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1 Einleitung

1.1 Gynakologische Malignome

Gynékologische Malignome (bosartige Tumore) stelen fur Frauen unter 50 Jahren in westlichen
Industrienationen die haufigste Todesursache dar. Das Mamma- sowie das Ovarialkarzinom zéhlen zu
den gyndkologischen Krebserkrankungen, die die Lebenserwartung der Frau in Deutschland

entschei dend beeinflussen.

Brustkrebs ist in westlichen Industrienationen das haufigste Malignom bei Frauen und die haufigste
Todesursache fur Frauen zwischen 35 und 55 Jahren (s. Tabele 1). Aufgrund stetig steigender
Inzidenz wird eine Erkrankung jeder 7. Frau am Mammakarzinom angenommen (Deutsche
Krebsgesdllschaft, 2005). Die Diagnose Brustkrebs bei Mannern ist zwar setener (ca. 400 Falle p.a),
jedoch fallt die Prognose aufgrund des oft fortgeschrittenen Tumorstadiums meist ungiinstiger als bei
der Frau aus. Die Uberwiegende Mehrheit der Mammakarzinom-Patientinnen erkrankt spontan. Nur
flnf bis zehn Prozent aller Falle des Mammakarzinoms sind erblich bedingt (Tumorzentrum M Unchen,
2005). Zu den bekannten Risikofaktoren zahlen zunehmendes L ebensalter, Ubergewicht, Rauchen,
gpate oder keine Schwangerschaft, ene frihe erste sowie spéte letzte Menstruation oder die Einnahme
von Ostrogenen (Hormonersatztherapie wahrend der Wechseljahre) (Deutsche Krebsgesellschaft,
2005; Onmeda, 2005).

Mammakarzinome verursachen im Frihstadium keine Symptome oder Beschwerden, so dass zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose héaufig die Verbreitung von Mikrometastasen durch den Primértumor
erfolgte. Daher wird der operative Eingriff haufig mit anderen anti-tumoralen Therapiemodalitdten wie
Bestrahlung oder einer adjuvanten bzw. neoadjuvanten systemischen Therapie (Chemotherapie,
Hormontherapie, Therapie mit monoklonalen Antikorpern) kombiniert (Onmeda, 2005).

Unter den Eierstocktumoren, die sowohl benigne als auch maligne Tumore umfassen, zéhlt der
Eierstockkrebs (Ovarialkarzinom) zu den fuhrenden Krebstodesursachen der Frau (s. Tabele 1). Das
Ovarialkarzinom hat die schlechteste Prognose aller gyndkologischen Krebserkrankungen und tritt
bevorzugt bei postmenopausalen Frauen ab dem 60. Lebensjahr auf (Deutsche Krebsgesellschaft,
2006). In Deutschland erkrankt etwa jede 66. Frau. Die meisten Ovarialkarzinome gehen in der Regel
ohne das Auftreten von Frilhsymptomen zu Beginn der Erkrankung einher, so dass bei 2/3 der

Patientinnen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ein fortgeschrittener Tumor mit Peritoneal- bzw.
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1 Einleitung 2

Lymphknotenmetastasen (FIGO-Stadium 111) oder Fernmetastasen (FIGO-Stadium V) nachweisbar
ist. Das Tumorwachstum wird haufig durch die Bildung von FlUssigkeit (Aszites) begleitet. 5-10% der

Ovariakarzinome sind hederitar bedingt, die genauen Ursachen sind unbekannt.

