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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das multifunktionale Protein YB-1

1.1.1 Die Rolle von YB-1 in zellularen Signaltransduktionskaskaden

Das Y-Box-bindende Protein 1 (YB-1) ist eines der evolutiondr am besten erhaltenen
Nukleinsdure-bindenden Proteine. Es gehort zur Superfamilie der Kalteschockproteine,
welche sich durch eine hoch konservierte ,Cold Shock Domain® auszeichnen. Die
Bindungsstelle fur YB-1 ist ein invertiertes CCAAT-Element — die so genannte Y-Box.
Uber diese bindet YB-1 an die DNA verschiedener Gene und spielt dadurch eine
pleiotrope Rolle in zellularen Signalkaskaden [1].

Bis heute belegt eine Vielzahl wissenschaftlicher Publikationen, dass YB-1 als
multifunktionaler, onkogener Transkriptions- und Translationsfaktor ein ideales Ziel fur
die Krebstherapie darstellt [2]. Beispielsweise sterben Haut-, Leber-, Darm-,
Knochenmark- und Brustkrebszellen nach YB-1-Herunterregulation vermehrt ab [3-5],
was darauf hindeutet, dass sowohl das Wachstum als auch das Uberleben der
Krebszellen von YB-1 abhangig ist. Zudem ist mittlerweile bekannt, dass YB-1 im
Zusammenhang mit diversen Krebserkrankungen steht und vor allem wenn es
kernlokalisiert vorliegt, als negativer prognostischer Marker unter anderem beim
Ovarialkarzinom [6], Synovialsarkom [7], multiplem Myelom [4] sowie bei Brust- [5,8],
Lungen- [9] und Prostatakrebs [10] identifiziert wurde.

Wie in Abbildung 1 dargestellt, ist YB-1 ein zentrales Protein am Ende verschiedener
Signalkaskaden, wie dem Januskinase (JAK) und ,Signal Transducers and Activators
of Transcription® (STAT)-Weg, der z.B. uber Interferon (INF) y zu einer nukledren
Translokation von YB-1 fuhrt [11,12]. Zudem ist die Proteinkinase B (auch genannt
AKT) aus dem Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/AKT-Signalweg in der Lage YB-1 zu
phosphorylieren und damit den Kerntransport zu induzieren [13,14]. Aber auch die
extrazellular-regulierte Kinase (ERK) 2, die ribosomale S6-Kinase (RSK) und das
Protoonkogen c-Myc aus dem mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)/ERK-
Signalweg fihren nach Induktion durch das Protoonkogen Ras zu YB-1-
Phosphorylierung bzw. -Aktivierung [15-17].

Interessanterweise ist YB-1 auch ein Zielgen des Transkriptionsfaktors Twist [18],
welcher wie YB-1 an der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) beteiligt ist
[19,20]. Als EMT bezeichnet man den Ubergang von Epithelzellen in Zellen mit
mesenchymalen Eigenschaften, was mit Verdnderungen in der Zell-Zell- sowie der
Zell-Matrix-Adhésion und damit mit erhdhter Migrationsaktivitdt und Metastasierung

assoziiert ist [20].
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Im Zytoplasma ist YB-1 als RNA-bindendes Protein zudem in die Translationskontrolle
involviert. Als wichtige Komponente der ,messenger” Ribonukleoproteinpartikel
(mRNP) und durch Assoziation mit der 5-Cap-Strukur der mRNA und damit
Verdréngung des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors 4E (elF4E) ist es fur die
Stabilisierung der mRNA verantwortlich. Erst durch YB-1-Phosphorylierung wird analog
zur ,mammalian Target of Rapamycin® (mTOR)-Aktivierung aus dem PI3K/AKT-Weg
die inhibierende Wirkung aufgehoben, so dass es zur Initiation der Translation tber
elF4E kommt [21,22].

\Q \Q Wachstumsfaktorrezeptoren: Q

EGFR, HER-2, IGF-1R
Translation j
| | Z ry
STAT AKT
MAPK/ERK

\ TWIST / |
P RSK
IFN-y >

™~ c-Myc 1 zytosol

m Nukleus
_ - )

Induktion: Repression:

Cyclin A, Topo-Il, DNA-pola Fas
MSH2, MDR1 COL1A1+2
EGFR, HER-2, HGFR, MMP2 MMP12+13

Zellzyklus, DNA-Reparatur, MDR, Apoptose,
Angiogenese, EMT, Invasion, Metastasierung

Abbildung 1: Schematische Darstellung der multiplen Funktionen von
YB-1 in Krebszellen. Die Signaltransduktion wird z.B. durch
Wachstumsfaktoren, wie dem Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1), initiiert,
was zur Aktivierung verschiedener Kinasen fuhrt, die in der Lage sind,
YB-1 zu aktivieren/phosphorylieren. Es wird angenommen, dass die
Phosphorylierung generell im Zytoplasma stattfindet, gefolgt von nuklearer
Translokation und DNA-Bindung. Die Phosphorylierung kann aber auch
eine Rolle bei der Translationsaktivierung, dem mRNA-Splicing und/oder
dem mRNA-Transport spielen. Im Zellkern bindet YB-1 an Y-Boxen
verschiedener Gene, die in die Tumorentwicklung involviert sind.
AuRerdem kann es durch Interaktion mit weiteren Transkriptionsfaktoren,
wie z.B. p53 oder Smad3, indirekt die Genexpression beeinflussen. Somit
ist YB-1 sowohl durch transkriptionelle als auch translationale Kontrolle an
der Expression der Onkogenese beteiligt [2 (in Anlehnung an Abb. 4)].
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Nach Transport in den Zellkern reguliert YB-1 die Transkription tber direkte Bindung
an eine Vielzahl von Genen, die in die Tumor- und Resistenzentwicklung involviert
sind.

So wird z.B. die Expression der fir Proliferation und Replikation verantwortlichen
Proteine Cyclin A [23], Topoisomerase-lla [7] und Polymerase a [24], sowie der flr
Reparatur und Resistenz (,Multidrug Resistance®, MDR) verantwortlichen Proteine
MSH2 (,MutS Homolog 2%) [25] und MDRL1 [7,8] induziert. AuRerdem kommt es zur
Aktivierung der Wachstumsfaktorrezeptoren ,Epidermal Growth Factor Receptor”
(EGFR), ,Human Epidermal growth factor Receptor 2 (HER-2), des Protoonkogens
c-met (kodiert fur den ,Hepatocyte Growth Factor Receptor® (HGFR)) [5,9] sowie der
Matrixmetalloproteinase (MMP) 2 [26], welche alle mit Angiogenese, Zelladhasion,
-migration oder -invasion sowie der Metastasierung assoziiert sind.

Im Gegensatz dazu wird die Expression des Apoptosegens fas [27], der humanen
Kollagene vom Typ alphal(l) (COL1A1) [28] und alpha2(l) (COL1A2)) [11] sowie von
MMP-12 und -13 [29,30] inhibiert.

YB-1 interagiert zudem mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie p53 [3,31], dem
Aktivator Protein 2 (AP-2) [32] oder Smad3 und p300 [12] und kann somit auch indirekt
die Genexpression regulieren.

Demnach ist YB-1 ein zentraler Faktor in den verschiedensten Signaltrans-
duktionswegen und wird auf Grund seiner Rolle in der Tumorentwicklung zu Recht als

onkogener Transkriptions- und Translationsfaktor bezeichnet [2].

1.1.2 Der Einfluss von YB-1 auf die adenovirale Replikation

Der humane, zellulare Faktor YB-1 liegt in vielen Tumorarten Uberexprimiert vor,
wohingegen er in Normalgewebe nur gering oder gar nicht gebildet wird [33].
Normalerweise ist er primar im Zytoplasma lokalisiert, wo er als Translationsfaktor
fungiert (vgl. Abschnitt 1.1.1).

In Abhéngigkeit des Zellzyklus [23] bzw. durch Stressinduktion, wie Hyperthermie [34],
UV-Strahlung oder Zytostatika [35], kommt es zur Kerntranslokalisation und dadurch
zur Induktion der Transkription verschiedener Gene, welche z.B. zur Entstehung des
MDR-Phéanotyps beitragen [36] (vgl. Abb. 2).

Neben zellularen Faktoren kdnnen aber auch adenovirale Proteine am Kerntransport
von YB-1 beteiligt sein. Vor allem die Komplex bildenden Proteine E1B55K und E4orf6,
sind demnach fir die YB-1-Translokalisation nach Adenovirusinfektion nétig [37,38].
YB-1 bindet daraufhin in virusinfizierten Zellen nicht nur an zellulare Promotoren,
sondern vor allem auch an den adenoviralen E2-late-Promotor und induziert somit die

E2-Genexpression.
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Die E2-Region kodiert fir den Vorlaufer des terminalen Proteins (TP), die DNA-
Polymerase sowie das multifunktionale DNA-bindende Protein (DBP) und ist somit
entscheidend fur die Replikation des Adenovirus [37].

Translation

Transkriptio
MDR
DNA-Reparatur

E2-late-
Promotor

e -
Virale Replikation MDR
 Virale Replikation 4mmp MDR |

Abbildung 2: Die Rolle von YB-1 in zellularen und adenoviralen
Mechanismen. Der humane Transkriptions- und Translationsfaktor YB-1
ist unter anderem in  Zellzyklus sowie  Resistenz- und
Reparaturmechanismen involviert. Durch Stressinduktion, wie z.B.
Virusinfektion, wird er in den Kern transloziert und bindet dort sowohl an
zellulare Promotoren als auch an den adenoviralen E2-late-Promotor und
ermdglicht so die virale Replikation [37,38].

Durch die Induktion der viralen E2-Genexpression steht YB-1 aber nicht mehr fiir die
Expression von zellularen Genen wie z.B. mdrl zur Verfligung, was zur Inhibition des
MDR-Phanotyps und damit zu einer Resensitivierung der Zelle gegeniber
Chemotherapeutika fihrt.

Eine Kombinationstherapie von YB-1-abhéngigen onkolytischen Viren (vgl. Abschnitt
1.2.2) mit Bestrahlung oder Zytostatika wirkt dadurch nicht nur additiv, sondern
wechselseitig synergistisch und wird daher als ,Mutually Synergistic Therapy” (MUST)
bezeichnet. Denn durch Zellstress wie Strahlen- oder Chemotherapie wird YB-1
zunachst in den Kern transloziert, was zur viralen Replikation und damit Zelllyse fuhrt.
Durch den YB-1-Verbrauch werden aber — wie oben erwahnt — die Resistenz-
mechanismen blockiert, so dass eine erneute Behandlung mit Bestrahlung oder
Zytostatika umso effektiver ist [38].



Einleitung

1.2 Onkolytische Viren

1.2.1 Allgemeiner Therapieansatz

Das Prinzip der onkolytischen Viren zur Krebstherapie beruht auf nattrlichen oder
genetisch programmierten Eigenschaften, die nétig sind, damit die Viren spezifisch in
Tumorzellen replizieren und diese abtdten konnen. Fir die Krebsspezifitat werden
dabei die charakteristische Zelloberflache oder intrazellulare Ver&nderungen in der
Genexpression, die wahrend der Tumorentwicklung entstehen, ausgenutzt [39]. Unter
anderem kommen hierfur das Newcastle Disease Virus [40], Reoviren [41], Vaccinia
Viren [42] oder Herpes Viren [43] in Frage, welche sich teilweise schon in klinischen
Studien der Phasen Il oder Il befinden [44].

Die am besten untersuchten onkolytischen Viren sind allerdings die Adenoviren,
welche ebenfalls bereits am Patienten getestet werden [45]. Durch genetische
Manipulation werden diese so verandert, dass sie sich nur noch in Abhangigkeit von
krebsspezifischen Faktoren vermehren kénnen und werden deshalb als ,Conditionally
Replicative Adenoviruses® (CRAd) bezeichnet [46].

Die Selektivitat flr Krebszellen wird hierbei z.B. Uber tumorspezifische Promotoren, wie
den humanen Telomerase Reverse Transkriptase-Promotor [47] oder den Prostata-
spezifisches Antigen-Promotor [48] erreicht.

Aber auch in den Krebszellen typisch defekte Signalwege konnen fur die
Tumorspezifitdt ausgenutzt werden. Das onkolytische Adenovirus Delta24 weist z.B.
eine 24 Basenpaar (bp)-Deletion in der konservierten Region (CR) 2 des E1A-Gens
auf, wodurch keine Bindung mehr von E1A an das Retinoblastom-Protein (Rb) moglich
ist. Das fuhrt dazu, dass der E2-Promotor-bindende Faktor (E2F) nicht mehr aus dem
Komplex mit Rb freigesetzt wird und somit auch nicht mehr den E2F-abhangigen
E2-early-Promotor, der die virale E2-Genexpression zu einem frihen Zeitpunkt der
Infektion kontrolliert, aktivieren kann. Eine spezifische Replikation ist daher angeblich
nur in Rb-defekten Tumorzellen maglich [49].

Eine weitere Strategie fur krebszellspezifische Replikation ist es die virale Vermehrung
in Abh&ngigkeit zum Tumorsuppressor p53 zu setzen, welcher in vielen Krebsarten
mutiert und damit inaktiv vorliegt [50]. Gurlevik et al. stellten z.B. die Expression
bestimmter microRNAs unter einen p53-abhangigen Promotor, so dass es nur in
gesunden, p53-wildtyp-Zellen zu einer antiviralen RNA-Interferenz (RNAi) und damit
zur Unterdrickung der viralen Replikation kommt [51].

Die angeblich inhibierende Wirkung des adenoviralen Proteins E1B55K auf p53 fiihrte
zur Entwicklung E1B55K-deletierter Viren, die sich demnach nur in p53-defekten
Tumorzellen vermehren sollten, wie das erste klinisch untersuchte Adenovirus

Onyx-015 [52]. Dessen p53-Abhangigkeit konnte zwar schnell widerlegt werden [53],
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aber dennoch wurde mit H101 im November 2005 ebenfalls ein E1B55K-deletiertes
Adenovirus als weltweit erste onkolytische Virustherapie gegen Hals- und Kopf-
Tumoren in China zugelassen [54].

1.2.2 YB-1l-abhangige onkolytische Adenoviren

Die in dieser Arbeit zu untersuchenden viralen Konstrukte leiten sich alle von dem
bereits 1984 von Haley et al. beschriebenen, E1A-mutierten dI520-Virus ab. Dieses
Virus weist eine 11 bp-Deletion in der CR3 des E1A-Gens auf, so dass nur das 243
Aminosauren (AS) grol3e E1A12S-Protein, aber nicht das 289 AS grole E1A13S-
Protein gebildet werden kann [55]. Das kleine 12S-Protein induziert zwar auch die
Transaktivierung von weiteren viralen und zellularen Genen, ist aber viel weniger
effizient als das groRe 13S-Protein [56]. Daher ist das dI520-Virus nicht oder nur
bedingt in der Lage, Proteine wie E1B55K oder E4orf6 zu exprimieren und somit YB-1
in den Kern zu transportieren und den E2-late-Promotor zu aktivieren (vgl. Abb. 3).

E1A13S
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Abbildung 3: Das Prinzip der YB-l-abhangigen onkolytischen Viren. Durch
Fehlen von E1A13S kommt es zu keiner Transaktivierung der viralen Gene, so dass
E1B55K und E4orf6 nicht fur den Kerntransport von YB-1 zur Verfiigung stehen. Der
E2F-abhéngige E2-early-Promotor kann zwar noch Uber die Spaltung des Rb-E2F-
Komplexes aktiviert werden; dieser spielt aber im Gegensatz zum YB-1-abhangigen
E2-late-Promotor nur eine untergeordnete Rolle fir die E2-Genaktivierung. Dadurch
kénnen YB-1-abh&éngige onkolytische Viren nur in solchen Zellen effizient replizieren,
in denen YB-1 bereits im Kern vorliegt [37,38 (in Anlehnung an Abb. 1a),57].

Dieser ist unabhéngig vom adenoviralen E1A-Protein bzw. wird die Genexpression von
DBP sogar Uber den E2-late-Promotor durch E1A12S inhibiert [58].
Dagegen wird der E2-early-Promotor durch E1A aktiviert, indem dieses den Trans-

kriptionsfaktors E2F — durch Bindung an den Tumorsuppressor Rb — freisetzt [59]. Der
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E2F-abhéngige E2-early-Promotor wird zwar schon etwa eine Stunde nach Infektion
angeschaltet, eine pradominante Rolle fur die E2-Genaktivierung spielt aber der
E2-late-Promotor, welcher vor allem nach sechs bis zwolf Stunden viel starker aktiviert
wird als der ,frihe* Promotor [38].

Durch Fehlen des YB-1-Kerntransports und der darauf folgenden Aktivierung des
YB-1-abhangigen E2-late-Promotors, konnen E1A13S-negative Viren, wie dI520, daher
nur in Zellen replizieren, in denen YB-1 bereits im Zellkern vorliegt. Derartige Viren
werden deshalb als YB-1-abhangig bezeichnet [57] und sind besonders spezifisch fir
resistente Krebszellen, da in diesen oft schon eine Kernlokalisation von YB-1

vorhanden ist [8].

1.2.3 Weiterentwicklung des dI520-Virus

Die Effektivitat von dI520 bei der Therapie des Glioblastoms konnte vor allem in
Kombination mit Zytostatika und Bestrahlung bereits gezeigt werden [60,61]. Eine
Weiterentwicklung ist das adenovirale Konstrukt Ad-Delo3-RGD, welches schon im
Pankreasmodell getestet wurde [62]. Dieses weist neben der E1A-Mutation noch
Deletionen von E1B19K und E3 sowie ein zusatzliches Arginin-Glycin-Asparaginsaure
(RGD)-Motiv in der Fiberregion auf.

Bei E1B19K handelt es sich um ein Bcl2-Homolog und damit um ein antiapoptotisches
Protein, welches den durch Abwehrmechanismen der Zelle induzierten Zelltod
verhindern kann. Das Fehlen dieses Proteins soll daher zu einer schnelleren und
effizienteren Zelllyse und damit zu vermehrter Virusfreisetzung und verstarkter
onkolytischer Potenz fiihren [63,64].

Die E3-Region kodiert unter anderem fur das adenovirale ,death® Protein (ADP),
welches ebenfalls fur eine effiziente Zelllyse und virale Verbreitung sorgen soll [65].
AulRerdem verhindern die E3-Proteine die Immunantwort gegen das Virus, wobei vor
allem das 14,7K-Protein und der Komplex aus 10,4K und 14,5K durch Inhibition der
Tumornekrosefaktor (TNF)-induzierten Zelllyse eine Rolle spielen [66-68].

Ein Fehlen des E3-Glykoproteins (gp) 19k hat dagegen keinen Einfluss auf die
Viruselimination [67], so dass an dieser Stelle die Mdaglichkeit besteht, ein
therapeutisches Transgen unter der Kontrolle des viralen E3-Promotors einzufligen.
Hierfir kommen z.B. Interleukine (IL), wie IL-12 oder IL-24 in Frage, die an der
Regulation des Immunsystems beteiligt sind und bereits durch Expression in CRAds
verstarkte Antitumoreffekte gezeigt haben [69,70].

Eine Weiterentwicklung der in dieser Arbeit untersuchten YB-1-abhangigen Adenoviren
ist allerdings das Einfigen von exogenem YB-1 als Transgen, welches sobald die

virale Replikation einmal in Gang gesetzt wurde, diese dadurch noch mal verstéarken
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soll. Die Effektivitat verschiedener Konstrukte mit und ohne E1B19K- sowie E3-Region

(mit und ohne YB-1 als Transgen) soll daher im Gliommodell untersucht werden.

1.2.4 CAR-unabhangige Infektionsmechanismen

Der primare Rezeptor fur das Adenovirus Typ 5 (Ad5) ist der Coxsackie- und
Adenovirusrezeptor (CAR) [71], Uber welchen die erste Interaktion mit dem
Fiberprotein des Virus stattfindet. Die anschlieRende Wechselwirkung zwischen dem
RGD-Motiv in der Pentonbasis und Zelloberflachenintegrinen, wie den aV-Integrinen,
fuhrt dann zur Internalisierung des Virus [72,73]. Durch die Lokalisation von CAR in
den ,Tight Junctions® an den Zell-Zellkontakten kann die Zuganglichkeit des Rezeptors
allerdings begrenzt sein [74]. Zudem wird dieser Eintrittsmechanismus limitiert durch
die variable Expression von CAR auf humanen Krebszellen, wie z.B. den Gliomzellen
[75,76]. Eine Mdoglichkeit dennoch eine effektive Infektion zu erzielen, ist daher das
Einfligen eines RGD-Motivs in den H1-Loop der Fiber-Knob-Region, so dass die RGD-
Integrin-Interaktion als CAR-unabh&ngiger Infektionsweg genutzt wird [77].

Da auf Gliomzellen der ,Cluster of Differentiation“ (CD) 46 hoch exprimiert vorliegt [76],
bietet sich auf3erdem eine weitere Moglichkeit fur eine CAR-unabhangige Infektion an:
Adenoviren der Spezies B (z.B. Serotyp 35) binden vornehmlich an CD46, so dass
durch einen Austausch des Fiberproteins dieser Zellkontakt auch fir andere

Adenoviren nutzbar gemacht werden kann [78,79].

1.2.5 Adenoviren und das Immunsystem

Neben dem begrenzten Zelleintritt stellt aber auch die Immunneutralisierung eine
mogliche Limitierung fir einen effizienten Einsatz onkolytischer Viren in der Klinik dar.
Gerade gegen das Adenovirus besteht bei 90 % der Bevolkerung bereits eine
humorale und zellulare Immunitét [80] und auch das angeborene Immunsystem spielt
eine entscheidende Rolle bei der Viruselimination [81]. Dies erschwert vor allem den
systemischen Einsatz der Viren, so dass es zu einer Inhibition der Antitumoraktivitéat
kommen kann [82]. Um dieses Problem zu umgehen, bietet sich eine
Immunsuppression mit Cyclophosphamid (CPA) an, welches sowohl das angeborene
als auch das erworbene Immunsystem in Form der neutralisierenden Antikorper
inhibiert [83]. Eine Kombination mit CPA fuhrt dadurch zu einer ungehinderten
Virusreplikation und damit erhdhten Antitumoreffizienz [84,85]. Zudem scheint CPA
selektiv die regulatorischen T-Zellen (Tregs) zu eliminieren oder zumindest ihre
Funktion zu inhibieren, so dass nicht nur die antivirale Immunantwort vermindert,

sondern auch die Immunreaktion gegen den Tumor verstarkt wird [86,87].
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1.3 Das Glioblastom
1.3.1 Krankheitshild

Gliome sind hirneigene Tumoren, die aus veranderten Gliazellen, den Stitzzellen des
Gehirns hervorgehen und zu denen z.B. je nach Ursprung der entarteten Zellen die
Oligodendrogliome und Astrozytome gehéren. Man unterscheidet hierbei langsam
wachsende, nicht infiltrative (Grad | und Il) und sich schnell teilende, hoch invasive
(Grad Il und IV) Gliome. Letztere zahlen zu den hochgradig bdsartigen, also malignen
Gliomen (MG). Gliale Neoplasien machen zwar nur 0,5 - 1 % aller Krebsfalle in den
meisten westlichen Landern aus, allerdings sind davon mehr als Dreiviertel maligne
[88,89]. In den USA hat das MG z.B. eine Inzidenz von 7,3, was etwa 14.000
Neuerkrankungen pro Jahr entspricht [90].

