erhoht werden. YB-1 ermdglicht in vielfachresistenten Zellen ebenfalls eine E1-
unabhingige Replikation des sonst replikationsdefizienten Adenovirus d1520.

Am Beispiel von Glioblastomzellen wurde in vitro versucht nachzuweisen, dass d1520
Tumorzellen lysiert, in denen YB-1 nur zum Teil im Zellkern lokalisiert ist, und dass
Bestrahlung und Chemotherapie die Konzentration von YB-1 im Kern erhéhen. Es wurde
analysiert, ob Bestrahlung und Chemotherapie die Replikation von dI1520 und die damit
verbundene Tumorzelllyse verbessern. In vitro wurde zusétzlich untersucht, ob die virale
Konzentration in den Tumorzellen durch den Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin erhoht
werden kann. Der Effekt einer Kombination von dl1520 mit Bestrahlung wurde in vivo im
Mausmodell nachgepriift.

Das Adenovirus dl520 replizierte nicht nur effizient in vielfachresistenten Zellen,
sondern auch in Glioblastom-Zellen, in denen das Y-Box bindende Protein sowohl im Kern
als auch im Zytoplasma akkumuliert war, und I6ste einen zytopathischen Effekt aus. Durch
Bestrahlung und die Chemotherapeutika Irinotecan, Daunorubicin, sowie Docetaxel, konnte
die YB-1 Kernlokalisation in den Glioblastom-Zellen erhoht werden. Dadurch kam es zu
einer Verbesserung der Replikation von dI520 und damit verbunden zur Lyse der
Tumorzellen. Zusétzlich erhohte Trichostatin die Expression des Coxsackie-Adenoviralen
Rezeptors und verbesserte die damit verbundene Infektionsfahigkeit von dI1520. Es konnte
gezeigt werden, dass die Kombination eines Zytostatikums zur nuklearen YB-1
Akkumulation mit einem Histondeacetylase-Inhibitoren zur Erhéhung der Infektionsfahigkeit
die wirksamste Strategie war, um mit dI520 eine effiziente Virotherapie durchzufiihren. Die
Kombination von dI520 mit Bestrahlung fiihrte in vivo zu verstiarkter Wachstumsinhibition
der Glioblastome im Vergleich zur nicht behandelten Kontrollgruppe und zu ausschlielich
mit Virus bzw. Bestrahlung behandelten Gruppen.

Die Arbeit eroffnet vielversprechende Therapiemdglichkeiten von onkolytischen
Viren in Kombination mit Bestrahlung und Zytostatika als adjuvante oder neoadjuvante

Therapie im Kampf gegen solide Tumoren.
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6. Summary

Resistance to irradiation and chemotherapy remains an obstacle to the treatment of
brain tumors. Upregulation of the multidrug resistance (MDR) gene, which is mediated by
nuclear accumulation of the Y-box binding protein (YB-1), is one mechanism to develop
multidrug resistance. YB-1 is involved in cellular repair mechanisms and is one of the most
highly overexpressed genes in drug-resistant tumors. Moreover, nuclear accumulation of the
Y-box binding protein is elevated by irradiation and chemotherapy. In multidrug resistant
cells, YB-1 mediates an El-independent replication of the otherwise replication-deficient
adenovirus d1520.

It was analyzed in vitro — exemplified in glioblastoma cells — whether d1520 lyses
tumor cells, in which YB-1 is only partially accumulated in the nucleus, and whether
irradiation and chemotherapy elevate nuclear concentration of YB-1 in these cells. Besides, it
was examined whether irradiation and chemotherapy ameliorated replication of d1520 and
consequential tumor cell lysis. Furthermore, we determined in vitro whether viral
concentration of dI1520 is elevated in the tumor cells by treatment with the histon deacetylase
inhibitor Trichostatin. The treatment effect of the combination of dI520 with irradiation was
verified in an in vivo mouse model.