Tabelle 1: Epidemiologie (Tumorzentrum Minchen, 2005; Tumorzentrum Miinchen, 2004)

Mammakarzinom Ovarialkarzinom
5-Jahres-Uberlebensrate (Gesamtiiberleben) 77% (ab 1994) 45% (ab 1978)
10-Jahres-Uberlebensrate (Gesamtiiberleben) 61% (ab 1994) 35% (ab 1978)
Sterbefélle p.a. 17.814 Frauen 5847 Frauen
Neuerkrankungen p.a. (absolut) 47.517 (2000) 7437 (1998)
Anteil an Krebsneuerkrankungen 24,4% (2000) 4,2% (1998)
Anteil an krebsbedingten Sterbefallen 17,8% (2000) 5,7% (1998)

Die heutige Therapie des Ovarialkarzinoms besteht aus einer operativen Eliminierung des Tumors, die
von einer adjuvanten Chemotherapie begleitet wird. Wirksame Zytostatika sind platinhaltige
Substanzen (Carboplatin, Cisplatin) in Kombination mit Taxanen (Paclitaxel) oder Anthrazyklinen
(Doxorubicin). Trotz verbesserter Therapieergebnisse bei der Primérbehandlung des Ovarialkarzinoms
liegt die Wahrscheinlichkeit einer Rezidivierung bei 50% (Tumorzentrum Minchen, 2004).

Bei viden Patientinnen treten nach Chemotherapie Resistenzen gegentiber zytostatischen Wirkstoffen
auf, wodurch die Rezidivbildung erleichtert wird. Fir die Rezidivsituation existiert keine kurative
Therapie, so dass fir die Patientin eine sehr schlechte Prognose resultiert. Die Remissionsraten von
rezidivierten Ovarialtumoren liegen nach sekunddrer Chemotherapie bel etwa 20%. (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2002). Insgesant ist die Therapiesituation fir fortgeschrittene Ovarialkarzinome al's
suboptimal zu bewerten, da der Iebensverlangernde Effekt gering ist und Nebenwirkungen zudem die

Lebensqualitét einschranken.

1.2  Alternative Therapien

Die klassischen Therapieansiize aus operativer Entfernung des Tumors und nachfolgender
Chemotherapie oder Bestrahlung konnen die Tumorlast zwar reduzieren, jedoch fuhren unerkannte
Tumorreste zu einer Rezidivbildung. Diese Gefahr einer Rezidivierung geht insbesondere durch die
Absiedelung von Mikrometastasen aus, die bereits in groRerer Entfernung des Priméartumors vorliegen
und durch eine Operation ohnehin nicht erreicht werden. Zudem wird durch die Anh&ufung
genetischer Mutationen wahrend der Karzinogenese die Resistenz maligner Zellen gegeniber
konventionellen Therapien hervorgerufen (Fojo and Bates, 2003). Darlber hinaus ist die Selektivitét
konventioneller Therapien gering, so dass Chemo- oder Strahlentherapie mit gravierenden

Nebenwirkungen und einem verringerten Therapieansprechen einhergehen.
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1 Einleitung 3

Moderne Therapiestrategien richten sich vornehmlich gegen molekulare Angriffspunkte (Targets) und
eignen sich vorzugsweise fur die Therapie minimal-residualer Erkrankungen. Neben der guten
Vertréglichkeit erzielten molekulare Therapien in Kombination mit Strahlen- oder Chemotherapien

meist synergistiche Effekte in klinischen Phase I/11-Studien.

Innovative Targets sind beispielsweise Wachstumsfaktoren, die neben ihrer physiologischen Rolle bei
der Auslosung von Signaltransduktionskaskaden eine maf3gebliche Rolle wahrend der Tumorigenese
spielen. Die Hemmung der Tyrosin-Kinase-Aktivitat des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors
(EGFR) Uber die Substanz Erlotinib erzielte in einer Phase 11-Studie eine Ansprechrate von 62% bei
Ovariakarzinom-Patientinnen (Gordon et al., 2005).

Ferner werden Angiogenese-Inhibitoren (Thalidomid), Protease-Inhibitoren (WX-UK1), Inhibitoren
von Matrix-Metallo-Protenasen oder Bortezomib als Vetreer der neuen Substanzklasse der
Proteasom-Inhibitoren in klinischen Studien untersucht, ob sie das Invasionss und

Metastasierungspotential von Ovarialkarzinomen hemmen (Aghajanian & al., 2002).