Auf Grund der Lokalisation, dem aggressiven biologischen Verhalten und dem diffusen
infiltrativen Wachstum gehort das MG zu einer der Krebsarten mit der schlechtesten
Prognose, die in den meisten Fallen zum Tod fihrt [88].

Beim Glioblastoma multiforme (GBM), dem haufigsten priméaren Gehirntumor bei
Erwachsenen, handelt es sich ebenfalls um ein MG, genauer gesagt um ein
Astrozytom, welches auf Grund seiner schlechten Prognose von der ,World Health
Organisation“ dem Grad IV zugeordnet wird [89]. Die Uberlebensprognose nach GBM-
Diagnose hat sich in den letzten Jahren durch die Entwicklung neuer Therapien nur
bedingt gebessert. So konnte die mittlere Uberlebenszeit von nur etwa drei Monaten
nach alleiniger operativer Entfernung des Tumors durch die momentane
Standardtherapie — bestehend aus Operation, Bestrahlung und dem
Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) — auf immerhin 14,6 Monate gesteigert
werden [91,92]. Aber auch mit dieser Behandlung betragt die Uberlebens-
wabhrscheinlichkeit nur 27 % nach zwei Jahren und weniger als 10 % nach finf Jahren
[93].

1.3.2 Therapiemoéglichkeiten

Eine chirurgische Entfernung des Gehirntumors ist bedingt durch seine Lokalisation
nicht immer oder zumindest nicht vollstandig mdglich, da meist einzelne Tumorzellen
das gesunde Gehirngewebe bereits infiltriert haben. Daher ist eine anschlielRende
alternative Behandlung zur Verlangerung des rezidivfreien Uberlebens unabdingbar.
Lange Zeit war hier die Bestrahlung die Therapiemethode der Wahl, wahrend
systemische Chemotherapie nur eine limitierte Rolle gespielt hat [94,95].
Problematisch ist hierbei vor allem die Wirkstoffapplikation in den Tumor, die durch die
natirlichen Barrieren des zentralen Nervensystems (ZNS), wie die Blut-Hirn-Schranke,

limitiert wird [96]. Erst seit der von Stupp et al. publizierten Phase 1lI-Studie werden die
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Patienten momentan standardmé&fig nach Operation und Bestrahlung mit dem DNA-
Methylator TMZ adjuvant therapiert. Dadurch konnte die mittlere Uberlebenszeit von
12,1 (nur Bestrahlung) auf 14,6 Monate (Bestrahlung plus TMZ) gesteigert werden und
auch die Zwei-Jahres-Uberlebensrate verbesserte sich von 10,4 auf 26,5 % [92]. Eine
wichtige Rolle fur den Erfolg der Therapie spielt hierbei das DNA-Reparatur-Protein
O°-Methylguanin-DNA-Methylstransferase (MGMT), welches in der Lage ist den TMZ-
induzierten Methylierungsschaden riickgédngig zu machen [97]. Von dieser Therapie
profitieren daher solche Patienten, bei denen MGMT in Folge von
Promotormethylierung nicht exprimiert wird [98,99]. Trotz dieses viel versprechenden
Fortschritts ist die Entwicklung weiterer effektiver Behandlungsmethoden vor allem fir
Patienten, die nicht auf die TMZ-Therapie ansprechen, nétig.

Es bleibt aber die Frage, ob eine Verbesserung der Operations-, Bestrahlungs- oder
Chemotherapiemethoden Uberhaupt noch einen entscheidenden Einfluss auf den
Verlauf der Krankheit haben kann. Eine grol3e Herausforderungen fir die erfolgreiche
Behandlung von GBM ist namlich die extrem heterogene Zellpopulation innerhalb des
Tumors, charakterisiert durch hohe Chemo-/Bestrahlungsresistenz und infiltratives
Wachstum [88]. Zudem konnten verschiedene Studien eine CD133"-Subpopulation, die
so genannten ,Cancer Stem Cells” (CSC) identifizieren, welche tumorinitierenden
Eigenschaften aufweisen und damit vermutlich fir die Rezidivbildung verantwortlich
sind [100,101]. Eine spezielle Virotherapie gegen diese selbst erneuernden CSC stellt
somit eine viel versprechende Therapiemdglichkeit dar [90].

Auch sonst setzt die Forschung auf die Entwicklung gezielter Therapien. So wird z.B.
das Adenovirus AdvHSV-TK, welches die Thymidinkinase (TK) des Herpes Simplex
Virus (HSV) exprimiert, in Kombination mit Ganciclovir gegen operable, primare und
rezidivierende, hochgradige Gliome eingesetzt. Das Virus wird dabei direkt in die
Operationswunde injiziert, so dass die TK hier das intravends verabreichte ,Prodrug®
Ganciclovir in seine aktive Wirkform umwandelt [102].

Auch im Rahmen der Immuntherapie steht ein breites Spektrum an verschiedenen
Strategien zur Verfliigung, wobei man die viel versprechende adaptive T-Zell-Therapie
in Form von tumorassoziierten Antigen-spezifischen T-Zellen, die aktive Immuntherapie
mittels Tumorvakzinen und die passive Immuntherapie z.B. mittels Antikbrper gegen
EGFR  unterscheidet [103]. Ein  ebenfalls immuntherapeutischer  und
antiangiogenetischer Ansatz (vgl. Abschnitt 1.3.3) ist Bevacizumab — ein monoklonaler
Antikérper gegen den ,Vascular Endothelial Growth Factor® (VEGF) — das derzeitige
Medikament der Wahl bei der Behandlung von rezidiven Gliomen [104,105].

Zudem hat auch das Zytostatikum und Immunsuppressivum CPA zumindest

geringfugige Effizienz bei der Behandlung von rezidivem, TMZ-unempfindlichem GBM

10



Einleitung

gezeigt [106], so dass wahrscheinlich die effektivste Therapie aus der Kombination von
traditionellen Methoden wie Operation, Bestrahlung und Chemotherapie mit neueren,
gezielt einsetzbaren Medikamenten besteht.

1.3.3 Antiangiogenetischer Therapieansatz

Ein spezielles Ziel bei der Antigliomtherapie ist das Verhindern der Angiogenese - also
die Ausbildung neuer Blutgefaf3e, um die Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen und
Sauerstoff zu unterbinden. Antiangiogenetische Ansétze stehen bei der Behandlung
von Gliomen immer mehr im Vordergrund, da diese sich oft durch eine unnaturliche,
dysfunktionale Tumorvaskulatur auszeichnen [107].

Die Angiogenese wird priméar durch sauerstoffarme Bedingungen innerhalb des
Tumors initiiert. Diese Hypoxie fuhrt dabei zu chronischer Aktivierung des ,Hypoxia
Inducible Factor® (HIF)-Signalwegs, so dass z.B. tber den Transkriptionsfaktor HIF-1a
die Produktion von VEGF angeregt wird [108].

VEGF ist eines der Schliusselproteine fir die Regulation des hypervaskularen
Phanotyps von priméren, malignen Gehirntumoren [109] und damit wie auch EGFR ein
ideales Ziel flr antiangiogenetische Therapieansatze.

Das Neutralisieren von VEGF mittels des loslichen Rezeptors VEGF-Trap [109]
induziert daher ebenso einen Antigliomeffekt wie die bereits erwdahnten monoklonalen
Antikérper, Bevacizumab gegen VEGF oder Cetuximab gegen EGFR, die die
GefalRpermeabilitat und  -perfusion  erniedrigen.  Weiter kommen  auch
Tyrosinkinaseinhibitoren, wie Gefitinib — so genannte ,Small Molecule“-Inhibitoren — in
Frage, deren Wirkmechanismus auf der Fahigkeit die Zellkommunikation und die
Rezeptor-Signalwege zu stdren beruht. AulBerdem dienen die ay-Integrine als
potenzielles Ziel antiangiogenetischer Therapieansatze, indem das Peptid Cilengitid
mit seinem RGD-Motiv diese hemmt und so die Bildung und das Wachstum von
tumoreigenen Blutgefal3en unterbinden soll [108].

Auch hier gilt, dass fur eine maglichst effektive klinische Anwendung eine Kombination
der verschiedenen Therapieanséatze nétig ist. Speziell der Einsatz von Bevacizumab
oder Cilengitid zusammen mit TMZ und Bestrahlung hat bereits viel versprechende
Ergebnisse bei guter Toleranz zur Therapie von neu diagnostiziertem GBM geliefert
[110,111].

11
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1.4 Ziel der Arbeit

Auf Grund des begrenzten Erfolges von derzeitigen Methoden zur Therapie maligner
Tumorerkrankungen des Gehirns, besteht die Notwendigkeit neue, experimentelle
Behandlungsmethoden zu entwickeln. Die Grundlage der in dieser Arbeit untersuchten
Strategie ist die Tatsache, dass der humane, zellulare Faktor YB-1 im Glioblastom und
vor allem in rezidivem GBM Uuberexprimiert vorliegt [112,113].

Im Folgenden sollen daher verschiedene YB-1-abhangige onkolytische Adenoviren auf
ihre Effizienz im Gliommodell untersucht werden. Hierfir werden die Konstrukte,
welche sich in der An- bzw. Abwesenheit der viralen E1B19K- und E3-Proteine, YB-1
als mdoglichem therapeutischen Transgen sowie verschiedenen Fibermodifikationen
unterscheiden, zunachst in vitro in verschiedenen Glioblastomzelllinien analysiert.
Neben Infektion, Replikation, Zellmorphologie bzw. -lyse und viraler Verbreitung sollen
ferner der Zelltod sowie eventuelle antiangiogenetische Eigenschaften vor allem unter
hypoxischen Bedingungen genauer betrachtet werden.

AbschlieRend wird auch in Hinblick auf eine geplante klinische Studie die
Antitumoreffizienz zweier verschiedener, besonders effizienter Konstrukte in in vivo-
Versuchen an Nacktmdusen in Kombination mit dem GBM-Standard-
Chemotherapeutikum TMZ oder dem Immunsuppressivum CPA evaluiert. Hierbei wird
nicht nur das Tumorvolumen metrisch und mittels Biolumineszenzimaging verfolgt,
sondern auch eine ausfihrliche histologische Untersuchung durchgefiihrt. Dadurch soll
eine genauere Aussagen (lber den Wirkmechanismus der untersuchten
Therapiemdglichkeiten, z.B. beziiglich Antiangiogenese, Zelltod oder Immunzell-
aktivierung moglich gemacht werden.

Die aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse sollen dann als Grundlage fur die

Planung und Durchfiihrung einer klinischen Phase I-Studie dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerat

Bezeichnung/Hersteller

Agarose-
Gelelektrophoresesystem

Mini horizontal submarine unit, Amersham Biosciences

mit POWER PAC 200 oder 300, Biorad

Biolumineszenzimaging-
System

Xenogen IVIS 100, Xenogen Corporation

Brutschranke

CO, water jacketed incubator, Forma Scientific
Heracell150i, Thermo Scientific

,Fluorescence Activated
Cell Sorter” (FACS)

FACS Vantage, Bekton Dickinson (BD)

PCE-LSM 2000, PCE-Group

Feinwaagen Research RC210P, Sartorius
Immunfarbehalterung Shandon Sequenza Slide Rack, Thermo Scientific
Mauskaéfige Typ Il L, IVC, Tecniplast

Mikroskope und Kameras

Axiovert 25 und 135, Axio Cam MRC, Zeiss
AxiolmagerZ1 mit ApoTome, Zeiss
Eclipse E200, Nikon Instruments Inc.

Neubauer Zahlkammer

Schubert, Miinchen

PCR (,Polymerase Chain
Reaction*)-Gerat

Robocycler Gradient 40, Stratagene

Photometer

BioPhotometer, Eppendorf
Victor? 1420 Mulitlabel Counter, Wallac

Pipetten

20, 100, 200 und 1000uL, Eppendorf

Pipettierhilfe

Accu-jet®, Brand

Real-time (rt) PCR-Gerat

ABI Prism 7900HT Sequence Detection System,
Applied Biosystems

Schittler MTS 2, IKA-Labortechnik

Schuttler Mini Rocker MR-1, Kisker
Sterilbank Kendro Laboratory Products
Tumormessgerat Digital Caliper, Holex

Thermomixer

Thermomixer compact, Eppendorf

Transmissions-
Elektronenmikroskop (TEM)

EM 10 CR, Zeiss

Ultramikrotom

Ultracut E, Reichert-Jung (jetzt Leica)

UV-Image Station

LTF-Labortechnik

UV-Tisch Biotech-Fischer GmbH
Vortexer Minishaker MS2, IKA-Labortechnik
Wasserbad Memmert

Western Blot (WB):
GelgieRapparatur

Multiple Gel Caster, Amersham Biosciences

WB: Laufkammer

Mighty Small Il SE250/SE260, Hoefer

WB: Blotapparatur

Criterion Blotter, Biorad

WB: Imagestation

IS440CF; Kodak Digital Service

Zentrifugen

Mini Zentrifuge MCF-2360, LMS Consult
Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf
Megafuge 2.0R, Heraeus Sepatech
Ultrazentrifuge Optima™ LE-80K, Beckmann
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Bezeichnung/Hersteller

BEEM-Kapseln

Roth

Cu-Grids

Electron Microscopy Sciences

Deckglaser 24 x 50 mm

Menzel-Glaser

Einmalplastikkivetten

UVette, 50-2000 uL, 10/2 mm, Eppendorf

Einmalskalpell

Disposable scalpel, Feather

Entsalzungssaulen

Disposable PD-10 Desalting Columns, GE Healthcare

FACS-Ro6hrchen

5 mL Rundbodenréhrchen (mit in der Kappe
integriertem Zellsieb), Polystyrol, BD Falcon

Filter fur Sterilfiltration

0,2 uM, Josef Peske OHG

Filterspitzen

Multi Guard Barrier Tips 10, 10-250 und 100-1000 pL,
Sorenson, Bioscience, Inc.
Aerogard®Tips 1-40 und 1-250 uL, Alpha Laboratories

Immunfarbekammern

Shandon Coverplate Disposable Immunostaining
Chambers, Thermo Scientific

Mikrospin-Réhrchen

MicroSpin" G25, Amersham Biosciences

Nitrozellulosemembran

Amersham Hybond ECL, GE Healthcare

Objekttrager Superfrost Plus

Thermo Scientific

Pasteurpipetten

150 und 230 mm, Hirschmann

Pipettenspitzen

0,5-20, 2-200 und 100-1000 pL, Peske

PVDF-Membran

Amersham Hybond-P, GE Healthcare

Real-time-PCR Zubehor

Micro Amp Optical 96-Well Reaction Plate with
Barcode, Applied Biosystems
Micro Amp Optical Adhesive Film, Applied Biosystems

Reaktionsgefalie mit Deckel

1,5 und 2 mL, Peske

Reaktionsgefale fur PCR

0,5 mL, Peske

Sterile Insulinspritzen

BD Micro-Fine+ U40 Insulinspritzen (1 mL),
0,33 mm(29 G)x12,7 mm, BD Consumer Healthcare

Sterile Kanilen

20G x 1 %” und 23 G x 1 %”, BD Mircrolance ™3

Sterile serologische
Pipetten

1, 2,5, 10, 25 und 50 mL, Falcon

Sterile Spritzen

2,5, 10 und 20mL BD Discardit™II

Ultrazentrifugenréhrchen

Ultra-Clear Centrifuge Tubes 1 x 3 1/2 und 5/8 x 4 in,
Beckmann

Zellkulturflaschen

75 und 150 cm?, TPP

Zellkulturplatten

6-, 12-, 24- und 96-Well, TPP

Zellkulturschalen

100 x 20 und 150 x 20 mm, TPP

Zellschaber

24 und 30 cm, TPP

Zentrifugenréhrchen

15 und 50 mL, TPP

2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Aceton Merck
Agarose (pegGold Universal Agarose) Peqglab
Ammoniumacetat Fluka
Ammoniumpersulfat (APS) Roth
Bleicitrat Sigma-Aldrich
Bovines Serum Albumin (BSA) Serva
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Calciumchlorid (CaCly) Merck
Camptothecin (CPT) Sigma-Aldrich
Casiumchlorid (CsCl) Applied Biosystems
Chloroform Merck
Cyclophosphamid (CPA) Sigma-Aldrich
Daunorubicin Sigma-Aldrich
Dimethylarsinsdure Natriumsalz Merck
Dimethylsulfoxid (DMSQO) Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Fluka

Eosin Sigma-Aldrich
Essigsaure Merck
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Boehringer Mannheim
Ethylendiaminotetraessigsaure (EDTA) Merck
Formalin (10%, neutral gepuffert) Sigma-Aldrich
D-Glucose Merck
Glycidether 100 (Epon 812) Roth
Glycidether-Harter DBA Roth
(2-Dodecenylbernsteinsaureanhydrid)

Glycidether-Harter MNA (1-Methyl-5-norbornen- Roth
2,3-dicarbonséureanhydrid)

Glycerin Merck

Glycin Merck
Glykogen Sigma-Aldrich
Glutaraldehyd Fluka
Hematoxylin Dako
4-Hydroxy-CPA IIT Uni Bielefeld GmbH Niomech
Isopropanol Merck
Kaliumdichromat (K,Cr,O7) Merck
Kaliumhydroxid (KOH) Merck
Kresolrot Sigma-Aldrich
Magermilchpulver (MP) AppliChem
Magnesiumchlorid (MgCl,) Fermentas
Methanol Merck
MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- , .
diphenyltetrazolium bromide) Sigma-Aldrich
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid (NaCl) Fluka
Natriumcitrat Merck
Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO:5) Merck
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
Nuklease-freies Wasser Promega
Osmiumtetraoxid (OsQ,) Merck
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (PCI) 25:24:1  Sigma-Aldrich
Polyacrylamid (PAA): Rotiphorese Gel 40 (19:1)  Roth
Propylenoxid Merck
Saccharose Merck
Salzsaure (HCI) (37%) Merck
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Fluka
Sulphorhodamin B (SRB) Sigma-Aldrich
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Temozolomid (TMZ) LKT Laboratories
Trichloressigséure (TCA) Sigma-Aldrich
Tris Base Roche
2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol Sigma-Aldrich
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Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trizol-Reagent Invitrogen
Trypanblau (0,4%) Sigma-Aldrich
Tween-20 Fluka
Uranylacetat Fluka

2.1.4 Selbsthergestellte LOsungen

Tabelle 4: Selbsthergestellte Losungen

Losung Enthalt:
CsCl 1,33 45,42 g CsClin 100 mL 10 mM Tris-HCI (pH 7,8)
CsCl 1,45 60,90 g CsCl in 100 mL 10 mM Tris-HCI (pH 7,8)

DNA-Isolation: Aufschlusspuffer

100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0),
25 mM EDTA (pH 8,0), 0,5 % SDS

DNA-Isolation: Fallpuffer

400 mM Ammoniumacetat in EtOH (100 %)

Gelelektrophorese: 1x TAE-Puffer

40 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0),
0.1 % Essigsaure

MTT-Farbelésung

1 mg/mL MTT, 5 mg/mL Glucose in PBS

MTT-Solubilisierungslésung

10 % Triton X-100 in 0,1 N HCl in Isopropanol

PCR-Mix (mit Kresolrot)

1x Tag-Puffer mit Ammoniumsulfat, 10 %
Glycerin, 0,4 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl,, je
0,5 uM fw und rev Primer, 0,1 u/pL Tag-
Polymerase, 1-10 ng/uL Template-DNA

SRB-Farbeltsung

0,5% SRB in 0,1% Essigsaure

TEM: Cacodylatpuffer (0,1 M)

0,1 M Dimethylarsinsaure Natriumsalz, mit HCI
auf gewilinschten pH-Wert eingestellt

TEM: Chrom-Osmiumséure-
Nachfixiergemisch

1 Teil Pufferlésung (5 %-ige, wassrige Kalium-
dichromat-Losung mit KOH auf pH 7,2
eingestellt), 1 Teil Salzlésung (3,4 % NaCl) und 2
Teile 2 %-ige OsO,4-LOsung

TEM: Epon

Epon gebrauchsfertig: 250 mL enthalten: 61,5 g
DBA, 81,5 g MNA, 130,5 g Glycidether 100 und
3,75 mL 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol

TEM: Glutaraldehyd-Fixierldsung

2,5 % Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer
(pH 7,6), 4 % Saccharose, 2 mM CaCl,

TEM: Waschlésung

0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7,4), 4 % Saccharose,
2 mM CacCl,

WB: Blotting-Puffer

25 mM Tris-HCI (pH 8), 192 mM Glycin, 0,05%
SDS, 20 % MeOH

WB: Ladepuffer (10x)

0,5 M DTT, 62,8 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2 % SDS,
10 % Glycerin, Bromphenolblau

WB: Elektrophoresepuffer (10x)

250 mM Tris-HCI (pH 8,6), 1,92 M Glycin, 1 %
SDS

WB: Sammelgel

125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 5 % PAA, je 0,1 %
APS, TEMED und SDS

375 mM Tris-HCI (pH 8,6), 10-14 % PAA, je

WB: Trenngel 0,1 % APS, TEMED und SDS

WB: 1x PBS-T 1x PBS (Biochrom) mit 0,1 % Tween-20
\é\gn;?)x TBS (,Tris Buffered 0,1 M Tris-HCI (pH 7,6), 1,5 M NaCl
WB: 1x TBS-T 1x TBS mit 0,1 % Tween-20

16



Material und Methoden

2.1.5 Enzyme, Puffer und sonstige gekaufte Substanzen

Tabelle 5: Enzyme, Puffer und sonstige gekaufte Substanzen

Substanz Hersteller
Aqua ad injectabilia DeltaSelect
Atipamezol (Antisedan) Pfizer
Background Reducing Antibody Diluent Dako
Blot Incubation Buffer CPPT Nanotools
Desoxyribonukleotid 4dNTP-Mix (10mM) Fermentas
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltes Wasser Fermentas
D-Luziferin Synchem
DNA-Ladder Mix, Gene ruler™ Fermentas
Fentanyl Janssen-Cilag
Flumazenil (Anexate) Roche
Full Range Rainbow Molecular Weight Marker GE Healthcare
Hoechst 33342 Invitrogen
Oligo(dT)g-Primer (0,5ug/pL) Fermentas
Magnesiumchlorid (MgCl,)(25mM) Fermentas
Matrigel Basement Membrane Matrix High Concentration BD Biosciences
Medetomidin (Domitor) Pfizer
Midazolam (Dormicum) Roche
NaCl (0,9 %, isotonisch) DeltaSelect
Naloxon DeltaSelect
Nuklease-freies Wasser Promega
Ponceau S Lésung Sigma-Aldrich
Protease Inhibitor Cocktail Roche
Proteinase K (20mg/mL) Qiagen
Proteinisolationspuffer Proteo JET Mammalian Cell Lysis Reagent Fermentas
Reverse Transkription (RT)-Reaktionspuffer (5x) Fermentas
RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase (200u/pL) Fermentas
Ribonuklease (RNase)-Inhibitor (40u/pL) Fermentas
Schweineserum Santa Cruz
Tag DNA-Polymerase (5u/pL) Fermentas
Taqg-Puffer mit Ammoniumsulfat (10x) Fermentas
Vectashield Mounting Medium for Fluorescence Linaris
2.1.6 Kits
Tabelle 6: Kits

Kit Hersteller

AdEasy Viral Titer Kit Agilent

BCA Protein Assay Kit Pierce

Brilliant I SYBR Green QPCR Master Mix Agilent

ECL Western Blotting Analysis System GE Healthcare

Gel Extraction Kit QIAquick Qiagen

Homogenous Caspases Assay, fluorimetric Roche

Human VEGF-ELISA (DuoSet ELISA Development
System und Substrate Reagent Pack)
Liquid DAB + Substrate Chromogen System Dako

R&D Systems
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2.1.7 PCR-Primer

Tabelle 7: PCR-Primer

PCR Primersequenzen Annealing-
temperatur

fw: 5-AATGGCCGCCAGTCTTTT-3' .