DI520 replicated efficiently not only in multidrug resistant tumor cells, but also in
glioblastoma cells in which the Y-box binding protein was partially accumulated in the
nucleus and the cytoplasm. DI520 consequentially caused a cytopathic effect. Moreover,
irradiation and the chemotherapeutic agents Irinotecan, Daunorubicin and Docetaxel elevated
nuclear accumulation of YB-1 in the glioblastoma cells. Thus, replication of d1520 was
increased in the glioblastoma cells by irradiation and chemotherapeutic substances and
consequently resulted in tumor cell lysis. Besides, Trichsotatin upregulated the expression of
the coxsackie adenoviral receptor and, thus, elevated the transduction rate of d1520. It could
be demonstrated that the combination of cytopathic agents to elevate nuclear accumulation of
YB-1 on one hand and histone deacetylase inhibitors to improve the transduction efficiency
on the other hand was the most potent strategy for an efficient virotherapy with dI1520. The
combination of dI520 with irradiation led to an increased glioblastoma growth inhibition
compared to the control group and to the groups exclusively treated with virus or irradiation.

This thesis opens up promising therapy options of oncolytic viruses in combination
with irradiation and chemotherapy as adjuvant or neoadjuvant treatment regiments in the fight

against solid tumors.
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8.1 Angefertigte Losungen

8. Materialien

8.1 Angefertigte Losungen

Citrat-Puffer 0,01 M pH6.0

Stammlosung A (0,1 M)
Stammlosung B (0,1 M)
18 ml Stammlosung A
82 ml Stammldsung B
900 ml ddH,0O

pH einstellen

Denaturierungslosung

1,5 M NaCl
0,5M NaOH
ad 1 1ddH20

4 %-Formalin pH 7.4

100 ml 40 %-Formalin
900 ml ddH,O

LB-Medium (Luria-Bertani Medium)

5 g Bacto.Trypton

9 g Bacto-Yeast-Extrakt
10 g NaCl

ad 1000 ml ddH,O

25 x MOPS-Puffer

250 mM Na(CH3COO)xH,0O (NaAc)
25 mM EDTA

1 M 3-(N-Morpholino)propansulfonsédure

ad 250 ml ddH20
pH 7

Neutralisationslosung

5M NaCl
IM Tris pH 7,0
ad 800 ml ddH20

fiir die Immunhistologie

21,01 g Zitronensédure (CcHgO7 x H,O)

ad 1000 ml ddH,O

29,41 g Natriumcitrat (CcHsNa3;O7 x H,0)
ad 1000 ml ddH,O

fiir die Southern Blot Analyse

fiir die Histologie und Immunhistologie

zur Anzucht der Bakterien

fiir die Northern Blot Analyse

fiir die Southern Blot Analyse

XIX



8.1 Angefertigte Losungen

1 x PBS

8,0 g NaCl

0,2 g KCI

1,44 g Na,HPO4
0,24 ¢ KH,PO4
ad 11 H,O

Phosphat-Puffer

10 mM Na,HPOy, pH 7,5
150 mM NacCl

1,5 % Pferdeserum

Plaquetest-Medium

100 ml MEM

12ml 10x F11

3,2ml 7,5 % NaHCO3

0,4 ml 500x Fungizone

2 ml Penizillin/Streptomyzin

2 ml Glutamin

2 ml 5 % Hefeextrakt

9 ml Pferdeserum (hitzeinaktiviert)

QIAgen-Puffer P1

50 nM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA
vor Gebrauch RNAse zusetzen

QIAgen-Puffer P2

0,2 M NaOH
1 % SDS

QIAgen-Puffer N3

2,55 M Kaliumacetat pH 4,8
20 x SSC

3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat (C¢HsNa3;O7 x H,O)
ad 100 ml H20

pH7

fiir die Immunhistologie

fir die Immunhistochemie

fiir den Plaquetest auf 293-Zellen

fiir die Plasmid-Herstellung

fiir die Plasmid-Herstellung

fiir die Plasmid-Herstellung

fiir die Northern & Southern Blot Analyse
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8.2 Materialien

