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1 Einleitung

1.1 Onkologische Erkrankungen

Krebserkrankungen stellen heutzutage nach den Herz-Kreislauferkrankungen
die haufigste Todesursache flir die Bevolkerung der westlichen Welt dar [215].
Die Entstehung von Krebs beginnt mit der bésartigen Transformation einer bis
dahin normalen somatischen Zelle, ausgelost durch UV-Strahlung, karzinogene
Verbindungen oder Viren (HPV, EBV, HBV). Dabei sind insbesondere
Rezeptoren, Transkriptions- oder Wachstumsfaktoren und Botenstoffe, die die
Regulation der Zellproliferation beeinflussen, betroffen. Auch Tumor-
suppressorgene wie p53 und pRb, die eine zentrale Rolle in der normalen
Regulation des Zellzyklus spielen und ein ungehemmtes Wachstum entarteter
Zellen verhindern konnen, gehdren zu den am haufigsten mutierten Genen in
Tumorzellen. Meistens erfolgen mehrere  Mutationen nach- oder
nebeneinander, bis die nun neoplastisch transformierte Zelle sich ungehindert
vermehren kann. Diese Ansammlung transformierter Zellen wird durch Diffusion
ernahrt, erst ab einer Grolde von 2 mm erfolgt die Bildung neuer Blutgefasse
(Tumorangiogenese). Letztere bestimmt wesentlich die Wachstums-
geschwindigkeit des Tumors mit. Ab einem gewissen Umfang findet
zunehmend ein Eindringen in die umgebenden Organstrukturen statt. Hierbei
wird mit Hilfe von Enzymen und aktiver Migration der Tumorzellen die Invasion
in Lymph- und Blutgefal3e vorangetrieben. Einzelne Zellen werden aus dem
Tumor gelost, verschleppt und siedeln sich ihrer neuen Umgebung an, um dort
einen neuen Tumorzellverband zu bilden [167].

Im Verlauf dieser Entwicklung kann es jederzeit zu klinischen Symptomen im
Sinne von Organfunktionsstérungen, Stenosen, Tumorthrombosen- oder
embolien und GefalRarrosionen kommen. Der Patient verstirbt entweder an den
direkten Folgen oder schwindet durch die zunehmende Verschlechterung
seines Allgemein- und Ernahrungszustandes dahin [167].

Die Therapie onkologischer Erkrankungen, insbesondere deren Verbesserung,

ist Gegenstand zahlreicher Forschungsansatze.
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In dieser Arbeit wurde vor allem mit Tumorzelllinien zweier Karzinome
gearbeitet, deren Prognosen und gangigen Therapieschemata hier kurz
umrissen werden sollen.

Das Prostatakarzinom ist heutzutage die haufigste Krebsart bei Mannern und
steht bei der Mortalitatsstatistik der verschiedenen Krebsarten an zweiter Stelle,
eine Zahl, die sich innerhalb der letzten 20 Jahre verdoppelt hat [18, 88].

Bei der Erstdiagnose ist das Prostatakarzinom nur in 30% aller Falle noch
lokalisiert, d.h. nur diese kdbnnen mittels radikaler Prostatektomie mit Entfernung
der Lymphknoten geheilt werden. Solange keine Lymphknotenmetastasen
vorhanden sind, rangiert die 10 Jahres-Uberlebensrate bei 80% [189].

Wenn der Zustand des Patienten eine erfolgreiche Operation nicht zulasst oder
falls der Tumor bereits Organ Uberschreitend gewachsen ist, kann die
Strahlentherapie unter gewissen Umstanden als gleichwertig angesehen
werden [164]. Das bereits metastasierte Prostatakarzinom ist einer kurativen
Therapie nicht mehr zugangig. Hier wird als palliative Malinahme der
Androgenentzug der Tumorzellen mittels Orchiektomie, LHRH-Analoga,
Antiandrogenen oder Ostrogenen eingeleitet. Kommt es trotz kompletter
Androgenblockade zum Fortschreiten der Erkrankung, konnen verschiedene
Moglichkeiten ~wie das Absetzen der Antiandrogene, kombinierte
Hormonchemotherapien oder Chemotherapie allein versucht werden [189].
Entgegen der Annahme, das Prostatakarzinom sei zytostatikaresistent,
konnten Kombinationen wie Estramustin und Docetaxel oder Paclitaxel allein
Ansprechraten bis zu 50 % erzielen [81-83, 149, 158, 159]. Ebenfalls versucht
werden kann eine Kombination aus Mitoxantron und Prednisolon [21, 201].
Trotzdem bleibt die Uberlebensrate beim  androgenunabhéngigen,
disseminierten Prostatakarzinom mit 12-18 Monaten schlecht [188].

Auch die Diagnose eines Glioblastoma multiforme, einer der bodsartigsten
Hirntumore, lasst nur wenige, bei weitem nicht ausreichende Therapieoptionen
zu. Dieser Tumor geht zudem mit einem wesentlich schnelleren und
aggressiveren Wachstum einher [176]. Auch hier gibt es die Moglichkeit einer
chirurgischen Therapie soweit die Lokalisation im Hirn dies zulasst, gefolgt von

einer Bestrahlung und gegebenenfalls Chemotherapie. Es zeigt sich zwar
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mittlerweile, dass eine Therapie z.B. mit Temozolomid in Kombination mit
Bestrahlung die Uberlebenszeit der Patienten immerhin von 12 (mit Bestrahlung
allein) auf 15 Monate verlangerte. Auch Irinotecan konnte zumindest einen
kleinen Effekt erzielen [193]. Doch selbst die zunehmende Tendenz
Kombinationsregime mit Chemotherapeutika maoglichst frihzeitig einzusetzen
um eine entsprechende Einwirkungszeit zu garantieren [193], konnte die

Uberlebenszeit bisher nur unzureichend verlangern.

1.2 MDR 1 und MRP 1 Expression in vielfachresistente Tumorzellen

Ein wesentliches Problem in der Behandlung maligner Erkrankungen ist die
Resistenzentwicklung vieler Tumoren gegenuber den Standardtherapien.
Bereits 1950 wurde eine Tumorresistenz gegenuber Zytostatika beschrieben
[20], doch erst sehr viel spater konnte ein Teil des zugrunde liegenden
Mechanismus aufgezeigt werden, namlich der aktive Transport von
Daunomycin aus der Tumorzelle heraus [31].

Genau 10 Jahre spater wurde der hierflir verantwortliche Transporter, p-
Glykoprotein, ein ATP abhangiger Transporter aus der Familie der ABC-
Transporter, entdeckt [94]. 1987 konnte dann auch die hierfir codierende
Gensequenz, das MDR1 Gen, identifiziert werden [206], [207]. Seitdem wurde
eine Vielzahl dieser Transportersysteme entdeckt: neben dem ,Mismatch repair
system* (MMR) [105], dem Cytochrom P450 Oxidase System [174] und der O°-
Methylguanin-Transferase (MGMT) [155, 156] gehdren die MDR1 und MRP1
Proteine als Gruppe der ATP-bindenden Transporter (ABC) nach wie vor zu
einer der wichtigsten Ursachen der Vielfachresistenz von Tumorzellen. Sie
ermoglichen den Zellen chemische Substanzen aktiv aus dem Inneren der Zelle
zu befordern [62, 120, 207] und die Zelle so vor toxischen und potentiell
schadigenden Stoffen zu schiitzen. Ihre Uberexpression fiihrt zur Resistenz der
Tumorzellen gegentiber Chemotherapie.

Das Transportprotein selbst besteht aus zwei homologen Halften mit
hydrophoben Anteilen und einem Benzolring, einer ATP Bindungsstelle und
einer Offnung zum Extrazellularraum [61, 62]. Urspriinglich dazu bestimmt die

Zelle vor fremden Einflissen zu schuitzen, sind sie in hohem Malke Ursache der

-10 -
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Vielfachresistenz von Tumorzellen [15]. Man unterscheidet dabei die MDR
Uberexpression [206] von der atypischen MRP1 Uberexpression [29]. Die in
dieser Arbeit verwendeten PC3 und DU145 Zellen zeigen zuletzt genannte
Form der Vielfachresistenz, wahrend die 257RDB Zellen MDR exprimieren.
Bisher wurden bereits einige speziell gegen vielfachresistente Tumorzellen
gerichtete Stoffe entwickelt und getestet. Diese konnten zwar Teilerfolge
verbuchen, aber letztendlich nicht voll und ganz uberzeugen [146, 194].
Aufgrund der geringen Homologie der Vielfachresistenzproteine ware es
sinnvoll, einen Inhibitonsmechanismus zu finden, der bereits auf Gen-Ebene
angreift.

Sowohl die Expression von MDR1 als auch die von MRP1 wird durch den
Transkriptionsfaktor YB-1 reguliert, der innerhalb der Promotoren bindet,
offensichtlich eine tragende Rolle in deren Regulation spielt [150] und einen

mdglichen Angriffspunkt flr neue Therapiestrategien darstellt.

Zellkern

MRP- Mitochondfium

ATP bindende Effluxpumpen

Abb. 1: Mechanismen der Vielfachresistenz

MDR und MRP Pumpen befordern Toxine aus der Zelle heraus, das CytP450
System im Mitochondrium baut Toxine direkt ab, wahrend Mismatch Repair und
MGMT fiir eine Blockade von p53 sorgen und die Apoptose verhindern.

-11 -
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1.3  Der Transkriptionsfaktor YB-1

YB-1 ist ein evolutionsgeschichtlich hochkonservierter Transkriptionsfaktor und
gehort zur Familie der DNA bindenden Proteine.

Nachdem er 1988 durch Nachweis der Bindung an MHC Il Promotoren als ein
43 kDa groldes Protein entdeckt wurde [34], konnte gezeigt werden, dass YB-1
aus einem Amino (N) Terminus, einer ,cold shock domain“ (CSD) und einem
Carboxyl (C) Terminus besteht [220]. YB-1 bindet vorzugsweise einzelstrangige
DNA und RNA Uber eine hochkonservierte Nukleinsaure—Erkennungssequenz,
eine so genannten ,Y-box“, die Uber eine umgekehrte 5-CCAAT-3" Sequenz
verfugt [129, 219] und naturlich auch innerhalb der MHC Il Rezeptorensequenz
vorkommt.

Der C-Terminus scheint insbesondere fur Protein—Protein Interaktionen
verantwortlich zu sein sowie eine starke Affinitat zu Einzelstrang DNA und RNA
zu besitzen [96]. YB-1 kann als mRNA ,Chaperon® fungieren und die RNA
gegen Abbau schutzen [42, 219].

1 51 129 317
N CSD D000 C
Arginin/Prolin . : .
Erkennung von Protein-Protein Interaktion

Nukleinsauren p53-Bindung

Abb. 2: Aufbau des Transkriptionsfaktors YB-1
CSD=Cold shock domain, N=N-Terminus, C=C-Terminus, die jeweils wichtigsten
Funktionen der einzelnen Komponenten sind untenstehend angegeben

YB-1 kann Uber verschiedene Signalwege Einflud auf die Regulation der
Zellproliferation nehmen [104]. Der Transkriptionsfaktor wird in fetalem, aber
auch in sich regeneriendem Gewebe Uberexprimiert [92]. Die gezielte
Unterbrechung eines Allels fuihrt zu abnormer Zellmorphologie und langsamerer
Wachstumsrate, vergleichbar mit einem Block des Zellzyklus in der G2 — Phase
[198]. Hierzu passt, dass Y-Boxen unter anderem den EGF Rezeptor [13], die
Thymidinkinase und die Topoisomerase lla [179] aktivieren kdnnen. Aullerdem

kann YB-1 die Signaltransduktion der Zellproliferation unabhangig von der

-12 -
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TATA Box aktivieren. Am Ubergang der G1-Phase zur S-Phase sammelt sich
YB-1 im Kern an und fluhrt zur transkriptionellen Aktivierung von Cyclin A1 und
B1. In der spaten S-Phase ist es nicht mehr im Kern nachweisbar [92].

p73 kann Uber Verstarkung von c-Myc, einem Protoonkogen, direkt den YB-1
Promotor und konsekutiv die Zellproliferation aktivieren [209]. Okamoto et. al.
konnten zeigen, dass YB-1 selbst durch direkte Interaktion Einfluss auf p53
nimmt. Ein Bindung von antisense YB-1 fuhrte hierbei zur Inhibierung der p53
Aktiviat [152].

Die negative Regulation von p53 durch YB-1 wurde 2003 von Lasham et. al.
bestatigt. Dieselbe Arbeitsgruppe hatte zuvor nachgewiesen, dass YB-1 zudem
ein Transkriptionsrepressor des Zelltod assoziierten fas (CD95) Gens ist,
welches am Beginn der Einleitung der Apoptose steht [107]. Alle bisherigen
Ergebnisse zeichnen YB-1 als wichtigen Regulationspunkt des Zellwachstums
und Repressor der Apoptose aus.

Doch YB-1 vermag nicht nur Spleilen [191], Transkription und Translation [104,
181] zu beeinflussen, es ist auch an der Reparatur beschadigter DNA mit Hilfe
verschiedener Reparaturenzyme beteiligt [84, 85, 96, 150]. So fuhrt YB-1
insbesondere zur Trennung doppelstrangiger DNA, die durch Cisplatin
verursachten Mutationen aufweist, und bindet Reparaturenzyme wie MSH?2
oder Ku80 um die fehlerhaften Basenpaarungen zu exzidieren [53]. Dabei
besitzt es selbst auch eine 3’-5 Exonuclease Aktivitdt und kann das
Proliferations Zell Nukleare Antigen binden, das ebenfalls fur die
Nukleotidexzision- und reparatur bendtigt wird [84, 179].

Durch diese zahlreichen Funktionen spielt YB-1 bei der Resistenzentwicklung
gegenuber Medikamenten, die an der DNA angreifen, eine zentrale Rolle
[112]. So wird zum Beispiel die Cisplatin Empfindlichkeit durch antisense YB-1
deutlich erhoht [150]. Durch genotoxischen Stress wie UV-Licht [97, 151],
Chemotherapie, Bestrahlung oder Hyperthermie [185] kann YB-1 vom
Zytoplasma, wo es normalerweise an ein Ankerprotein gebunden vorliegt, in
den Kern getrieben werden, was von einer verstarkten Expression der Gene fir
Vielfachresistenz begleitet wird [151, 185, 205]. Bargou et. al. konnten als erste

einen direkten Zusammenhang zwischen MDR1 Expression und der
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Kernlokalisation von YB-1in Mammakarzinomzellen herstellen. Weitere Arbeiten
bestatigten, dass seine Kernlokalisation gleichzeitig auch ein negativ pradiktiver
Parameter fur die Vielfachresistenz von Tumorzellen und das Fortschreiten der
Tumorerkrankung bei Mamma-, Ovarial, Colon- und Prostatakarzinom [6, 55,
80, 86, 93, 179], nichtkleinzelligem Lungenkarzinom [178] sowie bei Synovial-
und Osteosarkomen ist [147, 148]. Hierzu passend konnte festgestellt werden,
dass YB-1 eines der am starksten hochregulierten Gene in vielfachresistenten
Zelllinien [112] verglichen mit nicht resistenten ist [224].

Eindrucksvoll wird dies durch die Tatsache untermauert, dass Adenokarzinom-,
Hepatom-, Fibrosarkom- und Colonkarzinomzellen Gber einen p53 vermittelten
Signalweg absterben, wenn die YB-1 Expression durch siRNA gehemmt wird
[108]. Da Y-Boxen sowohl in MDR1 als auch MRP1 Promotoren enthalten sind
[197], deuten alle Ergebnisse der bisherigen Literatur auf eine Schlisselrolle
der Kernlokalistaion von YB-1 in der Entstehung vielfachresistenter Tumorzellen
hin. Ergebnisse von Stein et. al. untermauern die Rolle von YB-1 bei der
Entstehung von Vielfachresistenz, indem sie eine Induktion des MVP (major
vault protein), dessen Promotor ebenfalls eine Y-Box enthalt, durch YB-1
zeigen konnten [184]. Diese vault Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung der Vielfachresistenz [134].

Der Transport von YB-1 in den Kern kann durch verschiedene Mechanismen
erfolgen: Stenina et. al. zeigten 2000, dass der durch Thrombin vermittelte
Kerntransport von YB-1 durch Zugabe von Tyrosinphophataseinhibitor
gehemmt werden konnte [187], andere Arbeitsgruppen entdeckten, dass die
Proteolyse des C-terminalen Fragments, welches das zytoplasmatische
Retentionssignal beinhaltet [182] durch bestimmte Zytostatika ausgeldst wurde
und Dooley et. al. konnten eine Abhangigkeit des YB-1 Kerntransports von der
Jak1 Kinase nachweisen [39]. Neueste Ergebnisse legen eine Aktivierung von
Akt als weiteren wichtigen Transportmechanismus nahe. So zeigten Sutherland
et. al. die Abhangigkeit der YB-1 Translokation in den Kern von der
Phosphorylierung durch Akt am Serinrest 102 der YB-1 cold shock domain

[195]. Diese Ergebnisse konnten nicht nur mittels siRNA bestatigt werden, sie
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wurden auch um den Nachweis des direkten Einfluss der Akt Inhibierung auf die
Expression vielfachresistenter Gen erweitert [7].

Zudem spielt YB-1 moglicherweise eine wichtige Rolle bei der Metatstasierung,
da es die Metalloproteinase 2, die Kollagen Typ IV abbaut und damit die
Degradierung der Basalmembran von Gefaldzellen und umgebenden Zellen
begunstigt, aktivieren und inhibieren kann [128, 132].

Auch im Genom des Adenovirus Typ 5 konnten drei Y-Boxen nachgewiesen
werden. Durch eine Bindung ermoglicht YB-1 hier eine E1A unabhangige
Aktivierung der adenoviralen E2 Gene [77]. Daher lassen sich Yb-1 abhangige
onkolytische Viren zur effektiven Tumortherapie herstellen.

Far diese Arbeit ist YB-1 sowohl hinsichtlich der Beeinflussung der
Vielfachresistenz als auch der Herstellung von onkolytischen Vektoren zur

Tumortherapie von zentraler Bedeutung.

UV Licht Zytostatika Hitze Infektion

PlasmamembraN \< A/A/Bestrahlung

mRNA Stabilisierung . —» Translationskontrolle

Kernmembran

Kerntranslokation

. mRNA SpleiRen

Replikation

-

eliproliteration

Abb. 3: Pleiotropische Funktionen von YB-1

Stress in Form von UV-Licht, Zytostatika, Hitze etc. fiihrt zur Kerntranslokation
von YB-1 und damit zur Beeinflussung der Transkription, Zellproliferation und
Behebung von DNA Schaden, ermoglicht aber auch die virale Repliaktion
(modifiziert nach Kohno K. et. al., BioEssays 25 (2003) 691-698)
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1.4 Adenovirale Vektoren in der Gentherapie

s, Piton Base

Linear Ganpmic DRA

Temminal Frotoln

Abb. 4: Aufbau eines Adenovirus
(Shenk T., Adenoviridae: The viruses and their replication, Fields Virology, 3™
edition (1996) 2111-147)

Gentherapie bezeichnete urspriinglich das Einbringen von Genen in eine Zelle
um einen dort vorhandenen Defekt auszugleichen [154]. Prinzipiell muss man
zwischen somatischer Gentherapie und Keimbahngentherapie unterscheiden.
Diese Arbeit erstreckt sich ausschlieBlich auf das Gebiet der somatischen
Gentherapie.

Der fruher eng gefasste Begriff hat sich heutzutage deutlich erweitert.
Mittlerweile steht eine Vielzahl an Vektoren zur Verfigung um Gene in die
Zellen einzubringen. Dabei kann das genetische Material dauerhaft oder nur
vorubergehend in die Zellen integriert werden, im Idealfall sogar exakt an einer
bestimmten Stelle innerhalb des Genoms. Zahlreiche Modifikationen der
einzelnen Vektoren sind moglich, beispielsweise zur Veranderung des
Zelltropismus oder Unterdriickung der Immunantwort des Wirtsorganismus.

Die Anforderungen an einen Vektor zur Krebstherapie sind hoch: Effizienz und
Selektivitat der Replikation und Tumorzelllyse, leichte Handhabung und
Veranderbarkeit im Labor sowie gleichzeitig hohe Sicherheit. Dies alles

charakterisiert den idealen, leider nicht existenten Vektor.
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Adenoviren sind seit den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts bekannt und
werden in Mastadenoviren und Aviaadenoviren unterteilt. Bislang sind 47
verschiedene Serogruppen von Adenoviren beschrieben [170]. Klinisch
verursachen sie zumeist Infektionen des oberen Respirationstraktes,
Pneumonien, epidemische Keratokonjunktivitis oder akute hamorrhagische
Cystitis [170]; bei Kleinkindern koénnen einige Serotypen auch zu
Gastroenteritiden fuhren.

Adenoviren sind einfach in Kultur zu halten, leicht zu amplifizieren und besitzen
neben einem allgemein geringen Gefahrdungspotential den Vorteil, dass sie
ihre DNA nicht in das Genom der Wirtszelle integrieren [40, 126]. Sie kdnnen
sowohl teilende als auch nicht teilende Zellen infizieren. Zumindest in einigen
Punkten entsprechen sie den Vorstellungen des idealen Vektors. Doch kam es
unter Therapie mit nicht replizierenden adenoviralen Vektoren auch bereits zu
Todesfallen bedingt durch eine starke Immunantwort auf die Injektion der
Adenoviren [192]. Fur den gentherapeutischen Ansatz werden fast

ausschlielich Adenovirus 2 und 5 der Serogruppe C verwendet [131].

1.4.1 Aufbau der Adenoviren

Es handelt sich um unbehlllte, lineare, doppelstrangige (etwa 36kb Lange)
DNA Viren, umgeben von einem ikosaedrischen Kapsid, das aus insgesamt
240 Hexonen, 12 Pentonbasisproteinen und antennenformigen Fiberproteinen
besteht [190]. Beide Enden der DNA weisen so genannte ,inverted terminal
repeats® von 100-165 bp Lange auf, die mit einem terminalen Protein Uber
einen Serinrest kovalent verbunden sind [166]. Dies ermdglicht die Initiation der
viralen DNA Replikation. Die DNA ist aulRerdem mit dem basischen Protein VII
assoziiert und enthalt ein cis -agierendes Verpackungssignal fur die Interaktion

mit den zur Verpackung der DNA bendtigten Proteinen [3].
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1.4.2 Infektion und Aufnahme in die Zelle

Far die Infektion ist bei Adenovirus 5 insbesondere der Coxsackie/Adenovirus
Rezeptor (CAR) auf der Zelle wichtig, der Uber die Fiberproteine der
adenoviralen Hulle mit diesem interagiert [10], [27, 28, 212] und die Bindung
des Adenovirus an die Zelle ermdglicht. Somit bestimmt sein Vorkommen auf
den Zellen auch ganz wesentlich die infektibse Potenz eines Vektors. Die
Aufnahme erfolgt tGber Klathrin vermittelte Endocytose [211], die vor allem von
dem so genannten RGD-Motiv (Arginyl-Glycyl-Asparagyl) auf der Pentonbase
abhangt und auf die Interaktion mit zellularen av4, avBs und avfs Integrinen
angewiesen ist [190, 217, Davison, 1997 #549]. Nachdem mit Hilfe der
Protease die Kapsidhlille teilweise aufgeschlossen wurde [65], wird das Virus
durch die Membran des Nukleus transportiert und das Genom durch eine
nukleare Pore in den Nukleus injiziert [130]. Schon eine Stunde nach Infektion
kann man virusahnliche Partikelformung an der Nukleusmembran beobachten
und virale DNA kann nach ein bis zwei Stunden im Kern selbst nachgewiesen
werden [64, 130].

1.4.3 Adenovirale Replikation

Die Transkription selbst kann in eine frihe und spate Phase unterteilt werden.
Die ,frihen“ Gene umfassen E1, E2, E3, E4. Die spate Phase wird vom ,Major
Late Promoter dominiert, der die spaten Gene L1 bis L4 steuert. Dazwischen
kann man die verzogerten fruhen Gene (IX, 1V2a) unterscheiden. Ein
Vermehrungszyklus dauert 20 - 24 h [171].

Die Replikation der viralen DNA erfolgt semikonservativ, hierzu lagert sich an
den nicht zu replizierenden Strang das DNA bindende Protein an und verhindert
die Bildung doppelstrangiger Strukturen oder gar den Abbau der DNA. Wahrend
der parenterale Strang also sofort kontinuierlich repliziert wird, muss der
stabilisierte Einzelstrang erst an beiden Enden eine so genannte

Pfannenstielstruktur bilden, an die der Intiationskomplex aus praterminalem
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Protein, NF I-lll und viraler DNA Polymerase binden kann. Danach erfolgt auch

hier eine kontinuierliche Replikation [171].