E1AL3S rev: 5-GCCATGCAAGTTAAACATTATC-3' 58 °C
fw: 5-GCATGTTTGTCTACAGTAAGTG-3’ .

E1AL2S rev: 5-GCCATGCAAGTTAAACATTATC-3’ 58 °C
fw: 5-GCGTAACTTGCTGGAACAGAG-3’ .

E1BISK rev: 5-TCAGTTCTGGA-3’ 52°C

RGD fw: 5-CTGCCGCGGAGACTGTTTC-3 60 °C
rev: 5-CTGCAATTGAAAAATAAACACGTTGAAAC-3’

fib35 fw: 5-CTAACAACCACAGGCGGATC-3’ 50 °C
rev: 5-TGAAGGGATAAGCTGTAGTAC-3'

Ad-fib fw: 5-AAGCTAGCCCTGCAAACATCA-3' 54 °C
rev: 5-CCCAAGCTACCAGTGGCAGTA-3’

E3 fw: 5-GAACAATTCAAGCAACTCTAC-3’ 50 °C
rev: 5-GCAGTCTACTTCGATGTGAG-3’

. fw: 5-AGGGTGCAGGAGAACAAGG-3’ .

YB-1INE3 | 5 CTCGAGGAATCATGTCTC-3' 50°C
fw: 5-CGATCTTACCTGCCACGAG-3’ .

EIA-CDNA (o 5. CCGTACTACTATTGCATTCTC-3' 50°C
fw: 5-GGCCATTACCTTTGACTCTTC-3' .

rt-Hexon rev: 5-GCATTTGTACCAGGAACCAGTC-3’ 60 °C

L RAKEN fw: 5-TAAGTAGGTGCACAGTAGGTCTGA-3 60 °C

rev: 5-AAAGTGCAAAGAACACGGCTAAG-3

Die Primer (vgl. Tab. 7) wurden von MWG oder der Hermann GmbH bezogen. Der

lyophilisierte Feststoff wird in 10 mM Tris-HCI (pH 7,8) gelést, so

dass eine

Konzentration von 100 pmol/uL vorliegt.

2.1.8 Antikorper

Tabelle 8: Antikorper

Antikorper (aus Tier) Anwendung/ Hersteller
Verdinnung

Anti-Kaninchen-FITC (Schwein) IF/1:20 Dako
Anti-Kaninchen-HRP (Ziege) WB/1:1000 Dako

: , ICC, ICH,
Anti-Maus-HRP (Ziege) WEB/1:1000 Dako
Anti-Maus-RPE (Kaninchen) FACS/1:20 Dako
3-Aktin (Kaninchen) WB/1:250 Sigma-Aldrich
CAR/Klon RmcB (Maus) FACS/1:20 Millipore
CD 8 (Maus) IHC/1:50 Dako
CD 20 (Maus) IHC/1:3000 Dako
CD 31 (Maus) IHC/1:25 Dako
CD 46-PE (Maus) FACS/1:1 Abcam
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CD68 (Maus) IHC/1:100 Dako
Integrin alpha V (Maus) FACS/1:200 Abcam
IgG; Isotypkontrolle/Klon Ci4 (Maus) FACS/1:20 Millipore
IgG;-PE Isotypkontrolle (Maus) FACS/1:1 BD Biosciences
LC3/Klon 5F10 (Maus) WB/1:200 Nanotools
a-Tubulin (Maus) WB/1:1000 Calbiochem
: A. Braithwaite (Children’s
(YKBajr:]Lir]I\(I:-IF]iI;]ml\?alllﬁﬁh];r%Z A) IF/1:150 Medical Research Institute,
VAL 9 Westmead, Australia)
YB-1 N-terminal/AS 1-12 . Eurogentec (28-Tage-
(Kaninchen, vgl. Anhang A) WB/1:400 Protokoll)
YB-1 N-terminal/AS 1-100 )
(Kaninchen, vgl. Anhang A) WB/1:350 Abcam
2.1.9 Zellkulturmedien und Zusatze
Tabelle 9: Zellkulturmedien und Zusatze
Medium/Zusatzstoff Hersteller
B27 Supplement, 50x Gibco/Invitrogen
DULBECCOS’ MEM (DMEM), 1x Biochrom AG
Fetales Bovines Serum (FBS) PAN Biotech GmbH
Fetuin Sigma-Aldrich
L-Alanyl-L-Glutamin Biochrom AG
Leibovitz's L-15 Medium Bio Whittaker
Leukemia Inhibitory Factor (LIF) Chemicon
MEM-Vitamine, 100x Seromed
Minimal Essential Medium (MEM), 1x  Gibco/Invitrogen
Nicht essenzielle AS, 100x Biochrom AG
OptiMEM (Infektionsmedium) Gibco/Invitrogen
PBS-DULBECCO, 1x Biochrom AG

Rekombinanter humaner ,Epidermal

Growth Factor” (EGF)

R&D Systems

Rekombinanter humaner,Fibroblast

Growth Factor* (FGF)

R&D Systems

Transferrin

Sigma-Aldrich

Trasylol

Hausapotheke des Klinikums
Rechts der Isar

Trypsin

Biochrom AG

Dem Zellkulturmedium DMEM werden 1-10 % FBS und 1 mM L-Glutamin zugesetzt,

MEM erhdlt zusatzlich dazu noch nicht essenzielle AS (1x). Dem L15-Medium werden
neben 10 % FBS und 1 mM L-Glutamin noch 6,25 mg/L Fetuin, 2,5 mg/L Transferrin,
1 g/L Glucose (steriffiltriert), 1,1 g/L NaHCO; (sterilfiltriert), MEM-Vitamine (1x) und

20000 KIE/L Trasylol beigegeben.

Das Stammzellmedium besteht aus DMEM mit 1 mM Glutamin, B27 (1x), 20 ng/mL
LIF, 20 ng/mL FGF (gelost in 1 mM DTT in PBS mit 0,1 % BSA) und 20 ng/mL EGF

(geldst in 10 mM Essigsaure mit 0,1 % BSA). Falls nicht anders angegeben werden die

Zellen mit DMEM (10 % FBS) kultiviert und zweimal wochentlich passagiert. Die
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Infektion von Zellen erfolgt jeweils fir 1 h bei 37 °C in OptiMEM mit anschlielendem

Mediumwechsel.

2.1.10 Zelllinien

HEK293

Hierbei handelt es sich um humane, embryonale Nierenzellen (,Human Embryonal
Kidney“, HEK), die haufig zur Vermehrung von Adenoviren verwendet werden. Die
Zelllinie ist permissiv fur die Infektion mit Ad5 wund ermdéglicht eine
Transkomplementierung der E1-Region, da sie selbst das linke Ende des adenoviralen
Genoms enthalt [114]. Die in dieser Arbeit verwendeten HEK293-Zellen wurden
freundlicherweise von H. Lage (Pathologisches Institut der Charité Berlin) zur

Verfligung gestellt.

HeLaP und HeLaRDB

HeLa Zellen sind humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms, die 1951 der Patientin

Henrietta Lacks entfernt wurden und aus denen darauf hin die erste menschliche
permanente Zelllinie etabliert wurde [115]. Im Folgenden ist mit HelLaP die
unveranderte, chemosensitive, parentale (P) Zelllinie gemeint.

Die MDR-Sublinie wird dagegen als HelLaRDB (resistent gegen Daunorubicin)
bezeichnet. Zur Aufrechterhaltung des klassischen MDR-Phanotyps (Uberexpression
von mdrl/P-Glykoprotein (PGP)) werden alle zwei Wochen 0,25 pg/mL Daunorubicin in
das Kulturmedium (L15) gegeben [116].

Beide Zelllinien wurden ebenfalls von H. Lage (Pathologisches Institut der Charité
Berlin) zur Verfugung gestellt.

LN-18, LN-229 und LN-428

Hierbei handelt es sich um humane, epitheliale Glioblastomzelllinien, die Ende der 70er

Jahre in Lausanne, Schweiz in der Gruppe um N. de Tribolet etabliert wurden [117].
Die LN-18-Zellen sind zudem MGMT-positiv und damit TMZ-resistent [118]. Die in
dieser Arbeit verwendeten Zellen wurde freundlicherweise von U. Naumann (Hertie

Institut fur klinische Hirnforschung, Tubingen) zur Verfligung gestellt.

U373 und U87/U87-luc
U373MG (p53-mutiert) und U87MG (p53-wt) sind ebenfalls humane, epitheliale

Glioblastomzelllinien (Grad 1V), die von J. Ponten isoliert und erstmals 1968

beschrieben wurden [119]. Die U373-Zellen wurden freundlicherweise von J. Ohlfest
(Universitat von Minneapolis, MN, USA) zur Verfugung gestellt.
U87MG (HTB-14) wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) in

Rockville, MD, USA erworben und mit MEM-Medium kultiviert. Ebenso, wie die daraus
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resultierenden U87-luc-Zellen (generiert von M. Anton, Klinikum Rechts der Isar, TU
Munchen), welche Uber einen lentiviralen Vektor das fLuc-Gen (Luziferase aus dem
Leuchtkafer Photinus pyralis) exprimieren.

R28

R28-Zellen stammen aus primarem GBM und sind so genannte CSC mit
stammzellahnlichen Eigenschaften, wie CD133-Expression und Neurosphéarenbildung
[120,121]. Diese Suspensionszellen werden mit speziellem Stammzellmedium ohne
FBS (vgl. Abschnitt 2.1.9) kultiviert und wurden freundlicherweise von C. Beier
(Medizinische Fakultat der Universitat Regensburg) zur Verfigung gestellt.

2.1.11 Adenoviren

Wt

Als unverdndertes, replikationskompetentes Wildtyp-Virus (wt), von dem sich alle
anderen Konstrukte ableiten, wird der Serotyp Ad5 des Genus Mastadenovirus
(Subgenus C) verwendet. Dieser ist bereits sehr gut charakterisiert und wird daher

gerne fir die Entwicklung onkolytischer Vektoren verwendet [122,123].

Ad-Null
Dieser E1- und E3-deletierte Vektor [124] wurde von Vector Biolabs in Philadelphia,
PA, USA erworben. Er ist aulRer in 293-Zellen replikationsdefizient und wird daher als

Negativkontrolle fur viele Versuche eingesetzt.

di312

Durch das Fehlen der E1A-Region ist bei diesem Virus die Transaktivierung weiterer
viraler Gene (z.B. E2) unterbunden, so dass zumindest bei niedriger ,Multiplicity of
Infection (MOI) keine Virusreplikation moglich ist [125,126].

di520

Das dI520-Virus hat im Vergleich zum wt eine 11 bp-Deletion in der CR3-Region des
E1A-Gens, was dazu fihrt, dass nur noch das 12S-Protein exprimiert wird [55]. Daher
kann dI520 nur in YB-1-positiven Zellen, die verstarkt YB-1 im Kern aufweisen,
replizieren [57] (vgl. Abschnitt 1.2.2).

Ad-Delo3-RGD

Dieses Virus wurde, wie alle nachfolgenden Delo-Konstrukte (vgl. Abb. 4), von K.

Mantwill (Klinikum rechts der Isar, Minchen) konstruiert und freundlicherweise fur
diese Arbeit zur Verfuigung gestellt. Dafir wurde die dI520-DNA von der SspBI-
Schnittstelle (wt-Position 193) bis zur Munl-Schnittstelle (wt-Position 3925) in das
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Shuttle-Plasmid des AdEasy-Systems von Qbiogene kloniert. E1B19K wurde durch
Restriktion mit EcoNI (Position 1715) und BstEll (Position 1916) teilweise deletiert,
allerdings ohne den offenen Leserahmen von E1B55K zu beeinflussen. Homologe
Rekombination mit einem RGD-modifizierten [77] AdEasy-Backbone (Delta E3)
resultierte in Ad-Delo3-RGD.
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Abbildung 4: Genomkarte der Delo-Konstrukte. Alle Delo-Konstrukte weisen eine Deletion
im E1A-Bereich auf, so dass nur das E1A12S-Protein gebildet wird. Je nach Konstrukt fehlen
evtl. auch die Sequenzen fur E1B19K und E3, so dass hier Platz fur YB-1 als mdgliches
Transgen entsteht. Als Fibervarianten gibt es Ad5 mit oder ohne zusatzliches RGD-Motiv, sowie
die Fibersequenz von Ad35.

Ad-Delo3

Diese Vorstufe von Ad-Delo3-RGD hat genauso alle drei Deletionen im CR3-Bereich,
bei E1B19K und in der E3-Region. Ihm fehlt jedoch das RGD-Motiv. Da es sich also
ebenfalls um ein modifiziertes dI520-Virus handelt, ist die Replikation, wie bei allen

Delo-Konstrukten, nur in YB-1 kernpositiven Zellen mdglich.

Ad-Delo2-wt19K-RGD
Hier fehlt im Vergleich zu Ad-Delo3-RGD die Deletion in E1B19K.

Ad-Delo2-RGD

Bei diesem Virus fehlt die Deletion in der E3-Region, bzw. wurde diese aus dem wt-
Genom von Position 27077 bis 31098 mit Spel und Agel (einschlieBlich ADP) heraus
geschnitten und in das AdEasy Backbone Plasmid eingefligt. Zusatzlich wurde der
Bereich zwischen den beiden Dral-Schnittstellen (Position 28706 bis 29308) und damit

die Sequenz fur E3 gp19k entfernt, was im Folgenden als Dra0 bezeichnet wird.

Ad-Delo2-YB-1-RGD
Im Vergleich zu Ad-Delo2-RGD wurde hier an der DraO-Stelle das gebluntete EcoRlI-

EcoRI-Fragment von YB-1 (,copyDNA®, cDNA) als Transgen eingefugt. Die 5-EcoRI-
Schnittstelle stammt hierbei aus dem verwendeten Klonierungsvektor [37]. Durch
Glatten der EcoRI-Schnittstelle am 3’-Ende der YB-1-cDNA und Einflgen in die DraO-
Stelle entsteht ein neues Stopcodon (TAA) und eine damit um 36 Nukleotide
(entspricht 12 AS) verkirzte YB-1-Sequenz (vgl. Anhang A).
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Ad-Delo2-F35

Die Ad5-Fiber-Sequenz (inklusive zusatzlichem RGD-Motiv) wurde teilweise an der wt-
Position 31098 mit Agel bis Avrll (Position 3546 im Homologiebereich des linken Arms
des pAdEasy) entfernt und durch einen Teil der Fiber-Sequenz von Ad35 ersetzt.
Hierfir wurde ein von O. Wildner (Ruhr-Universitdt Bochum) zur Verfigung gestelltes
pAdEasy-1/F35 verwendet, welches die ersten 44 Nukleotide des Ad5-Fiber-
Schwanzes und anschlieRend 860 Nukleotide des Ad35-Fiber-Schaftes und der Ad35-
Fiber-Knob-Domane enthalt [79].

Ad-Delo2-YB-1-F35
Zusatzlich zum Ad35-Fiber wurde hier wie bei Ad-Delo2-YB-1-RGD das gebluntete
EcoRI-EcoRI-Fragment von YB-1 als Transgen eingeflgt.

Ad-Delo2-YB-1-wtfib
Dieses Virus enthalt die wt-Ad5-Fiber-Sequenz ohne RGD-Motiv und YB-1 in E3 als

Transgen.

2.1.12 Zytostatika

Daunorubicin

Daunorubicin gehort zur Gruppe der Anthrazykline und inhibiert als DNA-Interkalator
die DNA- und RNA-Synthese [127]. In dieser Arbeit wird es als Substrat fur PGP zur
Aufrechterhaltung des MDR-Phénotyps der HeLaRDB-Zellen eingesetzt [116].

CPT

CPT ist ein zelltoxisches Alkaloid aus dem chinesischen Strafienbaum Camptotheca
acuminata, welches seine zytostatische Wirkung durch Hemmung des Enzyms
Topoisomerase | erzielt [128]. In dieser Arbeit wird es zur Induktion von Apoptose

eingesetzt.

T™MZ

TMZ gehort zu den DNA-Alkylantien. Bei physiologischem pH-Wert hydrolysiert es
spontan zu seinem aktiven Metaboliten und erlangt seine zytotoxische Wirkung durch
die Methylierung der O°-Position des Guanins mit zusétzlicher Alkylierung an der
N’-Position, was zu DNA-Quervernetzungen und damit zur Inhibition der Zellteilung
fuhrt. Als gut tolerierte, oral verfigbare Substanz mit ZNS-Gangigkeit ist es das

derzeitige Standardzytostatikum zur Behandlung von Gehirntumoren [129].

CPA
CPA gehort zur Gruppe der Stickstoff-Senfgas-Verbindungen mit alkylierender

Wirkung. Es ist als ,Prodrug” eine an sich nicht zytotoxische Substanz, die erst in der
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Leber durch Enzyme des Zytochrom P450 mittels Hydoxylierung zu 4-Hydroxy-CPA
aktiviert wird. Fur die in vitro-Versuche wird daher die bereits aktive Substanz
verwendet. AulRer in der Krebstherapie findet es auch als Immunsuppressivum seinen
Einsatz, z.B. zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen oder bei Knochenmarks-

transplantationen [130].

2.1.13 Mause
Fur die in vivo-Versuche wurden sechs Wochen alte, mannliche Nacktmause Rj:NMRI-

nu (nu/nu) von Janvier, Frankreich verwendet.

2.2 Methoden

2.2.1 Virusherstellung

Die Virusvermehrung erfolgt im grof3en Ansatz (15-25 x 15 cm-Zellkulturschalen) in
HEK?293-Zellen. Achtundvierzig Stunden nach der Infektion in OptiMEM werden die
Zellen geerntet, pelletiert und in PBS aufgenommen. Die Viren werden durch drei
Einfrier- und Auftauschritte freigesetzt, mittels zweifacher, standardisierter CsCI-
Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt und nach Herstellerangaben Uber
Sephadex-Saulen (PD-10, GE Healthcare) entsalzt. Virusstocks werden mit 2 %
Glycerin bei -80 °C gelagert. Der Virustiter wird mit dem AdEasy Viral Titer Kit (Agilent)
bestimmt und in ,Infectious Units* (IFU/mL) angegeben. Somit wird auch fur die MOI

bei allen Infektionen mit IFU/Zelle gerechnet.

2.2.2 DNA-Isolation und PCR

Die DNA-Isolation aus gereinigtem Virusstock oder (infizierten) Zellen (1x10° Zellen pro
Well in 12-Well-Platten) erfolgt durch Zugabe von 300 pL Aufschlusspuffer (vgl. Tab. 4)
und 5 pL Proteinase K. Nach Inkubation Uber Nacht (UN) wird die DNA mit PCI
extrahiert, durch Zugabe von 4,25-fachem Volumen an ethanolhaltigem Fallpuffer (vgl.
Tab. 4) geféllt und nach einem Ethanol-Waschschritt in 10 mM Tris-HCI (pH 7,8)
gelost.

Die Vervielfaltigung bestimmter DNA-Bereiche erfolgt in 25 pl-Ansatzen des PCR-
Mixes (vgl. Tab. 4) Gber 30 Zyklen (je 40 sec Denaturierung, Annealing und DNA-
Synthese) bei variablen Annealingtemperaturen (vgl. Tab. 7). PCR-Produkte werden

mit 1 %-igen Agarosegelen aufgetrennt und tberprift.
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2.2.3 RNA-Isolation und RT-PCR

Zur RNA-Isolation aus (infizierten) Zellen (2x10° Zellen in 10 cm-Schalen) wird Trizol
(Invitrogen) nach Herstellerangaben verwendet.

Das Umschreiben der isolierten RNA in cDNA erfolgt durch RT. Hierfir werden
0,1-5pg RNA mit 0,5 pg oligo(dT)s-Primer laut Fermentas-Protokoll bei 70 °C
inkubiert. Nach Abkuhlung auf Eis erfolgt die Umschreibung in 1x RT-Reaktionspuffer
mit 1 mM dNTPs, 20 u RNAse-Inhibitor und 200 u Reverse Transkriptase in DEPC-
behandeltem Wasser bei 42 °C. Die so synthetisierte cDNA kann nun mittels PCR

amplifiziert werden (vgl. Abschnitt 2.2.2).