Eine wichtige Perspektive fir die Bekampfung der minimalen Resttumorerkrankung stellt die
Aktivierung immunologischer Abwehrmechanismen dar. Im Verlauf der Tumorgenese werden
immunologische Reaktionen im Tumorgewebe zunehmend supprimiert, die sich im frihen
Tumorstadium durch eine Resistenz maligner Zellen gegentiber der natlrlichen Immunitét ausdriickt.
Waéhrend des progressiven Tumorwachstums wird die adoptive Immunité zunehmend unterdriickt,
indem Reifung und Funktion Antigen-prasentierender Zellen blockiert und Alterationen in die T-Zdl-
Signaltransduktion und -funktion inseriert werden (Seliger et al., 2006; Whiteside, 2004). So sind trotz
der Prasenz zytotoxischer T-Lymphozyten im Tumorgewebe Tumorwachstum und —progression

maglich.

Im Bereich der Immunmodulatoren wurde Interferon-g (IFN) erfolgreich fir die Primértherapie des
Ovarialkarzinoms getestet. In einer Phase 1l1-Studie erzielte die IFN-Cisplatin-Kombination einen
Therapievorteil gegenliber der Platin-M onotherapie (Windbichler et al., 2000).

Monoklonale Antikorper, die gegen tumorspezifische Antigene gerichtet sind, kénnen durch die
Blockade von Rezeptoren die Signaltransduktion von Wachstumssignalen im Tumorgewebe
inhibieren. Monoklonale Anti-EGFR- und Anti-VEGF-Antikorper konnten in klinischen Studien der
Phasen I1/111 ihre klinische Wirksamkeit sowohl in der Mono- als auch der Kombinationstherapie
beegen (Harding and Burtness, 2005; Igbal and Lenz, 2004). Der humanisierte monoklonale
Antikorper Trastuzumab eignet sich fir die Immuntherapie des Mammakarzinoms. HER2/neu-positive
Tumore, die etwa 25% aller Mammakarzinome ausmachen, sprechen sehr gut auf eine palliative
Trastuzumab-Mono- oder Kombitherapie an, wohingegen das Therapieansprechen von

Ovarialkarzinomen auf diese Therapieoption eher gering ist (Bookman et a., 2003).
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1 Einleitung 4

1.3 Gentherapie - Chancen & Risiken

Die Gentherapie ist die jungste unter den innovativen Krebstherapien und basiert auf dem
zunehmenden Verstéandnis der molekularen Tumorbiologie. Das Prinzip der Gentherapie beruht auf
der Einschleusung eines therapeutischen Gens in die Zielzelle dessen Genprodukt den
Krankheitsverlauf aufheben oder verlangsamen soll (Mountain, 2000). Die therapeutischen Gene
werden mittels Elektroporation, der Genkanone, kationischen Lipiden bzw. Polymeren (Li and Huang,
2000) oder viralen Vektoren (Somia and Verma, 2000) in die Zellen transfiziert. Der revolutionére
Gedanke der Gentherapie ist in der gezielten Wirkung am Ursprungsort der Krankheit begriindet,
wohingegen viele konventionelle Therapien eher palliativ wirken.

1990 wurde die erste gentherapeutische Phase |-Studie zur Behandlung der Adenosindesaminase
(ADA)-Defizienz durchgefiihrt (Anderson, 1990). Die ersten Erfolge wurden zehn Jahre spéter erzielt,
als erstmals durch die retrovirale Transfektion von Knochenmarkszellen die dauerhafte ADA-
Expression bei zwei Kindern nachgewiesen wurde (Aiuti et al., 2002).