TAE-Puffer

242 g Tris- Base

57,1 ml Essigsdure

100 ml 0,5M EDTA, pH 8,0
ad 1 IHZO

TBE-Puffer

108,0 g Tris-Base
55,0 g Borsédure
8,3 g Nay-EDTA
ad 1 1H20

TE-Puffer

1,21 g Tris-HCI
0,327 g EDTA

800 ml H,O, pH 8,0
ad 1  H,O

0.01 M Tris-Puffer pH 7.6 (Stammldsung)

60,5 g Trizma-Base
ad 700 ml ddH,O

mit 2 N Salzsdure pH 7,6 einstellen

ad 1000 ml ddH,O
pH tiiberpriifen
90 g NaCl

Viral Preservation Medium

1 M Tris, pH 8,0

5 M NacCl

0,1 g BSA

50 pl Glyzerin

ad 50 ml mit ddH20

8.2 Materialien

Acc I (Xmil)

Amphotericin B (Fungizone)
Ampizillin

Anti-CAR Clone RmcB

Anti-Rabbit IgG Fluorescin
Agarose

Biotinylated Rabbit Anti-Goat Ig
Bovines Serum Albumin

fiir die Gelelektrophorese

fiir die Gelelektrophorese

fiir die Bestimmung der Viruskonzentration

fiir die Immunhistologie

fiir Virusaufreinigung

ER 1481 MBI Fermentas, Ontario, Kanada

1081497 Roche, Mannheim, BRD

A 9518 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA

05-644 Biomol, Plymouth Meeting, PA,
USA

F313 Dako, Hamburg, BRD

35-1020 peq lab, Erlangen, BRD

E 0466 Dako, Hamburg, BRD

A 7906 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA

XXI



8.2 Materialien

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
Chloroform

Cisiumchlorid

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dako-Pen / Fettstift

Daunrubicin / Daunoblastin
DH10B Bakterien

DMEM

dNTPs

Docetaxel

Ethanol p.a.

Ethidiumbromid

Eukitt

ExpressHyb Hybridisation Solution
Fetales Kélberserum

Fetuin

Formaldehyd, Formalin

20G 1Y% 0,9x40 Nadel

Glukose

L-Glutamin

Glykogen

Glyzerin

Hefeextrakt, Select Yeast Extract

EF0341 MBI Fermentas, Ontario, Kanada
B 2629 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
CSCL1KG  Quantum Appligene, Illkirch, F

D 2650 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
S 2002 Dako, Hamburg, BRD

Pfizer, New York, USA

HRP-konjugierter Kaninchen Anti-Ziegen IgG

Insulin

Irinotecan / Camptothecin
Isoamylalkohol
Isopropanol p.a.
Kaninchen Anti-Maus FITC (AK)
1 kbp Leiter

Kpnl

Kpnl-Puffer
Kristallviolett

Kresolrot

Levamisol

L-15 - Leibovitz’s

6x Loading Buffer

25 mM Magnesiumchlorid
MEM Vitamine

MOPS

MicroSpin G-25 Saule
Natriumcarbonat

Nuklease freies Wasser
OptiMEN 1
Penizillin/Streptomyzin
Pferdeserum

Prime-It Random Labeling Kit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

18297-010  Gibco, BRL, Karlsruhe, BRD
FG 0435 Biochrom KG, Berlin, BRD
R 0161 MBI Fermentas, Ontario, Kanada
O 1885 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
1.00983.1000 Merck, Schwalbach, BRD
200271 Roche, Mannheim, BRD

Kindler, Freiburg, BRD
636831 B&D Biosciences, Fraga, Spanien
3702-P232310Biochrom, Cambridge, UK
F3385 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
F 8775 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
301300 B&D Microlane 3, Fraga, Spanien
1.08337.0250 Merck, Schwalbach, BRD
K 0283 Biochrom KG, Berlin, BRD
G 8751 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
50049 Fluka, Buchs, Schweiz
212750 B&D Biosciences, Fraga, Spanien
P 0449 Dako, Hamburg, BRD
K 9030 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA

Sanofi-Aventis, Strasbourg, F
W205702 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
W200387 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
F 0313 Dako, Hamburg, BRD