I
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Abb. 5: Schematischer Aufbau der Transkriptionsregulation von Ad5
(Russell W.C., J Gen Virol 81 (2000) 2573-604)

1.4.3.1 E1 Gene

Generell aktiviert das E1A Gen die frihen viralen Gene und induziert den
Ubertritt in die S - Phase.

Aus dem E1A Gen werden unter anderem zwei unterschiedlich lange Proteine
generiert, 289R und 243R, je nach der Anzahl der Aminosauren [11, 157]. Ein
Vergleich ergab, das drei hochkonservierte Domanen entscheidend sind: CR1
(AS 41-80), CR2 (AS120-139) und CR3 (AS140-188) [221].

Das 13S Protein induziert die Transkription der E2 bis E4 Gene sowie des
E1B55K Gens [11, 91, 142]. Hierbei spielt der C-Terminus der CR3 Domane,
der die Bindung an das Zinkfingermotiv des Zielpromotors ermdglicht, die
entscheidende Rolle. Das kurzere Produkt 12S, dem die CR3 Region fehlt,
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vermag die frihen Gene nicht zu aktivieren [11, 67]. Ihm kommen Funktionen
bei der Transkriptionsrepression, der Induktion der DNA Synthese und der
viralen Transformation infizierter Zellen zu. Hierfur sind insbesondere die CR1
und CR2 Domanen wichtig.

So wird durch Bindung an pRb und dessen Phosphorylierung der
Transkriptionsfaktor E2F freigesetzt [216, 230] und durch Bindung an p300 die
Chromatinstruktur modifiziert [5, 79]. Auch die zur pRb Familie gehdrenden
Transkriptionsfaktoren p105 und p107 werden durch CR1 und CR2 aktiviert [19,
143, 216]. Am hervorstechendsten ist die Rolle von E2F, das c-myc, die DNA
Polymerase a, PCNA und andere die Zellproliferation fordernde Gene aktivieren
kann. Jedoch fehlt dem kurzeren 12S Protein die Moglichkeit an die ATF
Bindungsstelle des E2 early Promotors zu binden, es kann somit nur die S-

Phase induzieren und vermag den Promotor nicht zu aktivieren.

p105

WT-Ad5

300 i107

Abb. 6: Schema der E1A Bindungsstellen

p105 kann durch gleichzeitige Bindung an CR1 und CR2 aktiviert werden, p107
wird durch Bindung an CR2 allein aktiviert, p300 benétigt die Bindung an CR1
um EinfluB auf die Chromatinstruktur zu nehmen (modifiziert nach Holm,
personliche Mitteilung)

E1A kann direkt mit p53 interagieren. Hierbei handelt es sich um ein
Tumorsuppressorgen, das sich bei genotoxischem Stress anhauft und zum
Zellzyklusarrest und Apoptose fiihrt [72]. p53 stellt einen Uberpriifungspunkt fiir
Vollstandigkeit und Stabilitat des Genoms und der Zelle vor dem Eintritt in die
S-Phase dar [119]. In Uber der Halfte aller malignen Tumoren ist es mutiert [76].
Einer der Regulationswege fur p53 ist die Interaktion mit mdmz2, das p53 dem
Abbau in Proteosomen zuflihrt, daran wiederum durch die Blockierung durch
p14°7 gehindert werden kann [213]. Die frihen E1A Proteine binden an pRb

-20 -



— Einleitung und Hintergrund —

und setzen E2F frei [99, 141], welches die S-Phase induziert und unter
anderem auch p14®" transaktiviert. Bindet p14®" nun an MDM2, kommt es zu
einem Anstieg von p53, da der normalerweise erfolgende Abbau blockiert ist.
Folglich kann es zum Zellzyklusarrest und nachfolgender Apoptose kommen
[37].

Die adenoviralen E1B Gene haben die Aufgabe eine eventuelle Zellapoptose zu
verhindern. E1B55K bindet zusammen mit E4orf6 an p53. Es verhindert die p53
Transkription [33, 225] und sorgt flr den Transport von p53 ins Zytoplasma, wo
es abgebaut wird. So inhibiert es den sonst durch p53 induzierten
Zellzyklusarrest [38, 165, 173] und schutzt die DNA [66]. Hierdurch wird der flr
die adenovirale Replikation notwendige Eintritt in die S-Phase ermoglicht; einer
der wichtigsten Schritte des Replikationszyklus. Zusatzlich steht mit E1B19k ein
adenovirales Protein zur Verfligung, das als Mitglied der bcl2-Familie der
Apoptose entgegenwirkt.

Spater beteiligen sich E1B55K und E4orf6 an der Anhaufung der viralen mRNA
im Zytoplasma sowie am Transport dieser aus dem Kern ins Zytoplasma.

Nebenbei verhindern sie die Fortsetzung der zelleigenen Proteinsynthese [171].

1.4.3.2 E2 Gene

Die E2 Genprodukte liefern aus den zwei grof3en Untereinheiten E2A und E2B
durch alternatives Spleillen die fur die adenovirale Replikation notwendigen
Proteine. E2A generiert das DNA bindende Protein (DBP), wahrend E2B flur das
pTP, ein Vorlauferprotein des 5’ gebundenen terminalen Proteins, und die virale
Polymerase kodiert [196]. Das DBP vermag ausschliel3lich einzelstrangige DNA
zu binden [69, 144].

Die E2 Gene werden von den E2 early und E2 late Promotoren kontrolliert
[196]. Der E2 early Promotor Ubernimmt die Kontrolle bis 6 h nach Infektion,
anschlielend erfolgt ein Wechsel auf den E2 late Promotor, dessen genauer
Mechanismus bislang unbekannt ist [26, 58]. Der E2 early Promotor verfugt
uber atypische TATA-Boxen, die eine Bindung des humanen TATA-Box
bindenden Proteins ermdglichen, zwei E2F Bindungsstellen, sowie eine ATF

(aktivierender Transkriptionsfaktor)-Bindungsstelle, die alle durch Interaktion mit
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E1A bzw. E4orf6/7 bei der Regulierung der E2 Genexpression eine wichtige
Rolle spielen.

Wie bereits erwahnt setzt E1A zelleigenes E2F aus seiner Bindung mit pRb frei
und aktiviert den E2 early Promotor [99]. E4orf6/7 stabilisiert die E2F Bindung
an E2 early. Aulderdem scheint eine direkte Bindung von E1A an das ATF und
TB Protein Uber eine Art Bruckenbildung notwendig zu sein [196].

Zajchowski et. al. haben fur die komplette E1A Induktion des E2 early
Promotors drei essentielle Sequenzen identifiziert [227].

Der E2 late Promotor wird durch E1A nicht transaktiviert. Auch er verflgt Uber
eine TATA ahnliche Sequenz in Region | und eine Sp1 Bindungsstelle in
Region | und Il [196]. Bereits 1987 konnten potentielle YB-1 Bindungsstellen
innerhalb des E2 late Promotors identifiziert werden [14]. Holm et. al. konnten
mittlerweile zeigen, dass eine Aktivierung des E2 Promotors durch Yb-1
moglich ist [77].

YB-1
E1A \

E2F/Rb

Abb. 7: Regulation der E2 Gene

Nach Abspaltung von pRb aus dem Komplex mit E2F durch E1A kann das
freigesetzte E2F den E2 early Promotor aktivieren, E4orf6 stabilisiert diese
Bindung; YB-1 aktiviert direkt den E2 late Promotor, wobei E1B55K und E4orf6
den Transport von YB-1 in den Zellkern unterstiitzen (nach Mantwill K., Kohler
Vargas N., Cancer Res. 66 (2006) 7195-202)
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1.4.3.3 E3 und E4 Gene

In der spaten Phase werden die viralen Strukturproteine unter Einfluss des
Major Late Promotors hergestellt, die DNA verpackt und die viralen Partikel
freigesetzt. Hierbei spielen die E3 Gene eine Rolle, deren Expression nicht
zwangslaufig notwendig ist fur die virale Replikation. Sie dienen in erster Linie
dazu, der Immunantwort des Wirts zu entgehen. Unter ihnen befindet sich das
,<Adenovirus Death Protein“ (ADP), das Zytolyse und virale Partikelfreisetzung
begunstigt [203]. ADP wird im Gegensatz zu den anderen E3 Proteinen Uber
den Major Late Promotor aktiviert. Es fihrt zu einer atypischen Apoptose und
damit zu einer Freisetzung der hergestellten Viren. Andere E3 Proteine wie das
14,7 kD inhibieren die TNFa vermittelte Zelllyse [177] oder verhindern den
Transport und die Expression von MHC | Rezeptoren an der Zelloberflache wie
das E3gp19K Protein [9] um der Immunantwort zu entgehen.

Proteine, die von der Transkription der E4 Kassette stammen, sorgen vor allem
fur gunstige Bedingungen fur die virale Replikation und das Abschalten des
Wirtszellhaushaltes [66]. Neben E4orf6, das die Transkription fordern [71], aber
auch die virale Translation im Gegensatz zur zelluldren beschleunigen kann
[66, 111], scheint es auch eine Gegenregulation durch E4orf4 zu geben, das
zusammen mit E1A die Apoptose der infizierten Zelle induzieren kann [122-
124].

Bei den Late unit Genprodukten handelt es sich im Wesentlichen um

Strukturproteine.

1.4.4 Onkolytische Adenoviren

Prinzipiell kann man in der adenoviralen Tumortherapie unterscheiden
zwischen Versuchen defekte Protoonkogene zu ersetzen, Suizidgene,
Immunmodulationsgene oder gegen die Angiogenese gerichtete Gene in die
Zelle einzubringen oder die Sensitivitat der Tumorzellen mittels Transgen

wiederherzustellen.
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Das erste selektiv tumorlytische Virus wurde bereits 1991 von Martuza et. al.
beschrieben [126]. Die Vektoren der 1. Generation waren sowohl E1 als E3
deletiert, d.h. konnten bis zu 6,5 kB fremde DNA aufnehmen, gleichzeitig war
mit Deletion der E1 Gene die Transkription der E2 Gene und damit die virale
Replikation eingeschrankt [8]. Vektoren der 2. Generation wiesen zusatzliche
Deletionen in der E2 und E4 Region auf [2]. In der 3. Generation besalien die
Vektoren nur noch so geringe Anteile des adenoviralen Genoms, dass sie ein
Helfervirus zur Vermehrung bendtigten [1, 171]. In diese konnte man die
hdchste DNA Mengen einbringen, leider wog die sehr mihsame Herstellung der
Vektoren mittels Helfer-Virus diesen Vorteil wieder auf.

Die Vermehrung der Viren fand und findet auch heute noch in HEK293 Zellen
statt, die Uber die E1A und E1B Gene verflugen [63]. Ein Problem hierbei stellt
die Mdglichkeit der crossover Rekombination zwischen zellularen und viralen
Genen dar, die zur Entstehung von replikationskompetenten Viren (RCA) flihren
kann [136]. Kurzlich konnten Farson et. al. jedoch eine neue E1 komplementare
Zelllinie etablieren, in der E1A und E1B Gene an getrennten Orten ins Genom
integriert wurden und sich das Risiko der RCA Entstehung erheblich reduzierte
[43].

In vivo lag das Problem vornehmlich auf Seiten der ungenugenden und zu
kurzen Transgenexpression, der Replikationsinkompetenz, die zu einer nicht
genugenden Durchdringung des Tumors flhrten, und der starken
Immunantwort mit teilweise schon vorbestehenden neutralisierenden

Antikorpern auf Adenoviren.

Momentan werden vor allem drei Ansatze verfolgt um eine tumorselektive
adenovirale Replikation zu erreichen.

Zum einen Deletion des E1B55K Gens fur selektive Replikation in Zellen, in
denen der p53 Signalweg defekt ist [17]. Dieser Vektor wurde bereits 1987
beschrieben [11], jedoch erst ca. 10 Jahre spater unter dem Namen Onyx-015
weiter analysiert. Es handelt sich um einen Vektor mit einer 827 bp Deletion in
der E1B Region. Die Expression des E1B55K Proteins ist beeintrachtigt,
wahrend E1B19k weiterhin transkribiert wird. Da E1B55K normalerweise p53
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inaktiviert und dadurch die adenovirale Replikation ermdoglicht, soll dieser
Vektor nur in Zellen replizieren, die p53 negativ sind, was auf das Gros der
Tumorzellen zutrifft. Mittlerweile sind Zeifel an den zuerst publizierten Erfolgen
von ONYX-015 [17, 74], insbesondere an seiner Selektivitat, aufgekommen.
Obwohl der Vektor sich in mehreren klinischen Studien erfolgreich zeigte [95],
konnten Goodrum et. al. eine Replikation unabhangig vom p53 Status der
Tumorzelle nachweisen, die vielmehr durch Temperatur und Zellzyklusstatus
zum Zeitpunkt der Infektion beeinflussbar war [60]. Offensichtlich sind die
Mutationen in Tumorzellen und deren Einflul auf die adenovirale Replikation
von Vektoren komplexer und nicht allein auf den p53 Status zu reduzieren [23].

Zweitens gibt es den adenoviralen Vektor A24, der Uber eine Deletion der CR2—
Domane im E1A Gen verfugt, was zur ausschlieBlichen Vermehrung in pRb
Signalweg defizienten Zellen fihrt, da der Vektor pRb nicht binden und damit
E2F nicht freisetzen kann [51]. Heise et. al. konnten eine Selektivitdt des
Vekors fur pRb mutierte Tumorzellen zeigen, wahrend in primaren Epithelzellen
keine Replikation erfolgte. Der Vektor zeigte eine reduzierte Induktion der S-
Phase und lag in seiner Effektivitat teilweise Uber den von Adenovirus Wildtyp
erzielten Werten [73]. In den folgenden Jahren wurde seine infektidse Potenz
mit Hilfe eines eingefugten RGD-Motivs verbessert [50] und in verschiedenen
Kombinationstherapien unter anderem mit Bestrahlung getestet [106].

Die dritte Mdglichkeit besteht in der Verwendung tumorselektiver Promotor, um
die Expression der frihen viralen Gene und damit der Replikation zu steuern
[168, 226]. Hier finden sich eine Reihe unterschiedlichster Promotoren wie
Telomerase, AFP oder PSA Promotoren, die entweder E1A oder ein Suizidgen
steuern [1, 24, 140] und eine mehr oder weniger grol’e Spezifitat fir die
entsprechenden Tumorarten besitzen sollen.

Eine weitere Methode basiert auf dem Transkriptionsfaktor YB-1 und seiner
Lokalisation im Zellkern [77, 78]. Die Kernlokalisation von YB-1 ermoglicht eine
E1-unabhangige Replikation der Adenoviren durch Induktion des E2 late
Promotors, ein Weg, der vor allem in vielfachresistenten Tumorzellen
beschritten werden kann, so dass auch replikationsdefiziente Adenoviren diese

lysieren kdnnen [78].
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Bei den in dieser Arbeit verwendeten Adenoviren handelt es sich zum einen um
A24, freundlicherweise von Dr. Nettelbeck, Universitat Erlangen-Nurnberg, zur
Verfugung gestellt, der eine 19 bp Deletion in der CR2 Doméane aufweist und
somit weder ein komplett funktionstichtiges 12S noch 13S Protein herstellen
kann. Der ebenfalls verwendete Vektor dI520 wiederum verfligt Uber eine
Deletion der CR3 Domaéane. In normalen Zellen kann er die E2, E3 und E4 Gene
nicht aktivieren [19, 137], in vielfachresistenten Zellen kdonnen diese durch
dI520 jedoch in ausreichender Menge generiert werden [87]. Ad312 wurde
bereits 1979 beschrieben [90]. Es handelt sich um einen E1A deletierten Virus,
der folglich keines der adenoviralen Gene aktivieren kann; lediglich sehr hohe
MOI kénnen eine Replikation verursachen [142].

Xvir03 wurde eigens von K. Mantwill, Klinikum rechts der Isar, neu konstruiert.

CRT ] Ry s R 12S, 13S
1 40 80 120 139 188 289
dis20 [CRTINCR? X B 12s
1 40 80 120 139 186 289

2+ T X 125, 135"
1 40 80 120 127 186 289

Abb. 8: Charakteristische Mutationen der verwendeten di520 und A24 Viren im
E1A Gen

Dargestellt sind die 3 CR Domédnen des E1A Gens, Kreuze markieren die
jeweiligen Deletionen, deren Genprodukte seitlich angegeben sind, * markiert die
nicht voll gegebene Funktionsfahigkeit der Genprodukte
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1.5 Kombinationstherapie

Chemotherapie und Bestrahlung reichen als zusatzliche Therapien im
fortgeschrittenen  Stadium oft nicht aus. Die Chemotherapie des
Prostatakarzinoms und des Glioblastoms ist noch in der Entwicklung und
Gegenstand zahlreicher Studien, galten doch beide Tumoren bisher als
zytostatikaresistent [109, 175, 176].

Insbesondere beim Prostatakarzinom kommt zunehmend Docetaxel, ein Derivat
der Eibenrinde, zum Einsatz. Es fuhrt durch Anlagerung an die R-Tubulin
Untereinheit der Mikrotubuli zur Mitosehemmung. Neben dem metastasierten
Prostatakarzinom wurde es auch schon in Mamma- und Ovarialkarzinomen [70,
202] sowie in Glioblastomen [172] erprobt.

Neben Docetaxel fanden in dieser Arbeit auch Irinotecan, ein Topoisomerase |
Hemmer, der zu Strangbrichen fuhrt und klinisch gegen Glioblastome und
metastasierte Prostatakarzinome eingesetzt wird [49, 54, 98], sowie
Daunorubicin, ein zwischen der DNA interkalierendes Anthracyclin Derivat, das
die DNA und RNA Synthese hemmt [200], Verwendung. Gerade die bei
Resistenzen notwendigen Erhdhungen der Dosis dieser Chemotherapeutika
schadigen oftmals auch gesundes Gewebe.

Hier ermdglicht die Kombination mit viraler Gentherapie im Idealfall eine
Erhohung der Wirkung ohne gleichzeitige Toxizitatssteigerung.

Wenn auch die virale Therapie selbst noch durch eine allgemein ungentgende
Penetration und Replikation in soliden Tumoren limitiert ist, bietet gerade die
Kombination mit Standardtherapien den Vorteil, den Tumor gleichzeitig an
verschiedenen Stellen anzugreifen.

So ist bereits mehrfach durch Wiedereinbringen von p53 in die Tumorzellen
mittels adenoviraler Vektoren die Resistenz gegentber Chemotherapeutika und
Bestrahlung in verschiedenen Tumorzellen vermindert, wenn nicht sogar
aufgehoben worden [145].

Neben synergistischen Effekten mit Radiotherapie [22, 169, 204] konnten
ahnliche Nachweise fur die Kombination von ONYX-015 mit Cisplatin und 5-

Fluoruracil in einer klinischen Phase Il Studie erbracht werden [95]. Yu et al.
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konnten sogar nachweisen, dass bei Kombination von CV706 mit Docetaxel
p53 verstarkt exprimiert wurde, wahrend keinerlei Einschrankung bezuglich
Replikation oder Virusspezifitat zu verzeichnen war [226]. Auch Daunorubicin
und ein Topoisomerase | Hemmer konnten die tumorspezifische, adenovirale
Replikation verstarken [12]. Wie bereits erwahnt ist die Entwicklung von ONYX-
015 am weitesten fortgeschritten. Der Vektor wurde bereits in einer Phase lI
klinischen Studie in Kombination mit Cisplatin gegen Kopf/Hals Karzinome

eingesetzt [223] und hat in China mittlerweile die Zulassung erhalten [52].

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse in der Literatur und angesichts der bereits
mit einem adenovirale YB-1 exprimierenden Vektor erhobenen Ergebnisse
innerhalb der Arbeitsgruppe Holm, erschien es nahe liegend, den neu
entwickelten YB-1 abhangigen Vektor Xvir03 in vielfachresistenten Tumorzellen
zu testen und in einer der klinischen Praxis ahnlichen Kombinationstherapie mit

Zytostatika auf seine Wirksamkeit in vitro zu uberprufen.
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2 Zielsetzung

In dieser Arbeit wurde ausgehend von dem Vergleich zwischen verschiedenen
E1A deletierten Vektoren und deren Replikation in Tumorzelllinien sowie der
Analyse der zur adenoviralen Replikation bendtigten Genexpression, ein neuer
adenoviraler E1A unabhangiger Vektor namens Xvir03 untersucht.

Zunachst wurden Ad312, dI520 und A24 in einer Reihe von Zelllinien getestet.
Die Kinetik der Replikation sollte bei dem am besten lysierenden Virus mit Hilfe
von E2 early und E2 late genauer untersucht werden. Auch die Genexpression
bei unterschiedlichen MOI wurde verglichen und insbesondere die Rolle von
E1B55K und E4orf6 untersucht, die Yb-1 in den Kern transportieren und somit
eine Rolle bei der Aktivierung des E2 late Promotor spielen.

Der neu konstruierte Vektor Xvir03 exprimierte E1B55K und E4orf6 Gber einen
CMV Promotor. Er wurde nicht nur im Hinblick auf seine Replikation in
verschiedenen Zelllinien, seine E1A Unabhangigkeit und seine onkolytische
Potenz untersucht, sondern auch darauf getestet, ob er die S-Phase in Zellen
induzieren und die Expression der vielfachresistenten Gene beeinflussen kann.

Besonderes Augenmerk richtete sich in diesem Zusammenhang auf die
klinisch angewandte Kombinationstherapie, der die Virotherapie als weiterer
Bestandteil hinzugefligt wurde.

Es zeigte sich nicht nur, dass ein E1A unabhangiger Vektor effizient in
Tumorzellen replizierte und diese lysierte, sondern auch dass dieser eine
deutliche Erniedrigung der Expression der Vielfachresistenzgene bewirken

konnte.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Verwendete Gerate (neben der Labor Grundausstattung):

Hybridisierungsofen:

Klhlzentrifuge:

Zentrifugen:

Ultrazentrifuge:
Posphorimager:
PCR Gerat:
UV-Linker:
Ultrazentrifuge:
FACS:
Lichtmikroskop

Verwendete Reagenzien:

a-32P-dCTP

Alkalische Phosphatase
Agarose

Ampicillin

Bovines Serum Albumin
Chloroform
Casiumchlorid
Dimethylsulfoxid
DH10B Bakterien
DMEM

GFL 7601

Hettich EBA 12 R, Heraeus Biofuge ,fresco®,
Biofuge fresco, Megafuge 2.0 R, Varifuge 3.0 R

Heraeus Instruments / Kendro; Hanau
EBA 12 Hettich Zentrifugen; Tuttlingen

J2-HS Centrifuge Beckman Instruments

OptimaTM

Fuji BAS 2000

LE-80K Beckman Instruments

Stratagene Robocycler Gradient 40
Stratagene Stratalinker UV 2400
Beckmann Optima LE-80K

Becton Dickinson FACS Vantage

Axiovert 135 Phasenkontrast-/Fluoreszenzmikroskop

Zeiss; Jena

Coolpix Kamera Nikon

0133004X.2
P8361
35-1020
A9518
A7906
B2629
CSCL1KG
D2650
18297-010
FG0435
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MP  Biomedical, Eschwege
Sigma, Taufkirchen, BRD
PEQLab

Sigma, Taufkirchen, BRD
Sigma, Taufkirchen, BRD
Sigma, Taufkirchen, BRD
Quantum Appligene

Sigma, Taufkirchen, BRD
Gibco, BRL, Karlsruhe, BRD
Biochrom AG, Berlin, BRD
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dNTPs

Docetaxel

Ethanol
Ethidiumbromid
ExpressHyb Hybrid-
isierungslosung
Fetales Kalberserum
Formaldehyd

20G 1%20,9x40 Nadel
Glutamin

Glykogen

Glyzerin

Hefeextrakt
Isoamylalkohol
Isopropanol

1 kbp Leiter

Kpnl

Kpnl Puffer
Kristallviolett
Kresolrot

L-15 Leibovitz's

6x Ladepuffer
MicroSpin G25 Saule
Nukleasefreise H,O
OptiMEM
Penicillin/Streptomycin
Pferdeserum
Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol

PBS Dulbecco

10x PCR Puffer
RNAse

R0181
01885
100986
200271
80151

3702-P232310

F8775
301300
K0283
G8751
50049
212750
W205702
109634
25-2040
ER0501
B29
C6158
K4000
BE12700F
R0611
27-5325-01
P1193
51985-026
A2213
H1270
P3803

L1825
B34
109126
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MBI Fermentas, Ontario, Kanada
Aldrich, BRD

Merck, Schwalbach, BRD
Roche, Mannheim, BRD
Clontech, USA

Pan, Biochrom AG, USA

Sigma, Taufkirchen, BRD

B&D Biosciences, Fraga, Spanien
Biochrom AG, Berlin, BRD
Sigma, Taufkirchen, BRD
Sigma, Taufkirchen, BRD

B&D Biosciences, Fraga, Spanien
Sigma, Taufkirchen, BRD

Merck, Schwalbach, BRD

Gibco, BRL, Karlsruhe, BRD
MBI Fermentas, Ontario, Kanada
MBI Fermentas, Ontario, Kanada
Sigma, Taufkirchen, BRD
Sigma, Taufkirchen, BRD
BioWhittaker, USA

MBI Fermentas, Ontario, Kanada
Amersham, USA

Promega, Madison, USA

Gibco, BRL, Karlsruhe, BRD
Biochrom AG, Berlin, BRD
Sigma, Taufkirchen, BRD
Sigma, Taufkirchen, BRD

Biochrom AG, Berlin, BRD
MBI Fermentas, Ontario, Kanada
Roche, Mannheim, BRD
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RNAse freies H,O P119C Promega, Madison, USA
RNA-Ladepuffer R4268 Sigma, Taufkirchen, BRD

RPMI FG1215 Biochrom AG, Berlin, BRD

Slide A Lyzer Buoys 66430 Pierce, USA

Slide A Lyzer Dialyse 66333 Pierce, USA

Sulforhodamin B S 1402 Sigma, Taufkirchen, BRD
Taqg-Polymerase 1146165 Roche

T4-Ligase ELOO16 MBI Fermentas, Ontario, Kanada
T4-Ligase Puffer ELO015 MBI Fermentas, Ontario, Kanada
Trichloressigsaure T8657 Sigma, Taufkirchen, BRD

TRIzol Reagenz 15596-026 Invitrogen, Carlsbad, USA
Trypanblau 18154 Sigma, Taufkirchen, BRD
Trypsin L2163 Biochrom AG, USA

Docetaxel, Daunorubicin und Irinotecan wurden jeweils frisch von der Apotheke

des Klinikums rechts der Isar bezogen.