Gerade der Tod des 18 jahrigen Jesse Gelsinger im Jahr 1999 bedeutete einen Rickschlag fur die
Gentherapie. Gelsinger litt an eingd milden, medikamentds therapierbaren Form der Ornithin-
Transcarbamylase (OTC)-Defizienz und nahm als freiwilliger Teilnehmer an einer Gentherapie-Studie
teil. Multiple Faktoren, zu denen die Vektoradministration Uber die Leber-Pfortader und die hohe
Virusdosis zahlten, fuhrten zu der Induktion einer systemischen Immunreaktion. In der Folge starb
Gelsinger an einem septischen Schock mit einhergehendem Multiorganversagen. Einen weiteren
Ruckschlag verzeichnete die Gentherapie, als bei behandelten Kindern mit X-chromosomaler SCID-
Immundefizienz nach retroviraler Transfektion eine Leuké&mie induziert wurde (Cavazzana-Calvo et
al., 2000; Hacein-Bey-Abina et al., 2003).

Unter Berticksichtigung dieser Erfahrungen strebt die heutige Gentherapie-Forschung immer hohere
Sicherheitsstandards an. Seit 1990 wurden etwa 990 klinische Studien durchgefuihrt, davon 97% Phase
[/11-Studien (s. Abb. 1). Mit einem Anteill von 66% sind Uberwiegend Krebserkrankungen Ziel
heutiger Gentherapieansétze (The Journal of Gene Medicine, 2005).
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OPhase | (n=678 / 63%)
B Phase I/l (n=219 / 20%)
B Phase Il (n=147 / 14%)
OPhase I/l (n=12 /1,1%)

OPhase 11l (n=20/ 1,9%)

B Tunorerkrankungen 66%
(n=715)

O Mbnogenetische Erkrankungen
8,8% (N=95)

B Gefasserkrankungen
8,6%(n=92)

O Infektionskrankheiten 6,7%
(n=72)

B andere Bkrankungen 3,1%
(N=33)

0O Genmarker 4,8% (n=52)

0O Feiwillige Studienteilnehner
1,2% (n=16)

Abb. 1 Zusammenfassung klinischer Gentherapiestudien (The Journal of Gene Medicine, 2005)
a) Verteilung der Studien bzgl. der jeweiligen Entwicklungsphase b) Indikationen

1.3.1 Ubersicht Gentherapie-Studien

Das Spektrum gentherapeutischer Anséize fur die Krebstherapie ist weit (s. Tabele 2). Obwohl das
neoplastische Wachstum durch multiple genetische Faktoren bestimmt wird, konnten die Inhibition
eines singuldren Onkogens bzw. die Substitution eines singuléren Tumorsuppressorgens (TSG) das
Tumorwachstum signifikant hemmen. Im Tiermodell induzierte die Inhibition des onkogenen HRAS
eine deutliche Tumorregression (Barrington et al., 1998). Die Substitution des p53 TSG konnte bei
Lungenkarzinomen und Kopf-Hals-Tumoren das Tumorwachstum unterdriicken (Clayman et al.,
1999). Die intratumorale I njektion nicht-replikativer Adenoviren, die eine intakte Kopie des p53 TSG
tragen (Ad-p53), fuhrte in klinischen Studien zu einer Tumorregression und einem Wachsstumsstop,
wenn Ad-p53 als Monotherapie appliziert wurden (Roth, 2006).

Das therapeutische Potential der RNA-Interferenz (RNAi) Technologie, das die Stilllegung von
pathophysiologischer Genfunktionen umfasst, wurde bereits in einer Phase |-Studien belegt
(Dykxhaoorn et a., 2006; Wall and Shi, 2003). Ferner repréasentiert die RNAi-Technologie eine neue
Option fir die anti-virale HIV-Therapie sowie die Uberwindung der Multidrugresistenz von Tumoren
(Labialle et a., 2005).
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Andere Gentherapieansétze verfolgen die Insertion therapeutischer Gene in Tumorzelen. Die Gruppe
der therapeutisch-wirksamen Gene umfasst immuntherapeutische, — anti-angiogenetische,

chemoprotektive oder Suizidgene.