2.2.4 Western Blot

Fir die Proteinisolation (4x10° Zellen pro Well in 6-Well-Platten) wird das Proteo JET
Mammalian Cell Lysis Reagent (Fermentas) laut Protokoll verwendet und die
Proteinkonzentration mit dem BCA Protein Assay Kit (Pierce) bestimmt. Die Proben
(20-50 pg Protein) werden mit 10x Ladepuffer versetzt, kurz erhitzt, aufgetragen und
dann etwa 3 h bei 20 mA pro SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Blotten auf eine
Nitrozellulose- oder Polyvinyldenfluorid (PVDF)-Membran erfolgt fiir 1 h bei 100 V oder
20 V UN (GE Healthcare, PVDF nur fir ,microtubule-associated protein Light Chain 3¢
(LC3)-Antikorper). Um eine korrekte Ubertragung der Proteine auf die Membran zu
Uberprifen, werden diese mit Ponceau S (Sigma-Aldrich, nur bei Verwendung einer
Nitrozellulosemembran) angefarbt. Der folgende und alle weiteren Waschschritte
werden mit 1x TBS-T (oder 1x PBS-T fur LC3-Blot) durchgefiihrt. Unspezifische
Bindungsstellen werden fir 1 h mit 5% MP in 1x TBS (oder mit 5% MP in Blot
Incubation Buffer CPPT, Nanotools flr LC3-Blot) blockiert. Nach dem Waschen der
Membran wird diese fiir 1 h mit dem jeweiligen primaren Antikorper (Verdinnungen
vgl. Tab. 8) in 2,5 % MP in 1x TBS (oder Blot Incubation Buffer CPPT fir LC3) bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Waschschritten folgen die Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper in 1,25 % MP in 1x TBS oder 1x PBS fir 1 h und drei weitere
Waschvorgéange. Die gebundenen HRP-gekoppelten, sekundaren Antikérper werden
anschlieend mit dem ECL Western Blotting Analysis System (GE Healthcare)
detektiert und gegebenenfalls die Intensitdt der Signale mit dem Bildbearbeitungs-

programm ImageJ quantifiziert.

2.2.5 Oberflachenrezeptoranalyse mittels FACS
Pro Well einer 6-Well-Platte werden 2x10° Zellen ausgelegt und 48 h lang kultiviert.
Nach der Ernte (Abschaben und Pelletieren) werden diese mit PBS gewaschen und

40 min bei 4 °C mit den jeweiligen Antikdrpern im Dunkeln inkubiert (Verdiinnungen
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vgl. Tab. 8). Falls der Primarantikdrper nicht direkt PE-gekoppelt ist, folgt nach einem
Waschschritt die Inkubation fir weitere 40 min bei 4 °C im Dunkeln mit dem
sekundaren Antikérper. Die so markierten Zellen werden noch mal mit PBS
gewaschen, in 700 uL PBS mit 1% FBS aufgenommen und durch ein Zellsieb
vereinzelt. Das Z&hlen der PE-gefarbten Zellen erfolgt mit dem FACS Vantage (BD);
fur die anschlieBende Auswertung wird die Software FlowJo verwendet.

2.2.6 Quantitative rt-PCR

Zunachst wird das zu untersuchende DNA-Segment (Hexon bzw. 3-Aktin) mittels PCR
amplifiziert und das Produkt aus dem Agarosegel extrahiert (Qiagen). Anhand der
DNA-Konzentration und dem Molekulargewicht des Produktes werden Standard-
verdiinnungen von 10%-10° Molekiilen, d.h. DNA-Kopien pro pL hergestellt. Mit dem
SYBR Green System (Agilent) werden je 100 ng DNA in 25 pL-Ansatzen mit je 0,5 uM
fw- und rev-Primer (vgl. Tab. 7) und 300 nM Referenzfarbstoff in 40 Zyklen (je 15 sec
Denaturierung, Annealing bei 60 °C und DNA-Synthese) vervielfaltigt. Nach jedem
Zyklus wird also in Echtzeit die Menge doppelstrdngiger DNA Uber das gebundene
SYBR-Green bei einer Messtemperatur von 78 °C bestimmt. Durch Auswertung der
Triplikatmessungen mit der SDS 2.2 Software konnen so die Hexon- bzw. [3-Aktin-
Kopien in einer Probe quantifiziert und folglich eine Aussage Uuber die

Replikationsfahigkeit der verschiedenen Viren getroffen werden.

2.2.7 Immunzytochemie

Um den YB-1-Status bzw. die Lokalisation von YB-1 in der Zelle zu untersuchen,
werden 1x10° Zellen auf Objekttrager in 10 cm-Schalen gebracht. Nach zwei Tagen
werden diese flr weitere 24-48 h mit verschiedenen Viren oder Zytostatika behandelt
bzw. unter hypoxischen Bedingungen inkubiert. Das Fixieren der Zellen erfolgt in
einem Aceton/Methanol-Bad (1:1) bei -20 °C fur 20 min. Die Farbung wird mit der
speziellen Shandon Coverplate Technologie (Thermo Scientific) durchgefiihrt. Nach
dem Waschen mit PBS werden die Zellen fir 30 min mit 5 % Schweineserum in PBS
blockiert, wieder gewaschen und fiir 1 h bei Raumtemperatur oder UN bei 4 °C mit
dem priméren Antikérper (vgl. Tab. 8) in Antibody Diluent (Dako) inkubiert. Dem
nachsten Waschschritt folgt das Farben mit dem sekundéren, FITC-gekoppelten
Antikorper in 1,5% Schweineserum in PBS fir 45 min im Dunkeln. Nach der
Kernfarbung mit Hoechst 33342 (1:5000 in H,Oges;) werden die Objekttrager mit
Vectashield Mounting Medium eingedeckt und mit dem AxiolmagerZ1l mit ApoTome

(Zeiss) analysiert.

26



Material und Methoden

2.2.8. Zytotoxizitatsassays

2.2.8.1 SRB-Assay

Zur Quantifizierung des zytopathischen Effekts (CPE) werden alle noch adhéarenten
Zellen mit 10 % TCA (Sigma-Aldrich) fir mehrere Stunden auf Eis oder UN bei 4 °C
fixiert. Nach Waschen mit Leitungswasser werden diese Zellen mit 0,5 % SRB (Sigma-
Aldrich) in 0,1 % Essigsaure fur 10 min gefarbt und anschlieRend Uberschissiger
Farbstoff durch Spulen mit 0,1 % Essigsaure entfernt. Flr die quantitative Auswertung
kann der getrocknete Farbstoff mit 10 mM Tris-HCI (pH 8) geldst und die Extinktion bei

590 nm in Triplikaten gemessen werden [131].

2.2.8.2 MTT-Assay

Bei diesem Assay wird die MTT-LOsung (vgl. Tab. 4) direkt zum Zellkulturmedium
(200 pL pro 96-Well, Inkubation fir 2 h bei 37 °C) gegeben, so dass sich dieser Test
auch fur Suspensionszellen (z.B. Stammzellen) eignet. Das gelbe Tetrazoliumsalz wird
hierbei nur von noch Ilebenden, aktiven Zellen zu dem blau-violetten,
wasserunloslichen Formazan reduziert [132]. Durch Zugabe von 100 pL
Solubilisierungslosung (vgl. Tab. 4) wird dieses wieder geldst und kann bei 590 nm im

Photometer in Triplikaten quantifiziert werden.

2.2.8.3 Caspase-Assay

Caspasen sind eine Gruppe von Proteasen, die eine wichtige Rolle beim
programmierten Zelltod, der Apoptose, spielen [133]. Durch quantitative Bestimmung
der Enzymaktivitat in den Zellen kann so analysiert werden, ob bestimmte zytotoxische
Effekte auf Apoptose zuriickzufiihren sind. Hierfiir werden 1x10* Zellen in 96-Wells
infiziert und 48 h spater der flourimetrische Caspase-Assay nach Herstellerangaben

(Roche) in Triplikaten durchgeftihrt.

2.2.9 Transmissions-Elektronenmikroskopie

Fur die elektronenmikroskopische Analyse (durchgefiihrt vom Institut fir Pathologie am
Helmholtz Zentrum Miinchen) der Zellmorphologie werden 2x10° Zellen pro 10 cm-
Schale ausgelegt und am nachsten Tag fir 48 h mit Virus und/oder Zytostatikum
behandelt. Daraufhin werden die Zellen in PBS gewaschen, in BEEM-Kapseln (Roth)
uberfuhrt, darin pelletiert und durch Uberschichten mit 2,5 % Glutaraldehyd in
Cacodylatpuffer UN bei 4 °C fixiert. Nach dreimaligem, 20-minitigem Waschen
(Waschpuffer und weitere Losungen vgl. Tab. 4) folgt die Nachfixierung fiur 1-2 h in
Chrom-Osmiumséaure. AnschlieBend werden die Proben dreimal mit H,O4e: gesplilt
und in einer Ethanolreihe entwassert (je 15 min 30, 50, 70, 90 und 96 % Ethanol
gefolgt von 3x 15 min 100 % Ethanol und 2x 30 min Propylenoxid). Fir die Einbettung
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folgt eine einstiindige Inkubation mit Epon/Propylenoxid (1:1) mit anschlieRender Epon-
Inkubation UN. Am nachsten Tag wird das Epon vorsichtig durch frisches ersetzt und
die Blocke werden fir 24-48 h bei 60 °C polymerisiert. Daraus gewonnene, auf Cu-
Grids (Electron Microscopy Sciences) aufgezogene, Ultradiinnschnitte (60-70 nm)
werden mit 0,5 % wassrigem Uranylacetat (Fluka) und 3 % wassrigem Bleicitrat
(Sigma-Aldrich) kontrastiert und mit dem EM 10 CR (Zeiss) mikroskopiert.

2.2.10 Analyse der viralen Verbreitung

2.2.10.1 Partikelbildungs-Assay

Um die Bildung neuer, infektioser Partikel zu quantifizieren, werden U373- und U87-
Zellen inklusive Zellkulturiiberstand aus 6-Wells (2x10° Zellen pro Well) 72 h nach
Infektion mit 20 IFU/Zelle geerntet und die Viren durch 3x thaw/freeze aus den Zellen
freigesetzt. Die Menge der infektiosen Partikel aus Zellen und Uberstand wird dann mit
dem AdEasy Viral Titer Kit (Agilent) auf HEK293-Zellen bestimmt.

2.2.10.2 Bystander-Assay

Mit diesem Versuch wird nicht nur die Bildung neuer Partikel sondern auch ihre
Fahigkeit benachbarte Krebszellen zu infizieren (,Spreading“) untersucht [134]. Hierflr
werden 1x10° Zellen (U373 und U87) in 12-Wells mit 100 MOI der jeweiligen Viren
infiziert, um eine Primarinfektion aller Zellen zu gewahrleisten. Fiunf Stunden spéater
werden diese Zellen dreimal mit PBS gewaschen und durch Trypsinieren geerntet. In
96-Wells wird dann eine bestimmte Prozentzahl infizierter Zellen zusammen mit nicht
infizierten Zellen ausgesét (Gesamtzellzahl 1x10* Zellen pro Well) und das Uberleben
nach sechs Tagen mittels MTT-Assay analysiert.

2.2.11 VEGF-ELISA

Fur die Untersuchung méglicher antiangiogenetischer Eigenschaften der Viren, werden
1x10° U373- und U87-Zellen in 12-Wells infiziert. Nach 24 h wird das Komplettmedium
durch DMEM mit lediglich 1 % FBS ersetzt und die Zellen werden fir weitere 24-36 h
(evtl. unter Hypoxie, vgl. Abschnitt 2.2.12) inkubiert. Anschlie3end werden die
Zellkulturiberstande mittels ELISA (,Enzyme-linked Immunosorbent Assay“, R & D

Systems) nach Herstellerangaben in Triplikaten auf VEGF untersucht.

2.2.11 Hypoxie
Zur Erzeugung einer sauerstoffarmen Umgebung werden die Zellkulturplatten in
luftdichte Aluminiumkammern mit einer Vakuumpumpe und einem Gaszylinder mit

95 % N, und 5 % CO, bei 37 °C eingeschlossen. Abwechselnder Sauerstoffentzug und
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Stickstoffzufuhr tGber 11 Zyklen fiihrt nach 22 min zu einer Sauerstoffkonzentration
unter 0,66 % [135], bei welcher die Zellen bis zur weiteren Analyse bei 37 °C inkubiert

werden.

2.2.13 In vivo-Versuche

2.2.13.1 Mausmodell

Fir die Etablierung eines Xenograft-Modells werden 2x10° U87-luc Zellen in 100 pL
0,9 % NaCl gemischt mit 100 uL Matrigel subkutan (s.c.) in die rechte Flanke von
sechs Wochen alten, mannlichen Nacktmause injiziert (Rj:NMRI-nu (nu/nu)). Das
Tumorvolumen wird zweimal die Woche in drei Dimensionen (V = a x b x ¢) mit einem
digitalen Messschieber ermittelt. Nach etwa drei Wochen wird bei einem mittleren
Tumorvolumen von 250 mm® (bzw. 160 mm® im zweiten Versuch) mit der Therapie
begonnen. Die erste Behandlungsgruppe (Chemo) bekommt an den Tagen 1, 4 und 7
je 150 pg TMZ (entspricht etwa 5 mg/kg Koérpergewicht) in 50 uL (gelost in DMSO
verdinnt mit PBS) intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Den Tieren der zweiten
Behandlungsgruppe (Virus) werden an den Tagen 2, 5 und 8 je 1x10° IFU Ad-Delo3-
RGD in 100 pL PBS intratumoral (i.t.) injiziert. Analog bekommt die Kontrollgruppe
lediglich 100 uL PBS gespritzt. Die letzte Behandlungsgruppe (Kombi) wird sowohl mit
TMZ als auch mit Ad-Delo3-RGD an den oben genannten Tagen therapiert.

Im zweiten Tierversuch wird den Mausen der Chemogruppe an den Tagen 1, 7, 16 und
22 je 2mg CPA (entspricht etwa 65 mg/kg Korpergewicht) in 100 uL PBS i.p.
verabreicht. Die Virusgruppe bekommt an den Tagen 3, 9, 18 und 24 je 3x10° IFU
Ad-Delo2-YB-1-F35 in 100 uL PBS bzw. die Kontrollgruppe lediglich 100 uL PBS i.t.
gespritzt. Die Kombigruppe wird wiederum sowohl mit CPA als auch mit Virus
behandelt.

2.2.13.2 Biolumineszenzimaging

Um die Entwicklung der TumorgréRe nicht nur metrisch, sondern auch bildlich zu
verfolgen, werden die Tiere einen Tag vor und acht Tage nach Therapieende
geimaged. Dazu werden diese mittels voll antagonisierbarer Anasthesie (VAA)
bestehend aus 0,5 mg/kg Medetomidin, 5 mg/kg Midazolam und 0,05 mg/kg Fentanyl
(MMF, i.p.) narkotisiert, um ihnen je 1 mg D-Luziferin (geldst in 100 yL Aqua ad
injectabilia, mit 1 M NaOH auf pH 7 eingestellt) i.p. zu verabreichen. Nach 7 min wird
das Biolumineszenzsignal mit dem Xenogen IVIS 100 System aufgenommen und die
Narkose anschlieRend mit 2,5 mg/kg Atipamezol, 0,5 mg/kg Flumazenil und 1,2 mg/kg

Naloxon (AFN, s.c.) antagonisiert.

29



Material und Methoden

2.2.13.3 Histologie

Spatestens acht oder neun Tage nach dem letzten Behandlungstag werden alle Tiere
geopfert. Falls das Tumorvolumen vorher eine GréRe von 3000 mm? iiberschreitet bzw.
die Tiere sichtlich in schlechter Verfassung sind, werden sie aus ethischen Griinden
bereits vor Versuchsende eingeschlafert. Anschlielend werden die Tumoren aller
mittels Biolumineszenzimaging analysierten M&ause entnommen, in 4 % Formaldehyd
fixiert und in Paraffin gebettet. Die histologische Evaluierung wird an 5 ym dinnen, mit
Hematoxylin und Eosin (HE) gefarbten Schnitten von ein oder zwei unabhéngigen
Pathologen der Charité Berlin als Blindstudie durchgefiihrt. Hierbei wird die Anzahl
mitotischer Zellen bei 400-facher VergroRerung bestimmt. Das Ausmall apoptotischer
Zellen wird dagegen semi-quantitativ bewertet, indem die Proben in vier Kategorien
eingeteilt werden: 0 =keine, 1 =gering; 2 = maRig und 3 =stark. Zur Analyse der
GefalRdichte (,Microvessel Density“, MVD) werden die Schnitte mit einem
automatisierten Ventana-System nach Herstellerangaben gegen CD31 (vgl. Tab. 8)
gefarbt. Bei 40-facher VergroRerung wird dann zunachst die Stelle mit der hochsten
Gefalldichte ausgewahlt, um bei 200-facher VergréRerung die Zahl der positiv
gefarbten Gefal3e pro Mikroskopfeld zu z&hlen. Die Anzahl tumorinfiltrierender
Immunzellen wird nach Farbung mit Antikdrpern gegen CD8, CD20 und CD68 (vgl.
Tab. 8) in funf unabhangigen Mikroskopfeldern mit der héchsten Dichte an positiven
Zellen bei 400-facher VergrofR3erung bestimmt [136].

2.2.14 Statistische Auswertung

Die in vitro-Ergebnisse werden mit einem einseitigen Zweistichproben-t-Test (je nach
Versuch flir unabhangige oder gepaarte Stichproben) statistisch analysiert (XLSTAT
2010). P-Werte kleiner als 0,05 sind signifikant.

Die statistische Auswertung des ersten in vivo-Versuches wird am Institut fir
medizinische Statistik und Epidemiologie der TUM mithilfe der SPSS Software (Version
15.0) durchgefihrt. Zur Analyse des exponentiellen Tumorwachstums werden
Wachstumsraten mittels log-linearer Regressionsmodelle berechnet. Zum Vergleich
von mehr als zwei unabh&ngigen Gruppen wird zundchst der Kruskal-Wallis
Rangsummentest durchgefihrt, gefolgt von einem Zwei-Stichproben-Vergleich nach
Mann-Whitney. Neben Mittelwerten und Standardabweichungen werden auch Mediane
und Interquartilsabsténde (,interquartile range®, IQR) vom 25 %-Quartil bis zum 75 %-
Quartil berechnet. Alle Tests werden zweiseitig durchgefuhrt mit einem
Signifikanzniveau von a = 5 %, bei multiplen Paarvergleichen folgt zusatzlich noch die

Bonferroni-Korrektur.
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Die Ergebnisse der Apoptose- und MVD-Untersuchungen sowie die Daten der
Immunzellinfiltration aus dem zweiten in vivo-Versuch werden ebenfalls mit dem Mann-
Whitney-U-Test (zweiseitig) mit a = 5 % analysiert (XLSTAT 2010).
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der viralen Konstrukte auf DNA-, mRNA- und Protein-Ebene
3.1.1 Genomanalyse

Zu Beginn der Arbeit werden alle zu untersuchenden viralen Konstrukte nach der
Aufreinigung auf DNA-Ebene Uberprift. Hierfir werden mittels PCR die relevanten
Genabschnitte der E1A-, E1B-, E3- sowie der Fiberregion untersucht (vgl. Abb. 5).
Welche Signale bei welchen Viren zu erwarten sind ist in Anhang B zusammengefasst.
Die allgemeine Fiber-PCR (jeweils rechts) wird hierbei als Positivkontrolle fir das
Adenovirus verwendet. Bei dem E1- und E3-deletierten Ad-Null-Virus sind daher
erwartungsgemaf, auller der Fiber-Bande bei 101 bp, keine weiteren Signale
vorhanden. Das wt-Virus ist dagegen lediglich fur die Modifikationen in der E3- und
Fiberregion (YB-1, RGD und fib35) negativ und fir alle anderen Bereiche positiv. Das
dI520-Virus weist — wie alle Delo-Konstrukte — die 11 bp-Deletion in der E1A-Region
auf, was zu einem Signal fir E1A12S, aber nicht fur E1A13S fuhrt. Bei den Delo-
Konstrukten fehlt je nach Variante noch das E1B19K-Signal bzw. ist ein zuséatzliches
RGD-, Fiber35- oder YB-1-Signal zu sehen. Die E3-PCR zeigt fur die wt-Varianten
Ad-wt und dI520 ein 1329 bp-Signal. Bei den Delo2-Konstrukten ohne YB-1 ist dieses
durch die Deletion von gp19k (vgl. Abschnitt 2.1.11) auf 727 bp verkirzt. Durch
Einfigen von YB-1 in diese Region ist fur die Delo2-YB-1-Konstrukte eigentlich ein
E3-PCR-Produkt von 1813 bp zu erwarten, welches in Abb. 2 aber nicht zu sehen ist
(vgl. Abschnitt 4). Als letztes ist noch das Kontrollvirus dI312 gezeigt, welches E1A-
deletiert ist und somit nur die Genabschnitte fir E1B19K, E3 und Ad-Fiber aufweist.
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Abbildung 5: DNA-Analyse relevanter Genabschnitte. Die DNA aller gereinigten Virusstocks
wird mittels PCR auf die An- bzw. Abwesenheit der E1A-, E1B-, E3- und YB-1-Region, sowie auf
die jeweiligen Fibervarianten getestet. Gezeigt sind die DNA-Amplifikate, aufgetrennt auf einem
1 %-igen Agarosegel.
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3.1.2 Expressionsanalyse

Das Charakteristische aller Delo-Konstrukte ist die 11 bp-Deletion in der E1A-Region,
was dazu fuhrt, dass die grofdte SpleiBvariante E1A13S nicht gebildet wird. Da das
Fehlen von E1A13S fur die YB-1-Abhangigkeit und damit fur die Tumorzellspezifitat
verantwortlich ist, wird die Expression dieser Region fiir die beiden in vivo eingesetzten
Viren im Vergleich zu Ad-wt mittels RT-PCR untersucht (vgl. Abb. 6). Wie zu erwarten
zeigen Ad-Delo3-RGD und Ad-Delo2-YB-1-F35 nur ein starkes Signal fur E1A12S,

wahrend Ad-wt beide Varianten in gleichem Ausmalfd exprimiert.

mock Delo3- Delo2- Marker
RGD YB-1-F35 Wt [bp]
\ B /00
328bp £ 138 . S oo
190bp £ 125 — G - G 200

Abbildung 6: mRNA-Analyse der E1A-Region. Die RNA

von infizierten U87-Zellen (15 MOI) wird nach 24 h isoliert

und in cDNA umgeschrieben. Gezeigt sind die mit

spezifischen E1A-Primern generierten Amplifikate, auf-

getrennt auf einem 1 %-igen Agarosegel.
Die neueren Delo2-Konstrukte wurden aulBerdem mit YB-1 als therapeutischem
Transgen in der E3-Region ausgestattet. Ob dieses auch unter dem MLP exprimiert
wird und ob ein Unterschied zwischen endogenem und exogenem YB-1 detektierbar
ist, wird mittels Western Blot-Analyse untersucht (vgl. Abb. 7). Das YB-1-Protein lauft
hierbei auf einer Hohe von knapp 50 kDa, wobei nur bei den Delo2-YB-1-Konstrukten
eine zusatzliche, kleinere Bande zu sehen ist, welche auf das verkirzte YB-1-Protein in

der E3-Region zurlickzufuhren ist (vgl. Abschnitt 2.1.11).