3.2 Bakterienkultur

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) NZ-Amin-Casein-Hydrolysat 5g

mit Ampicillin (LB-amp) Hefe-Extrakt 94¢g
NaCl 10 g/
ddH,0 ad 11

Auf pH 7 mit NaOH eingestellt, 20 min bei 121°C autoklaviert, nach Abkuhlen
auf 60°C mit 100 mg Ampicillin/l versetzt.

LB-Ampicillin-Platten NZ-Amin-Casein-Hydrolysat 5g

LB-Kanamycin-Platten Hefe-Extrakt 9¢g
NaCl 109
Agar-Agar 2049
ddH,0 ad 11

mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt, 20 min bei 121°C autoklaviert, nach Abkuhlen
auf 60°C, 100 mg Ampicillin/l zugegeben und unter sterilen Bedingungen auf 40

Petrischalen verteilt.
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3.3 Viren

E1A E1B

E2 E3 E4 L1-5

+ +

Wt AdS

Ad312 +

+1)

2)

di520 +

3)

A24 +

1)E3-ADP enthalten
2)CR3 Deletion
3)CR2 Deletion

3.4 Puffer und Losungen

341 PCR

Die Zusammensetzung e
100 ng DNA Template
0,5 uM 5°-3 ' Primer
0,5 uM 3°-5'Primer

5 ul 10x PCR Puffer
10 yM dNTPs

6 pl Glyzerin

3 pl MgCl,

3 ul Kresolrot

2 U Taq Polymerase
32 pl ddH20

3.4.2 DNA Praparation
P1 Puffer

50 nM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA

RNAse zusetzen

ines Ansatzes auf 50 pl lautete:

P2 Puffer
0,2 M NaOH
1% SDS

N3 Puffer
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3.4.3 Agarosegelelektrophorese

TAE Puffer

242 g Tris- Base
57,1 ml Essigsaure
100 ml EDTA pH 8,0
ad 11 H,O

3.4.4 Southern Blot

Denaturierungslosung

TBE Puffer

108 g Tris-Base
55 g Borsaure
8,3 g Nas-EDTA
ad 11 H,O

Neutralisierungslosung

20x SSC

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH
ad 11 dd H.O

3.4.5 Northern Blot
25x MOPS Puffer

250 mM NaAc
25 mM EDTA

5 M NaCl
1M Tris pH 7,0
ad 800 ml dd H,O

1 M 3-N-Morpholinopropansulfonsaure
ad 250 ml dd H,O pH 7,0

3.4.6 Plaque Test

Plaque Test Medium

100 ml 1x F11 Medium

12 ml 10x F11 Medium
3,2 ml NaHCO37,5%

0,4 ml Fungizone (500x)

2 ml Penicillin/Streptomycin
2 ml L-Glutamin

2 ml Yeast Extrakt 5%

10 ml Pferdeserum (hitzeinaktiviert)
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3.4.7 Kristallviolettfarbung

Kristallviolettliosung

60% Ethanol
3,3% Formalin
4,3% Essigsaure

10 mg/ml Kristallviolett

3.4.8 Sulforhodamintest
10% TCA Puffer

3.4.9 Kits

Prime-It Random Labeling Kit 300385 Stratagene, USA
QIAquick Gel Extraction Kit 28704 Qiagen, Hilden, BRD
QIAquick Nucleotide Removal Kit 28306 Qiagen, Hilden, BRD
QIAprep Spin Miniprep Kit 27106 Qiagen, Hilden, BRD
Turboblotter ™ Rapid Downward 10416328  Schleicher&Schuell, BRD

Transfer System

3.5 Methoden

3.5.1 PCR

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur Amplifizierung von DNA-
Sequenzen, deren Prinzip auf einer Denaturierung der doppelstrangigen DNA
bei 90°C und Auftrennung in jeweils einzelne Strange beruht [135]. Beim
anschlielRenden Abkuhlen auf 52°C lagern sich aus 15 bis 25 Basenpaaren
bestehende Oligonukleotide, auch Primer genannt, ihrer spezifischen Sequenz
nach an die einzelnen komplementaren Strange an. Hier von ausgehend kann
die zugesetzte thermostabile Taqg-Polymerase die im Ansatz ebenfalls
enthaltenen Desoxyribonukleotide der Sequenz entsprechend an die Strange
heransynthetisieren. Auf diese Weise wird durch die Vorgabe der spezifischen

Primer eine ausgesuchte DNA-Sequenz vervielfaltigt. Dieser Schritt wird nun im

-35-



— Material und Methoden —

Durchschnitt 30 Zyklen wiederholt um eine ausreichende Menge, etwa 2 96, der
spezifischen DNA herzustellen. Die Auftrennung erfolgte bei 95°C fur 1% min,
das Annealing bei 48°C; bei 72°C fand die Elongation statt.

Zusatzlich waren im Ansatz MgCl, und Glycerin zur Stabilisierung enthalten,
sowie Kresolrot, das gleichzeitig als Gelelektrophoresepuffer diente. Fir den
E1A Nachweis wurden folgende Primer verwendet: 5-ATGGCCGCCAGTCT
TTTG-3’ vorwarts und 5-GCCATGCAAGTTAAACATTATC-3' ruckwarts, die
Grosse des Signals betrug 1042 bp, fur den E2 Nachweis benutzte man 5'-
GTCGGAGATCAGATCCGCGT-3 vorwarts und 5-GGTCCTCGTCGTCT
TCGCTT-3' rickwarts.

3.5.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse oder Praparation von PCR-Produkten und Enzymverdaus konnte
entweder ein Tris-Acetat-EDTA-Puffer oder ein Tris-Borat-EDTA-Puffer
verwendet werden, wobei ersterer flr praparatorische Gele besser geeignet
war, letzterer aber Uber eine hodhere Pufferkapazitat verfligte. Auf einem
1%igen Agarosegel konnten DNA-Fragmente einer Grolke zwischen 0,3 und
10 kb aufgetrennt werden. Durch Zugabe von Ethidiumbromid, das zwischen
die einzelnen Nukleinsauren interkalierte und unter UV-Licht der Lange 270-360
nm fluoreszierte, wurden kleinsten Mengen bis 5 ng DNA dargestellt.

Es wurden 60 ml Gelelektrophoresepuffer, entweder Tris-Acetat-Puffer oder ein
Tris-Borat-Puffer, mit 60 mg Agarosepulver vermischt, erwarmt und mit 0,5
mg/ml Ethidiumbromid versetzt. In die DNA Proben wurden jeweils 4 pul 6x
Ladepuffer pipettiert. 10 yl des 1kb PEQ Gold DNA Molekulargewichtsleiter
(0,5mg/ml) dienten als Leiter, an der die GroRe der aufgetrennten DNA-
Fragmente abgelesen werden konnte. Das fertige Gel wurde mit dem Geltrager
in einer Elektrophoresekammer platziert und am Strom- und Spannungsgerat
eine Spannung zwischen 70 und 90 Volt eingestellt, so dass die dem
elektrischen Feld ausgesetzten negativ geladenen DNA-Molekulle zur positiven
Anode wanderten.

Die Gele wurden unter UV-Licht am Gerat von LFT Labortechnik durch den

oben erklarten Fluoreszenz-Mechanismus analysiert und photographiert.
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3.5.3 Reinigung der DNA

Handelte es sich um ein praparatorisches Gel, wurde die entsprechende Bande
mit einem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Eppendorf-
Tube uberfuhrt. Das weitere Verfahren wurde mit einem Kit der Firma QlAgen
durchgefuhrt, alle Schritte entsprachen dem dazugehdrigen Protokoll.

Das dreifache Volumen des Gewichts der ausgeschnittenen Gel-Bande in mg
wurde von QG-Puffer in pl, d.h. 100 mg entsprachen 100 pl, aus dem
QIAquickGel Extraction Kit hinzugegeben.

Nach Inkubation bei 50°C im Thermomixer fur 10 min und Zentrifugation durch
eine QIAquick Filtersaule, wusch man die DNA mit 750 pl QBC, zentrifugierte
erneut zweimal bei 14000 rpm und verwarf den Durchflul. Zur Elution gab man
30 pl EB-Puffer direkt auf die Membran, inkubierte fur 1 min und zentrifugierte
fur 3 min. Die so gewonnene DNA konnte nach Messung der Konzentration

direkt weiterverarbeitet werden.

3.5.4 Messung der DNA

Vor der Messung erfolgte die Bestimmung des Leerwertes von 100 pl H,O im
Photometer bei einer Wellenlange von 260 nm.
Die zu analysierende Probe wurde mit H,O in einer 1:50 Verdinnung (98 pl
H>0 und 2 pl Probe) in eine DNA-Messkuvette pipettiert und die Absorption bei
260, 280 wund 320 nm UV-Licht gemessen. Dabei entsprach 1
Absorptionseinheit 0,5 Einheiten DNA bzw. 0,4 Einheiten RNA. Die Reinheit
der Probe ergab sich durch den Quotienten der Absorption bei 260/280 nm,
wobei der Wert zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte.
Allgemein errechnete sich die Konzentration nach der Formel:
C [pg/ml]= OD2sox V x F V=Verdunnungfaktor

F= 50 fur dsDNA

40 fur RNA
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3.5.5 Enzymverdau von DNA

Ein Verdau mit Restriktionsendonukleasen erlaubt den Nachweis einer
gelungenen Praparation, Ligation oder PCR. Diese Enzyme erkennen
bestimmte Sequenzen in der DNA und schneiden neben oder innerhalb dieser
Erkennungsfrequenz.

Es wurden 1-2 pyg DNA zum Verdau eingesetzt, 2 pl des je nach Enzym
zugehdrigen Restriktionspuffers um den pH wahrend der Reaktion im optimalen
Bereich zu halten, sowie 1 U des Restriktionsenzyms und je nach Enzym evt.
BSA. Nach Inkubation fir mindestens 3 h bei 37°C, wurde das Enzym mittels
Erhitzen auf 70°C im Thermomixer inaktiviert und mit 2 uyl CIP-Puffer und 1 U
(intestinaler Kalber) Alkalischer Phosphatase dephosphoryliert um eine

Selbstligation zu verhindern.

3.5.6 Ligation der DNA

Far Ligationen wurden ca. 10 yl des zu ligierenden Fragments (etwa 80 ng) im
Verhaltnis 5:1 zum Plasmid eingesetzt. Nach Zusatz von 2 yl T4- Ligase Puffer
und 1 ul T4-Ligase sowie nukleasefreiem H,O auf 20 pl, erfolgte die Ligation bei
16°C im Wasserbad Uber Nacht. Hierbei fugt die Ligase die Uberstehenden

Enden der geschnittenen Plasmide und Fragmente zusammen.

3.5.7 Herstellung glatter DNA-Enden

Zum abgeschlossenen Enzymverdau gab man nach vorheriger Reinigung 1 pl
dNTP, 2 ul Puffer sowie 1 U T4-DNA-Polymerase, inkubierte fir 5 min bei
Raumtemperatur und inaktivierte das Enzym anschliessend bei 70°C im

Thermomixer.

3.5.8 Transformation von DNA in DH10B-Zellen

Fir die Transformation wurden die bei -80 °C gelagerten DH10B-Bakterien

sofort auf Eis Uberfihrt und dort langsam aufgetaut. Es wurden 10 ul eines
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Ligationsansatzes oder Plasmids hinzugegeben, durch Ruhren vermischt, 30
min auf Eis gelagert und fir 90 s bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt. Nach
Abkuhlen auf Eis, gab man zu jedem Ansatz 600 pl LB-Medium hinzu,
inkubierte die Proben bei 37°C im Brutschrank und plattierte die Ansatze nach 1
h auf vorgewarmten und mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzten
Agarplatten aus. Diese wurden tUber Nacht im Brutschrank bei 37°C aufbewahrt,
das zugesetzte Antibiotikum garantierte, dass nur die Bakterien wuchsen, in die
das Plasmid oder der Ligationsansatz mit dem Resistenzgen erfolgreich
hineinkloniert worden war. Nach erfolgreicher Inkubation Uber Nacht wurden
etwa 5-10 Kolonien gepickt, jede in ein 15 ml Gefal® mit je 4 ml LB-Medium und
1 pl Antibiotikum der Konzentration 100 pg/ml je ml LB-Medium gegeben und
uber Nacht bei 37°C inkubiert. Es wurden 1 ml LB-Medium als Stockldsung

zurlckbehalten und mit 1 ml 100%igem Glycerin versetzt.

3.5.9 DNA-Minipraparation

Samtliche bei dieser Methode verwendeten Puffer waren im QIAprep Spin
Miniprep Kit enthalten. Die zuruckbehaltene Bakteriensuspension wurde bei
4000 rpm in einer Heraeus Zentrifuge fur 20 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vollig entfernt und das Pellet in 300 pl P1-Puffer aus dem QIlAprep Spin
Miniprep Kit aufgeldst, in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefaly tberfihrt und 300 pl P2-
Puffer zur Lyse der Bakterienwande zugegeben. Dann 300 pli
N3(Neutralisations)-Puffer hinzugeflugt und jeweils anschlieRend das Gefal} 4-
6x geschwenkt. Nach Zentrifugation bei 14000 rpm, 4°C fir 10 min, Gberfuhrte
man 860 pl des Uberstandes in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefak und gab 600 l
Isopropanol und 2 pl Glykogen hinzu. Nochmaliges Zentrifugieren und Waschen
mit 80%igem Ethanol schloR sich an, Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet

getrocknet und in 30 ul EB-Puffer aufgeldst.

3.5.10 DNA-Maxipraparation

Die Vorbereitungen fur die Maxipraparation umfassten ebenfalls eine normale

Transformation mit Picken der Kolonien und Inkubation Uber Nacht in LB-
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Medium. Diese Ansatze wurden nun aber in 500 ml LB-Medium mit Antibiotikum
in der Konzentration 100 pg/ml Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Die nachsten
Schritte entsprachen exakt der DNA Minipraparation, lediglich das Volumen der
einzelnen Pufferzugaben betrug jeweils 10 ml. Nachdem bei 12000 rpm und
4°C fur 30 min in einer Beckmann J2-HS Zentrifuge zentrifugiert wurde, konnte
der Uberstand in ein neues Rohrchen Uberflihrt, nochmals abzentrifugiert
(12000 rpm, 4°C, 15 min) und Uber eine zuvor mit QBT-Puffer aqulibirierte
QlAgen tip 100 Filtersaule gegeben werden. Dabei blieb die DNA im Filter
zurlck, wurde 2x mit jeweils 30 ml QC-Puffer gewaschen und in ein neues
Gefaly mit 15 ml QF-Elutionspuffer eluiert.

Die Ausfallung erfolgte mit 10,5 (0,7 Volumen) ml raumtemperierten
Isopropanol und anschlieBender Zentrifugation bei 800 rpm fur 30 min, die
Waschschritte mit 7,5 ml 80%igem Ethanol und erneuter Zentrifugation fir 10
min. Das Pellet wurde mit 20-30 pl EB-Puffer aufgelést und in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefaly uberfuhrt. Die DNA konnte nun gemessen und verarbeitet

werden.

3.5.11 Southern Blot Analyse

Die Southern Blot Analyse ist ein Verfahren zum Nachweis von per Gelelektro-
phorese aufgetrennten DNA-Fragmenten auf einer Membran mittels radioaktiv
oder anderweitig markierter Sonden. Das Verfahren wurde 1975 erstmals von
E.M. Southern eingefuhrt [183], es folgten Weiterentwicklungen fur RNA

(Northern) und Protein (Western) Nachweis.

3.5.11.1 Sondenherstellung

Die Sondenherstellung erfolgte mittels PCR. Jedem Ansatz wurden den oben
stehenden Angaben entsprechende Mengen an spezifischen Primern
zugegeben, die die selektive Vervielfaltigung der fur die Sonde bendtigten
Abschnitte garantierte. Der Nachweis der Replikation erfolgte mit Hilfe der E2

late Sonde. Die Sonden fur den Northern Blot Nachweis wurden nach dem
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gleichen Verfahren hergestellt. Eine Auflistung der verwendeten Sonden findet
sich unter 3.5.12.1.

3.5.11.2 DNA-Gewinnung

Es wurden 2 x 10° Zellen auf 6-Schalen-Platten ausgesat und 24 h bei 37°C
und 5% CO2 inkubiert, mit der entsprechend angegebenen MOI Virus/Zelle in
500 pl OPTI-Mem infiziert und die DNA nach 72 h isoliert. Dazu wurde das DNA
QlAgen Tissue Kit entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

Nach Waschen mit 200 yl PBS, wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers
gelost, bei 1300 rpm 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Zellpellet wurde in 200 pl PBS sowie 200 ul AL-Puffer aufgelést und 20 pl (200
Mg) Proteinase K hinzugegeben. Die Ansatze wurden bei 70°C fir 60 min
inkubiert. Dann gab man 200 pl 100% Ethanol dazu und pipettierte die Losung
auf eine QIAgen Tissue Kit Saule, die bei 14000 rpm und 4°C fir 1 min
zentrifugiert wurde. Das Eluat wurde verworfen und 500 yl AW1-Puffer auf die
Saule gegeben, diese unter den gleichen Bedingungen wie oben zentrifugiert
und der Schritt mit 500 pl AW2-Puffer und 3 min Zentrifugation noch einmal
wiederholt.

In ein neues 1,5 ml Eppendorf Gefald platziert, wurden 100 pl AE(Elutions)-
Puffer pro Ansatz auf die Saule pipettiert, bei Raumtemperatur 1 min inkubiert
und fur 3 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Die Konzentration der DNA wurde am Beckmann-Photometer nach oben

beschriebener Methode bestimmt und berechnet.

3.5.11.3 DNA-Verdau

Es wurden jeweils 2 ug DNA mit 2 ul 10x Kpnl-Puffer (mit BSA), 5 U Kpnl und
ddH,0O auf 20 pl gemischt, uber Nacht bei 37°C verdaut und anschliessend
inaktiviert. Die Proben wurden zusammen mit einer Positivkontrolle und 1kb
PEQLAB Gold DNA Leiter auf ein 1% TBE-Gel aufgetragen und bei 70 V fur

120 min aufgetrennt.
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35114 Membrantransfer

Vor der weiteren Verwendung photographierte man das Gel unter dem UV-
Lesegerat. Dann wurde das Gel auf einer Wiege fur 20 min zur DNA
Auftrennung in soviel Denaturierungslosung geschwenkt, dass es immer
vollstandig bedeckt war.

Daran schloss sich einmal Waschen mit ddH,O an und Neutralisieren mit
einmaligem Wechsel der Neutralisierungslésung fir jeweils 20 min an, um den
pH-Wert wieder unter 9,0 zu senken. Fur den DNA-Transfer auf die Membran
wurde ein Kapillartransfersystem der Firma Schleicher & Schuell verwendet.
Nach Markierung der Membran wurde diese 20 min in Wasser gewaschen und
kurz in 20x SSC getaucht. Zum Aufbau des Blots wurden die im Kit enthaltenen
Whatman-Papiere GB004 verwendet, der Blot nach Anleitung aufgebaut und
die Vorrichtung mit 20x SSC gefillt. Uber Kapillarkrafte wurde nun die DNA
uber Nacht auf die Nylonmembran Uberfihrt. Nach Abschluss des Blottens
bestrahlte man die DNA im UV-Stratalinker 2400 bei einer Wellenlange von
254 nm mit 120 mJ UV-Licht.

3.5.11.5 Prahybridisierung, Hybridisierung und Filmentwicklung

FUr die Prahybridisierung wurde die Hybridisierungslosung in ein Rdhrchen
geflllt, in einem Hybridisierungofen bei 58°C unter standiger Rotation erwarmt
und die Membran hierin flr 1% h prahybridisiert.

Die Markierung der Sonde sowie die Hybridisierung erfolgten mit Hilfe des
Random Primer Labeling Kits von Stratagene.

Es wurden 25 ng der entsprechenden spezifischen Sonde mit 10 yl Random
Oligonukleotid Primer und entsprechenden Volumina Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 34 yl zusammen pipettiert. Nach eine kurzen Erwarmung
(2 min) bei 96°C im Thermomixer und Zentrifugation bei Raumtemperatur
konnten 10 ul 5x CTP-Primer Puffer hinzu gegeben werden, gefolgt von 3 pl
dCT*P markierten Nukleotiden und 1 ul Klenow-Fragment. Nach einer

Inkubation von 35 min bei 37°C , bei der die mit 32p markierten Nukleotide in die
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Sonde eingebaut wurden, konnte die radioaktiv markierte Sonde mit Hilfe einer
MicroSpin™ G25 Saule von Amersham durch mehrmaliges Zentrifugieren bei
2500 g getrennt werden.

Die im 1,5 ml Eppendorf-Rohrchen aufgefangene markierte Saule wurde 27
min in einem Wasserbad gekocht um die Strange der DNA zu trennen und auf
Eis gestellt, um eine erneute Zusammenlagerung zu verhindern. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht im Hybridsierungsofen bei 58°C, ebenso wie die sich am
nachsten Tag anschlielenden Waschschritte bei 60°C mit zweimal 2% SSC
und 0,1% SDS enthaltender Pufferlésung fir jeweils 30 min und einmal mit
0,2% SSC und 0,1% SDS enthaltender Pufferlésung fir 30 min.

Die Membran wurde in eine Filmkassette platziert und unter Lichtabschluss ein
Film in die Kassette eingelegt, der Uber Nacht darin belassen wurde.

Zur Entwicklung des Films legte man ihn in das FLA 2000 Lesegerat von Fuiji.
Fir Darstellung des Ergebnisses wurde das Irfan View Programm verwendet,
die weitere Bearbeitung wurde mit Hilfe des Aida Programms ausgefuhrt. Die
Sonde hatte aufgrund ihrer spezifischen Sequenz entsprechende Bereiche der
auf die Membran geblotteten RNA gebunden und dort dank ihrer radioaktiven
Markierung die entsprechenden Bereiche auf der Filmplatte geschwarzt. Diese
wurden dann bei der Entwicklung sichtbar und mit Hilfe der oben genannten

Programme auswertbar.

3.5.12 Northern Blot Analyse

3.5.12.1 Sondenherstellung

Es wurden folgende Primer fur die Sondenherstellung verwendet:

Sequenz Sonde
E2 early
code 5-GGATAGCAAGACTCTGACAAAG-3 240 bp
anti 5-AGCTGATCTTCGCTTTTG-3’
E2 late
code 5-GTCGGAGATCAGATCCGCGT-3’ 1502 bp
anti 5-GGTCCTCGTCGTCTTCGCTT-3
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E1B55K
code 5-CCTGCGAGT-GTGGCGGTAAA-3’ 108 bp
anti 5-CAAACTCAGCGCGGGTGCAG-3’

E4orf6
code 5-CAATGACAGTGGAGAGCCCA-3’ 378 bp
anti 5-TATGACTACGTCCGGCGTTC-3

IRES
code 5-TCCGGTTATTTTCCACCA-TATTGC-3 300 bp
anti 5-TTATCATCGTGTTTTTCAAAGG-3

GAPDH
code 5-CGTCTTCACCACCATGGAGA-3’ 501 bp
anti 5-CGGCCATCACGCCACAGTTT-3

MRP1
code 5-AGAACCTCAGTGTCGGGCAGCC-3 527 bp
anti 5-TGCCATCTCTGTCTCTCCTGGG-3

MDR1
code 5-AAGCTTAGTACC AAAGAGGCTCTG-3 785 bp
anti 5-GGCTAGAAACAATAGTGAAAACAA-3

3.5.12.2 RNA Isolierung

Bei einer Northern Blot Analyse wird aus Zellen isolierte RNA auf eine Membran
geblottet und mittels einer spezifischen DNA-Sonde, die radioaktiv markiert ist,
im FLA Lesegerat nachgewiesen.