25-2040 Gibco BRL, Karlsruhe, BRD

ER 0501 MBI Fermentas, Ontario, Kanada

B 29 MBI Fermentas, Ontario, Kanada

C6158 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA

K 4000 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA

X 3021 Dako, Hamburg, BRD

BE 12-700 F BioWhittaker / Cambrex, Vervies,
Belgien

RO611 MBI Fermentas, Ontario, Kanada

R0971 MBI Fermentas, Ontario, Kanada

K 0373 Biochrom KG, Berlin, BRD

M 5162 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA

27-5325-01  Amersham, Buckinghamshire, UK

6329 Merck, Schwalbach, BRD

P 1193 Promega, Madison, USA

51985-026  Gibco BRL, Karlsruhe, BRD

A 2213 Biochrom KG, Berlin, BRD

H 1270 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA

300385 Stratagene, Amsterdam, N

P 3803 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
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8.2 Materialien

Paraformaldehyd
PBS — Dulbecco (1x)
10 x Taq Puffer + (NH4)>,SO4

Polyklonaler Anti-Adenovirus Antikorper

Proteinase K
QIAgen Dneasy Tissue Kit
Puffer AW1
Puffer AW2
Puffer AL
Puffer ALT
Collection Tubes
Proteinase K
QIAquick Gel Extraction Kit
Puffer PB
Puffer PE
Puffer QG

Puffer EB (10 mM TrisCl, pH 8,5)

QIAquick Nucleotide Removal Kit
Puffer PN
Puffer PE
Puffer EB
QIAprep Spin Miniprep Kit
Ra mouse IgG RPE
RNAse
RNAse freies Wasser
RNA-Ladungspuffer
RPM I
Slide-A-Lyzer Buoys (White)

P 6148
L 1825
ROI61
AB 1056
19131
69504
19081
19072
19075
19076
19201
19131
28704
19066
19065
19063

28306
19071
19065

27106
R 0439
109126
P 119C
R 4268
FG 1215
66430

Slide-A-Lyzer Dialysis Product MWCO 3,500

Spritze 2 ml
Spritze 5 ml
Spritze + Kaniile 0,3 ml Insulin 100
Streptavidin
Streptavidin — Peroxidase conjugate

Streptavidin — Alkalische Phosphatase

Sulforhodamin B
SW28-Ro6hrchen

10 x Taq Puffer + (NH4),SO4
T4-Ligase

Ts-Ligase Puffer
Trazylol 0,5
Trichloressigsdure (Tris)
Trichostatin A

Trizol Reagent
Trypanblau Losung
Trypsin

Turbo Blotting System
Tween 20

66110
300928
3009050
324884
D 0396
S 5512
D 0396
S 1402

RO161

EL 0021
DLO0021
34579.00.00
T 8657
647925
15596-026
T 8154
L2163
10416330
T 9286

XXIHI

Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
Biochrom KG, Berlin, BRD

MBI Fermentas, Ontario, Kanada
Chemicon, Temecula, CA, USA
Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Qiagen, Hilden, BRD

Dako, Hamburg, BRD

Roche, Mannheim, BRD
Promega, Madison, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
Biochrom KG, Berlin, BRD
Pierce, Rockford, 11, USA

Pierce, Rockford, IL, USA

B&D Discardit II, Fraga, Spanien
B&D Discardit II, Fraga, Spanien
B&D Biocsciences, Fraga, Spanien
Dako, Hamburg, BRD
Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
Dako, Hamburg, BRD
Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
Beckman, Fullerton, CA, USA
MBI Fermentas, Ontario, Kanada
MBI Fermentas, Ontario, Kanada
MBI Fermentas, Ontario, Kanada
Bayer Vital, Leverkusen, BRD
Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
Calbiochem, San Diego, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA
Biochrom KG, Berlin, BRD
Schleicher & Schuell
Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,USA



8.3 Tiere

Vector Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I
SK 5100 Vector, Burlingame, CA, USA

Whatman-Filterpapier 3 MM 162-0233 Whatman, Géttingen, USA
Xylapan 11882 Chassot, Ravensburg, BRD
8.3 Tiere