24 h 48h
endogenes
YB-1 t A v Ll exogenes
e r 50 kDA ey foo 9
"“"-) ““"""4 L»d w ‘ YB-1
Delo2- Delo2- Delo2- Delo2 Delo2- Delo2- Delo2-
mook  YB-1  YB-1 YB-1 ReGOD' YB1  YB1  YB-
RGD F35 wifib RGD F35 wifib

Abbildung 7: Western Blot gegen YB-1. Die Proteine (20 pg) von infizierten U373-
Zellen (20 MOI) werden nach 24 bzw. 48 h isoliert und der Unterschied zwischen
endogenem und exogenem YB-1 mit einem YB-1-spezifischen Antikdrper (Abcam)
sichtbar gemacht.

3.2 Charakterisierung der Gliomzelllinien

3.2.1 YB-1-Status und Zelllyse

Zunachst werden die in dieser Arbeit verwendeten Gliomzelllinien auf ihre YB-1-
Expression (Antikdrper vgl. Tab. 8) mittels Western Blot analysiert (vgl. Abb. 8). Hierbei
zeigen alle Zellen eine vergleichbare Menge des Proteins, wobei LN-428 Zellen am

meisten und die R28-Stammzellen am wenigsten YB-1-Expression (im Vergleich zu
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3-Aktin) aufweisen. Dass es sich dabei um einen Marker fur Tumorzellen handelt, zeigt
eine als Negativkontrolle dienende gesunde Gehirnbiopsieprobe.

gesundes
LN-18 LN-229 LN-428 U373 U87 R28 Gehirngewebe

YB-1 [ "t 50 kDa
i N e a2i0n
45

4

3,5
3

2,51
2
1,51
1
0,5 1
0 - T T T T

LN-18  LN-229  LN-428 U373 us7 R28

Signalintensitéat [YB-1/R-Aktin]

Abbildung 8: YB-1-Status der Gliomzelllinien. 30 ug
Gesamtproteinisolat der verschiedenen Gliomzelllinien bzw.
Gewebeprobe werden im Western Blot auf YB-1 (Abcam-
Antikorper fur Gliomzellen, Eurogentec-Antikdrper fir Gehirn-
gewebe) untersucht und die Signalintensitéat (normiert gegen
3-Aktin) bestimmt.

Korrelierend zum YB-1-Status der Gliomzellen werden diese auch alle ahnlich gut

lysiert, wie in Abbildung 9 exemplarisch fur Ad-Delo2-YB-1-F35 gezeigt ist.

LN-18 _ ~ LN-229 ~LN-428

o

mock Delo2-YB-1-F35 mock

Delo2-YB-1-F35

Abbildung 9: Mikroskopbilder (infizierter) Gliomzellen. Die
verschiedenen Zelllinien werden mit 15 MOI von Ad-Delo2-YB-1-F35
infiziert und der CPE 48 h spéter mikroskopisch (x 10) visualisiert.
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3.2.2 Oberflachenrezeptoren und Infektivitat

Der fur das Ad5 naturliche Oberflachenrezeptor CAR ist auf einigen Tumorzellen nur
minimal vorhanden, was zu einer verringerten Infektivitat fahrt. Im Falle der hier
untersuchten Gliomzellen trifft das auf U87 und LN-229 (im Folgenden als CAR-negativ
bezeichnet) zu (vgl. Abb. 10). Dagegen zeigt die FACS-Analyse, dass CD46, der
naturliche Rezeptor fir das Adenovirus vom Typ 35, ubiquitéar auf allen Gliomzellen
vorhanden ist. Auch das Integrin aV, welches mit RGD interagiert, ist tGberall gleich
hoch exprimiert. Dass die unterschiedliche Expression der Oberflachenrezeptoren
einen Einfluss auf die Infektivitat der Gliomzellen hat, ist in Abbildung 11 anhand

zweier CAR-positiven und einer CAR-negativen Zelllinie gezeigt.

ou373 B usy OLN-18 B | N-229 W | N-428

110
100 -
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Oberflaichenrezeptoren [%]

CD46 CAR Integrin

Abbildung 10: Oberflachenrezeptoren. Die verschiedenen Zell-
linien werden mittels FACS-Analyse auf die Oberflachenrezeptoren
CD46, CAR und Integrin untersucht.
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Abbildung 11: Infektivitat in Abh&angigkeit von Fiber und Zelllinie.
Die Zelllinien U87, LN-18 und U373 werden mit 10 MOI der Delo2-
YB-1-Konstrukte mit verschiedenen Fibervarianten infiziert, die DNA 4 h
spater isoliert und mittels rt-PCR die Anzahl der Hexon-Kopien in den
Zellen (normiert gegen 3-Aktin) quantifiziert.
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Hierbei fallt zunachst auf, dass die CAR-negative Zelllinie U87 von dem Ad5-wt-Virus
erwartungsgemafl am schlechtesten infiziert wird. Durch Einfigen des zusatzlichen
RGD-Motivs werden zwar alle drei Zelllinien besser infiziert, aber am starksten ist der
Unterschied bei U87 mit einer Steigerung um das 4,6-fache. Die LN-18- und U373-
Zellen werden dagegen mit dem RGD-Virus nur 1,6- bzw. 1,5-mal so gut infiziert wie
mit dem Ad5-wt-Virus. Erstaunlicherweise funktioniert die Infektion mit Abstand am
besten mit dem Fiber35-Virus, wo in den U87-Zellen 4 h nach Infektion sogar 2,643
Kopien Hexon pro 3-Aktin, und damit 27,5-mal so viele wie bei Infektion mit dem Ad5-

wt-Virus, vorhanden sind.

3.3 Zellspezifitat der viralen Konstrukte

Fur die Tumorspezifitat der hier untersuchten YB-1-abh&ngigen onkolytischen
Adenoviren ist allerdings nicht nur die YB-1-Expression, sondern vor allem die
Lokalisation in der Zelle entscheidend. Die spezifische YB-1-Farbung chemosensitiver
(P) und chemoresistenter (RDB) HelLa-Zellen zeigt, dass das Protein lediglich in der
resistenten Variante auch im Kern vorliegt, wahrend die HelaP-Zellen nur perinuklear
angefarbt werden (vgl. Abb. 12).

A mock B
HelaP HelaRDB HelaP - 100 MOI HelaRDB - 20 MOI

-

Kern-Héchst
Kern-Héchst

YB-1-FITC
YB-1-FITC

merge
merge
Ve -

Abbildung 12: Immunzytochemie von HelLa-Zellen. A. Unbehandelte HeLaP- und HeLaRDB-
Zellen. B. Mit 100 bzw. 20 MOI Ad-wt infizierte HeLaP- und HeLaRDB-Zellen werden 24 h
spater fixiert und mit einem YB-1-spezifischen, N-terminalen Antikdrper gefarbt. Kernfarbung
erfolgt mit Hochst (x 63).

Nach Infektion mit dem Ad-wt-Virus zeigen dagegen beide Zelllinien punktuelle
Anfarbung (,Speckles®) im Kern, welche auf so genannte ,Viral Inclusion Bodies® (vgl.

Abschnitt 4) zurtckzufuhren ist. Allerdings ist nur das Ad-wt-Virus in der Lage,
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zumindest bei héheren MOI, auch die chemosensitiven HelaP-Zellen effektiv zu
infizieren (vgl. Abb. 13A). Die E1A-mutierten dI520- bzw. Delo-Konstrukte zeigen
dagegen nur in den chemoresistenten HeLaRDB-Zellen effiziente Zelllyse ab 10 MOI
(vgl. Abb. 13B). Je nach Viruskonstrukt werden sogar anndhernd so viele Zellen wie
mit dem wt-Virus abgetotet.
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Abbildung 13: Zytotoxizitatstest der viralen Konstrukte auf Hela-
Zellen. Die chemosensitive oder -resistente Zelllinie HeLa P (A) bzw.
HeLaRDB (B) wird mit der angegebenen MOI-Zahl der jeweiligen Viren
infiziert und vier Tage spater das Uberleben der Zellen mittels SRB-Assay
quantifiziert.

3.4. Vergleichende Untersuchungen der viralen Konstrukte

3.4.1 Virusbildung und -freisetzung

Da sowohl das Vorhandensein der E3-Region mit ADP, als auch die Deletion von
E1B19K vermutlich einen Einfluss auf das onkolytische Potenzial und die Ausbreitung
der Adenoviren haben, wird zunachst die Gesamtpartikelbildung der relevanten
Konstrukte untersucht (vgl. Abb. 14).

Hierbei fallt auf, dass diese abhangig von der Zelllinie ist, da in U87-Zellen generell viel
mehr Partikel gebildet werden, als in U373-Zellen.

Weiter stellt man fest, dass jegliche Veranderung im Vergleich zum Ad-wt zu

reduzierter Virusbildung im Bereich von einer bis sogar zwei Zehnerpotenzen fihrt.
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Das dI520-Virus, welches die wenigsten Veradnderungen gegenidber dem wit-Virus

aufweist, schneidet hierbei noch am besten ab.
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RGD wtl9K- RGD YB-1- F35 YB-1-
RGD RGD F35
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RGD wtl9K- RGD VYB-1- F35 VYB-1-
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Abbildung 14: Partikelbildung. U373 (A)- und U87 (B)-Zellen werden

primar mit 20 MOI der verschiedenen Konstrukte infiziert. Nach 72 h

werden die Viren durch thaw/freeze freigesetzt und die Menge der

infektidsen Partikel aus Zellen und Uberstand mit dem AdEasy Viral

Titer Kit bestimmt.
Genauso zeigt auch das Delo-Konstrukt Ad-Delo2-wt19k-RGD, welches das
antiapoptotische Protein E1B19K exprimiert, eine vermehrte Partikelbildung. Die
E3-Proteine ADP und das eingefiigte Transgen YB-1 haben dagegen keinen
nennenswerten Einfluss.
Ob die gebildeten Partikel auch effizient freigesetzt werden und daraufhin weitere
Nachbarzellen infizieren und lysieren, wird mit dem Bystander-Assay untersucht (vgl.
Abb. 15). Auch hier ist wieder eine Abh&ngigkeit von der Zelllinie zu erkennen, da bei
den U87-Zellen weniger infizierte Zellen nétig sind, um einen &hnlichen Effekt wie in

den U373-Zellen zu erzielen.
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Abbildung 15: Bystander-Effekt. U373- und U87-Zellen werden

primar mit 100 MOI der verschieden Viren infiziert und 5 h spéter

zusammen mit 25 bzw. 50 % nicht infizierten Zellen fir weitere sechs

Tage kultiviert und anschlieRend das Uberleben mittels MTT-Assay

bestimmt.
Vergleichend fallt auf, dass, auch wenn der Bystander-Effekt generell nicht sehr
ausgepragt ist, alle Konstrukte eine ahnlich effiziente Freisetzung und Reinfektion wie
das wt-Virus aufweisen. Die vermehrte Partikelbildung durch E1B19K (vgl. Abb. 14)
fuhrt dagegen aber nicht zwangslaufig auch zu einer effizienteren Freisetzung.
Generell verhalten sich alle Konstrukte sehr @hnlich, lediglich das Fehlen von der
E3-Region (Delo3-RGD in U87) bzw. das Einfliigen von YB-1 in die E3-Region (Delo2-

YB-1-F35 in U373) fihren zu einem minimal gesteigerten Bystander-Effekt.

3.4.2 Zytotoxizitat

Ein weiteres entscheidendes Kriterium fir die Effektivitat einer Antitumortherapie ist die
Zytotoxizitat des therapeutischen Agens. Diese wird fir ausgewahlte Konstrukte
(+/- E3, +/- YB-1 und RGD vs. F35) mittels MTT-Assay auf den Standardzelllinien U373
und U87 sowie auf der Stammzelllinie R28 getestet (vgl. Abb. 16).

Auch hier ist wiederum kaum ein Unterschied zwischen allen untersuchten Konstrukten
feststellbar, lediglich bei niedrigen MOI zeigt das wt-Virus ein starkeres onkolytisches
Potenzial. Bei 30 MOI in den U373-Zellen (vgl. Abb. 16A) fuhren die Delo2-Konstrukte
zu einer etwas erhdhten Zytotoxizitat im Vergleich zu dem E3-deletieren Ad-Delo3-
RGD. Zwischen den verschiedenen Fibervarianten ist allerdings kein signifikanter
Unterschied feststellbar, genauso wenig wie durch das Einfigen von YB-1 in die
E3-Region. Dagegen fuhren in den CAR-negativen U87-Zellen bei 30 MOI (vgl. Abb.
16B) beide Fibermodifikationen (RGD und F35) zu einem verstarkten Zelltod im
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Abbildung 16: Zytotoxizitat der viralen Konstrukte auf

Gliomzellen. U373 (A)-, U87 (B)- und R28 (C)-Zellen werden

mit den angegebenen MOI der verschiedenen Viren infiziert

und funf Tage spater das Uberleben mittels MTT-Assay

quantifiziert.
Vergleich zum wt-Virus mit dem natirlichen Ad5-Fiber. Aul3erdem scheint sich analog
zum Bystander-Assay das Einfigen von der E3-Region (vgl. Delo3-RGD und Delo2-
RGD) geringfiigig negativ auszuwirken, was aber durch die verbesserte Infektivitat der
F35-Konstrukte (vgl. auch Abb. 11) kompensiert wird. Auch in den R28-Zellen (vgl.

Abb. 16C) verhalten sich alle Konstrukte sehr &hnlich, entscheidend ist aber, dass
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diese aulerst resistenten Zellen schon ab 10 MOI effizient lysiert und bei 100 MOI
sogar komplett abgetdtet werden.

3.4.3 Virusreplikation

Da bisher aber noch kein entscheidender Effekt durch das therapeutische Transgen
YB-1 detektiert werden konnte, mikroskopische Beobachtungen jedoch einen
mdglichen Effekt zu friihen Zeitpunkten zeigen, wird nun die virale Replikation ein bis
drei Tage nach Infektion genauer untersucht (vgl. Abb. 17). Mit dem 4 h-Wert wird
sichergestellt, dass alle Konstrukte mit gleichem Fiber in gleicher Menge eingesetzt
werden. Analog zu Abbildung 11 ist die Infektivitat durch das RGD-Motiv leicht und

durch den Fiber des Adenovirus 35 stark erhoht.
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Abbildung 17: Virusreplikation. U87 (A)- und U373 (B)-Zellen
werden mit 25 bzw. 15 MOI der jeweiligen Viren infiziert. Nach 4, 24,
48 und 72 h wird die DNA isoliert und mittels rt-PCR die Anzahl der
Hexon-Kopien in den Zellen (normiert auf 3-Aktin) quantifiziert.
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In den CAR-negativen U87-Zellen (vgl. Abb. 17A) wirkt sich das Einfugen der
E3-Region (zumindest bei den RGD-Konstrukten) wiederum nachteilig aus, die
F35-Konstrukte zeigen dagegen schon nach 24 h vor allem aber nach 48 und 72 h eine
starkere Replikation (2-fach) als das Ad5-wt-Virus.

Ein Unterschied zwischen den Konstrukten mit und ohne YB-1 ist nur nach 24 h (etwa
2-fach), jedoch nicht mehr zu spateren Zeitpunkten detektierbar.

In den CAR-positiven U373-Zellen (vgl. Abb. 17B) ist das wt-Virus dagegen extrem
potent, so dass nach 24 h bereits 10- bis 100-mal so viele virale DNA-Kopien detektiert
werden wie mit den Delo-F35- bzw. den Delo-RGD-Konstrukten. Der Unterschied ist
zwar nach 48 bzw. 72 h nicht mehr ganz so ausgepragt, dennoch erreichen selbst die
F35-Konstrukte nur 50 % der maximalen DNA-Menge und auch das Einfligen von YB-1

hat wiederum nur nach 24 h geringfligige Auswirkungen auf die virale Replikation.

3.5 Analyse des Zelltodes

3.5.1 Apoptose

Dass die Delo-Konstrukte die Gliomzellen effizient abtdten, konnte bereits
eindrucksvoll gezeigt werden. Im Folgenden soll nun die Art des Zelltods genauer
untersucht werden. Eine mogliche Variante ist der programmierte Selbstmord der Zelle,

die Apoptose, auf welche z.B. mit dem Caspase-Assay getestet werden kann.

030 MOI - U373 O 30 MOI - U8s7
W 90 MOI - U373 m 90 MOI - U87
3 *

25

15

0,5 -

Caspaseaktivitat
[bezogen auf nicht infizierte Kontrolle]

Delo3-RGD Delo2-YB-1-F35 wt

Abbildung 18: Caspase-Assay. U373- und U87-Zellen werden mit 30

und 90 MOI infiziert und 48 h spater mittels fluorimetrischem Caspase-

Assay auf Apoptose untersucht. * p < 0,05 (einseitiger t-Test).
Wie schon bei den Experimenten zuvor ist das Ergebnis auch hier abhéangig von der
Zelllinie. Abbildung 18 zeigt namlich, dass nur in U373-Zellen der Zelltod nach Delo-

aber nicht nach Ad-wt-Infektion signifikant auf Apoptose zurtickzufiihren ist.
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3.5.2 Autophagie
Eine weitere Art des programmierten Zelltods, ist die Autophagie, welche unter
anderem mit dem spezifischen Marker LC3 detektiert werden kann (vgl. Abb. 19).
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Abbildung 19: Autophagie. A. U87-Zellen werden 72 h

lang mit 200 uM TMZ und/oder 15 MOI von Ad-Delo3-

RGD behandelt. AnschlieBend werden 50 pug des

Gesamtproteinisolats im Western Blot auf LC3- und

a-Tubulin-Expression untersucht. B. Quantifizierung des

LC3-1I-Signals normiert gegen a-Tubulin. * p<0,05

(einseitiger t-Test).
Hierfur wird die Menge des PE-konjugierten LC3-1l-Proteins quantifiziert, welches im
Gegensatz zum zytosolischen LC3-I auf Autophagosomen prasentiert wird (vgl.
Abschnitt 4). Die verschieden behandelten U87-Zellen zeigen sowohl nach TMZ- als
auch nach Virusinkubation eine Autophagieinduktion, wobei der Unterschied im

Vergleich zu den Kontrollzellen nur fir TMZ signifikant ist.

3.6 Elektronenmikroskopie

Als néchstes soll die Zellmorphologie nach Infektion mit Virus oder Behandlung mit
Zytostatika mittels Elektronenmikroskopie genauer analysiert werden. Die fir die
Apoptose charakteristischen Eigenschaften, wie Schrumpfen der Zellen, dicht gepackte
Zellorganellen und stark kondensiertes Chromatin (vgl. Pfeile in Abb. 20C und D) sind
allerdings nur vereinzelt nach Behandlung mit CPT zu erkennen. Die mit den

verschiedenen Viren infizierten U87-Zellen (vgl. Abb. 20E-G) zeigen im Vergleich zu
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Abbildung 20: Elektronenmikroskopie von U87-Zellen. A. nicht infiziert, 5000x; B. 30 MOI
di312 fur 48 h, 5000x; C und D. 10 uM CPT fir 18 h, 2000x; E. 30 MOI Ad-Delo3-RGD fiir 48 h,
5000x; F. 30 MOI Ad-Delo2-YB-1-F35 fur 48 h, 5000x; G. 30 MOI Ad-wt fur 48 h, 3150x;
H. vergroRRerter Ausschnitt von G, 25.000x.
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Delo2-YB-1-F35 ™™Z mock

TMZ + Delo2-YB-1-F35

Abbildung 21: Elektronenmikroskopie von U373-Zellen. A. nicht infiziert, 2000x;
B. vergroRerter Ausschnitt von A, 5000x; C. 200uM TMZ fiir 48 h, 2000x; D. 200uM
TMZ far 48 h, 5000x; E. 30 MOI Ad-Delo2-YB-1-F35 fiur 48 h, 2000x; F.
vergréRerter Ausschnitt von E, 5000x; G. 4 h 200uM TMZ gefolgt von 30 MOI Ad-
Delo2-YB-1-F35 fiur 48 h, 5000x; H. vergrolRerter Ausschnitt von G, 50.000x; I. 30
MOI Ad-wt flr 48 h, 2000x; J. vergroRerter Ausschnitt von I, 25.000x.
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den mock- bzw. dI312-infizierten Kontrollzellen (vgl. Abb. 20A und B) dagegen relativ
groBe Zellen mit groRen Zellkernen und teilweise kondensierter bzw. bereits
fragmentierter Zellkernmembran. Die dunklen, kondensierten Bereiche (vgl. Pfeile in
Abb. 20E-G) innerhalb des Zellkerns sind ein Hinweis auf vermehrte Proteinbildung
und damit auf Bereiche mit erhOhter zellularer Aktivitat. Bei starker VergrofRerung sind
sogar einzelne Viruspartikel (vgl. Pfeile in Abb. 20H) zu erkennen.
Elektronenmikroskopische Untersuchung von U373-Zellen (vgl. Abb. 21) zeigt nach
TMZ-Inkubation vermehrt Zellen mit stark kondensierten Nukleoli (vgl. Pfeile in Abb.
21C), was auf einen Zellzyklusarrest hindeutet. AuBerdem sind vereinzelt Bereiche mit
extremer Vakuolisierung (vgl. Pfeile in Abb. 21D) zu erkennen, wobei es sich z.B. um
Autophagosomen oder sekundare Lymphosomen handeln kann. Virusinfektion flhrt
wie in U87-Zellen zu morphologischer Verdnderung mit starker zellularer Aktivitat (vgl.
Pfeile in Abb. 21E-G und 1). Darlber hinaus kommt es vor allem nach
Kombinationsbehandlung (vgl. Abb. 21G und H) im Vergleich zur Infektion mit Ad-wt zu
einer noch effizienteren Viruspartikelbildung (vgl. Pfeile in Abb. 21H und J).