Fir den Nachweis der MRP/MDR Expression wurden die Zellen mit den jeweils
angegebenen MOI infiziert und am 7. Tag aus 10 cm Schalen isoliert. Bei den
Zeitreihen isolierte man die RNA nach 3, 6, 9, 12 und 24 h. Als Kontrolle diente
eine Infektion der jeweiligen Zellreihe mit 10 pfu Adenovirus Wildtyp, die nach
24 h isoliert wurde. Die Zellen wurden zweimal mit 5 ml PBS gewaschen, dann
mit 1,5 ml TRIzol versetzt und durch Schwenken zum Ablésen gebracht. Nach
Resuspendierung und Zentrifugation bei 13000 rpm, wurde der Uberstand
abgesaugt, das Pellet in 1000 ul TRIzol aufgeldst und in ein 1,5 ml Eppendorf-
Gefaly dberfuhrt. Nach 2 min gab man 200 ul Chloroform dazu, zentrifugierte
erneut bei 13000 rpm, 4°C fir 15 min und nahm anschliessend die wassrige
Phase, die die RNA enthielt, unter einem Abzug ab um sie in ein vorbereitetes
Eppendorf-Gefass mit 500 ul Isopropanol zu geben. Nach erneuter

Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 200 pl
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80%igem Ethanol gewaschen, bei 7500 rpm fur 10 min abzentrifugiert und 10
min bei Raumtemperatur getrocknet. Zum Schluss |6ste man das Pellet in 20 pl

reinem, nucleasefreiem Wasser.

3.5.12.3 Formaldehyd-Gelelektrophorese

Nach Bestimmung der Konzentration wurde ein 1% Agarose-Gel aus 0,65
Agarose, 60 ml 1x MOPS-Puffer und 3,2 ml 37% Formaldehyd hergestellt.

Es wurden gleiche Konzentrationen in Hohe von 5 pg bzw. 10 yg RNA mit
entsprechenden pl nucleasefreien Wassers zu gleichen Volumina vermischt
und mit 2/3 Volumina RNA-Puffer versetzt. Die Kontrolle nach Wildtyp Infektion
wurde aufgrund der starken Expression in einer Konzentration von 2 ug
aufgetragen und genormt. AnschlieRend wurden die Proben 10 min bei 67°C im
Thermomixer zum Denaturieren aufgekocht und bei 50 V 27%%2-3 h in dem Gel
aufgetrennt. Man photographierte das Gel mdglichst kurz unter UV-Licht, gab

es in Wasser und aquilibrierte es vor dem Blotten in 20x SSC.

3.5.12.4 Membrantransfer, (Pra)Hybridisierung und Filmentwicklung

Auch hier wurde das Kapillartransfersystem der Firma Schleicher & Schuell
verwendet und der Blot mit der Membran nach Anleitung wie oben beschrieben
aufgebaut.

Die Prahybridisierung erfolgt wie unter 3.5.11.5. angegeben, allerdings bei
56°C. Derweil wurde wieder die Sonde wie beim Southern Blot radioaktiv
markiert. Auch das Protokoll der Hybridisierung entsprach dem unter 3.5.11.5.
erwahnten und fand bei 58°C statt. Die Waschschritte waren identisch.

Auch die Northern Blot Membranen wurde in eine Filmkassette eingelegt und
die Filme im Phospho-Imager FLA 2000-Reader entwickelt.

Zur quantitativen Auswertung wurde das Image J Programm verwendet, dabei
wurde die Signalstarke markiert, quantifiziert und in Bezug zur Signalstarke der
Gel-Bande oder der GAPDH-Bande gesetzt. Dies geschah mit Hilfe der Formel:

(-ACY) — (CH(GAPDH)-Ct(Probe)) C=Signalstarke
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3.5.13 Konstruktion von Xvir03

Der adenovirale Vektor wurde freundlicherweise von K.Mantwill, Klinkum rechts

der Isar, MUnchen, konstruiert [121].

Pacl (1)
leftarm /BamHI (5)
E4 34K |
Fiber
Delta E3
EcoRI (27484
Spel (27235)
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. EcoRI (3659)
Clal (3675)
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Abb. 9: Schematische Darstellung des verwendeten pAdEasy Vektors
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Abb. 10: Schematische Darstellung des neu konstruierten Xvir03 Shuttle Vektors
(nach Mantwill K, Kohler Vargas N et.al., Canc. Res. 66 (2006) 7195-202)

3.5.14 Virusamplifikation

HEK293 Zellen enthalten in ihrem Genom die adenoviralen E1A- und E1B-
Gene, so dass replikationsinkompetente Adenoviren dort problemlos replizieren
konnen.
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3.5.14.1 Herstellung des G1-Stocks

Zuerst wurde eine 75 cm®~Kulturflasche mit HEK293-Zellen mit dem jeweiligen
Virus fur 1 h infiziert, dann 8 ml Vollmedium zugefigt. Nach ca. 3-4 Tagen
zeigten sich die ersten Anzeichen des zytopathischen Effekts, die noch
adharenten Zellen wurden abgeklopft, in ein 15 ml Falkonréhrchen Gberfuhrt.
und die Zellwande durch mehrmaliges schockartiges Gefrieren auf Trockeneis
fur jeweils 20 min und anschlieBendes Auftauen bei 37°C im Wasserbad
zerstort. Dieses ,thaw and freeze* genannte Prozedere wurde insgesamt
viermal durchgefuhrt. Dann wurde die Losung bei 4000 rpm und 4°C in einer
Heraeus Megafuge 2,0 Zentrifuge zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
15 ml Falkonréhrchen Uberfihrt. Man konnte den entstandenen G1-Stock nun

in jeweils 1 ml aufteilen und bei -80°C lagern.

3.5.14.2 Herstellung des G2-Stocks

Hierbei wurde eine 150 cm®~Kulturflasche mit 1 ml des G1-Stocks in OptiMEM
uber 1 h infiziert und danach 16 ml Vollmedium zugegeben. Man verfuhr wie bei

Herstellung des G1-Stocks.

3.5.14.3 Maxiprep-Isolierung von Viren

Fir die Infektion wurden 10 grof3e 175 cm®-Kulturflasche mit 1-2 ml G2-Stocin
40 ml OptiMEM, d.h. 4 ml pro Flasche, versetzt. Nach 3-4 Tagen begannen die
Zellen sich abzukugeln, wurden gelést und in 5-7 50 ml Falkonréhrchen
uberfihrt. Nach Zentrifugation bei 3500 rpm fir 15 min, nahm man den
Uberstand ab und l6ste das Pellet in insgesamt 8 ml Viral Preservation Medium.
Nach viermaligem ,thaw and freeze“ zentrifugierte man die Zellreste bei 4°C
und 4000 rpm fir 10 min. Den Uberstand gab man in ein 15 ml Falkonrohrchen,
das bis zur Virusreinigung bei -80°C lagerte. Diese erfolgte mit Hilfe der

Casiumchloridmethode.
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3.5.15 Zellkultur

Samtliche Zelllinien wurden in Brutschranken von Forma Scientific, Inc., bei
37°C und 5% CO; in wassergesattigter Luft gehalten.

Die HEK 293 Zellen [63], eine embryonale Nierenzelllinie, die Hela
Zervixkarzinom-Zellen [210], die U20S Osteosarkom-Zellen [160] sowie die
U87-MG Glioblastom-Zellen stammten von der American Type Culture
Collection aus Manassas, VA, USA.

Sie wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 10% Fetalem
Kalberserum (FKS), 2 mmol/l Glutamin, 100 IU/ml Penicillin und 100 pg/mi
Streptomycin gehalten.

Die EPG85-257RDB Magenkarzinomzellen wurden freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. Dietel, Charité Berlin, zur Verfugung gestellt und in L15-Medium mit
10% Fetalem Kalberserum (FKS), 2 mmol/l Glutamin, 100 IU/ml Penicillin,100
pg/ml Streptomycin, 1,1g/l Natriumcarbonat, 1g/l Glucose, 6,25 mg/ml Fetuin,
80 1U/I Insulin und 20000 kI U/l Trasylol kultiviert.

Alle 4 Wochen wurden die Zelllinie mit 100 ng/ml Daunoblastin versetzt um die
Expression des p-Glykoproteins sicherzustellen.

DU145 und PC3 waren beide Prostatakarzinomzelllinien und wurden in RPMI
mit 10% Fetalem Kalberserum (FKS), 2 mmol/l Glutamin, 100 IU/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin bzw. in einer 1:1 Mischung aus RPMI und F12-
Medium gehalten.

Bei den EJ28 Zellen handelte es sich um eine metastasierte Blasen-
karzinomzellreihe, die in RPMI mit 10% Fetalem Kalberserum (FKS), 200 ug/mi
L-Glutamin, 100 pg/ml Penicillin und 25 pg/ml Streptomycin kultiviert wurde.
Alle Zellreihen wurden zweimal die Woche im Verhaltnis 1:10 gesplittet und in
neue Zelkulturflaschen Uberfuhrt um die Zellen subkonfluent zu halten. Dazu
wurden sie nach einmaligem Waschen mit PBS mit Hilfe von Trypsin abgelost,
in Vollmedium resuspendiert und in einer Verdunnung von 1:10 in eine neue
Kutlurflasche uberfuhrt.

Nur bei den HEK293 Zellen wurden jeweils 5 und 1 ml 1x Citric Saline

verwendet.
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3.5.16 Plaquetest zur pfu Bestimmung

HEK293 Zellen wurden als Monolayer & 2x10° in 6 cm Schalen ausgesét und
mit verschiedenen Verdinnungsstufen eines Virus infiziert.

Aus dem ursprunglichen Virusstock wurde eine Verdunnungsreihe auf

10™ hergestellt, indem man 10 yl Virus mit 90 yl OptiMEM vermischte und von
der vorausgehenden Verdinnungsstufe 60 pul mit 540 uyl OptiMEM weiter
verdunnte. Jeweils zwei 6 cm Petrischalen wurden mit 250 pl einer
Verdinnungsstufe infiziert und fur 1 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Das F11 Plague-Medium wurde frisch hergestellt (siehe Puffer und Losungen),
bei 37 °C aufgewarmt und 5 min in ein 44°C warmes Wasserbad gestellt, mit
steriler 1% Agarose 1:1 vermischt und in 50 ml Falkonréhrchen abgeflllt. Das
Infektionsmedium wurde abgesaugt und die Zellen vom Rand aus mit 10 ml
Agarose-Plaque-Medium-Gemisch pro Schale Uberschichtet. Die Petrischalen
kihlten bei Raumtemperatur ab, bevor man sie bei 37°C in den Brutschrank
stellte. Die Plaques zahlte man das erste Mal nach 7 Tagen aus und ein
zweites Mal nach 10 Tagen.

Die Pfu Zahl konnte nach der Formel
A* Plaques x 4 x Verdiinnung = pfu/ml A = Anzahl

berechnet werden.

3.5.17 Infektion von Zellen mit Virus

Die fir die Infektion bendtigten MOI wurde nach folgendem Schema berechnet:

Virustiter / Zellzahl (pro Schale) = pfu / Zelle

Fir alle Infektionen wurde OptiMEM mit 2% Fetalem Kalberserum verwendet.
Fir Ad312 wurde ein Titer von 5x10'° etabliert, fiir dI520 berechnete sich bei
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einem Titer von 5x10'° die pfu Zahl. A24 zeigte im Plaquetest einen Titer von
5x109, wahrend die verwendeten Chargen von Xvir03 einen 1x10° Titer hatten.
Die adenoviralen Wildtyp Kontrollen wiesen einen Titer von 5x10° auf.

Die Viren wurden entsprechend mit OptiMEM auf eine pipettierbare Menge
verdunnt. Nach einmaligem Waschen mit PBS gab man 1,4 ml OptiMEM auf
eine 10 cm Petrischale (500 pl auf 6-Schalen-Platten, 100 pl auf 96-Schalen-
Platten), pipettierte die entsprechende Menge Virus hinzu, inkubierte den
Ansatz im Brutschrank fur 1 h und schwenkte die Schalen alle 10 min. Das
Infektionsmedium wurde nicht abgesaugt, sondern nur 10, 2 ml oder 100 ul
Vollmedium dazugegeben und die Zellen weiterhin inkubiert. Im Verlauf wurde
das Medium nicht mehr gewechselt, lediglich frisches Medium bei Bedarf
dazugegeben. Nach 3-4 Tagen =zeigten sich erste Anzeichen des
zytopathischen Effekts in Form von verstarkter Lichtbrechung und Abrundung
der Zellen. Am Zeiss-Lichtmikroskop wurde eine Nixon Digitalkamera
angebracht und unter einem Blaufilter bei 10 und 20x Vergro3erung Photos

gemacht.

3.5.18 Kiristallviolettfarbung

Kristallviolett farbt lebende Zellen an und ermdglicht so den zytopathischen
Effekt sichtbar zu machen. Dazu werden die U20S, HelLa, U373, U87, DU145,
PC3 und EJ28 Zellen zweimal mit PBS gespllt, jede Kavitat mit einer gerade
den Boden bedeckenden Menge Kristallviolett versetzt und fur 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Kristallviolett mit einer 10 mi
Pipette wieder abgenommen und im Sonderabfall entsorgt. Die Zellen wurden
in sterilem Wasser gespult und bei Lufttemperatur getrocknet. Das Ergebnis
wurde eingescannt und im Adobe Photoshop Programm dargestellt.

Um die Uberlebenden Zellen auch prozentual quantifizieren zu kénnen, wurde
die Farbung mit 1x PBS und 0,1% SSC Uber Nacht auf dem Schittler im
Brutschrank gelost. Man pipettierte jeweils 100 ul einer Kavitat in die Vertiefung
eine 96-Schalen-Platte und las die Absorption dieser im Wallac - Lesegerat bei
einer Wellenlange von 560 nm ab. Die Daten wurden in Microsoft Excel

Programm eingelesen und mit Hilfe der Formel
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Assonm-Assonm INfizierte Zellen A=Absorption

Assonm-Assonm Nicht infizierte Zellen

ausgewertet.

3.5.19 Sulforhodamin-Test zur Bestimmung von Zytostatika 1Cso Werten

Die 1Cso Werte fur die Zytostatika Daunorubicin, Docetaxel und Irinotecan
wurden auf DU145 und PC3-Zellen bestimmt. Fir die Versuchsreihe wurden die
beiden Zellinien zu 5x10° pro Vertiefung in 96-Schalen-Platten ausgesat und
uber Nacht in jeweils 100 pl Vollimedium inkubiert.

Die Zytostatika Konzentrationen wurden auf 200 pl berechnet mit Daunorubicin
(Stocklésung 1000 mg/ml) 0,27; 0,55; 18; 54; 108 und 180 nM, Docetaxel
(Stocklésung 5 mg/ml=6,2 mM) 0,1; 0,5; 1; 3; 6 und 9 nM und Irinotecan
(Stocklésung 20 mg/ml=57 mM) 0,1; 0,5; 1; 3; 6 und 10 uyM als
Konzentrationen und zu den mit 100 pl OptiMEM versehenen Vertiefungen
pipettiert. FUr jede Konzentration wurden 3 Vertiefungen beimpft und nach 24,
48 oder 72 h das Inkubationsmedium durch 200 pl Vollmedium ersetzt. Nach 5
Tagen schuittete man das Medium ab, gab 200 pl eiskalte 10% TCA-Lésung zur
Fixierung dazu. und spulte nach 2 h bei 4°C jeweils viermal mit ddH,O. Dann
gab man 100 pl 0,4% Sulforhodaminlésung zum Anfarben hinzu, lie} dieses 10
min einwirken, bevor jede Schale funfmal mit 1% Essigsaure gespult und Gber
Nacht zum Trocknen bei Raumtemperatur belassen wurde.

Am nachsten Tag gab man 300 pyl 20mM Tris-Puffer (pH 10) in jede Vertiefung,
schittelte die Schalen bei Raumtemperatur fir 2 h und bestimmte die
Konzentrationen im Victor’ 1420 Multilabel Counter von Wallac bei einer

Wellenlange von 540 nm.
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Die Versuchsreihe wurde dreimal wiederholt, mit Hilfe der Formel

A54Onm'A650nm infizierte Zellen A=Absorption

Assonm-Assonm Nicht infizierte Zellen

berechnet, die Ergebnisse gemittelt und mit Microsoft Excel verarbeitet.

3.5.20 Kombination von Xvir03 und Zytostatika

PC3 Zellen wurden zu 2x10° Zellen in 6-Schalen-Platten ausgeséat. Nach 36 h
wurden sowohl Xvir03 als auch Ad312 in je zwei Vertiefungen mit einmal 10, 20
und 30 pfu/Zelle infiziert und fur 1h inkubiert.

Nach 12 h konnten jeweils 1; 9 und 18 nM Daunorubicin zu den bereits
infizierten Zellen zugegeben werden. Am nachsten Tag, also nach 24 h, wurde
das Medium gewechselt.

Bei der Kombination mit Irinotecan auf PC3 Zellen und Xvir03 mit Daunorubicin

auf DU145 Zellen ging man genauso vor.

3.5.21 FACS Analyse

DU145, PC3 und EJ28 Zellen wurden zu 3x10° Zellen in jeweils drei 6 cm
Petrischalen ausplattiert und nach 24 h im Brutschrank bei 37°C mit 30 pfu
Xvir03 infiziert. Einen Tag spater konnte man die Zellen abschaben und bei
1300 rpm und 4°C fur 5 min abzentrifugieren. Das Pellet wurde mit 3 ml PBS
resuspendiert und noch einmal zentrifugiert. Den Uberstand verwarf man und
fixierte die Zellen mit 85% Ethanol. Nun wurden die Zellen nochmals
gewaschen und in 1x PBS mit 10 ug/ml Propidiumjodid gegeben, das die DNA
in Zelllen spezifisch anfarbt. Dieses wurde zusammen mit 250 ug/ml RNase
fur 30 min bei 37°C inkubiert. Bei einem erneuten Waschschritt mit PBS
wurden ungebundene Antikérper entfernt, dann konnte die unterschiedliche
Phasenverteilung mittels COULTER®EPICS XC-MCL™ von Beckmann Coulter

dargestellt und durch die Expo™32 Software analysiert werden.
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3.5.22 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Analysen wurden freundlicherweise in der Charité
Berlin durchgefiihrt. Zur Vorbereitung wurden die U20S Zellen zu 1x10° auf
Objekttragern ausgesat und wuchsen bis zu einer ausreichenden Dichte heran.
Anschlielend wurden sie fur 10 min in einem 1:1 Methanol-Aceton-Gemisch
bei -20°C fixiert, bei Luft getrocknet und anschlieend verschickt [121].
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4 Ergebnisse

4.1 Zytopathischer Effekt Versuch mit Ad312, dI1520 und A24

4.1.1 Replikation von A24 in HelLa, DU145 und U20S Zellen im Vergleich zu
Ad312 und dI520 Virus am effektivsten

Ad312 di520 A24

50 100

Abb. 11: Infektion von Hela Zellen mit unterschiedlichen pfu Zahlen
K=Kontrolle, Angaben in pfu/Zelle, Kristallviolettfarbung

Die Replikation von Ad312 in Hela Zellen liel bei 1 pfu fast alle Tumorzellen
(99,21%) Uberleben und vermochte auch bei Steigerung auf 10, 50 und 100 pfu
nur zwischen einer Uberlebensrate von 94,2; 97,75 und 97,42% zu schwanken.
Der dI520 Virus erreichte bei 1 pfu mit 99,89% eine vergleichbare
TumorzellUberlebensrate wie der Ad312 Virus, mit 50 pfu beginnend schaffte er
es aber 17,66% der Zellen abzutdéten und sich bei 100 pfu auf Uber die Halfte
(55,56%) zu steigern.

A24 zeigte die hochste Effektivitat, bereits ab 1 pfu Uberlebten nur noch 73,04%
der Zellen, ab 5 pfu waren es 9,2% aller Zellen. Diese Zahl liel3 sich durch
Erhdhung auf 100 pfu weiter auf 2,5% reduzieren. Somit replizierte A24 am
effektivsten von allen drei Viren in HelLa Zellen. Um dieses Ergebnis zu

reproduzieren wurden weitere Zelllinien infiziert und getestet
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Uberlebensrate von HeLa Zellen nach Infektion mit Ad312, d1520
und delta24
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70 - O Kontrolle
60 - H Ad312
50 - E dI520
40 - O delta24
30
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10 -

0

5 10 50 100

Virusmenge in pfu

Uberlebensrate in %

Tab. 1: Uberlebensrate von HeLa Zellen nach Infektion mit Ad312, dI520 und A24
(Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

Ad312 di520 A24

100

Abb. 12: Infektion von DU145 Zellen mit unterschiedlichen pfu Zahlen
K=Kontrolle, Angaben in pfu/Zelle, Kristallviolettfarbung

Die Infektion der DU145 Zellen =zeigte flir den Ad312 Virus eine
Zelliberlebensrate von 94,56% bei 1 pfu, lediglich ab 50 pfu sank die Zellzahl
auf 79,12%, bei 100 pfu auf 78,83% ab.

Der dI520 Virus vermochte ab 10 pfu 70,34% der Tumorzellen abzutoten. Bei
50 pfu reduzierte sich die Zellzahl auf 11,72%, ab 100 pfu sogar auf 6,46%. Am
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effektivsten totete wiederum A24 bei 5 pfu 90,74% der Tumorzellen ab. Nach
Infektion mit 50 pfu A24 Uberlebten nur noch 5,6% der Zellen, ab 100 pfu waren

es nur noch 2,56% aller Tumorzellen

Uberlebensrate von DU145 Zellen nach Infektion mit Ad312, d1520
und delta 24
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100 -
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80 -
70
60
50 |
40
30
20
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H Kontrolle
B Ad312

@ diI520

O delta 24

Uberlebensrate in %

1 5 10 50 100

Virusmenge in pfu

Tab. 2: Uberlebensrate von DU145 Zellen nach Infektion mit Ad312, dI520 und
A24

(Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei Infektion der U20S Zellen. Selbst bei
einer pfu Zahl von 100 fanden sich bei Ad312 noch 73,3% lebende U20S
Zellen, dI520 hingegen vermochte bei 100 pfu immerhin die Tumorzellzahl auf
34,4% zu reduzieren und zeigte hier einen vergleichbaren Effekt wie in HelLa
Zellen. A24 konnte bei 1 pfu 90,36% aller Tumorzellen abtdten, ab 5 pfu
uberlebten 3,59%. Dies liel3 sich auch durch Erhohung auf bis zu 100 pfu nur

noch auf 2,48% lebende Zellen erniedrigen.
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Ad312 di520 A24

10 50 100 10 50 100 10 50 100
Abb. 13: Infektion von U20S Zellen mit unterschiedlichen pfu Zahlen
K=Kontrolle, Angaben in pfu/Zelle, Kristallviolettfarbung

Uberlebensrate von U20S Zellen nach Infektion mit Ad312, dI520 und
delta24

110
100 —F
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10
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Tab. 3: Uberlebensrate von U20S Zellen nach Infektion mit Ad312, di1520 und A24
(Ergebnisse aus 3 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

Die Ergebnisse lieRen sich also in drei verschiedenen Zelllinien reproduzieren.
Die Zellen wurden vor der Farbung mit Kristallviolett auch unter dem
Lichtmikroskop betrachtet, um die fur die virale Replikation typischen Zeichen

identifizieren zu kbnnen.
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4.1.2 Lichtmikroskopische Analyse von U20S-Zellen nach Infektion mit Ad312,
di520 und A24 Virus

10x 10x 10x 10x 10x 20x

Ad 312
10x 10x 10x 10x 20x 20x
di520
K 1 pfu 5 pfu 10 pfu 50 pfu 100 pfu
10x 10x 20x 20x 20x 20x
A24

K 1 pfu 5 pfu 10 pfu 50 pfu 100 pfu

Abb.14: Infektion von U20S Zellen mit angegebenen Viren in verschiedenen pfu
Zahlen

Virale Replikation stellte sich als vermehrte Lichtbrechung mit Abrundung der
Zellrander bis zur volligen Zerstorung der Zelle im spateren Verlauf dar
Lichtmikroskop, VergroRerung jeweils liber der Abbildung angegeben

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der mit Ad312 infizierten U20S Zellen
zeigten unter der 10x Vergroéflerung bis 50 pfu keine Anzeichen viraler Infektion
oder Vermehrung. Ab 50 und auch bei 100 pfu fielen jedoch stellenweise eine
Abrundung und erhodhte Lichtbrechung der Tumorzellen auf, jedoch kein
zytopathischer Effekt.