Tabelle 2: Klinische Gentherapiestudien

Therapieansatz Genvehikel Phase Referenz
Hirntumore HSVtk-Suizidgen Ad | (Smitt et al., 2003)
Immuntherapie/IFN-b Ad | (Eck et al., 2001)
p53-Gensubstitution Ad I (Lang et al., 2003)
Lungenkrebs p53-Gensubstitution Ad I (Roth et al., 1998),
(Schuler et al., 1998)
Melanom HSVtk-Suizidgen Ad | (Morris et al., 2000)
Immuntherapie/IL-2 Ad | (Stewart et al., 1999)
p53-Gensubstitution Ad I (Dummer et al., 2000)
Ovarialkarzinom  HSVtk-Suizidgen Ad [, 1111 (Alvarez et al., 2000a)
Immuntherapie/BRCA-1 Retrovirus I (Tait et al., 1997; Tait et
al., 1999)
p53-Gensubstitution Ad I (Buller et al., 2002b)
Prostatakarzinom HSVtk-Suizidgen Ad [, 1 (Miles et al., 2001)
Immuntherapie/IL-2 Lipofektion, Ad I (Belldegrun et al., 2001)
2003

Die retrovirale Insertion von immunstimulatorischen Genen wie Zytokinen (Interleukin-2, o
Interferon) konnte eine korpereigene Immunantwort gegen den Tumor induzieren, wodurch eine
Tumorregression bei Patienten mit malignem Melanom erzielt wurde (Stingl et a., 1996; Nemunaitis
et al., 1999). Indem zytotoxische T-Lymphozyten mit Antigen-spezifischen Rezeptorgenen retroviral
transfiziert wurden, konnten Tumor-reaktive T-Lymphozyten hergestellt werden, die in-vivo ene
effektive Immunantwort gegen Zervixkarzinome vermittelten (Dall et al., 2005). Die ex-vivo Insertion
spezifischer Tumorantigene in autologe Antigen-préasentierende dendritische Zellen bewirkte nach
Reinjektion die Induktion einer anti-tumoralen Immunantwort in-vivo (z.B. Monahan et al., 1999;
Brossart et al., 2000; Simons et al., 1999).

Suizidgene kodieren fir Enzyme, die eine nicht-toxische und separat verabreichte Substanz (Prodrug)
in ein Toxin konvertieren (Mccormick, 2001). Die prominenteste Enzym-Prodrug-K ombination wird
durch die Herpes Simplex Virus Thymidin-Kinase (HSVtk) und Ganciclovir (GCV) reprasentiert.
HSVtk katalysiert unter Beteiligung zellulérer Kinasen die Umwandlung von GCV-Monophosphat in
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ein Triphosphat. Dieses Nukleotidanalogon wird wahrend der Mitose in die DNA eingebaut und
inhibiert die DNA-Synthese sowie die RNA-Polymerase-Aktivitét, so dass der Zelltod induziert wird
(Furman et al., 1980; Moolten, 1986). Der Einsatz des HSVtk/GCV-Systems bei Patienten mit
malignem Melanom bzw. malignem Gliom konnte in Reation zu der konventionell behandelten
Kontrollgruppe das Uberleben um 81% verlangern (Immonen et al., 2004; Sandmair et al., 2000). Fir
den effizienten Transfer des Suizidgens haben sich insbesondere adenovirale Vektoren als Genvehikel
bewahrt.