3.7 VEGF-Expression unter Normoxie und Hypoxie

Gerade in vivo ist es aber nicht nur wichtig die Tumorzellen zu zerstéren, sondern auch
ihre Versorgung zu unterbinden. Deshalb soll im Folgenden ein mdglicher
antiangiogenetischer Effekt der onkolytischen Viren anhand der VEGF-Expression
untersucht werden. Abbildung 22 zeigt, dass nach Infektion mit den beiden in vivo
eingesetzten Konstrukten vor allem in U373-Zellen, aber auch in U87-Zellen die VEGF-

Expression signifikant gesenkt wird.

‘ mU373 muUs7? ‘

[% von nicht infizierter Kontrolle]

VEGF

di312 Delo3-RGD YB-1 F35 wt
100 MOl 10 MOI 10 MOI 10 MOI

Abbildung 22: VEGF-Inhibition in Abhangigkeit von E1A.
U373- und U87-Zellen werden fur 48 h mit 10 bzw. 100 MOI
(dI312) der jeweiligen Viren infiziert und die Uberstande mittels
ELISA auf VEGF analysiert. * p < 0,05 (einseitiger t-Test).
Das E1A-negative Virus dI312 hat dagegen selbst bei hohen MOI (erméglicht E1A-

unabhangige Replikation) keinen Einfluss. Auffallend ist au3erdem, dass das wt-Virus
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nur in den U373-, aber nicht in den CAR-negativen U87-Zellen zu einer VEGF-
Inhibition fihrt, was wiederum auf eine schlechtere Infektivitat dieser Zellen hindeutet.
Da im Inneren des Tumors oft sauerstoffarme Bedingungen herrschen wird als
nachstes die VEGF-Expression unter Hypoxie analysiert. Wie erwartet steigt diese
abhangig von der Zelllinie zun&chst auf das 2- bis 8-fache an (vgl. Tab. 10).

Tabelle 10: VEGF-Hochregulation in nicht
infizierten Zellen nach Hypoxie (36 h).

Zelllinie VEGF [x-fach]
LN-18 2,1
U373 7,5
us7 3,9

Nach Infektion mit den onkolytischen Viren kann die VEGF-Expression prozentual
sogar noch starker gesenkt werden, als es unter normoxischen Bedingungen der Fall
ist (vgl. Abb. 23A und B). Dieser signifikante Unterschied zwischen Normoxie und
Hypoxie ist allerdings nur bei den Delo-Konstrukten, nicht aber bei Ad-wt zu
beobachten. Analog dazu kommt es auch nur bei diesen Konstrukten zu einer
gesteigerten Replikation unter hypoxischen Bedingungen (vgl. Abb. 23C und D), so
dass die Delo-Konstrukte auch in U373-Zellen auf einmal in der Lage sind, mindestens

genauso viele virale DNA-Kopien wie Ad-wt herzustellen.
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Abbildung 23: VEGF-Expression und virale Replikation unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen. U373- (A und C) und U87-Zellen (B und D) werden zuné&chst fur
24 h mit 10 MOI der angegebenen Viren infiziert und anschlieGend fir weitere 36 h unter
Normoxie oder Hypoxie inkubiert. Sechzig Stunden nach Infektion wird der Uberstand mittels
ELISA auf VEGF untersucht (A und B) bzw. die Anzahl der Hexon-Kopien in den Zellen
(normiert gegen R3-Aktin) durch rt-PCR bestimmt. * p < 0,05 (einseitiger t-Test).
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3.8 YB-1-Farbung

Um zu untersuchen, ob z.B. die gesteigerten Effekte unter Hypoxie im Zusammenhang
mit einer veranderten YB-1-Lokalistaion stehen, werden die Gliomzellen unter
verschiedenen Bedingungen immunzytochemisch untersucht (vgl. Abb. 24).

Sowohl die U373- als auch die U87-Zellen zeigen generell eine starke YB-1-
Expression, wobei das Protein sowohl zytoplasmatisch als auch im Zellkern lokalisiert
ist. Durch Zufugen von zellularem Stress (TMZ oder Hypoxie) kommt es zu einer
nahezu kompletten Translokation von YB-1 in den Zellkern. Die Zellkerne zeigen
hierbei eine relativ gleichméaRige Anfarbung mit dem YB-1-Antikdrper, wahrend eine
Infektion mit Ad-Delo2-YB-1-F35 (vor allem in U373) und Ad-wt zu den bereits
angesprochenen ,Speckles® (vgl. Abschnitt 4) fhrt.

A u373

mock Hypoxie Delo2-YB-1-F35 wt

Kern - Héchst

-FITC

YB-1

merge

w

us7

mock Hypoxie Delo2-YB-1-F35

Kern - Hochst

-FITC

YB-1

merge

Abbildung 24: Immunzytochemie von U373- und U87-Zellen. U373- (A) und U87-Zellen
(B) werden mit 25 MOI von Ad-Delo2-YB-1-F35 oder Ad-wt infiziert bzw. mit 200 uM TMZ
oder unter Hypoxie inkubiert. Nach 24 h werden die Zellen fixiert und mit einem YB-1-
spezifischen, N-terminalen Antikdrper gefarbt. Kernfarbung erfolgt mit Hochst (x 63).
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3.9 Kombinationseffekte mit TMZ und CPA

Da die beiden Zytostatika TMZ und CPA auch in vivo eingesetzt werden sollen,
mussen diese erst mal in vitro auf ihre kombinatorischen Eigenschaften mit den
jeweiligen onkolytischen Viren untersucht werden. Hierflr wird zunachst der Wert fir
die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) auf den U87-Zellen mit 40 uM flir TMZ
und 0,33 uM fur CPA bestimmt (vgl. Abb. 25).
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Abbildung 25: ICsg von TMZ und CPA auf U87-Zellen.
5x10° U87-Zellen werden in 96-Wells fur 24 h mit den
jeweiligen Konzentrationen von TMZ bzw. 4-Hydroxy-CPA
behandelt. Nach einem Mediumwechsel erfolgt eine weitere
Inkubation Uber 4 Tage bevor die Anzahl der Uberlebenden
Zellen mittels MTT-Assay bestimmt wird. Der ICsq entspricht
der Zytostatika-Konzentration bei der 50 % der Zellen
Uberleben (ICs-TMZ = 40 puM; ICs0-CPA = 0,33 pM).

In Abbildung 26 sind die fiir die verschiedenen Gliomzelllinien ausgewahlten TMZ- und
Viruskonzentrationen gezeigt, bei denen die Kombination am eindrucksvollsten
funktioniert hat.
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Abbildung 26: Synergistischer Effekt von Ad-Delo3-RGD und
TMZ. 1x10° Gliomzellen pro 12-Well werden fir 4 h mit 20-250 uM
TMZ vorbehandelt und anschlieBend mit 1-3 MOI von Ad-Delo3-
RGD infiziert. Die Auswertung erfolgt nach finf Tagen mittels SRB-
Assay. * p<0,05 (einseitiger t-Test; sowohl Vergleich von
.Kombination“ und ,Virus“ als auch Vergleich von ,Kombination*
und ,TMZ").
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Demnach zeigen alle Zelllinien (inklusive der TMZ-resistenten Variante LN-18)
eindeutig einen synergistischen Effekt, da z.B. Ad-Delo3-RGD alleine nur 20 % bzw.
TMZ alleine 40 % der U87-Zellen totet, in Kombination aber 80 % der Tumorzellen
vernichtet werden. Auch die Kombination von Ad-Delo2-YB-1-F35 mit dem
Zytostatikum und Immunsuppressivum CPA fuhrt zumindest bei sehr hohen
Konzentrationen zu verstarkten Effekten (vgl. Abb. 27), wobei diese lediglich additiv

und nicht statistisch signifikant sind.
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Abbildung 27: Additiver Effekt von Ad-Delo2-YB-1-F35
und CPA. 1x10°> U87-Zellen pro 12-Well werden fiir 4 h
mit 10 oder 50 uM 4-Hydroxy-CPA vorbehandelt und
anschlieBend mit 2-10 MOl von Ad-Delo2-YB-1-F35
infiziert. Die Auswertung erfolgt nach sieben Tagen mittels
SRB-Assay.

Da bereits gezeigt wurde (vgl. Abschnitt 3.8), dass TMZ-Behandlung zu einer
nuklearen Translokation von YB-1 fihrt, Gberrascht es nicht dass das YB-1-abhéngige
onkolytische Adenovirus Ad-Delo3-RGD so gute Kombinationseffekte mit TMZ zeigt,

welche auch durch die folgende Replikationsanalyse noch mal bestatigt werden (vgl.
Abb. 28).
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Abbildung 28: Einfluss von TMZ und CPA auf die virale Replikation. 1x10°> U87-Zellen
werden im 12-Well far 4 h mit 50-200 uyM TMZ (A) bzw. 0,1-10 pM 4-Hydroxy-CPA (B)
vorbehandelt und anschlieend mit 10 MOI von Ad-Delo3-RGD (A) bzw. Ad-Delo2-YB-1-F35
(B) infiziert. Nach 24 und 48 h wird die DNA isoliert und mittels rt-PCR die Anzahl der Hexon-
Kopien in den Zellen (normiert auf R-Aktin) quantifiziert. * p < 0,05 (einseitiger t-Test).
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Vor allem nach 48 h kommt es schon bei niedriger TMZ-Konzentration zu einer
signifikanten Steigerung der viralen Replikation (vgl. Abb. 28A). Im Gegensatz dazu
fuhrt die Kombination von Ad-Delo2-YB-1-F35 und CPA zu einer Reduktion der
Virusreplikation (vgl. Abb. 28B), was auch die schlechteren Kombinationseffekte aus
Abbildung 27 erklart. Entscheidend fur den weiteren in vivo-Einsatz ist aber, dass diese
leichte  Hemmung schon nach 48 h nur noch bei unphysiologisch hohen
Konzentrationen von 10 uM CPA statistisch signifikant ist, so dass fiir den Tierversuch

mit keiner maf3geblichen Einschréankung zu rechnen ist.

3.10 In vivo U87-luc Xenograft-Modelle

3.10.1 Ad-Delo3-RGD und TMZ — Tumorentwicklung

Basierend auf den viel versprechenden in vitro-Ergebnissen wird ein Xenograft-Gliom-
Modell entwickelt und zunachst der potenzielle in vivo-Effekt einer Kombinations-
therapie bestehend aus Ad-Delo3-RGD und TMZ untersucht. In dieser explorativen
Studie wird das Tumorwachstum bis 16 Tage nach Therapiestart verfolgt und bei
Versuchsende in der Kombinationsgruppe ein mittleres Tumorvolumen von 57,4 mm?®
gegeniiber 287,6 mm? (TMZ) und 831,7 mm?® (Ad-Delo3-RGD) fiir die Einzeltherapien
bestimmt (vgl. Abb. 29A). Das faktorielle Tumorwachstum pro Tag (vgl. Abb. 29B)
belauft sich auf 1,181 in der PBS-Kontrollgruppe, was einer taglichen VergréfZerung
des Tumorvolumens von +18,1 % + 4,5 entspricht (Median: +17,6 %; IQR: +16,1 % bis
+20,3 %). In der Virusgruppe betragt das tagliche Wachstum dagegen nur +0,4 % + 9,2
(Median: +0,3 %; IQR: -8.4 % bis +8.5 %) und die TMZ behandelten Tiere zeigen ein
faktorielles Tumorwachstum von 0,976, was sogar einer taglichen Verkleinerung des
Tumorvolumens um -2,4 % + 5,3 (Median: -2,1 %; IQR: -3,2 % bis -1,3 %) entspricht.
Am starksten ist der Effekt der Tumorvolumenregression allerdings mit -9,4 % + 2,7 pro
Tag (Median: -8,9%; IQR: -11,0% bis -7,9 %) in der Kombinationsgruppe zu
beobachten. Demnach zeigen alle Therapiegruppen (einzeln und in Kombination) im
Vergleich zur PBS-Gruppe eine signifikante  Reduktion der mittleren
Tumorwachstumsrate, sogar bei Berucksichtigung des korrigierten a-Wertes von 0,008
(alle p-Werte < 0,001). Zwischen den beiden Monotherapien (Virus und TMZ) kann
zwar kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,598), aber im Vergleich
zu beiden Einzelbehandlungen ist das Tumorwachstum bei Kombination von Ad-Delo3-
RGD und TMZ ebenfalls signifikant reduziert (p < 0,001). Faktisch hei3t das, dass das
mittlere Tumorvolumen (in das auch mdgliche Matrigelreste und Narbengewebe mit
eingerechnet werden) in der Kombinationsgruppe am Tag der Opferung fast 4-mal
kleiner ist als zu Therapiebeginn, so dass auch in vivo die Kombination mit TMZ zu

einer synergistischen Steigerung des onkolytischen Effekts von Ad-Delo3-RGD flihrt.
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Eine detaillierte Auswertung der Tumorentwicklung jeder einzelnen Maus (vgl. Abb.
29C) zeigt zudem je nach Therapieform ein anderes Verlaufsmuster. Wahrend das
Tumorvolumen aller PBS-gespritzten Mause Uber die Behandlungsdauer konstant
ansteigt, zeigen die Mause der Kombinationsgruppe alle eine Reduktion des
Tumorvolumens. In der Virusgruppe ist dagegen eine sehr ungleichméRige Verteilung
der Wachstumskurven zu erkennen, wogegen die Tumorgrof3e der meisten TMZ-

behandelten Tiere Gber den gesamten Zeitraum konstant bleibt.
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Abbildung 29: Tumorregression durch Ad-Delo3-RGD in Kombination mit TMZ im
Xenograft-Modell. A. Mittlere Tumorvolumenentwicklung: Mause mit s.c. U87-luc-Tumoren
werden in vier Gruppen eingeteilt. Kontrolltiere erhalten i.t.-Injektionen mit PBS, behandelte
Tiere bekommen i.p. 150 ug TMZ an den Tagen 1, 4 und 7 und/oder 1x10° IFU Ad-Delo3-RGD
i.t. an den Tagen 2, 5 und 8 verabreicht. B. Der Box-Whisker-Plot zeigt das faktorielle
Tumorwachstum pro Tag in den verschiedenen Therapiegruppen (°: milder Ausreil3er,
*: extremer Ausrei3er). C. Tumorentwicklung jeder einzelnen Maus in allen Therapiegruppen.

Diese Ergebnisse kénnen durch Biolumineszenzimaging einiger Tiere bestétigt werden
(vgl. Abb. 30). Hier zeigen alle Tiere der PBS-Gruppe ein verstarktes Luziferase-
Signal, wohingegen das Signal bei Anwendung der Kombinationstherapie bei allen
untersuchten Tieren geringer wird oder sogar in zwei von sechs Fallen komplett
verschwindet. Im Vergleich dazu bleibt das Signal in der TMZ-Gruppe nahezu
unverandert und die Virus-behandelten Tiere zeigen im gleichen Ausmald verringerte

(eine komplette Regression), stabile oder verstarkte Lumineszenzsignale.
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Abbildung 30: In vivo-Biolumineszenzimaging. Die Mause werden einen Tag vor Therapie-
beginn und acht Tage nach Therapieende mit folgenden Gerateinstellungen geimaged:
f/Stopp = 8, binning = high resolution, exposure time = 1 min.

3.10.2 Ad-Delo3-RGD und TMZ — Histologie

Die PBS-behandelten Xenograft-Tumoren (vgl. Abb. 31A) sind alle sehr homogen und
zeigen teilweise geschwollene Zellkerne und zahlreiche mitotisch aktive Tumorzellen
(im Mittel 6,5 pro Mikroskopfeld bei 400-facher VergréRerung). Sklerotische

Veranderungen werden nicht beobachtet. Dagegen zeigt die TMZ-Monotherapiegruppe
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(vgl. Abb. 31B) polymorphe, grof3e Tumorzellen mit vereinzelter Lymphozyten-
infiltration. Mitotische Zellen sind kaum zu sehen (im Mittel 0,86 pro Mikroskopfeld). Die
Tumorzellen der virusbehandelten Tiere (vgl. Abb. 31C) weisen wiederum teilweise
Zellatypien mit verschiedenen degenerativen und sklerotischen Verénderungen auf.
Apoptotische und mitotische Aktivitat (im Mittel 8,0 Zellen pro Mikroskopfeld) ist hier
verstarkt vorhanden. In Ubereinstimmung mit den Biolumineszenzergebnissen kann
eine breite Variabilitat bezlglich der adenoviralen Antitumoreffizienz, inklusive einer
kompletten Regression, festgestellt werden. Massive Narbenbildung wird in drei von
sechs Fallen der Kombinationsgruppe (vgl. Abb. 31D-F) gefunden. Diese zeigt
aulBerdem vereinzelte Einwanderung von inflammatorischen Zellen. Komplette
Tumorregression (keine Tumorzellen mehr zu erkennen) tritt in zwei Fallen ein,
wohingegen die anderen vier Tumoren leichte bis starke degenerative Veranderungen
der Tumorzellen aufweisen. Mitotische Zellen (im Mittel 1,0 pro Mikroskopfeld) sind

kaum zu sehen.

Abbildung 31: Histopathologische Analyse der implantierten Xenograft-Gliome
(HE-Farbung). A. PBS: Tumorzellen zeigen hyperchromatische Zellkerne mit ausgepréagten
Nukleoli. Mitosen sind reichlich vorhanden (Pfeilspitzen). B. TMZ: Tumorzellen sind merklich
geschwollen und zeigen zytolytische Veranderungen mit diffusen Zellkernen (kleine Pfeile).
Vereinzelt sind Lympho-Eosinozyten-Einwanderung (Pfeilspitzen) und kollagenes Stroma
(grol3e Pfeile) zu sehen. C. Ad-Delo3-RGD: Grol3e Teile des Tumors sind mit kollagenen
Fibrillen durchzogen, aul’erdem sind viele apoptotische Zellen (Pfeile) vorhanden.
Verbleibende, lebende Tumorzellen sind im oberen, rechten Teil des Bildes zu sehen.
D. Kombination: Die Tumorzellen zeigen unterschiedliche degenerierte Eigenschaften, wie z.B.
eine Riesenzelle mit untypischer Mitose (Pfeilspitze). AuRerdem ist eine deutliche
zytoplasmatische und nukledre Vakuolisierung zu erkennen (Pfeile). E. Kombination:
Vollstédndig entnommener Tumor, bei dem lebende Tumorzellen nur noch teilweise in der
unteren Subkutis vorhanden sind (Pfeile), wohingegen er massives Narbengewebe im oberen
Teil des subkutanen Gewebes aufweist (Pfeilspitzen). F. Kombination: héhere Auflésung des
Ausschnitts in Bild E.
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Wie in Abb. 32A dargestellt ist, wird in den virusbehandelten Tieren ein signifikant
verstarktes Ausmal3 an Apoptose im Vergleich zur PBS- (p = 0,044) und zur TMZ-
Gruppe (p =0,005) beobachtet. Durch die Kombinationstherapie wird zwar auch
vereinzelt Apoptose induziert, allerdings ohne signifikante Unterschiede zur PBS- oder
TMZ-Gruppe. Neben den apoptotischen Eigenschaften der onkolytischen Virotherapie
kann auRerdem die Reduktion der Angiogenese als Wirkmechanismus identifiziert
werden. Daflir wird die MVD in den Tumorschnitten durch CD31-Farbung (vgl. Abb.
32C) analysiert, wobei nur in der Virus- (p =0,042) und in der Kombinationsgruppe

(p = 0,033) signifikant weniger gefarbte Zellen gezéahlt werden (vgl. Abb. 32B).
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Abbildung 32: Ad-Delo3-RGD induziert apoptotischen Zelltod und
Antiangiogenese in infizierten Xenograft-Gliomen. A. Der Grad der
Apoptose wird in vier Gruppen eingeteilt: 0 =keine, 1 =gering,
2 =malig und 3 =stark. In der Virus-behandelten Gruppe ist das
Ausmal} der Apoptose signifikant gro3er als in der PBS- (p = 0,044)
und in der TMZ-Gruppe (p = 0,005). Statistische Auswertung erfolgt
mit dem Mann-Whitney-U-Test (x: AusreiRer). B. MVD wird nach der
CD31-Farbung mikroskopische analysiert: signifikante p-Werte fur die
PBS-behandelte Gruppe im Vergleich zur Virus- bzw. Kombi-Gruppe
sind p=0,042 und p=0,033. C. Ausgewahlte Bilder (x 200) der
MikrogefaRfarbung gegen CD31.

3.10.3 Ad-Delo2-YB-1-F35 und CPA

In einem zweiten in vivo-Versuch soll der Antitumoreffekt des im Vergleich zu Ad-
Delo3-RGD noch weiter modifizierten Adenovirus Ad-Delo2-YB-1-F35 untersucht
werden. Auf3erdem wird ein moglicher Kombinationseffekt durch zusatzliche Therapie

mit dem Immunsuppressivum CPA analysiert.
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Abbildung 33: Tumorentwicklung im U87-luc Xenograft-Modell bei Therapie mit
Ad-Delo2-YB-1-F35 und CPA. Mé&use mit s.c. U87-luc-Tumoren werden in vier
Gruppen eingeteilt. Kontrolltiere erhalten i.t.-Injektionen mit PBS, behandelte Tiere
bekommen i.p. 2 mg CPA an den Tagen 1, 7, 16 und 22 und/oder 3x10® IFU Ad-Delo2-
YB-1-F35i.t. an den Tagen 3, 9, 18 und 24 verabreicht.

Wie in Abbildung 33 zu sehen ist, war das Tumorwachstum in diesem Modell generell
viel langsamer als bei dem ersten Versuch (vgl. Abb. 29 A). Allerdings konnte mit
keiner Behandlungsmethode eine Tumorregression erzielt werden. Die Virus- und die
Kombinationsgruppe zeigen lediglich ein verlangsamtes Tumorwachstum, wohingegen
die Behandlung mit CPA zu gar keinem verstarkenden Antitumoreffekt flhrt.