Auch bei dI520 konnte man erst ab 50 pfu eine Abnahme der Zellrasendichte
feststellen, die bei Verdopplung auf 100 pfu zur kompletten Zelllyse fuhrte.

Die Infektion mit A24 zeigte bereits bei 1 pfu erste Anzeichen fur verstarkte

Lichtbrechung und Abrundung der Zellen. Ubereinstimmend mit dem Befund
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aus der Kristallviolettfarbung war ab 5 pfu eine deutliche Lyse zu sehen mit
Lochern im Zellrasen und stark lichtbrechenden, abgerundeten Zellen. Bei 50
pfu war der Zellrasen vollig aufgelost. Zur besseren Darstellung wurde teilweise
die 20fache VergroRerung gewahlt.

Die Regulation der Replikation auf molekularer Ebene wurde durch Analyse

der E2 early und E2 late Promotoren untersucht.

4.2 Analyse der Replikationskinetik mittel E2 early und E2 late Nachweis

4.2.1 Synthese und Uberprifung der verwendeten E2 early und E2 late

Sonden

Die genauere Untersuchung der Replikationsmechanismen erfolgte mit den E2

early und E2 late Primern. Zunachst wurden die E2 early und E2 late Sonden

mit Hilfe der spezifischen Primer aus Adenovirus5 Wildtyp DNA hergestellt. Sie
zeigten bei 240 kb fur E2 early und 1502 kb fur E2 late die erwarteten Signale.

1kb E2 E2
Leiter late early

1500 kb

500 kb

Abb.15: Uberpriifung der E2 early und E2 late Primer durch PCR mit Wt Ad5 DNA
E2 late Signal bei 1502 kb, E2 early Signal bei 240 kb

4.2.2 Starkere E2 late Expression im Vergleich zu E2 early in A24 infizierten
HelLa, U20S und U87 Zellen

Aus Hela Zellen, die mit 10 pfu A24 infiziert wurden, isolierte man nach 3, 6, 9,
12 und 24 h die RNA. Als Kontrolle diente RNA, die nach 24 h aus mit 10 pfu
Wildtyp infizierten HeLa Zellen gewonnen wurde. Im Northern Blot zeigte sich
bei der Hybridisierung mit E2 early bei 3 h eine Signalstarke von lediglich 4,6%,
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die sich im zeitlichen Verlauf auf nur 22% bei 12 h steigerte, bevor die
Expression bei 24 h mit 150% sogar die der Wildtyp Kontrolle Ubertraf.

FUr E2 late hingegen konnte schon nach 6 h mit 20,5% ein Signal von ahnlicher
Starke wie im Fall von E2 early nach 12 h detektiert werden. Nach 9 h steigerte
sich die Expression auf 49,9%, nach 12 h auf 70,1%, um nach 24 h ebenfalls

150% zu erreichen. Dieses Ergebnis wurde in weiteren Zelllinien Gberprift.

E2 late
E2 late Sonde

22100 bp Promotor 27300 bp

E2 early Sonde
E2 Gene Promotor

E2 early

Abb. 16: Lokalisation der E2 early und late Sonde im E2 Gen
(nach Mantwill K, Kohler Vargas N et.al., Canc. Res. 66 (2006) 7195-202)

3h 6h 9h 12h 24h
i 4 bd

Abb. 17: E2 early und E2 late Expression in A24 infizierten HelLa Zellen

Oben: E2 early Expression 3, 6, 9, 12 und 24 h in HeLa Zellen nach Infektion mit
10 pfu A24, Mitte: E2 late Expression 3, 6, 9, 12 und 24 h in HeLa Zellen nach
Infektion mit 10 pfu A24, Unten: 1%MOPS-Gel mit RNA aus HelLa Zellen infiziert
mit A24 und Wildtyp RNA als Kontrolle

" —

’ _
. =
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E2 early und E2 late Expression in HeLa Zellen nach Infektion mit
delta 24
170
160
150
130
X 120
s
% 90 m E2 early
» 807 mE2 late
©
S 60 -
= 50 -
40 -
30 - T
20 -
19 Lo
0 .
K 3h 6 h 9h 12h 24 h
Zeit nach Infektion in h

Tab. 4: Quantifizierung der E2 early und E2 late Expression in HeLa Zellen
(Ergebnisse aus 3 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

In U20S Zellen zeigte sich nach 3 h bei E2 early ein Signal der Starke 3,22%,
bis 12 h stieg es auf 7,35% und erreichte nach 24 h eine Expressionsstarke von
98%. Auch hier stellte sich die E2 late Expression mit 6,12% 3 h nach Infektion
bereits starker dar, nach 9 h steigerte sie sich auf 30,44% und ubertraf E2 early
bei der 12 h Probe mit 89,93% um mehr als das 7fache. 24 h nach Infektion war

die E2 late Expression mit 98,7% ebenfalls der Wildtyp-Kontrolle vergleichbar.
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3h 6h 9h 12h 24h

Abb. 18: E2 early und E2 late Expression in A24 infizierten U20S Zellen
Oben: E2 early Expression 3, 6, 9, 12 und 24 h in U20S Zellen nach Infektion mit
10 pfu A24, Mitte: E2 late Expression 3, 6, 9, 12 und 24 h in U20S Zellen nach
Infektion mit 10 pfu A24, Unten: 1%MOPS-Gel mit RNA aus U20S Zellen infiziert
mit A24 und Wildtyp RNA als Kontrolle
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Tab. 5: Quantifizierung der E2 early und E2 late Expression mit U20S Zellen

(Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten gemittelt,

Kontrollreferenz, Standardabweichung angegeben)
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In U87 Zellen betrug nach Infektion mit A24 die 3 h E2 early Expression 1,55%,
nach 6 h 2,01% und stieg auch nach 9 h nur auf 2,2% an. Selbst nach 12 h war
die Expression erst auf dem Niveau von 3,25%, erreichte aber nach weiteren 12
h, also insgesamt 24 h nach Infektion, 138,2%.

Die E2 late Sonde zeigte nach 3 h nur eine Signalstarke von 1,73%, nach 6 h
erreichte sie 2,32% der Signalstarke der Kontrolle. Dieser Wert stieg nach 9 h
auf 49,5%, weitere 3 h spater auf 128,71% und Ubertraf nach 24 h mit 130,15%
den Kontrollwert.

Die hier gezeigten Ergebnisse wurden ebenfalls fur Adenovirus Wildtyp Ad5 in
U20S Zellen Uberpruft.

K 3h 6h 9h 12h 24 h

Abb. 19: E2 early und E2 late Expression in A24 infizierten U87 Zellen

Oben: E2 early Expression 3, 6,9, 12 und 24 h in U87 Zellen nach Infektion mit 10
pfu A24, Mitte: E2 late Expression 3, 6, 9, 12 und 24 h in U87 Zellen nach Infektion
mit 10 pfu A24, unten: 1%MOPS-Gel mit RNA aus U87 Zellen infiziert mit A24 und
Wildtyp RNA als Kontrolle
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E2 early und E2 late Expression in U87 Zellen nach Infektion mit
delta 24
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Tab. 6: Quantifizierung der E2 early und E2 late Expression in U87 Zellen

(Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

4.2.3 Starkere E2 late Expression im Vergleich zur E2 early Expression in
AdWT infizierten U20S Zellen

E2 early zeigte nach 6 h ein Signal der Starke 5,95% im Vergleich zur Kontrolle,
E2 late hingegen lieferte zum selben Zeitpunkt eine Signalstarke von 54,78%.
Weitere 3 h spater, also insgesamt 9 h nach Infektion, liel® sich bei E2 early
eine Expression von 25,15% feststellen, E2 late entsprach nun 84,56% im
Vergleich zur Kontrolle.

E2 early veranderte sich 12 h nach Infektion mit 35,7% um ca. 10%, wahrend
E2 late auf 110% anstieg. Der 24 h Wert diente in diesem Fall als Kontrolle, die
mit 100% gleich gesetzt wurde.

Auch fur Wildtyp konnte dasselbe wie fur den A24 Virus festgestellt werden.

- 65 -



— Ergebnisse —

3h 6h 9h

12 h

Abb. 20: E2 early und E2 late Expression in U20S Zellen nach AdWt Infektion

Oben: E2 early Expression 3, 6, 9, 12 und 24 h in U20S Zellen nach Infektion mit
10 pfu Wildtyp, Mitte: E2 late Expression 3, 6, 9, 12 und 24 h in U20S Zellen nach
Infektion mit 10 pfu Wildtyp, Unten: 1%MOPS-Gel mit RNA aus U20S Zellen

nach Infektion mit 10 pfu Wildtyp
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Tab. 7: Quantifizierung der E2 early und E2 late Expression in U20S Zellen nach

Infektion mit Adenovirus Wildtyp

(Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung

angegeben)
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4.3 Untersuchung der E1B55K und E4orf6 Expression

4.3.1 Herstellung von E1B55K und E4orf6 Sonden fur Northern Blot mittels
PCR

Zunachst wurden die fir den Northern Blot bendtigten E1B55K und E4orf6
Sonden durch PCR hergestellt. Beide wurden ausgeschnitten, nach Protokoll
eluiert und gemessen. Fur die Anwendung wurde jeweils ein Stock mit der

Konzentration von 0,25 ng/ul hergestellt.

1kb
Leiter E1B55K E4orf6

Abb. 21: Herstellung der E1B55K und E4orfé Sonde )
Nachweis der E1B55K (108 bp) und E4orf6 (378 bp) Sonde zur Uberpriifung der
PCR mittels Gelelektrophorese auf 1%TAE-Gel

4.3.2 E1B55K Expression nach Infektion mit dI520 nur bei hoher MOI

vergleichbar mit den Ergebnissen der A24 Infektion

In mit 50 pfu dI520 infizierten U20S Zellen erreichte die Expressionsstarke von
E1B55K mit 93,54% fast Wildtyp-Niveau. Wurden die gleiche Zelllinie nur mit 5
pfu infiziert, liel® sich kein Signal (0,94%) nachweisen. Anders verhielt es sich
bei A24, der sowohl bei 50 pfu als auch bei 5 pfu eine Signalstarke von 107,24
bzw. 70,75% bot. Wildtyp Adenovirus diente als Kontrolle.
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di520 A24

Abb. 22: E1B55K Expression im Vergleich von 5 und 50 pfu dI520

Oben links: E1B55K Expression nach Infektion von U20S Zellen mit 5 und 50 pfu
di520, oben rechts: E1B55K Expression nach Infektion von U20S Zellen mit 5
und 50 pfu A24, Unten: 1%MOPS-Gel mit RNA aus U20S Zellen infiziert mit 5 und
50 pfu A24 und di520, Wildtyp RNA als Kontrolle

E1B55k Expression nach Infektion von U20S Zellen mit 50 und 5
pfu di520 und delta24
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Tab. 8: Vergleich der E1B55K Expression in U20S Zellen infiziert mit 5 und 50
pfu d1520 und A24

(Ergebnisse aus zwei unabhdngigen Versuchen gemittelt, Standardabweichung
angegeben)
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4.3.3 E4orf6 Expression nach Infektion mit di520 nur bei hoher MOI

vergleichbar mit den Ergebnissen der A24 Infektion

Die E4orf6 Expression zeigte bei Infektion von U20S Zellen mit 50 pfu dI520
83% an. Verringerte man hier die pfu Zahl um ein Zehnfaches, reduzierte sich
die Expressionsstarke um ca. ein Achtfaches auf 1,13%. Auch hier konnte
gezeigt werden, dass A24 sowohl bei 50 pfu als auch bei 5 pfu eine mit 110 und
93% fast gleichstarke Expression aufwies.

Die Uberstdnde dieses Versuches wurden im Plaqueversuch auf ihre
Partikelbildung getestet.

di520 A24

Wt 50 5 50 5

Abb. 23: E4orf6 Expression im Vergleich von 5 und 50 pfu d1520

Oben links: E4orf6 Expression nach Infektion von U20S Zellen mit 5 und 50 pfu
di1520, oben rechts: E4orf6é Expression nach Infektion von U20S Zellen mit 5 und
50 pfu A24, unten: 1%MOPS-Gel mit RNA aus U20S Zellen infiziert mit 5 und 50
pfu A24 und dI520, Wildtyp RNA als Kontrolle

- 69 -



— Ergebnisse —

E4orf6 Expression in U20S Zellen nach Infektion von 50 und 5 pfu
di520 und delta24
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Tab. 9: Vergleich der E4orf6 Expression in U20S Zellen infiziert mit 5 und 50 pfu
di520 und A24

(Ergebnisse aus zwei unabhdngigen Versuchen gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

4.3.4 Auswertung der Infektion von U20S Zellen mit jeweils 5 und 50 pfu dI520
und A24 durch Plaque Assay

Fir den Uberstand der mit 5 pfu dI520 infizierten HEK293 Zellen ergaben sich,
bei der letzten Auszahlung nach 10 Tagen 4 Plaques bei einer Verdinnung von
10°, d.h. ein Titer von 1x10°. Der Ansatz mit der auf 50 pfu erhéhten Menge
dI520 zeigte im selben Zeitraum 1 Plaque bei einer Verdiinnung von 10’, also
betrug der Virustiter 4x10”.

HEK293 Zellen, die mit 5 pfu A24 versetzt worden waren, zeigten nach 10
Tagen 6 Plaques bei einer Verdiinnungsstufe von 10°, alles in allem also einen
Titer von 4x107. 50 pfu A24 fiihrten bei einer Verdiinnung von 10 zu 2 Plaques
und erreichten damit 8x10’. Der Titer der Wildtyp Kontrolle bewegte sich mit

einem Wert von 3x10° weit tiber allen anderen.
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Plaque Assay von 5 und 50 pfu dI520 sowie 5 und 50 pfu delta24
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45000000
40000000
35000000
30000000
25000000
20000000
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10000000
5000000
0

Partikelzahl

Wildtyp  5pfudi520 50 pfudi520 5pfudi24 50 pfu di24

Tab. 10: Vergleich der mit 5 und 50 pfu di520 und A24 infizierten U20S Zellen im
Plaque Assay, Standardabweichung angegeben

(zur besseren Darstellung der hier interessanten Bereiche von dI520 und A24
wurde die y-Achse des Diagramms auf 6x10’ begrenzt)

Die bisherigen Ergebnisse fuhrten zur Konstruktion und Untersuchung eines
neuen YB-1 abhangigen adenoviralen Vektors, der E1B55K und E4orf6 unter

der Kontrolle eines CMV Promotors exprimieren konnte.

44 Xvir03

4.4.1 Uberprufung der E1A Negativitat von Xvir03 mittels PCR

Zuerst wurde sichergestellt, dass keine der eventuell durch XvirO3 verursachten
Effekte durch Kontamination des Virus mit E1A bedingt war. Eine PCR wies
nach, dass bei Xvir03 kein E1-Signal detektierbar war, fur E2 hingegen schon.

Die Kontrolle mit Wildtyp zeigte ein deutliches E1 und E2 Signal.
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Wit Xvir03

E1 E2 1kb Leiter E1  E2

Abb. 24: Uberpriifung der E1A Deletion von Xvir03, Wildtyp als Kontrolle
Xvir03 (rechts) zeigt kein E1A Signal im Vergleich zur Wildtyp Kontrolle (links),
beide zeigen E2 Expression

4.4.2 IRES Nachweis in Xvir03 infizierten U20S Zellen

Um zu testen, ob sich im XvirO3 Virus das IRES Element nachweisen lasst,
wurden U20S Zellen mit 10 pfu Xvir03 infiziert und im Northern Blot mit der
IRES-Sonde hybridisiert. Es zeigte sich jedes Mal ein deutliches Signal.

9h 12h 24h Neg. Pos.

Abb. 25: Nachweis des IRES Elements
In der Zeitreihe gleichbleibend starke Expression des IRES Elements

4.4.3 Replikationsnachweis von Xvir03 mittels Southern Blot

Zum Replikationsnachweis wurden verschiedene Zelllinien mit 10 pfu Xvir03
infiziert. Als Kontrolle dienten zum einen Wildtyp und zum anderen U20S
Zellen, die mit 30 pfu Ad312 infiziert worden waren.

In allen Zelllinien, die mit XvirO3 infiziert worden waren, liel sich 72 h danach
ein deutliches E2 late Signal als Zeichen fir die erfolgreiche Replikation

nachweisen.
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Wt U20S+312 U373 PC3 DU145 EJ28 HelLa

Abb. 26: Nachweis der Replikation im Southern Blot mit der E2 late Sonde
auf oben angegebenen Zelllinien 72 h nach Infektion durch 10 pfu Xvir03
(bzw. zum Vergleich U20S infiziert mit 30 pfu Ad312)

4.4.4 Zytopathischer Effekt Versuch mit XvirO3 in verschiedenen Zelllinien

4441 Replikation von XvirO3 im Vergleich zu Ad312 und dI520 am

effektivsten in allen Zelllinien

DU 145 PC3 EJ28 us7

Ad312 d1520 Xvir03 Ad312 di520 Xvir03 Ad312 di520

e

2 dI1520 Xvir03

Xvir03 Ad31
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HeLa U20S

Ad312 di520 Xvir03 Ad312 dI520 Xvir02

Abb. 27: Kristallviolettfarbung von DU145, PC3, U87, U373, EJ28, HeLa und U20S
Zellen nach Infektion mit Ad312, dI520 und Xvir03
pfu Zahlen wie randstandig angegeben
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Uberlebensrate von DU145 Zellen nach Infektion mit Ad312,
di520 und Xvir03
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Tab. 11: Uberlebensrate der DU145 Zellen nach Infektion mit Ad312, di520 und
Xvir03

(Ergebnisse aus zwei unabhdngigen Versuchen gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

In DU145 Zellen zeigte der Ad312 Virus erst ab 30 pfu eine Verminderung der
Zellzahl auf 82,4%, bei 50 pfu Uberlebten noch 76,8% aller Zellen. Der dI520
Virus konnte zwar schon bei 10 pfu eine Reduktion um 14,15% erreichen, flhrte
aber bei hohere pfu Zahl von 30 auch nur zu einer Verringerung der Zellzahl auf
81,66% bzw. bei 50 pfu zu 66,1% Uberlebender Zellen. Xvir03 zeigte bereits ab
10 pfu eine deutliche lytische Aktivitat mit einer Verminderung der Zellzahl auf
65,76%. Bei 30 pfu Uberlebten hier nur noch 8,61% aller Zellen und 50 pfu

Xvir03 konnten fast alle Tumorzellen bis auf 2,23% abtoten.

-75 -



— Ergebnisse —

130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

Signalstarke in %

di1520 und Xvir03

Uberlebensrate von PC3 Zellen nach Infektion mit Ad312,

10 20 30 50

Virusmenge in pfu

= Wildtyp
O Kontrolle
m Ad312

m di520

O Xvir03

Tab. 12: Uberlebensrate von PC3 Zellen nach Infektion mit Ad312, di520 und

Xvir03

(Ergebnisse aus zwei unabhdngigen Versuchen gemittelt, Standardabweichung

angegeben)

Ad312 konnte in PC3 Zellen lediglich bei 30 pfu eine Verminderung um 15,18%
und bei 50 pfu eine Reduktion um 21,11% erreichen. dI520 hingegen konnte bei

20 pfu 31,1% aller PC3 Zellen lysieren. Hdhere pfu Zahlen wie 30 fuhrten zu
einer Tumorzellzahl von nur noch 53,51% bzw. 47,54% fur 50 pfu. Xvir03

replizierte auch hier am besten: nach Infektion mit 20 pfu verminderte sich die
Zellzahl auf 63,4%. Und im Vergleich zu dI520 wurden bei 30 pfu 66,24%
abgetdtet, bei 50 pfu sogar 74,55%.
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Uberlebensrate von EJ28 Zellen nach Infektion mit Ad312,
dI1520 und Xvir03
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Tab. 13: Uberlebensrate von EJ28 Zellen nach Infektion mit Ad312, dI1520 und
Xvir03

(Ergebnisse aus zwei unabhédngigen Versuchen gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

Auch die EJ28 Zellen wuchsen nach Infektion mit Ad312 grofRtenteils
unbeeintrachtigt weiter. Nur bei 50 pfu wurde eine Zellzahlverminderung auf
76,1% erreicht. Eine Infektion mit dI520 flihrte ab 20 pfu zu einer Stérung des
Tumorzellwachstums und einer Zellzahl von 68,28%. Im weiteren Verlauf
konnte diese Zahl durch Erhéhung der Virusmenge auf 56,1 und 20,1%
uberlebender Zellen erniedrigt werden. XvirO3 erreichte bereits bei 10 pfu eine
Abtoétung von 68,82% aller Tumorzellen. Bei 30 und 50 pfu Uberlebten nur noch

8,9 bzw.7,5% aller Tumorzellen.
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Tab. 14: Uberlebensrate von U87 Zellen nach Infektion mit Ad312, di520 und

Xvir03

(Ergebnisse aus zwei unabhdngigen Versuchen gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

Die U87 Zellen zeigte sich relativ unempfindlich gegenulber allen Viren. Selbst
bei 50 pfu Ad312 wuchsen 90,51% aller U87 Zellen unbeeintrachtigt weiter.
dI520 konnt bei 30 und 50 pfu immerhin eine Reduktion auf 74,35 und 53,47%

bewirken. XvirO3 war hier nur eine Spur effizienter: 30 pfu téteten 72,13%, 50
pfu immerhin Uber die Halfte (44,86%) aller Zellen.
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Uberlebensrate von HelLa Zellen nach Infektion mit Ad312,
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Tab. 15: Uberlebensrate von HelLa Zellen nach Infektion mit Ad312, dI520 und
Xvir03

(Ergebnisse aus zwei unabhdngigen Versuchen gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

In HeLa Zellen flihrte Ad312 auch bei hohen pfu Zahlen wie 30 und 50 pfu nur
zu einer Reduktion der Zellzahl auf 96,02 und 89,1%. Auch nach Infektion mit
di520 konnten erst 50 pfu die Zellzahl auf 49,49% erniedrigen. Davor
uberlebten mehr als 90% der Zellen. XvirO3 konnte ab 10 pfu signifikante
Effekte bei der Lyse von Tumorzellen erreichen: nur noch 18,25% aller Zellen
Uberlebten. Bei einer Steigerung auf 20 pfu konnte man die HeLa Zellen auf
14,7% reduzieren. Bei 30 pfu fanden sich nur noch 15,32% und bei 50 pfu

sogar nur noch 6,3% lebende Zellen.
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Uberlebensrate der U20S Zellen nach Infektion mit Ad312,
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Tab. 16: Uberlebensrate von U20S Zellen nach Infektion mit Ad312, di520 und
Xvir03

(Ergebnisse aus zwei unabhdngigen Versuchen gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

In U20S Zellen flhrte eine Infektion von Ad312 ab 20 pfu zu deutlicheren
Auswirkungen: es fanden sich noch 77,66% lebende Tumorzellen. Die
Reduktion der Zellzahl bewegte sich auch bei Erhdhung auf 30 und 50 pfu
weiterhin zwischen 75,64 und 74,5%.

dI520 konnte bereits ab 5 pfu eine ahnliche Verminderung der Zellzahl wie
Ad312 bei 20 pfu bewirken (77,63%). Es gelang jedoch nicht durch Erhohung
der pfu Zahl die Zellzahl weiter als 73,22% abzusenken. Xvir03 fuhrte bereits
bei 5 pfu zu einer Erniedrigung der Zellzahl auf 78,84%. Im weiteren Verlauf
wurden bei 20 pfu bis auf 23,825% alle Tumorzellen abgetdtet. 30 pfu Xvir03
uberlebten 4,38%, 50 pfu nur 2,18% aller Zellen.

4.4.4.2 Bestatigung der Replikation von XvirO3 durch lichtmikroskopische

Analyse

Unter dem Lichtmikroskop konnte man beobachten, dass die mit Ad312

infizierten DU145 Zellen kaum Anzeichen eines zytopathischen Effekts zeigten.
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Auch dI520 fahrte lichtmikroskopisch nur zu geringfligigen Veranderungen.

Xvir03 konnte bei 10 und 20 pfu schwache zytopathische Effekt Zeichen
hervorrufen, deutlich starke Lichtbrechung und abgerundete Zellen waren erst
ab 30 und 50 pfu zu beobachten. Im Vergleich zur Wildtyp Kontrolle waren bei

Xvir03 noch vereinzelt adharente, ballonierte und abgerundete Zellen sichtbar.
PC3

1 pfu

5 pfu

Abb. 28: Infektion von PC3 Zellen mit Ad312, dI520 und Xvir03

Infizierte Zellen fallen durch Abrundung und verstéarkte Lichtbrechung auf
Lichtmikroskop, 10x VergroBerung, 1) = 20x VergroBerung, pfu Zahlen
randstidndig angegeben

PC3 Zellen stellten sich lichtmikroskopisch von allen verwendetn Zelllinien am

besten dar und sind deshalb beispielhaft aufgeflihrt.
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Bei Ad312 liel3en sich keine deutlichen Lyse Zeichen erkennen.

dI520 bot unter dem Lichtmikroskop, genau wie in der Kristallviolettfarbung, in
PC3 Zellen einen deutlicheren zytopathischen Effekt als in DU145 Zellen. Ab 20
pfu lie} sich eine Auflockerung des Zellrasens feststellen, die sich bei 30 pfu
noch verstarkte. Die Zellen prasentierten sich langgezogen, abgerundet und
waren teilweise schon lysiert. Ab 50 pfu konnte man nur noch einzelne
adharente Zellen unter dem Lichtmikroskop sehen, wahrend der Grofteil der
Zellen abgetotet im Medium schwamm.