1.4 Adenovirale Gentherapie

Die efolgreiche Gentherapie wird mafgeblich von zwei Faktoren bestimmt: (i) dem effizienten
Gentransfer in die Zielzellen und (ii) der spezifischen Transgenexpression. Um die Voraussetzung des
erfolgreichen Gentransfers zu erflillen, hat sich die Verwendung von Viren als Genvehikel etabliert (s.
Abb. 2). Gangige virale Vektorsysteme fur klinische Studien basieren meist auf Adeno- oder
Retroviren, weniger oft werden auch Adeno-assoziierten Viren (AAV) oder Herpes-Simplex-Viren
eingesetzt (The Journal of Gene Medicine, 2005).

O Retroviren 25% (n=272)

B Adenoviren 25% (n=271)

O Plasmid DNA 16% (n=174)

0O Lipofektion 8,6% (n=93)

O Pockenvirus 7,1% (n=76)

B Vaccinia Virus 6,3% (n=67)

O Herpes Simplex Virus 3,3% (n=36)

O Adeno-assoziierte Viren 3,1% (n=33)

B RNA Transfer 1,2% (n=13)

Abb. 2 Vektoren in klinischen Gentherapiestudien (The Journal of Gene Medicine, 2005)

Adenoviren verfligen fir die gentherapeutische Anwendung Uber diverse Vorteile (Danthinne and
Imperiale, 2000). Die adenovirale Biologie ist gut charakterisiert und die Pathogenitat fir Menschen
gering. Sie infizieren ruhende sowie mitotisch aktive Zellen und verfigen Uber ein breites
Wirtsspektrum. Inshesondere epitheliale Gewebe werden effizient von Adenoviren infiziert.
Adenoviren integrieren nicht in das Wirtsgenom und verbleiben nach efolgter Infektion

extrachromosomal. Ferne zeichnen sich adenovirale Vektoren Uber ene hohe DNA-
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Aufnahmekapazitdt aus und kénnen leicht unter GMP (Good Manufacturing Practice quality)-

Standards in therapeutisch wirksamen Dosen produziert werden.

Nachteilig fur die gentherapeutische Anwendung ist die Akkumulation von Adenoviren in der Leber,
die zu einer Hepatotoxizitét fuhren kann. Einen Ldsungsansatz bieten Ansétze zum transduktionellen
Targeting (s. 1.4.4.2), die die gezielte Infektion von Tumorzellen anstreben. Dariiber hinaus verfligen
Adenoviren Uber eine hohe Immunogenitat, insbesondere die adenoviralen Strukturproteine lsen
Immunantworten aus. Fir die klinische Anwendung bedeutet dies eine Untersagung der wiederholten
Administration des Vektors (Somia and Verma, 2000). Neuere Studien untersuchen das Potential
aternativer adenoviraler Serotypen oder tierischer Adenoviren fir die Readministration (Barouch et
al., 2004; Seshidhar et al., 2003).

Mehr als 50 humane Serotypen sind bekannt (Subgruppen A-F), die beim Menschen Erkrankungen
des Respirationstraktes hervorrufen. Gangige adenovirale Vektorsysteme beruhen meist auf dem
Adenovirus Serotyp 5 (AdS).

1.4.1 Morphologie

Bei Adenoviren handelt es sich um nicht-gehiilite doppelstréngige DNA-Viren von ikosaedrischer
Symmetrie mit einer Grof3e von 80-100nm. Das lineare Genom mit einer Grol3e zwischen 30 und 40
kb je nach Serotyp kodiert fir die Gene E1A (immediate early gene), E1B-E4 (early genes) sowie L 1-
L5 (intermediate und late genes) (s. Abb. 3).

Knob Doamain
Fibar
+—— Panton Base
Hexon Linear Genomic DMA

Terminal Protein

Abb. 3 Schematischer Aufbau eines Adenovirus (aus AdEasy Vector System Application Manual, 2002)

Die frihen Genprodukte dienen als transkriptionelle Aktivatoren fir die spaten Gene, die fir
Strukturproteine des viralen Capsids kodieren. Die kovalente Bindung des terminalen Proteins (TP) an
die 5’ DNA-Enden hdlt das lineare adenovirale Genom in einer pseudo-zirkuldren Form. An den Enden

des Ad Genoms befinden sich invertierte terminale Sequenzwiederholungen (ITR) mit einer Lange
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von 50 bis 200bp, die als Primer der DNA-Replikation dienen. Relevante Proteine fir den Gentransfer

sind die Capsid-Proteine, zu denen das Hexon-, Pentonbasen- und das Fiberknob-Protein zéhlen.