In der folgenden histologischen Analyse soll daher nur ein Augenmerk auf die
tumorinfiltrierenden Immunzellen gelegt werden, um doch noch eventuelle
Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen herauszufinden (vgl. Abb.
34). Hierbei wird deutlich, dass auch wenn anhand der TumorgréRe zwischen der PBS-
und Chemotherapiegruppe bzw. zwischen der Virus- und Kombinationstherapiegruppe
kein Unterschied festzustellen ist, trotzdem in den CPA-behandelten Tieren weniger
Immunzellen im Tumor vorhanden sind. Sowohl der zytotoxische T-Zellmarker CD8
(vgl. Abb. 34 A), der reife B-Zellmarker CD20 (vgl. Abb. 34 B) als auch der Monozyten-
und Makrophagenmarker CD68 (vgl. Abb. 34 C und D) detektieren weniger Immunzell-
infiltration in den beiden mit dem Immunsuppressivum therapierten Gruppen (,Chemo*
und ,Kombi“). Allerdings ist der Unterschied nur fir CD8 zwischen den mit Virus- und
Chemotherapie behandelten Tieren (p = 0,031) sowie fir CD68 zwischen den mit

Virus- und Kombinationstherapie behandelten Tieren (p = 0,045) signifikant.
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Abbildung 34: Histopathologische Analyse tumorinfiltrirerender Immunzellen. CD8- (A),
CD20- (B) und CD68-positive (C) Zellen werden bei 400-facher Vergrof3erung gezéhlt und die
Verteilung in den verschiedenen Therapiegruppen mittels Box-Plot analysiert (°: milder
Ausreil3er, *: extremer Ausreil3er). Statistische Auswertung erfolgt mit dem Mann-Whitney-U-
Test, angegeben sind nur p-Werte < 0,1. D. Exemplarische Bilder der CD68-Farbung (x 400).



Diskussion

4 Diskussion

Hochgradig maligne Gliome stellen trotz einiger Fortschritte nach wie vor eine grol3e
Herausforderung fur die moderne Medizin dar. Aber dank intensiver Forschung an den
molekularen Grundlagen dieser Erkrankung, riickt die Gentherapie immer mehr in den
Vordergrund. Ein viel versprechender Ansatz sind hierbei die onkolytischen
Adenoviren, welche sich spezifisch in Krebszellen vermehren und diese abtéten
kénnen [46].

Da der humane, zellulare Faktor YB-1 in vielen Tumorarten, wie auch dem
Glioblastom, Uberexprimiert vorliegt [33], soll in dieser Arbeit die Antigliom-Aktivitat
einer YB-1-basierten Virotherapie in Kombination mit TMZ und CPA untersucht
werden. Der Fokus liegt hierbei aber nicht nur auf dem onkolytischen Potenzial,
sondern auch auf den zugrunde liegenden Wirkmechanismen dieses experimentellen

Therapieansatzes.

Zur Evaluierung aller verwendeten Konstrukte werden diese zunachst mittels PCR auf
Genomebene untersucht (vgl. Abb. 5), so dass die An- bzw. Abwesenheit aller
relevanten Genabschnitte bestatigt werden konnte. Lediglich das gré3te zu erwartende
Produkt von 1813 bp fur die E3-PCR der YB-1-Konstrukte, konnte vermutlich aufgrund
eines zu kurzen DNA-Synthese-Schrittes (40 sec) nicht effizient amplifiziert werden.
Die Korrektheit dieser viralen Genome wurde aber mit einer separaten PCR-Analyse
mit verlangerter Elongationszeit (Daten nicht gezeigt) verifiziert.

Entscheidend bei der DNA-Analyse ist vor allem das Fehlen des E1A13S-Signals, um
eine spezifische Replikation der Viren in YB-1-kernpositiven Zellen zu gewahrleisten.
Durch die Produktion in El-komplementierenden 293-Zellen kann es namlich durch
homologe Rekombination zur Entstehung so genannter replikations-kompetenter
Adenoviren (RCA) kommen, was ein Problem fir die grof3technische Produktion und
die klinische Anwendung darstellt. Da beim Einsatz viraler Produkte vor allem die
Sicherheit im Vordergrund steht, hat die ,Food and Drug Association“ ein Verhaltnis
von weniger als 1 RCA pro 3 x 10 Viruspartikel vorgeschrieben. Alternative Zelllinien
fur die industrielle Virusproduktion sind daher z.B. Per.C6-Zellen, welche nur noch
einen verkirzten Teil der E1-Seqeuenz enthalten und somit RCA-Bildung minimieren.
Noch sicherer scheinen allerdings die mittels retroviraler Vektoren etablierten
El-komplementierenden Zelllinien Ac51 und Ac139 zu sein, welche die E1A- und E1B-
Gene an getrennten Genomorten integriert haben und damit keine RCA-Generierung
unterstitzen. Durch zuséatzliche Adaption dieser Zellen an serumfreie Suspensions-
kulturbedingungen eignen sie sich hervorragend fur die groRtechnische Produktion und

den sicheren klinischen Einsatz [137]. Da die Delo-Konstrukte aber bis auf die
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11 bp-Deletion in E1A und die eventuelle Deletion von E1B19K die gesamte
E1l-Sequenz enthalten, kann es auch in diesen Zelllinien noch zu RCA-Bildung
kommen, so dass vor einem mdglichen klinischen Einsatz eine genaue Untersuchung
notig ist.

Weiter zeigt die mRNA-Analyse (vgl. Abb. 6), dass in den Delo-Konstrukten wirklich nur
das kleinere 12S-Transkript gebildet wird, wahrend das wt-Virus beide Spleil3varianten
in gleichem Ausmald produziert. Ob dadurch tatsachlich quantitativ weniger E1A12S
nach wit-Infektion vorhanden ist oder ob das schwachere E1A12S-Signal auf
limitierende PCR-Bedingungen zurtckzufiihren ist, muisste mit einer fur das
12S-Produkt spezifischen, quantitativen real-time-PCR analysiert werden.

Dass auch das E1A12S-Protein in den Delo-Konstrukten effizient produziert wird, hat
zusatzlich eine Western Blot-Analyse bestétigt (Daten nicht gezeigt).

Auf Proteinebene liegt der Fokus vielmehr auf der Untersuchung der YB-1-Expression
(vgl. Abb. 7). Hier ist es schon nach 24 h moglich, die um 12 AS verkilrzte, und damit
etwa 1,3 kDa leichtere, exogene Variante nachzuweisen. YB-1 hat zwar nur eine
molekulare Masse von 35,9 kDa, zeigt aber eine elektrophoretische Mobilitét von etwa
48 kDa [35]. Es ist daher durchaus maoglich, dass das veranderte Laufverhalten des
verklrzten, exogenen Proteins nicht nur auf die geringere GroRRe, sondern eventuell
auch auf posttranslationale Modifikationen zurtickzufiihren ist.

Auf R-Aktin normierte Quantifizierung der YB-1-Menge in den verschiedenen
Gliomzellen (vgl. Abb. 8) zeigt, dass Uberall — auch in der Stammzelllinie R28 — YB-1
stark exprimiert vorliegt, wobei nur geringe Unterschiede zwischen den Zelllinien
feststellbar sind. So scheint LN-428 eine relativ hohe und LN-229 eine etwas niedrigere
Expression des zellularen, mit adenoviraler Replikation assoziierten Faktors YB-1 [37]
aufzuweisen, was auch mit der mikroskopisch analysierten, lytischen Aktivitat (vgl.
Abb. 9) Ubereinstimmt. Entscheidend fir die Spezifitdt der Delo-Konstrukte ist aber die
Tatsache, dass Berichte Uber das Fehlen von YB-1 in gesundem Gehirngewebe [112]
bestatigt werden konnten. Der Vollstandigkeit halber sei hier erwahnt, dass dieses
Ergebnis auch bei einer gemeinsamen Western Blot-Analyse ausgewahlter
Gliomzelllinien zusammen mit dem gesunden Gehirngewebe (Inkubation aller Proben

mit dem Eurogentec-Antikorper) reproduzierbar war (Daten nicht gezeigt).

Bezlglich der CAR- und CD46-Expression auf den Gliomzellen gibt es dagegen teils
variierende Angaben [60,61,138,139]. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser
Arbeit (vgl. Abb. 10) kann allerdings festgestellt werden, dass CAR auf U87-Zellen gar
nicht bis nur maRig exprimiert wird [61,138,139]. Im Gegenteil dazu sind U373-Zellen
auf Grund hoher CAR-Expression gut zuganglich fur eine Ad5-Infektion [61,140]. Der

Rezeptor CD46 fur Serotyp B-Adenoviren ist ebenfalls auf allen Standard-Gliomzellen
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zumindest méaRig, wenn nicht zahlreich vorhanden [138,139]. Aber auch die fir die
Wechselwirkung mit dem RGD-Motiv wichtigen ayB-Integrine werden an der
Oberflache der in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien stark exprimiert [138]. Damit
korreliert auch die in Abbildung 11 dargestellte erhdhte Infektivitat der RGD- oder
Fiber35-Konstrukte, wobei weitere molekulare Untersuchungen noch mehr Aufschluss
daruber geben sollten, warum die Fiber35-Viren, vor allem auf den U87-Zellen, so
Uberlegen sind.

Zudem erwahnenswert ist die Tatsache, dass eine UbermaRige Produktion von
Fibermolekilen durch replizierende Viren zu einer Rezeptormaskierung [141] bzw.
einer Herunterregulation von CD46 [142] fuhren kann, was die Reinfektion von
weiteren Nachbarzellen erschwert. Eine weitere Alternative wéare daher auch eine
gezielte Infektion Uber den auf Gliomzellen stark exprimierten Wachstumsfaktor-
rezeptor EGFR [75].

Die in dieser Arbeit untersuchten Viren sind nicht in ihrer Infektion, sondern in ihrer
Replikation auf Krebszellen — genauer gesagt auf resistente Krebszellen — limitiert.
Dafir muss der zellulare Faktor YB-1 kernlokalisiert vorliegen, was in den resistenten
HeLaRDB sehr homogen der Fall ist (vgl. Abb. 12). Der Zusammenhang von YB-1 und
MDR ist allerdings teilweise umstritten [143] bzw. es wird angenommen, dass YB-1 nur
fur die Initiation und nicht fir die Aufrechterhaltung der Resistenz verantwortlich ist
[144]. Dennoch replizieren die YB-1-abhangigen Viren nur in den resistenten HelaRDB-
Zellen. Die chemosensitiven HelLaP konnen dagegen lediglich mit dem wt-Virus
effizient infiziert werden, wobei hierfir eine htéhere MOI als bei HeLaRDB nétig ist (vgl.
Abb. 13).

Unabhangig von der Resistenz sind die infizierten Zellen (vgl. Abb. 12 und 24) sowohl
durch verénderte Kernstrukturen (HOchstfarbung zeigt vergrof3erte Kerne mit
unregelmafligen Konturen), als auch durch punktuelle YB-1-Farbung (,Speckles®)
gekennzeichnet. Letzteres ist auf eine Kolokalisation von YB-1 mit ,Viral Inclusion
Bodies* zurickzuflihren, welche Zentren der viralen Replikation und Transkription
darstellen und genauso wie die YB-1-Kernlokalisation mit den viralen Proteinen
E1B55K und E4orf6 assoziiert sind [37,145].

Diese Strukturen sind nur in den virusinfizierten Gliomzellen vorhanden, wohingegen
andersartiger Zellstress wie TMZ oder Hypoxie (vgl. Abb. 24) genauso wie Bestrahlung
[61] zu einer homogeneren Verteilung von YB-1 im Kern fuhrt. Urspringlich wurde
angenommen, dass dieser stressinduzierte Kerntransport auf eine Proteasomen-
vermittelte Spaltung von YB-1 zurtickzufiihren ist, so dass nur ein verkirztes Protein
Uber ein ,Nuclear Localisation Signal“ in den Kern transloziert wird, wohingegen der

C-terminale Rest Uber ein ,Cytoplasmic Retention Signal“ zurlickgehalten wird [146].
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Dies konnte aber mittlerweile durch genaue massenspektrometrische Analyse des
verkurzten Western-Blot-Signals und Entwicklung verbesserter AntikOrper widerlegt
werden [35].

Widersprichlich bleibt aber die Tatsache, dass Zhang et al. eine YB-1-Kernlokalistion
nur in Abh&ngigkeit von p53 zeigen konnten [147], in dieser Arbeit aber diesbeziglich
kein Unterschied zwischen p53-mutierten U373-Zellen und p53-wt U87-Zellen
festzustellen ist. Es bleibt also festzuhalten, dass auch wenn eine Interaktion zwischen
YB-1 und p53 berichtet wurde [31], es schwierig ist, einfache, konkrete
Zusammenhénge zu erstellen, da es sich bei YB-1 um ein multifunktionales Protein
handelt, was in den verschiedensten Regulations- und Signalkaskaden eine pleiotrope

Rolle spielt.

Ein grofRes Problem der onkolytischen Adenoviren besteht in der Tatsache, dass durch
die Veranderung gegeniuber dem wt-Genom zur Erlangung der Tumorspezifitat in die
Natur des Virus eingegriffen und dieses dadurch geschwéacht wird. Deshalb soll z.B.
die Deletion von E1B19K nicht nur fur erhohte Krebsspezifitat, sondern auch fur eine
verstarkte onkolytische Potenz sorgen [64]. Genauso wird einem ADP-
Uberexprimierenden Adenovirus eine verbesserte Zelllyse und Virusverbreitung
nachgesagt [148].

Wichtig ist also, dass nicht nur die primar infizierten Zellen mit der Virotherapie erreicht
werden, sondern auch Nachbarzellen in diesem Fall durch virale Replikation und
Verbreitung zerstért werden kénnen. Dieser so genannte Bystander-Effekt [134] ist in
den Gliomzellen aber auch mit dem unveranderten wt-Virus nur sehr begrenzt zu
beobachten (vgl. Abb. 15). Eine weitere Mdglichkeit die virale Verbreitung zwischen
den Zellen zu verbessern waren daher fusogene Membranglykoproteine z.B. aus dem
Masern- oder dem Endogenen Retrovirus [149,150]. Durch Fusion einer infizierten
Zelle mit der Zellmembran seiner Nachbarzellen entstehen hierbei so genannte
Synzytien, also grof3e, mehrkernige Zellen, die innerhalb von finf Tagen absterben
[150].

Nichts desto trotz zeigen alle untersuchten Konstrukte eine effiziente onkolytische
Potenz (vgl. Abb. 16), was mit dem MTT-Assay verifiziert wurde, welcher im Gegensatz
zum SRB-Assay durch Stoffwechselaktivitdt die tatsachlich noch aktive Zellzahl
ermittelt. Dies ist auch eine Erklarung fir die verminderte Zellzahl nach Ad-Null-
Infektion, da hier vor allem hohe MOI ebenfalls einen Einfluss auf den Stoffwechsel zu
haben scheinen, obwohl das Virus ansonsten keine lytische Aktivitat, Partikelbildung
oder Replikation zeigt (vgl. Abb. 13, 14 und 17A). Da der MTT-Assay auch fir

Suspensionszellen verwendet wird, kann gezeigt werden, dass die Delo-Konstrukte
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auch in der Lage sind CD133"-CSC, wie R28 (vgl. Abb. 16C), zu eliminieren. Dies ist
vor allem von besonderer Bedeutung seit berichtet wurde, dass der Stammzellmarker
CD133 mit dem Uberleben von Gliompatienten assoziiert werden kann [151]. Diese
multipotenten, selbst-erneuernden und resistenten Zellen kdonnen auch aus den
Zelllinien U87 und U373 isoliert werden [152,153] und stellen ein wichtiges Ziel fur die
Virotherapie dar [90,154]. Hierbei scheint sich vor allem das Adenovirus 16 fur eine
effiziente Infektion von sowohl CD133- als auch CD133"-Primartumoren zu eignen
[155].

Zudem zeigen weitere (noch nicht publizierte) Daten der Arbeitsgruppe Holm am
Klinikum rechts der Isar, Minchen, dass onkolytische Viren auch in Kombination mit
Zytostatika effizient gegen diverse Stammzelllinien eingesetzt werden kdnnen.
Dadurch wird die Virotherapie um ein interessantes Feld erweitert, indem mittels

gezielter Abtdtung der CSC vor allem die Rezidivrate minimiert werden soll [90].

CSC sind zudem ein interessanter Angriffspunkt flir antiangiogenetische
Therapieansatze [156], da sie Uber VEGF die Gefa3neubildung férdern [157]. Es ist
bekannt, dass VEGF eine wichtige Rolle beim Tumorwachstum spielt, weshalb es sich
um ein anerkanntes Ziel fir die Krebstherapie handelt [158].

Das adenovirale Protein E1A ist ein multifunktionales Protein, welches unter anderem
durch p300-Bindung an der Herunterregulation der VEGF-Expression beteiligt ist [159].
Es ist demnach wahrscheinlich, dass das E1A12S-Protein, welches von den Delo-
Konstrukten gebildet wird, verantwortlich fiir die beobachtete VEGF-Inhibition in vitro ist
(vgl. Abb. 22). Diese Hypothese wird durch die Tatsache unterstitzt, dass das E1A-
deletierte Virus dI312, auch bei einer durch hohe MOI ausgeltsten, E1A-unabhéangigen
Replikation [125], nicht in der Lage ist die VEGF-Expression zu inhibieren.
Interessanterweise fuhrt aber die Infektion mit 10 MOI von Ad-wt zu keiner VEGF-
Inhibition, was wiederum auf die schlechtere Infektivitat dieser Zellen mit dem
Serotyp 5-Fiber hindeutet. Aufgrund des zusatzlichen RGD-Motivs ist Ad-Delo3-RGD
dagegen in der Lage U87-Zellen effizient zu infizieren, was auch zu dem beobachteten
antiangiogenetischen Effekt im Xenograft-Modell fuhrt (vgl. Abb. 32B und C).

Forderlich durfte hierbei auch die Erkenntnis sein, dass es sich bei YB-1 um ein neues
molekulares Ziel fir TumorgefalRe handelt [33], so dass auch tumorassoziierte
Endothelzellen effektiv durch YB-1l-abh&ngige onkolytische Viren abgetttet werden
koénnen.

Einen wichtigen Aspekt fir die Tumorbiologie und damit fir Angiogenese, Invasion und
Resistenz stellt aul3erdem die Hypoxie dar [160]. Unter anderem wird die Ausbreitung
der bereits erwahnten CD133*-CSC vor allem unter hypoxischen Bedingungen durch
HIF-1a- und HIF-2a-Induktion beglnstig [161,162]. Es ist deshalb nicht verwunderlich,
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dass sowohl Bevacizumab als auch TMZ nach HIF-1o-Inhibition eine verstarkte
Antitumoraktivitat zeigen [163,164]. Aber auch der Einsatz eines CRAd, dessen
Replikation abhangig von HIF-1a ist, ist eine Mdglichkeit auf dieser molekularen Ebene
in die Tumorbiologie einzugreifen [69].

Daher ist es erwdhnenswert, dass beide in vivo-eingesetzten Delo-Konstrukte in der
Lage sind auch unter hypoxischen Bedingungen sogar noch besser zu replizieren und
somit VEGF noch effizienter zu inhibieren (vgl. Abb. 23). Diese Beobachtung trifft aber
nicht auf das wt-Virus zu, was sich mit Berichten Uber sogar reduzierte Replikation und
E1A-Expression von Ad5-wt unter hypoxischen Bedingungen deckt [165]. Da die
Kernlokalisation von YB-1 bekanntlich durch Zellstress beeinflusst wird und auch nach
Hypoxie ein Kerntransport von YB-1 zu beobachten ist (vgl. Abb. 24), ist das eine
mdogliche Erklarung fir die erhdhte Replikation und damit noch effizientere
Antiangiogenese der YB-1-abhangigen Adenoviren unter hypoxischen Bedingungen.
Allerdings muss beachtet werden, dass die hypoxische Reaktion des Tumors abhangig
ist von seiner Mikroumgebung. Ein HIF-1a-,knock-out* zeigt zwar in gefalarmen
Tumoren in der Tat antiangiogenetische Wirkung, bei gefal3reicher Umgebung kommt
es dagegen zu einem schnelleren Wachstum und verstarktem invasiven Verhalten der
Tumorzellen [166]. Dies konnte eine Erklarung dafir sein, dass nicht alle Patienten auf
eine Bevacizumab-Therapie ansprechen bzw. sogar gegenteilige Effekte wie erhéhtes
Infiltrationsverhalten auftreten [167]. Es scheint daher wichtig zu sein, neben der
angiogenetischen auch die invasive Komponente von GBM zu bericksichtigen, so
dass fur eine effektive Therapie eine Kombination aus antiangiogenetischer
Behandlung und anderen gezielten Therapeutika, inklusive Anti-Invasions-Ansatzen,
notig ist [168,169].

Unter Berlcksichtigung der Heterogenitdt der Krebszellen lassen sich auch die
unterschiedlichen Effekte von Ad-Delo3-RGD, welches bereits unter ,Good
Manufactoring Practice“-Bedingungen fur eine Toxizitats- und anschlieBende klinische
Studie hergestellt wird, auf das Tumorwachstum besser verstehen (vgl. Abb. 29C). In
dieser Therapiegruppe zeigen namlich einige Tiere eine Tumorreduktion, wéahrend
andere Uberhaupt nicht auf die Behandlung anzusprechen scheinen. Eine mdgliche
Erklarung hierfir konnte eine verstérkte Viruselimination in gut durchbluteten Tumoren
oder verminderte virale Verbreitung auf Grund eingekapselter Tumorzellen sein.

Auf der anderen Seite kommt es in der TMZ-Monotherapiegruppe lediglich zu einer
Stabilisierung der Tumorgrof3e, was eine dauernde Zytostatikagabe erfordert, um kein
erneutes Wachstum der Tumorzellen zu riskieren. Bei Anwendung der Kombinations-
therapie aus TMZ und YB-1-abhangigem onkolytischen Virus ist dagegen ein effektiver

Antigliomeffekt in vivo zu erkennen, da sowohl die Tumorvolumenmessung
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(vgl. Abb. 29A und B) als auch das Biolumineszenzimaging (vgl. Abb. 30) teilweise
oder komplette Tumorregression zeigen.

Hierbei ist zu beachten, dass die U87-Zellen auf Grund niedriger MGMT-Expression
relativ sensitiv auf eine TMZ-Behandlung reagieren [170]. Demnach wurde ein Modell
mit TMZ-resistenten Zellen eher das klinische Bild widerspiegeln, genauso wie die
Durchfiihrung eines orthotopen Modells, woran bereits mit einer Kooperationsgruppe
gearbeitet wird.

Trotzdem stimmen die Ergebnisse mit publizierten Studien Uberein, die bereits gezeigt
haben, dass die Virotherapie effektiv mit TMZ oder anderen zytotoxischen Mitteln
kombiniert werden kann [171].

Insbesondere die MGMT-unabhangige Sensitivierung gegeniber TMZ durch YB-1-
Inhibition [112] kénnte fir den in dieser Arbeit untersuchten Therapieansatz — durch
den Verbrauch von YB-1 in Folge viraler Replikation — einen Hauptwirkungs-

mechanismus darstellen.