Xvir03 vermochte bereits bei 10 pfu die Zelldichte zu vermindern und zeigte bei
20 pfu deutliche Lécher im Zellrasen. Nach Infektion mit 30 pfu gab es nur noch
stellenweise adharente Zellen, die aber die typischen Infektionszeichen
aufwiesen, wahrend Uber 90% der Zellen abgetotet waren und sich vom Boden
geldst hatten.

Es konnte sowohl durch Kiristallviolettfarbung mit anschlieRender
Zellzahlbestimmung als auch durch lichtmikroskopische Aufnahmen
nachgewiesen werden, dass XvirO3 in alle untersuchten Zelllinien besser
replizierte und Zellen lysierte als Ad312 und dI520. Um auszuschliel3en, dass
diese Replikation nicht auf die Induktion der S-Phase zurlckzufihren war,

wurde dies per FACS Analyse Uberpruft.

445 Keine S-Phase Induktion durch XvirO3 in HeLa Zellen

Bei nicht infizierten Zellen fanden sich 15,7% in der S-Phase. Mit 10 pfu Wildtyp
infizierte Zellen wiesen hingegen eine S-Phasen Rate von 52,7%. 50 pfu Xvir03
zeigten in der FACS Analyse mit 22,3% eine vergleichbare Ratio wie nicht
infizierte Zellen. Als nachstes wurde die Replikationskinetik von Xvir03 mittels

der bereits bekannten E2 early und E2 late Primer untersucht.
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Abb. 29: FACS Analyse von nicht infizierten, mit Wildtyp infizierten und Xvir03
infizierten HeLa Zellen

4.4.6 E2 late Expression in XvirO3 infizierten DU145 und U20S Zellen starker

als die E2 early Expression

In diesem Versuch zeigte sich 6 h nach Infektion von 20 pfu Xvir0O3 in DU145
Zellen fur E2 early ein Signal von 18,34% im Vergleich zur Kontrolle, fur E2 late
eine Expression von 30,15%. Weitere 3 h spater stieg das Signal fur E2 early
auf 22,51%, bei E2 late auf 67,32%. Insgesamt 12 h nach Infektion liel3 sich bei
E2 early eine Signalstarke von 25,4% detektieren, wahrend E2 late mit
111,35% den Wert der Kontrolle Uberschritt. Erst nach 24 h erreichte E2 early
mit 110, 23% eine vergleichbare Expressionsstarke, das E2 late Signal lag jetzt

bei 99,24%. Der Befund wurde fur Xvir03 in einer weiteren Zelllinie Uberpruft.
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Wt 6h 9h 12h 24 h

Abb. 30: E2 early und E2 late Expression in Xvir03 infizierten DU145 Zellen

obere Reihe: Zeitreihe der E2 early Expression nach Infektion von DU145 Zellen
mit Xvir03, 10 pfu, untere Reihe: Zeitreihe der E2 late Expression nach Infektion
von DU145 Zellen mit Xvir03, 10 pfu

E2 early und E2 late Expression in DU145 Zellen nach Infektion
mit Xvir03
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Tab. 17: Quantifizierung der E2 early und E2 late Expression in DU145 Zellen
(Ergebnisse aus 3 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

Die RNA aus mit Xvir03 infizierten U20S Zellen lieferte nach 3 h ein Signal der
Starke 5,65% fur die E2 early Sonde, E2 late stellte sich mit 30,91% dar. Nach
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9 h betrug die Bande von E2 early 21,24%, E2 late hingegen erreichte schon
82,64%. Auch zum Zeitpunkt 12 h nach Infektion wurde E2 late mit 84,4%
starker exprimiert als E2 early mit 28,95%. Weitere 12 h spater, also insgesamt
24 h nach Infektion, erreichten E2 early und E2 late mit 114,82 und 106,22%

gleiche Expressionsstarke.

Abb. 31: E2 early und E2 late Expression in Xvir03 infizierten U20S Zellen

obere Reihe: Zeitreihe der E2 early Expression nach Infektion von U20S Zellen
mit Xvir03, 10 pfu; untere Reihe: Zeitreihe der E2 late Expression nach Infektion
von U20S Zellen mit Xvir03, 10 pfu
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Tab. 18: Quantifizierung der E2 early und E2 late Expression in U20S Zellen
(Ergebnisse aus 3 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

4.4.7 Immunhistochemie

Die Anfarbung von nicht infizierten Zellen mit dem spezifischen YB-1 Antikérper
ergab wie erwartet kein besonderes Verteilungsmuster. Auch Ad312 zeigte nur
zytoplasmatische und perinukleare YB-1 Anfarbung. Etwas verstarkte
Anfarbung in Kern zeigte sich zwar schon nach Infektion mit Wildtyp, doch nur
Xvir03 fuhrte zu ausschliel3licher und spezifischer YB-1 Anfarbung im Kern.

Ausgehend von diesen Ergebnissen und der in der Einleitung abgehandelten
Literatur, wurde eine mdgliche Beeinflussung der MDR/MRP Expression durch

den Yb-1 abhangigen Vektor Xvir03 postuliert und untersucht.

- 86 -



— Ergebnisse —

P -

Abb. 32: Immunhistochemische Farbung von U20S Zellen

oben links: nicht infizierte Zellen, oben rechts: Ad312 infizierte Zellen, unten
links: AdWT infizierte Zellen, unten rechts: Xvir03 infizierte Zellen

50x VergroRerung

A

4.4.8 Erniedrigung der MRP Expression in infizierten DU145 und PC3 Zellen

nach Infektion mit XvirO3 Virus

Da YB-1 auch an der Regulation der MDR/MRP Expression in vielfach-
resistenten Zellen beteiligt war, wurde der Einfluss der offensichtlich durch
Xvir03 verursachten YB-1 Kernlokalisation auf die MDR/MRP Expression
untersucht. In einem ersten Vergleich wurde eine Kontrolle aus nicht infizierten
DU145 Zellen den mit 50 pfu Ad312 und 20 pfu XvirO3 infizierten Zellen
gegenubergestellt. Um eine noch bessere Quantifizierung zu gewahrleisten,
wurde eine Hybridisierung mit GAPDH durchgefuhrt. Die Analyse zeigte, dass
im Vergleich zur Kontrolle, die MRP Expression nach Infektion von Ad312
103,26% und nach Infektion von Xvir03 45,79%. Dies entspricht einer
Reduktion um Uber die Halfte.

Dieser Befund wurde nun in anderen Zelllinien Uberpruft.
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Kontrolle Ad312 Xvir03

Abb. 33: MRP Expression in DU145 Zellen

oben: MRP Expression in DU145 Zellen nach Infektion mit 50 pfu Ad312, 10 pfu
Xvir03 und nicht infizierte Zellen als Kontrolle

unten: GAPDH Expression nach Strippen des vorhergehenden Northern Blots
und erneuter Hybridisierung zur Ladungskontrolle

MRP Expression in DU145 Zellen nach Infektion mit Ad312 und
Xvir03
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Tab. 19: Quantifizierung der MRP Expression in DU145 Zellen
(Ergebnisse aus 3 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

PC3 Zellen wurden neben 30 pfu Ad312 und Xvir03 auch mit 10 pfu Wildtyp
Virus infiziert und die MRP Expression mittels Northern Blot untersucht.

Ad312 erreichte diesmal nur 91,43% der Expressionsstarke der Kontrolle,
Wildtyp reduzierte das Signal auf 44,49%. XvirO3 fuhrte zu einer verbleibenden

Bande von 29,01% und reduzierte damit in PC3 Zellen die MRP Expression um
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ca. 70%. Die GAPDH Kontrolle zeigte fur alle gleich starke Signale bis auf
Ad312, das GAPDH deutlich starker exprimierte.

Bei weiteren Untersuchungen konzentrierte man sich auf die vielfachresistenten
Zellen wie z.B. 257RDB, die MRP und MDR besonders stark exprimieren.

K Ad312 AdWt Xvir03

Abb. 34: MRP Expression in PC3 Zellen

oben: MRP Expression in PC3 Zellen nach Infektion mit 50 pfu Ad312, 10 pfu

Wt oder Xvir03, nicht infizierte Zellen als Kontrolle

unten: GAPDH Expression nach Strippen des vorhergehenden Northern Blots
und erneuter Hybridisierung zur Ladungskontrolle

MRP Expression in PC3 Zellen nach Infektion mit Ad312, Wildtyp und
Xvir03
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Tab. 20: Quantifizierung der MRP Expression in PC3 Zellen

(Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)
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4.4.9 Erniedrigung der MDR Expression in infizierten 257RDB Zellen nach
Infektion mit Xvir03 Virus

Auch hier zeigte Ad312 gegenuber der Kontrolle keine signifikanten

Veranderungen in der Signalstarke (104,4%). Wildtyp hingegen konnte mit nur

noch 18,8% die MDR Expression am starksten reduzieren. Doch auch Xvir03
vermochte mit 34,95% die Expression von MDR in 257RDB Zellen um 65% zu
reduzieren.

K Ad312 AdWt Xvir03

Abb. 35: MDR Expression in 257RDB Zellen

oben: MDR Expression in 257RDB Zellen nach Infektion mit 50 pfu Ad312, 10 pfu
Wt oder Xvir03, nicht infizierte Zellen als Kontrolle

unten: GAPDH Expression nach Strippen des vorhergehenden Northern Blots
und erneuter Hybridisierung zur Ladungskontrolle
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MDR Expression in 257RDB Zellen nach Infektion mit Ad312, Wildtyp,
Xvir03
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Tab. 21: Quantifizierung der MDR Expression in 257RDB Zellen
(Ergebnisse aus 3 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

4.5 Kombination verschiedener Zytostatika mit Xvir03

4.5.1 Sulforhodamintest zur Bestimmung der ICso Werte von Daunorubicin,

Docetaxel und Irinotecan auf DU145 Zellen

Die Inkubation von DU145 Zellen mit Daunorubicin ergab bei einer
Konzentration von 1 nM nach 24 h eine Uberlebensrate der Zellen von 86%,
wahrend nach 48 und 72 h die Zellen schon auf 66,1 und 48,6% reduziert
wurden. Erst bei 54 nM konnten in der 24 h Zeitreihe mehr als 50 % aller Zellen
abgetotet werden (36%); bei langerer Inkubation konnten bereits 18 nM 63 %
aller Zellen in der 48 h Reihe und 67,1% aller 72h inkubierten Zellen abtoten.
Der ICso Wert lag bei 36 nM flr 24 h bzw. 9,23 nM fir 48 h und 0,9 nM fur 72 h.
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IC50 Werte nach Inkubation von DU145 Zelllen mit Daunorubicin fiir
24,48 und 72 h
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Tab. 22: IC5y, Werte nach Inkubation von DU145 Zellen mit Daunorubicin fiir 24, 48
und 72 h

(Ergebnisse aus 3 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

IC50 Werte nach Inkubation von DU145 Zellen mit Docetaxel fiir 24, 48

und 72 h
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Tab. 23: IC5 Werte nach Inkubation von DU145 Zellen mit Docetaxel fiir 24, 48
und 72 h

(Ergebnisse aus 3 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)
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Far Docetaxel konnte bei 1 nM noch kein nennenswerter Effekt festgestellt
werden: bei 24 h Inkubation Uberlebten 97,8%, bei 48 h 96,2% und nach 72 h
noch 87,5% aller Zellen. Bereits bei 3 nM reduzierte sich die Zellzahl nach 24 h
auf 66,97% bzw. 39,7 und 30,4% fur 48 und 72 h. Daher ergaben sich folgende
ICs0 Werte: fur 24 h lag der Wert bei 5,2 nM, fur 48 h bei 2,6 nM und fur 72 h bei
2,3 nM.

IC50 Werte nach Inkubation von DU145 Zellen mit Irinotecan fiir 24, 48

und 72 h
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Tab. 24: ICsy Werte nach Inkubation von DU145 Zellen mit Irinotecan fiir 24, 48
und 72 h

(Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

Irinotecan konnte in einer Konzentration von 0,5 uM nach 24 h 32,5% aller
Zellen abtoten, nach 48 h starben immerhin 47,5% und nach 72 h 48,2% aller
Zellen. Bei 1 uM Uberlebten nur noch 56,7% aller Zellen eine 24 h Inkubation,
nach 48 bzw. 72 h waren es nur noch 36,5 bzw. 21,7%. Hieraus ergaben sich

ICso Werte von 1,3 uM fur 24 h, 0,57 pM fir 48 h und 0,55 pyM fiir 72 h.
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4.5.2 Sulforhodamintest zur Bestimmung der ICso Werte von Daunorubicin,

Docetaxel und Irinotecan auf PC3 Zellen

Die PC3 Zellen =zeigten fiur 18 nM Daunorubicin nach 24 h eine
Zelluberlebensrate von 74,8%, weitere 24 h spater betrug sie nur noch 69% und
nach 72 h reduzierte sie sich auf 65,1%. Uber 50% aller Zellen starben jedoch
erst nach Inkubation mit 54 nM Daunorubicin: nach 24 h Uberlebten nur 24,3%,
nach 48 h 25,96% und nach 72 h nur noch 17,5%. Daraus ergab sich fir die

24 h Zeitreihe mit Daunorubicin ein 1Cso Wert von 36 nM, fur 48 h waren es
34nM und nach 72 h vermochten bereits 28 nM Daunorubicin 50% aller Zellen

abzutoten.

IC50 Werte nach Inkubation von PC3 Zellen mit Daunorubicin nach
24,48 und 72 h
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Tab. 25: IC5y Werte nach Inkubation von PC3 Zellen mit Daunorubicin fiir 24, 48
und 72 h

(Ergebnisse aus 3 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

Docetaxel wiederum konnte erst ab einer Konzentration von 3 nM uber 50%
aller Zellen vernichten: 51,3% Zelluberlebensrate nach 24 h, 44,2% nach 48 h
und nur noch 38,9% nach 72 h Inkubation. Unter Berlcksichtigung der
Ergebnisse fur 1 nM Konzentration Docetaxel lag der ICso Wert hiermit bei 3,1
nM fur die 24 h, 2,8 nM fir die 48 h und 2,5 nM fir die 72 h Zeitreihe.
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IC50 Werte nach Inkubation von PC3 Zellen mit Docetaxel nach 24, 48
und72h
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Tab. 26: IC5, Werte nach Inkubation von PC3 Zellen mit Docetaxel fiir 24, 48 und
72 h

(Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

In der Versuchsreihe mit Irinotecan zeigte sich nach 24 h ab einer
Konzentration von 1 uM eine verringerte Zelliberlebensrate von 65,1%, die
jedoch erst ab einer Konzentration von 6 yM deutlich Uber die Halfte auf 39,3%
reduziert werden konnte. Fur die 48 und 72 h Zeitreihe konnten ab 3 pM die
Zellzahl auf 48 und 41,8% verringern. Hieraus ergaben sich fur Irinotecan 1Cs
Werte von 4 uM (24 h), 2,8 pM (48 h) sowie 1,9 uM (72 h).

Samtliche Zeitreihen wurden dreimal unabhangig voneinander durchgefihrt,
nach den unter 3.5.22. beschriebenen Methoden berechnet und die gemittelten

Ergebnisse graphisch dargestellt.
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IC50 Werte nach Inkubation von PC3 Zellen mit Irinotecan nach 24, 48
und 72 h
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Tab. 27: IC5, Werte nach Inkubation von PC3 Zellen mit Irinotecan fiir 24, 48 und
72 h

(Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)
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4.5.3 Bessere Zelllyse durch Xvir03 im Vergleich zu Ad312 in Kombination mit
Docetaxel in PC3 Zellen

PC3 Zellen
Kontrolle Ad312 Xvir03

Docetaxel
Docetaxel 10 20 30 10 20 30 pfu
0,1 nM
| 0,5 nM
1 nM

Abb. 36: Kiristallviolettfirbung der PC3 Zellen nach Infektion mit Ad312 oder
Xvir03 in Kombination mit Docetaxel
(pfu Zahlen und Konzentrationen bei jeder Abbildung angegeben)
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Uberlebensrate von PC3 Zellen nach Infektion mit Ad312 und Xvir03 in
Kombination mit Docetaxel

110
100
90 -
80 - T

70 -
60 - W 10 pfu
m 20 pfu
0 30 pfu

50 - I
40 -
30 -
20 -
10 -

Uberlebensrate der Zellen in %

K Ad312 Xvir03 Doce Ad312 Ad312 Ad312 Xvir03 Xvir03 Xvir03
01, DO1 DOS5 D1 DOM1 DOS5 D1
0,5,1

Tab. 28: Quantifizierung der Uberlebensrate von PC3 Zellen nach Infektion mit
Xvir03 und Ad312 in Kombination mit Docetaxel

(Ergebnisse aus 2 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)

Es wurden unter Berlcksichtigung der Ergebnisse des Sulforhodamintests die
Konzentrationen 0,1, 0,5 und 1 nM fur Docetaxel gewahlt, alle unter den ICsg
Werten gelegen.

Im Vergleich zur Kontrolle, die als 100% uberlebende Zellen gewertet wurde,
konnte Ad312 bei Steigerung auf 30 pfu 18,9% aller PC3 Zellen abtdten, Xvir03
erreichte bei 30 pfu eine Erniedrigung der Zellzahl auf 75,6%. Docetaxel in
einer Konzentration von 0,1 nM zeigte eine Uberlebensrate von 90,9%, die sich
durch Erhohung der Konzentration bis auf 1 nM weiter auf 72% erniedrigen liel3.
Die Kombination von 10 pfu Ad312 und 0,1 nM Docetaxel konnte durch
Erhéhung der pfu Zahl eine Verminderung der Uberlebenden Zellen von 88,1%
auf 73,4% bewirken.

Auch bei einer erhohten Docetaxel Konzentration von 0,5 nM blieb die

Zelluberlebensrate relativ konstant bei 86,7%. Eine alleinige Steigerung der pfu
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Zahl bis auf 30 pfu konnte zusatzliche 15,8% der Tumorzellen vernichten. Diese
Uberlebensraten lieRen sich auch durch eine weitere Erhdhung der Docetaxel
Konzentration auf 1 nM kaum verringern.

XvirO3 in seiner niedrigsten pfu Zahl vermochte zusammen mit 0,1 nM
Docetaxel die Zellzahl auf 58,1% zu reduzieren. Mit der Erhdhung der pfu Zahl
fiel die Zellzahl bei 20 pfu auf 44,8% und bei 30 pfu auf 29,1% herab.

Die Kombination aus 0,5 nM Docetaxel und 10 pfu XvirO3 lie® 57,9% aller
Zellen unbeeintrachtigt weiter wachsen, wahrend 20 pfu Uber die Halfte der
Zellen sterben liel3 (35,39% Uberlebende Zellen).

Bei 1 nM Docetaxel verringerte sich die Zellzahl schon bei 10 pfu Xvir03
deutlicher auf 50,9%. Zusammen mit 20 pfu Xvir03 wurde ein Wert von 34,1%
erreicht. Hier gelang es durch Steigerung auf 30 pfu XvirO3 noch einmal
signifikant mehr Zellen abzutdten (20,8% Zelluberlebensrate). Die mit der
Kristallviolettfarbung und im Wallac® Elisa-Reader verifizierten Beobachtungen

lieRen sich auch unter dem Lichtmikroskop bestatigen.
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4.5.4 Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit XvirO3 infizierten PC3 Zellen in
Kombination mit Docetaxel

Docetaxel

0.1 nM 0,5 nM 1nM

10 20 30 pfu 10 20 30 pfu

Abb. 37: Lichtmikroskopische Aufnahmen der PC3 Zellen nach Infektion mit
Ad312 oder Xvir03 und Inkubation mit Docetaxel

(10x VergroBerungen, 1) = 20x VergroBerung, pfu Zahlen und Konzentrationen
bei jeder Abbildung angegeben)
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Die Kontrolle, Ad312 allein und Docetaxel zeigten unter dem Lichtmikroskop
einen im Wesentlichen unbeeintrachtigten Zellrasen, der gleichmaRig
gewachsen war. Bei XvirO3 konnte man ab 30 pfu schwache Anzeichen der
Lyse und Replikation erkennen. Anzeichen eines wirklichen zytopathischen
Effekts waren fir Ad312 in Kombination mit Docetaxel auch ab 30 pfu Virus und
1 nM Zytostatikum kaum auszumachen.

Xvir03 in niedrigster pfu Zahl und Docetaxel in geringster Konzentration zeigten
von vornherein ein anderes Bild als die vorhergehenden Bilder der einzelnen
Komponenten. Deutlich waren abgerundete, lysierte Zellen zu erkennen, der
Zellverband wirkte vollig aufgelost und nur vereinzelt waren am Boden noch
adharente Zellen zu beobachten, die aber meist schon die typische Abrundung
und Lichtbrechung der Vvirusinfizierten Zelle zeigten. Auch der in der
Kristallviolettfarbung offensichtliche Anstieg des zytopathischen Effekts mit
Erhohung der Konzentration und pfu Zahl liel3 sich unter dem Lichtmikroskop
nachvollziehen.

Aufgrund des bei Xvir03 von Anfang an so deutlich vorhandenen Effekts wurde
in den folgenden Versuchen die pfu Zahl niedriger gewahlt und die

Inkubationszeit des Zytostatikums variiert.
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455 Effektive Zelllyse durch XvirO3 in Kombination mit Irinotecan in PC3

Zellen

PC3 Zellen

Kontrolle

0,5 1 5 UM Irinotecan

Xvir03
12 h
D < | wn
0,5 1 5 UM Irinotecan
Xvir03
12 h
48 h

Abb. 38: Kristallviolettfairbung der mit Xvir03 und Irinotecan inkubierten PC3
Zellen
(pfu Zahlen und Konzentrationen bei jeder Abbildung angegeben)

Nach Infektion von PC3 Zellen mit XvirO3 allein zeigte sich bei 1 pfu eine

verringerte Zellzahl von 90,8%, die sich bis auf 77,5% bei 10 pfu reduzierte. Fir

Irinotecan konnte erst ab einer Konzentration von 5 yM und einer Inkubation
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von 12 h ein nennenswerter Effekt mit einer Uberlebensrate von 86,2%
beobachtet werden.

Eine Verdoppelung der Inkubationszeit fuhrte auch zu einer hoheren Zelllyse
mit nur 66,6% Zelllberlebensrate nach Inkubation mit 5 uM Irinotecan.

Auch bei der Kombination mit XvirO3 fluhrte erst eine Erhéhung der Irinotecan
Konzentration auf 5 yM zu einer weiteren Verringerung der Zelliberlebensrate
auf 88,6%.

Bei den niedrigeren Konzentrationen von Irinotecan reduzierte die Verdopplung
der Inkubationszeit die Zellzahl (94%) bei gleicher pfu Zahl von Xvir0O3 nicht
wesentlich, auch bei 5 uyM Irinotecan war mit 88,2% Uberlebenden Zellen kein
signifikanter Unterschied zu erkennen.

Eine Inkubationszeit von 48 h flr Irinotecan bei einer Konzentration von 1 yM
fuhrte zusammen mit 5 pfu XvirO3 zu einer Reduktion auf 84,1%. Fugte man 5
MM Irinotecan zu 5 pfu XvirO3 erreichte man bei derselben Inkubationszeit von
48 h einen wirklich signifikanten Effekt mit einer Zahl von nur 18,85%
uberlebenden Zellen.

Betrug die Inkubationszeit jedoch nur 12 h brachte eine Kombination mit 10 pfu
Xvir03 keine wesentlichen Vorteile: bei 0,5 uM Irinotecan Uberlebten 91,5%, bei
1 UM 90,8% und 5 uM lieRen 77,99% der Zellen unbeeintrachtigt.

Anders sah es aus bei 48 h Inkubation: zwar Uberlebten noch 91,89% aller
Zellen 0,5 uM Irinotecan, bei 1 uM waren es nur noch 65,02%.

Eine Erhéhung der Irinotecan Konzentration auf 5 yM mit einer Inkubationszeit
von 48h und in Kombination mit 10 pfu Xvir03 fuhrte zum deutlichsten und
signifkantesten zytopathischen Effekt, d.h. eine Verringerung der Zellzahl auf
13,7%.