Crl:CD1-nu Méiuse CD1HO-W  Charles River Laboratories,

Schweinfurt, BRD
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Mechanismen der Vielfachresistenz

A. Funktionen des Y-Box bindenden Proteins YB-1 (nach Kohno et al.,
2003'*%) B. Aufbau von YB-1

A. Adenovirus Typ 5 Kapsid-Aufbau. B. Adenovirus Typ 5 Genomstruktur
Zelluldre Interaktionen der frithen adenoviralen Proteine

Funktionsweise onkolytischer Adenoviren

Ansatz einer Polymerasekettenreaktion

Ausbreitung der E1A-Proteine 12S und 13S, die sich aus drei conserved
regions CR1-3 zusammensetzen, und Darstellung der Deletion von d1520
Zytostatikakonzentrationen der 1Cso-Werte

Aufbau vom Plasmid pUC18 mit seinen Enzymschnittstellen

Aufbau der Bestrahlung im Xenograft Mausmodell

Beweis der Deletion von d1520

Northern Blot Analyse von der E1A (A) und der E3 (D) mRNA in MDR-
positiven 257RDB-Zellen und MDR-sensiblen HeLa-Zellen
Transduktionseffizienz von Ad-GFP in U87-, U373- und 257RDB-Zellen
Effektive adenovirale Transduktion der U87-, U373- und 257RDB-Zellen, aber
nicht der T98-G-Zellen

Effektive Infektionsfdhigkeit der U87-Zellen in der FACS-Analyse

Effektive Transduktionsfahigkeit der U373-Glioblastom-Zellen in der FACS-
Analyse

Schlechte Infektionsfihigkeit der T98-G-Glioblastom-Zellen in der FACS-
Analyse

Effektive Transduktionsfahigkeit der 257RDB-Zellen in der FACS-Analyse
Steigerung der Kernlokalisation von YB-1 nach Bestrahlung und Irinotecan-
Inkubation in den U373-Zellen

d1520 lysiert effektiv die Glioblastom-Zelllinien U87 und U373, in denen YB-1
teilweise im Kern vorliegt

dI520 lysierte effektiv die Glioblastom-Zelllinien U87 und U373, in denen
YB-1 teilweise im Kern vorliegt

Verstarkung der Zelllyse von d1520 durch Bestrahlung, Irinotecan, Docetaxel
und Trichostatin A in der Glioblastom-Zelllinie U87

Verstarkung der Zelllyse von d1520 durch Bestrahlung, Irinotecan, Docetaxel
und Trichostatin A in der Glioblastom-Zelllinie U373
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Adenovirus dI1520 und Ad5-WT in den Glioblastom-Zelllinien U87 und U373
Vergleichbare Virusproduktion von d1520 und Ad5-WT in den U373-Zellen,
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Hohere Zelllyse der Glioblastom-Zellen nach Infektion mit Ad5-WT als mit
di520

Moderate Wachstumsinhibition der U87-Zellen und mittlere Inhibition der
U373-Zellen durch Bestrahlung mit 4+4 Gy

Verbesserter zytopathischer Effekt von dI520 nach Bestrahlung in den
Glioblastom-Zelllinien U87 und U373

Verstirkung der Replikation von d1520 durch Bestrahlung in den Glioblastom-
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Erhoéhung der Virusproduktion von d1520 durch Bestrahlung
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kb
kg
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Y-Box bindendes Protein 1
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EPG-257RDB = 257
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base pair(s) = Basenpaar(e)
Grad Celsius
centimeter(s) = Zentimeter

cubic centimeter(s) = Quadratzentimeter

day(s) = Tag(e)

gauge

Gramm

Gray

hour(s) = Stunde(n)
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Kilobase(n)
Kilogramm

Molar
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Milliliter
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Millimolar

multiplicity of infection
Mikrogramm
Mikroliter

Mikromolar
Nanogramm
Nanomolar

plaque forming unit(s)
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second(s) = Sekunde(n)
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Watt

Prozent
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