Eine effektive Abtétung aller Krebszellen ist vor allem fir den in vivo-Einsatz von
besonderer Bedeutung, um ein erneutes Wachstum des Tumors zu unterbinden.
Gerade groRBe Tumoren sterben natirlicherweise im Zentrum aufgrund von
Mangelversorgung mit Blut nekrotisch ab. Sowohl nach Chemo- als auch nach
Virotherapie werden dagegen auch die programmierten Zelltodvorgdnge Apoptose und
Autophagie beobachtet [172]. Es ist zwar bekannt, dass es nach TMZ-Behandlung
mehr zu einem G,-M-Zyklusarrest als zu apoptotischem Zelltod kommt [173], fir die
Delo-Konstrukte konnte im Rahmen dieser Arbeit aber zumindest teilweise Apoptose
beobachtet werden. Auch wenn in vitro elektronenmikroskopisch (vgl. Abb. 20) kaum
apoptotische Zellen detektierbar waren, konnte wenigstens in U373-Zellen mit den
Delo-Konstrukten eine fur diesen Zelltod typische Caspaseaktivierung [133] festgestellt
werden (vgl. Abb. 18). AufRerdem zeigt die histologische Untersuchung der U87-
Xenograft-Tumoren vor allem nach Virusbehandlung neben Nekrose (Daten nicht
gezeigt) auch vermehrt Apoptose (vgl. Abb. 31 und 32A).

Die Analyse der Tumorschnitte auf Autophagie stellt dagegen eine gréf3ere
Herausforderung dar, da zwischen einer eher diffusen Anfarbung von LC3-1 und der
auf Autophagie hindeutenden, punktuellen Anfarbung von LC3-II unterschieden werden
muss [174]. Elektronenmikroskopisch sind nur mit viel Erfahrung die charakteristischen
Doppelmembranvesikel zu erkennen wund auch LC3-Western-Blots konnen
unterschiedlich interpretiert werden. Die Quantifizierung des LC3-II-Signals im Western
Blot ist mittlerweile aber eine géngige und anerkannte Methode, da dieses nach Auto-

phagieinduktion durch Konjugation eines PE-Restes an LC3-1 gebildet wird [175,176].
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So konnte zumindest in vitro in U87-Zellen vermehrt Autophagie sowohl durch TMZ als
auch durch Ad-Delo3-RGD detektiert werden (vgl. Abb. 19).

Interessanterweise ist die Autophagie, wie die Nekrose, mit der Freisetzung des ,High-
Mobility-Group-Proteins B1“ assoziiert, welches als Immunmodulator eine tumor-
spezifische Immunantwort hervorrufen und dadurch die urspriingliche Therapiewirkung
noch mal verstéarken kann [177,178].

In den vergangenen Jahren ist die Virotherapie allerdings vornehmlich mittels
immundefizienter Xenograft-Modelle in Nacktmausen getestet worden, da humane
Adenoviren bekanntlich nur sehr schlecht in Tumorzellen anderer Spezies replizieren
und diese lysieren kénnen. Erst durch die Entwicklung immunkompetenter Hamster-
oder syngener Mausmodelle, ist eine praxisorientiertere Widerspiegelung des
Einsatzes onkolytischer Adenoviren in Krebspatienten mdglich geworden [179,180]. Da
sich gezeigt hat, dass der durch Bestrahlung, Chemo- oder Virotherapie induzierte,
immunogene Zelltod fir die Effizienz der Therapie von grof3er Bedeutung ist [181,182],
sollte zukinftig also vermehrt an der Etablierung immunkompetenter Modelle
gearbeitet werden. Dabei scheint es wichtig nicht nur die Replikationseffizienz der
Viren, sondern vielmehr die Form der Tumorlyse in den Forschungsvordergrund zu
stellen [183,184]. Sicherlich werden hierbei auch immunaktivierende Transgene wie
z.B. der ,FMS-like Tyrosine Kinase 3 Ligand“ zum Einsatz kommen [185,186].

Neben der Induktion der tumorspezifischen Immunantwort spielt aber auch die
Inhibition der virusspezifischen Immunantwort fir die Effektivitat der Virotherapie eine
entscheidende Rolle [187]. So konnte durch den Abbau peripherer Makrophagen
(CD163%) und Mikroglia aus dem Gehirn (CD68") der intratumorale Virustiter um das
10-fache gesteigert werden [188].

Einen &hnlichen Effekt erwartet man sich daher durch das Immunsuppressivum CPA,
welches den virusvermittelten Anstieg von CD68- und CD163"-Zellen sowie
intratumorales INF-y inhibiert [189]. Zusatzlich flhrt verminderte Genexpression
antiviraler Zytokin-mRNAs zu verstarkter Onkolyse [190] und auch die Bildung
neutralisierender Antikorper wird durch CPA minimiert [83]. Fur den in dieser Arbeit
durchgefuhrten Tierversuch ist entscheidend, dass besagte Inhibierung sowohl in
immunkompetenten als auch athymischen Modellen zu beobachten ist [83,190]. Dies
ist auf die Tatsache zurtckzufiihren, dass Nacktmause neben der Bildung von
Interferonen, Makrophagen, nattrlichen Killerzellen und B-Zellen, auch immer noch in
der Lage sind eine geringe Anzahl an T-Zellen zu produzieren [191,192].
Dementsprechend ist im ersten Tierversuch (Ad-Delo3-RGD + TMZ) auch neun bzw.
zehn Tage nach der letzten Virus- bzw. TMZ-Applikation eine, wenn auch teilweise nur

geringe, Lymphozyten-Infiltration in der TMZ-, Virus und signifikant vor allem in der
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Kombinationsgruppe zu sehen (Daten nicht gezeigt). Inwieweit es sich hierbei
allerdings um eine zytotoxische Reaktion nach TMZ-Behandlung, eine antivirale oder
sogar antitumorale Immunantwort handelt, ist rein mikroskopisch aber nicht zu
bestimmen.

Deshalb soll im folgenden Tierversuch die kombinatorische Wirkung von CPA als
maoglicher Suppressor der antiviralen Immunabwehr genauer untersucht werden. CPA
wird sowohl als Immunsuppressivum als auch als Zytostatikum verwendet und muss
zunéachst fur die in vitro-Versuche in Form seines aktiven Metaboliten 4-Hydroxy-CPA
eingesetzt werden. Dort zeigt es zwar keine synergistische Wirkung in Kombination mit
dem onkolytischen Virus, aber immerhin kann dadurch schon mal eine inhibierende
Wirkung auf die Virotherapie ausgeschlossen werden (vgl. Abb. 27 und 28B). Die
Auswirkung auf das Immunsystem kann dagegen nur in einem in vivo-Versuch
analysiert werden, fir welchen CPA in seiner inaktiven ,Prodrug“-Form eingesetzt wird.
Tatséchlich zeigen sowohl die Tiere aus der Chemo- als auch der Kombinations-
therapiegruppe, wenn auch nur teilweise signifikante, verminderte Immunzellinfiltration
(vgl. Abb. 34). In beiden mit CPA behandelten Gruppen konnten jeweils weniger CD8-,
CD20- und CD68-positive Zellen detektiert werden. Dagegen war bei Vergleich der
Virus- und der PBS-Gruppe zumindest zu diesem Zeitpunkt keine virusvermittelte
Induktion der Immunantwort mehr festzustellen.

Unabhangig von der immunhistologischen Untersuchung wére laut Literaturangaben
[85,156,192] nach viermaliger Injektion von 2 mg CPA (entspricht 100 mg/kg bei einer
20 g schweren Maus) aber zumindest ein geringer Einfluss auf das Tumorwachstum zu
erwarten gewesen. Die Konzentration richtet sich dabei nach der maximal tolerierten
Dosis in Nacktmausen von 100 mg/kg i.p. an den Tagen 1, 3 und 5 eines 21-Tages-
Zyklus [156]. Fir das gewahlte Behandlungsschema dient die metronomische Studie
bei der 3 x3 mg CPA alle sechs Tage, jeweils zwei Tage vor Reovirusapplikation,
verabreicht werden als Vorlage [85].

Mit der Gabe von je 2 mg CPA an den Tagen 1, 7, 16 und 22 ware daher durchaus ein
Einfluss auf die antivirale Immunantwort zu erwarten gewesen, so dass zwar nicht
unbedingt CPA alleine aber zumindest die Kombination mit Virus einen inhibierenden
Einfluss auf das Tumorwachstum hétte zeigen sollen.

Eventuell war aber auch die eingesetzte Viruskonzentration zu gering, die im Vergleich
zum ersten Versuch auf etwa ein Drittel verringert wurde. Der Grund hierflr war zum
einen die berichtete Mdglichkeit der Virusdosisreduktion in Kombination mit CPA [193]
und zum anderen die Verwendung des optimierten onkolytischen Virus Ad-Delo2-YB-1-
F35.
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Das Einfuigen des therapeutischen Transgens YB-1 hat hierbei in vitro zumindest nach
24 h zu einer Verdopplung der Replikationsrate gefiihrt (vgl. Abb. 17). Das vermehrte
Bereitstellen des fur die Replikation essentiellen Faktors YB-1 hatte daher gerade
in vivo, wo schon Stunden nach Infektion die angeborene Immunantwort induziert wird
[81], fur die entscheidende Verstarkung des onkolytischen Virus sorgen konnen. Ob die
Deletion von gpl9K in der E3-Region aber wirklich eine geeignete Stelle fur das
Transgens ist, ist umstritten. Bezliglich der Notwendigkeit von gp19k fir die Inhibition
der antiviralen Immunantwort gibt es namlich widersprichliche Auffassungen, wobei
auch eine Abhéangigkeit vom verwendeten Mausstamm nicht ausgeschlossen werden
kann [67,194]. Eventuell eignet sich sogar die L3-Region besser fir das Einfligen
therapeutischer Transgene, da hier eine hohere Expression mit verbesserter
Tumorspezifitdt zu beobachten ist [195].

Neben dem Einfigen von YB-1 als Transgen wurde fir den zweiten Tierversuch
zusatzlich ein anderer Fiber-Serotyp gewahlt. Der Austausch des Ad5-Fibers gegen
den des Serotyps 35 hat in vitro eine Steigerung der Infektivitdt um das 6-fache in U87-
Zellen gezeigt (vgl. Abb. 11), so dass auch in vivo ein Vorteil von Ad-Delo2-YB-1-35
gegenuber Ad-Delo3-RGD wahrscheinlich gewesen ware. Da diese Vermutung leider
nicht bestatigt werden konnte, ist fur eventuelle weitere Versuche unbedingt zun&chst
eine Dosisfindungsstudie durchzufiihren, vor allem in Hinblick darauf, dass mittlerweile
von einer Ineffizienz von Ad35 in vivo berichtet wurde. Demnach zeigt Ad35 zwar in
Zellkulturstudien starke Zytotoxizitat, im Tiermodell scheinen aber das Ad6- und das
Ad11-Virus entscheidende Vorteile zu haben [196].

Interessanterweise zeigen diese Serotypen auch keine Hepatotoxizitét, von der in Ad5-
injizierten Mausen oft berichtet wird. Vor allem fir den systemischen Einsatz ist die
Tatsache limitierend, dass die Viren, die nicht schon mit den Blutzellen interagieren,
primar von der Leber aufgenommen werden [197-199]. Eine Mobglichkeit das
therapeutische Fenster fir diese Behandlung zu vergroRern, ware daher eine
Reduktion der Kupffer-Zellen (Lebermakrophagen) in Kombination mit einer
Antikoagulationstherapie, um die blutfaktorabhangige Bindung des Virus an
Hepatozyten zu reduzieren [198]. AuRerdem wurden bereits onkolytische Adenoviren
mit Komplementsequenzen zu leberspezifischen microRNAs entwickelt, so dass durch
RNA-Interferenz keine Replikation in Leberzellen mehr moglich ist und damit die

Lebertoxizitat nach systemischer Applikation minimiert wird [200,201].

Als Letztes soll noch erwdhnt werden, dass fir den suboptimalen Verlauf des zweiten
Tierversuchs nicht unbedingt die Therapie an sich, sondern auch die allgemeine

Mikroumgebung limitierend gewesen sein kann [202]. Interessanterweise war namlich
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trotz gleicher Versuchsbedingungen (Zellzahl, Applikationsart, Dauer bis
Versuchsstart) im zweiten Versuch zunachst ein verhaltnismafllig langsames
Tumorwachstum zu beobachten, welches sich erst knapp zwei Wochen nach
Therapiebeginn langsam verstarkt hat, wobei eine extreme Heterogenitdt der
TumorgrofRen auch in der PBS-Gruppe feststellbar war (vgl. Abb. 33). Im Gegensatz
dazu war bei dem ersten Versuch ein sehr aggressives, gleichméaRiges
Tumorwachstum in der Kontroll-Gruppe zu beobachten, so dass hier schon gut zwei
Wochen nach Therapiebeginn eine kritische mittlere TumorgréRe von 3500 mm? zu
verzeichnen war (vgl. Abb. 29).

Allgemein ist zu beachten, dass Faktoren wie extrazellulare Matrix, Stromazellen oder
die dreidimensionale Tumorarchitektur im Gliommodell eine entscheidende Rolle fur
die in vivo-Effizienz adenovirusbasierter Therapieansatze spielen. Eine effiziente
Modifikation eines adeonviralen Vektors in vitro muss also nicht zwangslaufig eine
bessere Behandlungsmethode flr den Einsatz am Tier oder sogar am Menschen
bedeuten [203].

Deshalb sollten in Zukunft die onkolytischen Vektoren und ihre Applikationsmethoden
vor allem unter Beriicksichtigung der Mikroumgebung des Tumors optimiert werden,
um einen effizienten klinischen Einsatz zu ermdglichen. Hier kommt z.B. die
Bewaffnung der Viren mit MMP-Inhibitoren in Frage, um die extrazellulare Matrix
proteolytisch abzubauen und so sowohl das Tumorwachstum als auch die
Angiogenese zu inhibieren [204,205]. Zudem ist die Kombination mit magnetischen
Nanopartikeln eine Moglichkeit die in vivo-Verabreichung des onkolytischen Virus
durch Anlegen eines Magnetfeldes zu verbessern [206].

AbschlieRend lasst sich sagen, dass onkolytische Adenoviren auch im Gliommodell
schon gute Toleranz gezeigt haben, so dass ein sicherer Einsatz im Menschen
gewahrleistet ist [207,208]. Zudem wurde Kkdirzlich berichtet, dass YB-1 sich als
Prognosefaktor fir die Wahl spezifischer Behandlungsmethoden eignet [209].
Zusammen mit den viel versprechenden Ergebnissen der YB-1-basierten Virotherapie,
vor allem in Kombination mit TMZ, und auf Grund der multimodalen Wirkungsweise,
einschlieB3lich Apoptoseinduktion und Antiangiogenese, liefert das die Grundlage fur
einen YB-1l-stratifizierten, Kklinischen Einsatz dieser Therapiemethode an Gliom-

patienten.
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5 Zusammenfassung

Das humane Y-Box-bindende Protein 1 (YB-1) liegt in vielen Tumorarten, wie auch im
Glioblastom, tberexprimiert vor und ist daher ein viel versprechender Angriffspunkt fur
die Entwicklung neuer Krebstherapien. Zudem ist bekannt, dass der zellulare
Transkriptions- und Translationsfaktor YB-1 eine wichtige Rolle im Lebenszyklus des
Adenovirus spielt, indem es den YB-l-abhdngigen E2-late-Promotor und damit die
virale Replikation induziert. Im Rahmen dieser Arbeit sollen deshalb rekombinante,
YB-1-abhangige onkolytische Adenoviren untersucht werden, die sich auf Grund des
Fehlens der transaktivierenden Doméane CR3 im E1A-Protein nur in YB-1-
kernpositiven, resistenten Krebszellen vermehren kénnen.

Die verschiedenen viralen Konstrukte unterscheiden sich hierbei zusétzlich in der
E1B19K- und der E3-Region, welche an der effizienten Virusverbreitung beteiligt sind.
AuRBerdem werden fir verbesserte Infektivitat zwei Fibermodifikationen — ein
zusatzliches RGD-Motiv sowie der Austausch des Serotyp 5 gegen den Serotyp 35-
Fiber — untersucht. Ob das Einfliigen eines therapeutischen Transgens in die
E3-Region in Form von exogenem YB-1 einen zusétzlich verstarkenden Einfluss auf
die YB-1-vermittelte, virale Replikation hat, wird ebenfalls zun&chst in vitro analysiert.
Mittels diverser Expressionsanalysen, Zytotoxizitatstests in verschiedenen Gliomzell-
linien sowie Untersuchungen zum antiangiogenetischen Verhalten auch unter Hypoxie
werden das klinisch relevante Ad-Delo3-RGD-Virus sowie das optimierte Ad-Delo2-
YB-1-F35-Virus fir den Einsatz in einem U87-Xenograft-Modell ausgewahlt. Hierbei
zeigen Nacktmdause, die mit dem YB-l-abhéngigen onkolytischen Virus behandelt
werden, signifikant kleinere Tumoren als die unbehandelte Kontrollgruppe. Zusatzlich
fihrt Kombination mit dem Standardchemotherapeutikum Temozolomide (TMZ) zu
einer Tumorregression in allen Tieren, wobei in 33 % der Tiere weder mittels Bio-
lumineszenzimaging noch durch histologische Untersuchung noch lebende Krebszellen
nachgewiesen werden konnen. Die Kombination mit dem Immunsuppressivum
Cyclophosphamid zeigt in dem hier durchgefiihrten Versuchsschema dagegen keine
kombinatorische Wirkung, so dass weitere Forschung im Bereich der immun-
modulatorischen Anséatze notig ist. Die Tatsache, dass histologische Evaluierung
neben Apoptoseinduktion auch reduzierte Tumorgefal3bildung zeigt, deutet darauf hin,
dass die YB-l-abhangigen onkolytischen Viren antiangiogenetische Eigenschaften
zusatzlich zu ihrer onkolytischen Potenz in vivo besitzen. Daher demonstrieren die
Ergebnisse, dass die YB-1-abhangige Virotherapie vor allem in Kombination mit TMZ
als multimodale Therapie geeignet ist fir weitere Untersuchungen in YB-1-basierten

klinischen Studien.
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6 Abstract

The human Y-box binding protein 1 (YB-1) is over expressed in many solid tumors,
including glioblastoma, and is therefore a promising target for cancer therapy. It is
known that the cellular transcription and translation factor YB-1 plays an important role
in the adenoviral life cycle by addressing the YB-1 dependent E2-late-promotor and
inducing viral replication. The aim of this work is to analyze recombinant, YB-1
dependent oncolytic adenoviruses, in which the transactivation domain CR3 of the E1A
protein is ablated to enable viral replication only in YB-1 nuclear positive, resistant
cancer cells.

The different viral constructs vary in the ELB19K- and E3-region, which are involved in
efficient viral spread. Further analyzed is the effect on infectivity by insertion of an
additional RGD-motif into the fiber region or the exchange of the serotype 5 against the
serotype 35 fiber. If the introduction of a therapeutic transgene in form of exogenous
YB-1 has further boosting effects on YB-1 dependent viral replication has also first to
be explored in vitro. Diverse expression analyses, cytotoxic tests in different glioma cell
lines, and examination of anti-angiogenic properties even under hypoxic conditions
were done. After that the clinical relevant Ad-Delo3-RGD virus and the optimized Ad-
Delo2-YB-1-F35 virus were tested in an U87 xenograft model. Here animals treated
with the YB-1 dependent adenoviruses showed significantly smaller tumors than the
untreated controls. Furthermore, combination with temozolomide (TMZ), the standard
chemotherapeutic treatment option for glioblastoma, led to tumor regression in all
treated animals with complete tumor regression in 33 % of analyzed mice, which was
verified by bioluminescence imaging and histological studies. In contrast combination
treatment with the immune suppressive agent cyclophospahmide did not show any
further improvements, at least not in this setting. Hence, more research needs to be
done for the field of immune modulatory approaches. In addition, histopathological
evaluation revealed next to enhanced apoptosis a reduction in tumor vessel formation,
indicating that the YB-1 dependent oncolytic adenoviruses have an anti-angiogenic
effect in addition to their oncolytic capacity in vivo. Thus, the results demonstrate that
YB-1 dependent virotherapy especially in combination with TMZ is a multimodal

therapy, which might be useful in a YB-1 based clinical setting.
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Anhang

8 Anhang

Anhang A: YB-1-Proteinsequenz (324 AS, nach Swiss-Prot P67809)

MSSEAETOOPPAAPPAAPALSAADTKPGTTGSGAGSGGPGGLTSAAPAGGDKKVIATKV
LGTVKWENVRNGYGFINRNDTKEDVEVHQTAIKKNNPRKYLRSVGDGETVEFDVVEGEK
GAEAANVTGPGGVPVQGSKYAADRNHYRRYPRRRGPPRNYQONYQONSESGEKNEGSESA
PEGOAQORRPYRRRREFPPYYMRRPYGRRPQYSNPPVQGEVMEGADNQGAGEQGRPVRQON
MYRGYRPRFRRGPPROROPREDGNEEDKENQGDETQGOQPPORRYRRNEFNYRRRRPENP
KPODGKETKAADPPAENSSAPEAEQGGAE

Grun: Bindungsstelle des N-terminalen Antikorpers von A. Braithwaite bzw.
verwendetes Peptid (plus terminales C) fir die Immunisierung (Eurogentec)

Gelb: Bindungsstelle des Abcam-Antikérpers
Grau: fehlt bei verkurzter Sequenz von YB-1 in der E3-Region

Anhang B: PCR-Produkte

Tabelle 11: GréRen (bp) der verschiedenen PCR-Produkte

Virus/PCR E1A12S E1A13S EI1B19K E3 YB-1 RGD fib35 Ad-fib
Ad-Null - - - - - - - 101
Ad-wt 1033 545 526 1329 - - - 101
dI520 1033 - 526 1329 - - - 101
Ad-Delo3 1033 - - - - - - 101
Ad-Delo2-RGD 1033 - - 727 - 176 - 101
Ad-Delo2-wt19K-RGD 1033 - 526 - - 176 - 101
Ad-Delo3-RGD 1033 - - - - 176 - 101
Ad-Delo2-YB-1-RGD 1033 - - (1813) 750 176 - 101
Ad-Delo2-YB-1-F35 1033 - - (1813) 750 - 568 101
Ad-Delo2-F35 1033 - - 727 - - 568 101
Ad-Delo2-YB-1-wtfib 1033 - - (1813) 750 - - 101
di312 - - 526 1329 - - - 101
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