So konnte gezeigt werden, dass Irinotecan unterhalb seines ICsy Wertes
zusammen mit Xvir03 in einer pfu Zahl, die normalerweise weniger als 50% der
Zellen zu téten vermag, PC3 Zellen besser und effektiver lysieren konnte. Auch
hier wurden die in der Kristallviolettfarbung sichtbaren Effekte unter dem

Lichtmikroskop kontrolliert.
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Uberlebensrate von PC3 Zellen nach Infektion mit Xvir03 in Kombination
mit Irinotecan
110
100 - TT TT T TT T - T
90 - | I = u I
= 8 B N . B
el B il N
5 60 [ B L |mIrino 0,5 pM
@ | - ®Irino 1 pM
2 50 | = OIrino 5 uM
40
el B B
D
il . R
"] - i i
0 _
K Xvir03 112 h 148 h Xvir03Xvir03Xvir03Xvir03Xvir03Xvir03
1,5,10 1pfu 1pfu 5pfu 5pfu 10 pfu10 pfu
pfu 112h 148 h 112h 148h 112h 148 h

Tab. 29: Quantifizierung der Uberlebensrate von PC3 Zellen nach Infektion mit
Xvir03 in Kombination mit Irinotecan

(Ergebnisse aus 2 unabhdngigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)
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4.5.6 Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit XvirO3 infizierten und mit

Irinotecan inkubierten PC3 Zellen

Kontrolle

Irinotecan

0,5uM

Xvir03
1 pfu
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Irinotecan

12 h Xvir03
5 pfu
d 48 h
Xvir03
10 pfu

Abb. 39: Lichtmikroskopische Aufnahmen der PC3 Zellen nach Infektion mit
Xvir03 und Inkubation mit Irinotecan in unterschiedlichen Kombinationen
(Lichtmikroskopie, 10x VergroRerung, 1) = 20x VergroRerung, pfu Zahlen und
Konzentrationen bei jeder Abbildung angegeben)

Die Konzentrationen fur Irinotecan wurden mit 0,5, 1 und 5 yM zumindest fur
den letzten Wert etwas Uber den ermittelten 1Cso Werten angesetzt um einen
moglicherweise noch deutlicheren zytopathischen Effekt zu erzielen.

Unter dem Lichtmikroskop zeigten die Kontrollen einen gleichmafligen, ebenen
Zellrasen ohne Unterbrechungen. Lediglich in der 20x Vergréfderung konnte
man bei 10 pfu XvirO3 kleinere Anzeichen flr verstarkte Lichtbrechung und
abgerundete Zellen entdecken.

In Kombination mit XvirO3 waren zwar bei 5 pyM fuar 12 h schon kleine
Auffalligkeiten zu sehen, deutliche zytopathische Effekt Zeichen lieRen sich

aber erst nach 48 h lichtmikroskopisch nachweisen und Uberraschten durch ihre
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Deutlichkeit im Vergleich zur Kristallviolettfarbung. Auch bei 5 pfu Xvir03
konnten in Kombination mit Irinotecan nur ab 5 yM und Inkubation fir 48 h
deutliche Zeichen der Virusreplikation und Lyse unter dem Lichtmikroskop
beobachtet werden. Diese standen im Einklang mit den Ergebnissen der
Kristallviolettfarbung.

10 pfu Xvir03 zeigten zusammen mit 0,5 oder 1uM Irinotecan kaum einen
Effekt, hingegen erreichte dieselbe pfu Zahl mit 5 yM eine Verringerung der
Zelldichte und Abrundung der Zellen schon bei einer Inkubationszeit von 12 h.
Bei 0,5 uM konnte durch Verlangerung der Inkubationszeit auf 48 h kein
zusatzlicher Effekt erzielt werden, wahrend bei 1 uM Irinotecan immerhin eine
Auflockerung der Zellrasens und stellenweise Lysezeichen zu erkennen waren.
Am deutlichsten trat der synergistische Effekt unter dem Lichtmikroskop jedoch

bei 10 pfu Xvir03 und 5 uM Irinotecan fir 48 h hervor.

4.5.7 Effektive Zelllyse durch Xvir03 in Kombination mit Daunorubicin in
DU145 Zellen

Nachdem sich fur Irinotecan oberhalb der ICso Werte kein signifikant besserer
Effekt in Kombination mit XvirO3 gezeigt hatte, wurden fur die Versuchsreihe
der DU145 Zellen mit Daunorubicin die Konzentrationen unterhalb der 1Cs
Werte gewahit.

Die hochste Konzentration von 18 nM Daunorubicin vermochte nach 48h die
Zellzahl auf 80,83% zu reduzieren. Die hochste pfu Zahl XvirO3 konnte diese
auf immerhin 77,76% verringern.

Bereits 1 pfu Xvir03 konnte in Kombination mit 18 nM Daunorubicin eine
Zelluberlebensrate von nur noch 25,45% nach 12 h bzw. 12,92% nach 48 h
erreichen. Ein deutlich supraadditiver Effekt gegenuber den Werten, die Xvir03
und Daunorubicin allein erzielten. 5 und 10 pfu XvirO3 konnten den Effekt nur
noch ein wenig verstarken und erreichten Zelliberlebensraten von 14,5 und
13,6% nach 12 h sowie 8,92 und 5,89% nach 48 h.
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Kontrolle Daunorubicin

12h Xvir03
1 pfu
48 h
Daunorubicin
1 9 18nM
' | 12n 12 h
Xvir03
; 48h agn| °PM
Xvir03
12 h
Xvir03
10 pfu
48 h P

Abb. 40: Kristallviolettfarbung von DU145 Zellen nach Infektion mit Xvir03 und
Daunorubicin in unterschiedlichen Konzentrationen
(pfu Zahlen und Konzentrationen bei jeder Abbildung angegeben)
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Uberlebensrate von DU145 Zellen nach Infektion mit Xvir03 in Kombination
mit Daunorubicin

120
110 T
100 -
90 -
80 -
70 - H1nM
60 - B9 nM
50 - 018 nM
40 -
30 -
20 -
10 -

Uberlebensrate in %

K Dauno Dauno Xvir03 Xvir03 Xvir03 Xvir03 Xvir03 Xvir03 Xvir03
12h 48h 1,5,10 1 pfu 5pfu 10 pfu 1 pf D 5pfu 10 pfu
pfu D12h D12h D12h 48h D48h D48h

Tab. 30: Quantifizierung der Uberlebensrate von DU145 Zellen nach Infektion mit
Xvir03 in Kombination mit Daunorubicin

(Ergebnisse aus 2 unabhangigen Experimenten gemittelt, Standardabweichung
angegeben)
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5 Diskussion

5.1 Der Einsatz von adenoviralen Vektoren in der Gentherapie

Die Therapie von Tumorerkrankungen wird heutzutage vor allem durch die
Resistenzentwicklung limitiert. Insbesondere die nach der chirurgischen
Resektion bei vielen Tumorarten oftmals erforderlichen Zusatztherapien wie
Chemo- oder Radiotherapie stolen aufgrund ihrer Toxizitat immer wieder an
die Grenzen des Machbaren. Die Effektivitat dieser Therapien zu erhdhen ohne
gleichzeitig die toxischen Nebenwirkungen zu verstarken ist eine der
wichtigsten Zielsetzungen in der onkolytischen Tumortherapie.

Seit langerem wird auf dem Gebiet der viralen Gentherapie nach Mdglichkeiten
geforscht, diese moglichst selektiv und spezifisch zur Replikation und
Zerstorung in Tumorzellen einzusetzen. Die bereits zuvor beschriebenen
Mdglichkeiten umfassen den Einsatz gewebespezifischer Promotoren in
Vektorsystemen [68, 168, 226], p53 abhangige Vektoren [17], Adenoviren, die
selektiv in Zellen mit defektem pRb Signalweg replizieren [51, 73] sowie YB-1
abhangige, onkolytische Viren [77, 78]. Insbesondere fur die Selektivitat der
verwendeten Vektoren ist eine genaue Kenntnis des adenovirale Genoms und
seiner Regulation unerlasslich.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der adenovirale E2 late Promoter
starker und deutlicher als E2 early bei Replikation von E1A deletierten
Adenoviren in verschiedenen Tumorzellen aktiviert wird und dies auch fur den
Wildtyp Adenovirus Ad5 nachweisbar ist. Zudem konnte bei dI520 eine
deutliche Korrelation zwischen MOI der Adenoviren und Aktivierung der
E1B55K und E40rf6 Gene hergestellt werden, die sich allerdings nicht eins zu
eins in der Anzahl der Viruspartikel wiederspiegelte. A24 hingegen zeigte eine
gleich bleibend hohe Expression dieser beiden Gene, unbeeinflul3t von der
MOI. Basierend auf diesen und anderen in der Arbeitsgruppe Holm erhobenen
Erkenntnissen wurde der E1A unabhangige Vektor Xvir03 entwickelt, der nur
uber E1B55K und E4orf6 unter Kontrolle eines CMV Promotors verflugte und in

verschiedenen Tumorzellen erfolgreich replizieren und virale Lyse auslosen
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konnte. Nach Infektion mit Xvir03 wurde YB-1 im Kern nachweisbar. Auch die
Expression der Vielfachresistenzgene MDR und MRP verringerte sich. In
Kombination mit Zytostatika =zeigte er eine deutliche Steigerung des
zytopathischen Effekts. Somit wurde ein neuer, vielversprechender Ansatz
gefunden, vielfachresistente Tumorzellen durch einen YB-1 abhangigen,
onkolytischen Adenovirus in Kombination mit Ublichen Standardtherapien

abzutoéten.

5.2 Die Aktivierung der E2 Gene durch die untersuchten Vektoren

5.2.1 Ad312

Die hier zuerst getesteten Viren Ad312, dI520 und A24 sind schon in vielen
Aspekten untersucht und beschrieben worden.

Ad312 wurde 1979 erstmals von Shenk und Jones beschrieben [91]. Er vermag
E2F nicht zu aktivieren und seine Wirkung in Tumorzellen wird als nur schwach
lytisch beschrieben.

Es ist jedoch bekannt, dass der E1A deletierte Ad312 bei hoher MOI auf einem
E1A unabhangigen Weg in Tumorzellen zu replizieren vermag [142, 186]. Holm
et. al. konnten zeigen, dass sowohl Ad312 als auch dI520 vielfachresistente
Tumorzellen, bei denen YB-1 im Kern akkumuliert [6], lysieren kann [78]. Da
Ad312 E2F nicht aktivieren kann, konnte diese Replikation durch den E2 late
Promotor gesteuert sein. Zumal eine Ad312 Infektion mit hohen MOI zu einer
diffusen Anhaufung von YB-1 im Kern flhrt [77]. Eine Erklarung dieser
Korrelation zwischen E1A unabhangiger Replikation bei hohen MOI und
gleichzeitiger Anhaufung von YB-1 im Kern konnte der Replikationsweg uber
den E2 late Promotor liefern.

Da MOI Uuber 100 pfu/Zelle auch zur Partikelbildung fuhrt, kann man
schlussfolgern, dass der MLP Promotor die spaten adenoviralen Gene
ausreichend exprimieren kann. Der unzureichende zytopathische Effekt und die
fehlende Freisetzung der viralen Partikel sind vermutlich auf die nicht
ausreichende Expression des E3-ADP Gens trotz Aktivierung des MLPs

zuruckzufuhren [56, 203] . Sowohl die Kristallviolettfarbungen als auch die
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quantitativen Analysen und die lichtmikroskopischen Aufnahmen bestatigten
diese zuvor durch andere Arbeitsgruppen erhobenen Ergebnisse (Abb. 11-14,
27-28). Insbesondere ist zu berucksichtigen, dass auch in hier verwendeten
vielfachresistenten Zelllinien keine MOI Uber 100 erreicht wurde. Der Vektor
diente hier lediglich in seinem Unvermdgen E2F zu aktivieren als Kontrolle fur
den E1A deletierten Vektor Xvir03. Die zuvor angesprochenen Ergebnisse
unterstitzen die These der E2 late vermittelten Replikation, ihr endgultiger

Beweis war und konnte jedoch nicht das Ziel dieser Arbeit sein.

5.2.2 dI520

Der Vektor dI520 wurde unter anderem von Mymryk 1994 eingehend
beschrieben [138]. Er weist eine Deletion der CR3 Domane des E1A Gens auf
und kann daher nur eine verkirzte 12S mRNA produzieren. Nur das
vollstandige 13S Protein aktiviert die viralen E2-E4 Gene [45, 46, 177]. Daher
ist er als replikationsdefizienter Virus zu betrachten, obwohl er in Abhangigkeit
von der Zelllinie auch den viralen E2 early Promotor aktivieren kann [89, 137].
Das 12S Protein vermag zumindest Gene der spaten G2-Phase zu aktivieren,
insbesondere Cyclin A [229].

Generell kann dieser Vektor ab einer MOI Uber 50 durchaus zur Zelllyse fuhren.
Zuletzt richtete sich besonderes Augenmerk auf seinen therapeutischen Effekt
in Kombination mit Radio- oder Chemotherapie [16]. Ubereinstimmend mit der
bisher verfugbaren Literatur konnte dI520 in allen drei Zelllinien erst ab 50 pfu
einen deutlichen lytischen Effekt induzieren, der sich sowohl quantitativ als
auch lichtmikroskopisch bestatigen lie (Abb. 11-14). Der direkte Vergleich zu
A24 in der Aktivierung von E4orf6 und E1B55K wird unter Absatz 5.3
besprochen.

5.2.3 A24
A24, zuerst im Jahr 1991 beschrieben [177] und durch eine kurze Deletion in
der CR2-Domane charakterisiert, die eine pRB abhangige Replikation bedingt,

wurde ebenfalls eingehend studiert. So bietet sich dieses Virus gerade flr

Glioblastome an, bei denen uberproportional haufig die pRB und p53
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Signalwege defekt sind [30]. Es konnte bereits gezeigt werden, das A24 in
verschiedenen Tumorzelllinien repliziert, wahrend in gesunden Zellen keine
Vermehrung stattfindet [73]. Auch wurde die Infektiositat des Vektors schon
durch Einfugen eines RGD Motivs verbessert [106] und seine erhohte
Wirksamkeit in Kombination mit Irinotecan gezeigt [59].

Der direkte Vergleich dieser drei Viren zeigte, dass A24 in jeder Zelllinie am
besten replizierte und lysierte (Abb. 11-14). Auch hier zeigte die quantitative
und lichtmikroskopische Uberpriifung das gleiche Ergebnis.

Damit bestatigen die bisherigen Versuche die Ergebnisse der Literatur, die im
hier gezeigten direkten Vergleich eine deutliche Uberlegenheit von A24
erwarten liel3en.

Bei allen drei Vektoren handelte es sich um im E1A Gen veranderte Vektoren,
deren Replikationsmechanismus uber E1A und E2F an verschiedenen Punkten
gestort war. Dennoch unterschieden sie sich teils bis zum 100 fachen in ihrer
Potenz Zellen zu lysieren. Da A24 am effektivsten zur Zelllyse fuhrte, wurde er

auf seine Repliaktionskinetik untersucht.

5.2.4 Kinetik der E2 early und E2 late Aktivierung

Erste Hinweise ergaben im Northern Blot, dass der E1A abhangige Uber E2F
aktivierte E2 early Promotor [100, 101, 115-117] nicht so frih und nicht so stark
exprimiert wurde, wie bisher angenommen. Der E2 late Promotor war
ubereinstimmend mit bisherigen Erkenntnissen erst 6 h nach Infektion
nachweisbar [26, 58, 196], dies aber im semiquantitativen Northern Blot
Nachweis wesentlich starker als E2 early (Abb. 17-19). Erstaunlich war jedoch,
dass sich das E2 early Gen erst nach 12 h Uberhaupt nachweisen liel3. In der
quantitativen Auswertung lagen die E2 late Signale jeweils deutlich Gber den E2
early Signalen (Tab. 4-6).

Desweiteren lie3en sich diese Ergebnisse flir den Zeitpunkt 3 h nach Infektion
auch durch eine semiquantitative RT-PCR in HeLa und U20S Zellen bestatigen
(Ergebnisse nicht dargestellt). Eine spater durchgefuhrte quantitative Analyse
mittels TagMan RT-PCR zeigte jedoch keinen Unterschied zwischen E2 early
und E2 late (Holm P.S., personliche Mitteilung).
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Die Ergebnisse des Northern Blots deuten darauf hin, dass das E2 late Gen
friher und vor allem starker aktiv ist als bisher angenommen, wahrend E2 early
zwar nach 3 h aktiviert wird, die transkribierte RNA in ihrer Menge aber so
gering ist, dass sie im Northern Blot nicht nachweisbar ist. Da die TagMan
Analyse diesem Befund zu widersprechen scheint, kdnnte man sich vorstellen,
dass E2 early zwar am Anfang aktiv ist, jedoch nur in geringen Mengen
unterhalb der Nachweisgrenze bendtigt wird, um das E2 late Gen zu aktivieren,
das quantitativ, aber eventuell auch qualitativ, eine wesentlich groiere Rolle fur
die adenovirale Replikation spielt als bisher angenommen. Natirlich handelt es
sich hier um Untersuchungen mit E1A deletierten oder mutierten adenoviralen
Vektoren in Tumorzellen. Doch auch fur den Wildtyp Adenovirus konnte dieses
Ergebnis (Abb. 20) nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen mussen
also klaren, ob dieses Prinzip moglicherweise auf die allgemeine adenovirale
Replikation anwendbar ist. Eine negative Beeinflussung der quantitativen
Auswertung durch die Verwendung des Gels als Ladekontrolle ist prinzipiell
nicht auszuschlie®en. Insbesondere die fehlende Bestatigung der Ergebnisse
durch die RT-PCR lasst diese Moglichkeit zu. So wurde, wie unter 5.5.1
ausgefuhrt, im weiteren Verlauf ein so genanntes ,house keeping“ Gen,
GAPDH, welches in gleich bleibender Menge kontinuierlich exprimiert wird,
ausgewahlt, um eine validere Quantifizierung der Ergebnisse zu gewahrleisten.
Zu diskutieren ware jedoch auch, ob es sich um ein durch die Auswahl der
Sonden bedingtes Ergebnis handelt. Da jedoch beide jeweils nur ihren
spezifischen Abschnitt im E2 Gen nachweisen, kann dies ausgeschlossen
werden.

Insbesondere waren spezifischen Deletionen der beiden Promotoren und
erneute Kinetikanalysen von Interesse. Dies durfte sich aufgrund der
beidseitigen Ableserichtung der adenoviralen DNA etwas schwierig gestalten,
da man beispielsweise bei Deletion des E2 early Promotors automatisch die

Expression der spaten Gene beeinflussen wirde.
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5.3 Die besondere Rolle von E1B55K und E4orf6

E1B55K bringt zusammen mit E4orf6 den Transkriptionsfaktor p53 ins
Zytoplasma, wo dieser degradiert und abgebaut wird. So wird der ansonsten
durch p53 induzierten Apoptose entgegengewirkt [125, 161-163, 218]. Neuere
Ergebnisse haben allerdings gezeigt, dass diese Apoptose nicht unbedingt
hinderlich flr die adenovirale Replikation sein muss [75].

In der spaten Phase unterstitzen beide die Anhaufung von viraler mRNA,
indem sie diese fur die virale Partikelproduktion vom Nukleus ins Zytoplasma
transportieren [4]. Beide spielen eine wichtige Rolle bei der E1A unabhangigen
adenoviralen Replikation [214].

Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass YB-1 den E2 late Promoter
durch seine Translokation in den Kern mit Hilfe von E1B55K und E4orf6
aktivieren kann [77] und man fur A24 eine deutlich starkere E2 late Aktivitat als
bisher angenommen nachwies, musste man naturlich annehmen, dass E1B55K
und E4orf6 hier eventuell eine wichtige Rolle spielten. Es stellte sich heraus,
dass geringe MOI A24 ausreichten, um sowohl eine starke Transkription von
E1B55K als auch von E4 orf6 zu induzieren (Abb. 21, Tab. 8). Im Gegensatz
hierzu konnten geringe MOI dI520 beide Faktoren nur ungenugend aktivieren.
Erst bei hohen MOI dI520 konnten beide wieder in gleichem Malie wie selbst
bei niedrigen MOl A24 nachgewiesen werden (Abb. 22). Dies wurde durch die
quantitativen Auswertungen bestatigt (Tab. 9).

Auch wenn man davon ausgehen muss, dass allein hdhere MOI
selbstverstandlich zu einer starkeren Expression aller adenoviralen Gene
fuhren, zeigt die Betrachtung des Plaque Assays zwar einen Unterschied der
Partikelzahl; dieser ist jedoch bei geringen MOI nicht hoch genug um als
alleinige Erklarung der unterschiedlichen E1B55K und E4orf6 Genexpressionen
zu genugen. Dagegen unterscheiden sich die Titer beider Viren bei hohen MOI
nicht mehr (Tab. 10).

Der hohe Titer des Wildtyp Adenovirus konnte unter Umstéanden eine
Kontamination vermuten lassen, da eine so hohe Partikelzahl im Plaque Assay

sonst nicht erreicht wurde (Holm, P.S, personliche Mitteilung).
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Zwar ist diese nicht mit vollstandiger Sicherheit auszuschliel3en, jedoch scheine
die ubrigen Partikelzahlen in ihrer Unterschiedlichkeit nicht durch Wildtyp
kontaminert zu sein. Eine effektivere Aktivierung von E2 late Uber eine
verstarkte E1B55K und E4orf6 Expression musste zu einer hoheren
Partikelzahl fuhren. Da diese Ergebnisse sich zum damaligen Zeitpunkt
reproduzieren lieen, kann man einen moglichen anderen Replikationsweg als
den hier postulierten nicht ausschlielen. Mittlerweile hat eine Wiederholung der
Versuchsreihe gezeigt, dass die unterschiedliche Aktivierung der
Genexpression sich auch in der Partikelzahl wiederspiegelt (Holm, P.S,
personliche Mitteilung). So kann hierbei auch eine eventuelle Kontamination
der verwendeten Zellchargen nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen
werden.

Die fur Ad312 und dI520 effektivere Replikation in vielfachresistenten Zellen
[78] lielke sich durch die in diesen Zellen nachgewiesene Anhaufung von YB-1
im Kern erklaren [6], die den Transport durch E1B55K und E4orf6 schon nicht
mehr bendtigt. A24 hingegen kann effizient E1B55K und E4orf6 schon bei
kleinen MOI aktivieren, daher E1A unabhangig replizieren und effektiv

Tumorzellen lysieren.

Insgesamt unterstitzen diese Ergebnisse die Theorie eines effektiven
Replikationswegs abseits des Uber E2F aktivierten E2 early Gens und lassen
hoffen mit dem E2 late Promotor und Hilfe von YB-1, E1B55K und E4orf6 eine
Moglichkeit, selektiv. Tumorzellen zu zerstoren, gefunden zu haben.

Insbesondere gilt dies fur vielfachresistente Tumorzellen.

5.4 Replikation und Charakteristika von Xvir03

5.4.1 Replikation von Xvir03 in Tumorzellen

YB-1 ermdglicht E1A deletierten Viren die Vermehrung in Tumorzellen mit
Induktion eines zytopathischen Effektes und viraler Partikelfreisetzung, indem

es direkt die adenovirale Replikation unterstutzt [56, 66, 77, 78]. Ausgehend
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von diesen Ergebnissen wurde ein Vektor entwickelt, der E1B55K und E4orf6
enthalt, aber eine Deletion sowohl des E1 als auch E3 Gens aufweist und somit
in Tumorzellen mit Uberexprimierten YB-1 dieses in den Kern translozieren
kann.

Um eine E1A Kontamination unter allen Umstanden auszuschlie3en, wurde die
erfolgreiche E1A Deletion durch PCR nachgewiesen (Abb. 24). Somit konnte
keiner der beobachteten Effekte auf eine versehentliche Kontamination mit E1A
zuruckzufuhren sein. Zusatzlich wurde ein IRES Element erfolgreich eingefugt
(Abb. 25).

Im Vergleich mit Ad312 und dI520 zeigte XvirO3 eine bessere Replikation und
Lyse in allen untersuchten Zelllinien, sowohl in der Kristallviolettfarbung als
auch unter dem Lichtmikroskop (Abb. 26-28). Berucksichtigt man dabei, dass
es sich bei Ad312 um einen E1A deletierten Vektor handelt, zeigt die bessere
Effektivitat von Xvir03, seines Zeichens ebenfalls E1A und E3 deletiert, dass
uber YB-1 bzw. E2 late eine ausreichende und potente Replikation erfolgen
kann. Auch im Vergleich zu dI520, der zwar als replikationsdefizienter Virus
anzusehen ist, jedoch durch sein 12S Protein abhangig von der infizierten
Zelllinie immerhin die Transkription des E2 early Promotors teilweise in Gang
setzen kann [89, 118, 138], zeigte XvirO3 einen groReren zytopathischen Effekt.
Die erfolgreiche Replikation lief3 sich auch im Southern Blot bestatigen (Abb.
26). Jedoch muss man die Ergebnisse der HelLa Zelllinie kritisch betrachten.
Sie unterschieden sich in den einzelnen Versuchsreihen stark in ihrer
Lysierbarkeit druch XvirO3 und die gemittelten Werte entsprachen nicht der als
einigermalien reprasentativ ausgewahlten Kristallviolettfarbung. Dies konnte an
der hdheren Empfindlichkeit der HeLa Zellen im Vergleich zu den verwendeten
vielfachresistenten Tumorzelllinien liegen, die daher vielleicht starker durch die
Dichte des Zellrasens im Vergleich zur Partikelzahl des Virus zum Zeitpunkt der
Infektion beeinflusst wurden.

Die Analyse unter dem Lichtmikroskop bestatigte zudem, dass es sich in erster

Linie um einen Effekt der viralen Replikation und Lyse handelte (Abb. 28).
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Zwar konnte bereits nachgewiesen werden, dass XvirO3 in Fibroblasten auch
bei sehr hohen MOI nicht repliziert, flr die weiteren Schritte Richtung Klinik ist
es jedoch unbedingt erforderlich, den Virus und eine eventuelle Replikation in
nicht tumorgenen Zellen zu Uberprufen und das Augenmerk insbesondere auf
GefalRzellen zu richten, die bei einer Applikation logischerweise als erste

betroffen sind.

5.4.2 Keine Induktion der S-Phase durch Xvir03

Die Interaktion von E1A mit pRb setzt E2F frei und erméglicht so den Ubertritt in
die S-Phase, ein wichtiger Schritt in der adenoviralen Replikation ohne den
diese an Effektivitat verliert [103]. Xvir03 induzierte im Vergleich mit Adenovirus
Wildtyp infizierten Zellen keine S-Phase (Abb. 29) in der FACS Analyse. Zum
einen konnte so nochmals eine mogliche E1A Kontamination ausgeschlossen
werden. Zum anderen zeigten die zytopathischen Effekt Versuche eine starke
Replikation und Zelllyse, wahrend XvirO3 aber offensichtlich keine S-Phase
inuzieren konnte. Die Replikation scheint in diesem Fall Uber E1B55K und
E4orf6 und deren Mitwirkung bei der Translokation von YB-1 in den Kern zu

erfolgen.

5.4.3 Kinetik der E2 early und E2 late Expression bei Xvir03

Auch fur XvirO3 konnte die schon zuvor festgestellte Dominanz des E2 late
Gens zumindest im Northern Blot nachgewiesen werden.

In DU145 und U20S Zellen waren die quantitativen Unterschiede zwischen E2
early Gen und E2 late gerade bei den 9 und 12 h Zeitpunkten teilweise bis zu
4fach hoher fur E2 late. E2 early liell sich wiederum kaum nach 12h
nachweisen und entfaltete seine Signalstarke erst bei 24 h (Abb. 30-31, Tab.
16-17). Unter Berlcksichtigung der TagMan RT-PCR lasst sich dieser
scheinbare Widerspruch zur bisherigen Literatur [26, 57]; [196], wie unter 5.2.4
aufgefuhrt, auflésen, wenn man davon ausgeht, dass auch bei der Replikation
von Xvir03 E2 early in geringster Menge fir den Beginn bendtigt wird, dann

jedoch der E2 late Promotor quantitativ iberwiegt.
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5.4.4 YB-1 Nachweis im Kern nach Infektion mit XvirO3

Die Immunhistochemie zeigte, dass nach Infektion mit Xvir03, im Gegensatz zu
nicht infizierten, mit Wildtyp oder Ad312 infizierten Zellen, YB-1 sich im Kern der
Zellen anfarben liel3. Bei einem E1B55K deletierten Vektor konnte YB-1 nicht im
Kern angefarbt werden [77]. FUr AdYB-1 konnte zusammen mit E1B55K nur ein
geringer Einfluly auf die virale Partikelbildung nachgewiesen werden, lediglich
die Kombination mit zusatzlich E4orf6é flihrte zu einer starken Erhéhung der
Virusproduktion (Holm, P.S., personliche Mitteilung). Folglich besteht eine
Korrelation zwischen E1B55K, E4orf6, im Kern lokalisierten YB-1 und
Virusproduktion bzw. —freisetzung.

Von Interesse ware noch, ob ein E4orf6 deletierter Vektor YB-1 in den Kern
treiben kann.

Fest steht, dass mit XvirO3 ein Vektor hergestellt worden ist, der aufgrund
seiner E1A unabhangigen Expression in Tumorzellen replizieren kann ohne die
S-Phase zu induzieren und dessen Replikation von YB-1 und dem E2 late
Promotor wenn nicht abhangig, so doch zumindest aufgrund seiner E1A

Deletion mit ihnen assoziiert sein muss.

5.5 Xvir03 und Vielfachresistenz

5.5.1 Abschwachung des MDR oder MRP Signals durch Xvir03

Viel wurde in den letzten Jahren unternommen um Herr des Problems der
Vielfachresistenz von Tumorzellen zu werden [199]. So sind mittlerweile mit
Sulindac [146] und Schisandrin B [113, 194] zwei spezifische MRP1-Inhibitoren
entwickelt und zum Teil schon in Phase | klinischen Studien getestet worden
[146]. Ein Problem bleibt nach wie vor jedoch die zusatzliche Toxizitat dieser
Mittel, so wurde beispielsweise eine Studie mit dem Inhibitor PC833 bei AML
vorzeitig abgebrochen [110]. Auf’erdem kann der Inhibitor immer nur ein
spezifisches Protein hemmen, da MDR und MRP Proteine nur eine geringe
Homologie in ihrer Struktur aufweisen [206, 207].
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Einzelne Tumorarten haben jedoch meistens auch unterschiedliche molekulare
Grundlagen fur ihre Vielfachresistenz [35, 62, 94], so dass kaum ein allgemein
wirksames Medikament gegen Vielfachresistenz gefunden werden kann. Daher
scheint es viel versprechend zu sein, sich auf die Promotoren beider Gene zu
konzentrieren, die ihrerseits immerhin eine Gemeinsamkeit aufweisen kdnnen:
sie werden alle Uber Y-Boxen gesteuert [112, 148, 151].

Hierbei boten sich insbesondere die Prostatakarzinom DU145 und PC3 Zellen
an, die eine Uberexpression von MRP 1 aufweisen [32], sowie die 257 RDB
Zellen, bei denen die Vielfachresistenz auf MDR Expression zurlckzuflhren ist
[35]. Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass XvirO3 in diesen Zellen
erfolgreich replizierte, zeigte sich im Northern Blot eine Abschwachung des
MRP bzw. MDR Signals in Xvir03 infizierten DU145, PC3 und 257RDB Zellen
(Abb. 33-35). Die Abschwachung des MRP Signals auf Northern Blot Ebene
betrug bis zu 70% (Abb. 33,34). Durch die nachfolgende Hybridisierung mit
GAPDH konnte aullerdem gezeigt werden, dass es sich hierbei nicht um eine
generelle Herunterregulierung des Wirtszellstoffwechsels durch den Virus
handelte, da dieses Signal unbeeintrachtigt war.

Obwohl schon verschiedenste Systeme mit MDR/MRP Inhibitoren [146, 194]
und Ribozymen [102, 127, 153] untersucht wurden, kam es bisher noch zu
keinem entscheidenden Erfolg gegenuber vielfachresistenten Tumorzellen bzw.
es blieb das Problem bestehen, dass diese Stoffe jeweils nur eine Form der
Vielfachresistenz bezwingen konnten. Durch die hier gezeigten Ergebnisse
eroffnet sich vielleicht die Moglichkeit Uber gezielten Angriff an den Promotoren
beide Gene der Vielfachresistenz ausschalten zu kénnen. So konnte sich der
gezeigte Effekt durch den Uber E1B55K und E4orf6 erfolgenden Transport von
YB-1 in den Kern und der dortigen Verwendung fur die Aktivierung des E2 late
Promotors und damit fur die adenovirale Replikation erklaren lassen, da dieses
danach fur die Aktivierung der MDR/MRP Gene nicht mehr zur Verfugung steht.
Ein direkter Beweis dieser Abhangigkeit steht noch aus, jedoch konnte
mittlerweile bereits gezeigt werden, dass die Reduktion der MDR/MRP Gene
auch auf Proteinebene stattfindet [121]. Somit ist die Weiterentwicklung dieses

Ansatzes bis hin zu klinischen Studien vielversprechend.
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5.6 Kombinationstherapie

5.6.1 Kombination von adenoviralen Vektoren mit Zytostatika

Bald nach den ersten Erfolgen in der adenoviralen Gentherapie begann man
adenovirale  Vektoren mit den gangigen Therapieschemata der
Krebsbehandlung zu kombinieren [48, 145, 208]. Es zeigte sich ein additiver bis
supraadditiver Effekt fur die meisten Kombinationen [59, 226]. Selbst eine
Kombination aus Bestrahlung, Chemotherapie und adenoviraler Gentherapie
konnte deutliche Erfolge ohne UbermaRige Steigerung der Toxizitat erzielen
[47].

Die Ursachen des additiven Effekts der Kombinationstherapie sind nicht ganz
klar: es wird diskutiert, dass Bestrahlung oder Chemotherapie zusatzlich
Apoptose induzieren kdnnen oder generell ein begunstigendes Umfeld fur die
virale Replikation schaffen [74, 226, 228]. Beide Therapien flhren zu einer
verstarkten Expression von YB-1 und zu dessen Kernlokalisation [16]. Es
konnte aber fir A24 auch eine direkte Erhdhung der Toposiomerase | Aktivitat
und konsekutiv eine verbessserte Irinotecan Wirkung nachgewiesen werden
[59].

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde XvirO3 in dieser Arbeit in
Kombination mit in der Klinik gebrauchlichen Chemotherapeutika kombiniert

und in vitro getestet.

5.6.2 Xvir03 und Docetaxel in PC3 Zellen

Docetaxel, dessen direkter Einfluss auf den Zellzyklus uber Cyclin bereits
nachgewiesen wurde [44, 133], gewinnt zunehmend an Bedeutung in der
Therapie des nicht androgen abhangigen Prostatakarzinoms [189].

Folglich wurde Docetaxel zusammen mit XvirO3 in einer Kombinationstherapie
getestet. Der im Vergleich zu DU145 niedrigere 1Cso Wert von 3,1 nM liel3 eine
Kombination mit PC3 Zellen besonders vorteilhaft erscheinen. Die
vergleichsweise hohen 10, 20 und 30 pfu Zahlen wurden mit Konzentrationen

deutlich unterhalb der ermittelten 1ICsqg Werte kombiniert, wobei es sich als
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gunstiger erwies, Docetaxel erst 24 h nach der Infektion zuzugeben
(Ergebnisse nicht gezeigt), was nicht im Widerspruch zu bisherigen
Erkenntnissen steht [226], [36, 114]. Im Gegensatz zu Ad312 konnte fur Xvir03
in Kombination mit Docetaxel ein additiver bis supraadditiver Effekt in PC3
Zellen nachgewiesen werden. Schon bei 10 pfu XvirO3 reduzierte sich die
Zelliberlebensrate um weitere 35% verglichen mit Ad312 oder Docetaxel
alleine. Uberraschend war, dass bereits ab 0,1 nM, also ab einem Zehntel der
hochsten hier eingesetzten Konzentration, eine verminderte Anfarbung im
Kristallviolettversuch nachweisbar war. Diese liel3 sich in solch ausgepragter
Form nicht in den lichtmikroskopischen Aufnahmen verifizieren. Mdglicherweise
handelte es sich hierbei um eine Varianz der PC3 Zellen in ihrer Anfarbung
durch Kristallviolett, die in diesem Fall nicht eins zu eins die realen
lichtmikroskopischen Verhaltnisse wiedergibt. Zudem weist die Beobachtung,
dass PC3 Zellen trotz erfolgter Lyse oft noch ein wenig adharent sind und erst
durch mehrmalige Spulung sich vollstandig ablosen lassen, auf eine mogliche
eingeschrankte Aussagekraft der Kristallvioletfarbung fur diese Zelllinie hin.

Yu et. al. konnten schon 2001 zeigen, dass eine Kombination aus CV708, ein
mit einem prostataspezifischen Promotor versehener adenoviraler Vektor, und
Docetaxel sowohl in vitro als auch in vivo einen synergistischen Erfolg zeigte
und gleichzeitig die p53 Expression steigerte ohne die Toxizitat zu erhdhen
[226]. Die dort verwendeten Konzentrationen sind mit 3,12 nM fur Docetaxel
den hier erhobenen Daten vergleichbar. Ahnliche Ergebnisse liegen mittlerweile
auch fur CG7870 vor [36, 180]. Die Kombination aus Xvir03 und Docetaxel
wurde mittlerweile in der Arbeitsgruppe Holm auch im in vivo Tumormodell mit

Nacktmausen erfolgreich getestet [121].

5.6.3 Xvir03 und Irinotecan in PC3 Zellen

In Kombination mit dem Topoisomerase | Hemmer Irinotecan wurden die pfu
Zahlen auf 1, 5 und 10 festgelegt, die Konzentrationen jedoch zum Teil bis Uber
den ermittelten 1Cso Wert gesteigert, da in vergleichbar niedrigen
Konzentrationen wie bei Docetaxel kein Effekt zu erzielen war (Ergebnisse nicht

gezeigt).
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In Kombination mit der héchsten MOI zeigte sich erst bei einer Konzentration
uber dem ICso Wert ein deutlicher additiver Effekt. Man konnte folglich bei der
Kombination beider Substanzen durch sorgfaltiges Titrieren unterhalb jeder
einzelnen Toxizitdtsgrenze bleiben und dennoch einen additiven Effekt
erreichen. In diesem Fall war die MOI von XvirO3 deutlich erniedrigt worden,
wahrend Irinotecan Uber den ICsy Wert gesteigert wurde. Desweiteren ergab
sich bei einer Inkubationszeit von 48 h ein verstarkter Effekt mit einer
zusatzlichen Reduktion Uberlebender Zellen um bis zu 60% (Abb. 38, 39). Unter
Berucksichtigung des Sulfrhodamintests Uberraschte dies eher, da sich hierbei
unabhangig vom Zytostatikum die PC3 Zellen relativ unbeeinflul3t von der
verlangerten Inkubationszeit zeigten. In Kombination mit XvirO3 spielte aber
gerade dies eine signifikante Rolle beim Erreichen des additiven Effekts. Es
kann sich bei den Ergebnissen der ICsp Werte natlrlich auch um einen
statistischen Fehler handeln, da dieser auch bei drei unabhangig voneinander
durchgefuhrten Versuchen nicht vollstandig auszuschlielen ist. Logischer
erscheint jedoch, dass gerade hier der additive Effekt durch Angriff an zwei
Punkten zum Tragen kommt: Irinotecan vermag seine toxische Wirkung auch
bei langerer Inkubation nicht weiter zu steigern, in Kombination mit Xvir03 zeigt
sich jedoch ein Verstarkung, vermutlich bedingt durch die Replikation des Virus,
die mit zunehmender Inkubationszeit mehr Zellen erreicht.

Der mit Irinotecan erzielte zytopathische Effekt war den vorhergehenden
vergleichbar, wenn man die veranderten Konzentrationen und pfu Zahlen
bertcksichtigte, so dass sich dieser auch mit Zytostatika anderer

Wirkstoffklassen reproduzieren lassen sollte [59].

5.6.4 Xvir03 und Daunorubicin in DU145 Zellen

Fir das interkalierende Zytostatikum Daunorubicin wurden die Konzentrationen
wiederum deutlich unterhalb der IC5o Werte gewahlt und nach Reduktion der pfu
Zahlen (Ergebnisse nicht gezeigt) liel3 sich bereits bei 1 pfu ein deutlicher Effekt
nachweisen. Dieser verstarkte sich weiter bei einer verlangerten Inkubationszeit
von 48 h, zeigte jedoch keinen zusatzlichen signifikanten Anstieg bei Erhdéhung
der MOI. Lediglich bei 10 pfu Xvir0O3 und 48 h Inkubation konnte eine leichte
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Auflockerung des Zellrasens bei 9 nM Daunorubicin nachgewiesen werden.
Daunorubicin hat in bisherigen Versuchen bei einer Konzentration von 10 ng/ml
deutliche Effekte gezeigt [114]. Im gleichen Bereich liegen die in dieser Arbeit
ermittelten additiven Effekte mit 18 nM als Optimum fur die Kombination mit 10
pfu Xvir03. Es bleibt abzuwarten, ob Daunorubicin eventuell auch im

Mausversuch erfolgreich sein konnte.

5.7 Ausblick

Zukunftig werden Krebserkrankungen durch das steigende Lebensalter und die
besser werdende Diagnostik immer haufiger und friher entdeckt werden.
Neben effektiven Therapien, die die Mortalitat senken, muss langfristig auch die
Lebensqualitat der Uberlebenden Patienten verbessert werden. So geht man
zunehmend zu multimodalen Therapieschemata Uber, die den Tumor
gleichzeitig an mehreren Stellen durch unterschiedliche Mechanismen
angreifen.

Hierbei kdnnen Adenoviren einen wichtigen Beitrag leisten. Momentan ist die
adenovirale Vektorentherapie aber noch limitiert durch mangelnde Effizienz der
Infektion, unzureichende Zelllyse und mangelnde Erreichbarkeit des Tumors
[171]. Insbesondere ein besseres Verstandnis der adenoviralen Replikation in
normalen Zellen und der hierzu erforderlichen Gene ist fur die
Weiterentwicklung adenoviraler Gene unabdingbar.

Nachdem 1996 der erste E1B55K deletierte Adenovirus zur Tumortherapie
entwickelt wurde [17], folgten bald klinische Studien im Rahmen multimodaler
Therapiekonzepte [25, 95, 139] sowie die Wiederentdeckung bekannter
Adenoviren als effektive Vektoren zur Tumortherapie [51, 73, 226]. Diese
wurden nach kurzer Zeit ebenfalls in Kombinationstherapien getestet [59, 106].
Obwohl mittlerweile auch Zweifel an der ausschliesslichen p53 Selektivitat
dieses Vektors aufgekommen sind [23, 41], wie unter 1.4.4 auszugsweise
aufgefuhrt, hat er doch erfolgreich eine Phase Il klinische Studie absolviert und
in China 2006 die Zulassung erhalten. Einen weiteren Ansatz zur adenoviralen

Gentherapie von Tumorzellen bieten YB1-abhangige Vektoren.
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Der hier getestete Vektor zeigte nicht nur deutliche zytopathische Effekte (Abb.
27, 28), er konnte auch kein E1A Gen exprimieren (Abb. 24) und trieb YB-1 in
den Kern (Abb. 32). Gleichzeitig fuhrte er jedoch nicht zum Auslésen der S-
Phase in normalen Zellen, folglich fand in diesen auch keine Replikation statt
(Abb. 29). Auch in Kombination mit Chemotherapeutika lief3 sich trotz deutlicher
Reduktion der pfu Zahl ein zytopathischer Effekt nachweisen.

Mittlerweile konnte die im Northern Blot gezeigte Herunterregulation der
MDR/MRP Genexpression im Western Blot auf Proteinebene bestatigt werden.
Zusatzlich konnte mit einer ribosomalen 18S Probe das gleiche Ergebnis wie
zuvor mit GAPDH im Northern Blot erzielt werden, wobei 18S jedoch
unabhangiger von der allgemeinen Herunterregulation der Zellsynthese nach
Infektion durch einen Virus ist und somit spezifischer flr eine selektive
Regulation von MDR/MRP durch YB-1.

Desweiteren wurden in einem in vivo Versuch immundefiziente Nacktmause in
einem subkutanem DU145 Tumorzellmodell mit zweimaligen Injektionen von
Xvir03 in Kombination mit Docetaxel behandelt und eine deutliche
Tumorreduktion im Vergleich zur PBS Kontrolle erzielt [121].

Die Rolle von YB-1 muss jedoch noch weiter beleuchtet werden und die
Interaktion mit E1B55K und E4orf6 noch auf andere Weise nachgewiesen
werden. So sollte eine Hemmung von YB-1 konsekutiv zu einer Hemmung der
Replikation des Xvir03 Virus fuhren. Mittlerweile gelang es eben diesen
Sachverhalt mittels siRNA in der Zellkultur nachzuweisen (Holm, P.S.,
personliche Mitteilung).

Neben der Weiterentwicklung des Vektors Xvir03, vor allem im Hinblick auf
seine oben genannten Schwéchen, wird auch eine Uberpriifung im Mausmodell
mit einem Leervektor im Vergleich sowie eine Testung in immunkompetenten
Mausen notwendig sein, bevor mit einer klinischen Studie begonnen werden
kann.

Das erklarte Ziel ist, im Rahmen einer Kombination mit herkdmmlichen
Therapien den neuen, verbesserten YB-1 assoziierten Vektor zu testen und

eine erhohte Uberlebensrate von Krebspatienten zu erméglichen.
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- Diskussion -

Wu et. al. haben kirzlich gezeigt, dass die Uberexpression von YB-1 in
Brustkrebszellen zu einer erhdhten EGFR und HER-2 Rezeptor Expression
fuhrt. Diese sind zu groRen Teil mitverantwortlich fir aggressives Wachstum
und Metastasierung dieser Tumorzellen. Wird YB-1 durch siRNA ausgeschaltet,
erfolgt auch eine Suppression der EGFR und HER-2 Expression [222]. Auch in
diesem Bereich kénnte ein Vektor, der YB-1 flr seine Replikation bendtigt und
dieses damit der Zelle entzieht, bei der EGFR und HER-2 Expression ahnliche
Effekte hervorrufen wie die in dieser Arbeit fur MDR/MRP gezeigten.

5.8 Zusammenfassung

Diese Arbeit hatte sich zum Ziel gesetzt, ausgehend von ersten Beobachtungen
mit drei adenoviralen Vektoren namens Ad312, dI520 und A24 in infizierten
Tumorzellen, einen lediglich E1B55K und E4orf6é exprimierenden und damit
E1A unabhangigen Vektor XvirO3 in verschiedenen Tumorzellen auf seine
onkolytische Potenz hin zu Uberprifen.

Zunachst konnte gezeigt werden, dal der E2 late Promotor in der adenoviralen
Replikation eine bisher unterschatzte Rolle spielt und daly auch Uber ihn eine
ausreichende Replikation stattfinden kann.

Es konnte fur XvirO3 eine erfolgreiche Replikation und Zelllyse in Tumorzellen
nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass XvirO3 keine S-Phase in normalen
infizierten Zellen zu induzieren vermochte, deutete zudem auf eine E1A
unabhangige tumorselektive Replikation hin. Nach erfolgreicher Infektion von
Xvir03 wurde YB-1 immunhistochemisch im Kern sichtbar. Dies legte die
Moglichkeit nahe, dass die durch XvirO3 exprimierten E1B55K und E4orf6
Proteine eine zusatzliche Translokation von YB-1 in den Kern bewirkten.
Weiterhin konnten wir feststellen, dass insbesondere in Tumorzelllinien mit
vielfachresistentem Phanotyp die hierfir verantwortlichen Resistenzgene durch
Xvir0O3 herunterreguliert werden konnten. Eine mdgliche Erklarung konnte die
gleichzeitige Verwendung von YB-1 als Transkriptionsfaktor fur die E2 late
abhangige adenovirale Replikation und als Steuerelement der fir den

MDR/MRP Phanotyp verantwortlichen Y-box sein. Auch in Kombination mit
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- Zusammenfassung -

Chemotherapie konnte Xvir03 Zellen effektiv bei abtoten. Dabei liel3 sich die
bendtigte infektiose Partikelzahl deutlich erniedrigen.

Auf diese Weise konnte der E1A deletierte Vektor nicht nur spezifisch in
Tumorzellen replizieren und diese lysieren, er konnte durch Verwendung von
YB-1 als Aktivator des E2 late Promotors flir seine Replikation auch selektiv
vielfachresistente Tumorzellen in ihrer MDR/MRP Expression herunter-
regulieren und die Empfindlichkeit gegenuber einer Chemotherapie erhdhen.
Folglich wird auch ein weiterentwickelter YB-1 assoziierter Vektor, wie er nun
von Holm et. al. basierend auf den durch Xvir03 gewonnenen Erkenntnissen
entwickelt wird, in der Klinik den Weg der multimodalen Therapie in einer
Kombination aus Chemo- oder Radiotherapie gehen, eventuell wird diese sogar
aus allen drei Therapieansatzen bestehen. Es bleibt abzuwarten, ob ein
multimodaler Ansatz es vermag, nicht nur die Uberlebensrate sondern auch die
Lebensqualitat der an Krebs erkrankten Patienten langfristig zu verbessern.
Doch vieles spricht dafur, dass, bei konsequenter Fortentwicklung, onkolytische
Adenoviren in der Zukunft zum festen Bestandteil der antitumoralen Therapie

werden konnen.
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