1.4.2 Zelladsorption und Zelleintritt

Die adenovirale Infektion erfolgt in zwel Schritten. Im ersten Schritt bindet das Adenovirus Uber die
knob-Doméne des Fiberproteins an den hoch-affinen Primérrezeptor. Das Ad5 Virus bindet zunéchst
an den Coxsackie-Adenvirus Rezeptor (CAR). Erst nach der priméren Rezeptorbindung kommt esim
Zweiten Schritt zu einer Interaktion zwischen Pentonbasen-Protein und a, Integrinen auf der
Zdlloberflache (s. Abb. 4), worauf die Internalisierung des Virus Uber Endozytose folgt (McDonald et
al., 1999; Wickham et al., 1993).

coated coated vesicle Endasome migratible nuclear pore complex
it r"‘\ll
—
irr AT R, \ o »
e /\ﬁ P B T + S - . t; ol
Qe — 4 — HelQ\— 0 — 0 — i . =F>
‘,’- . A e A L . ® .
L1k YirTih b =
L - oV Integrin )
—~ ) ~a— caR
i :
Dynamin low pH MNup214/CAN
Fl3K and 7 and 7 Histone H1
Raci1, Cdca2
Rab-5
receplor-mediated endosomal escape  cytoplasmic transport disassembly
endocylosis DMNA import

Abb. 4 Eintritt von Adenoviren der Subgruppe C in epitheliale Zellen (veradndert nach U. Greber,
Universitat Zirich, 2002)

Durch Erniedrigung des pH-Wertes im Endosom wird eine Konformationsdnderung der adenoviralen
Capsid-Proteine induziert, die in der Folge mit der Endosomen-Membran interagieren und das
endosomale Vesikel auflésen (Varga et al., 1991). Nach der Entlassung des Virus aus dem Endosom
lagern sich die adenoviralen Partikel an den nukledren Porenkomplex an. Nur die Virus-DNA wird in

den Nukleus entlassen, wo die Transkription der viralen Gene beginnt.

1.4.3 Adenoviraler Replikationszyklus

Die Transkription der adenoviralen Gene wird in die friihe und spéte Phase unterteilt, die entsprechend
vor oder nach der DNA-Replikation erfolgt (Fessler and Young, 1998). Die Transkription der
adenoviralen Gene erfolgt von beiden DNA-Stréngen und wird von alternativen Splice-Ereignissen
begleitet. Die adenovirale Replikation wird Uber die Transkription des E1A Gens induziert, wodurch
die sequentielle Transkription der friihen Gene E1B-E4 induziert wird (Volpers and Kochanek, 2004).

Die frihen Genprodukte interagieren mit anti-viralen |mmunabwehrmechanismen, manipulieren den
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Zdlzyklus und modulieren den zelluléren Metabolismus, um optimale Bedingungen fir die
Virusreplikation zu schaffen (Russell et al., 2004). Nach der Initiation der DNA-Repliaktion durch die
viralen E2 und E4 Genprodukte erfolgt die Expression der spaten Gene L1 bis L5, die unter der
Kontrolle des major late-Promotors stehen (Larsson et al., 1992; Russel, 2000). Die spaten Gene
kodieren fur strukturelle Virusproteine. Neue Virionen werden im Nukleus aus viralen Hullproteinen
und dem Virusgenom zusammengesetzt. Als finaler Schritt der Virusreplikation wird die Zdllyse

induziert und die neu synthetisierten Virionen werden entlassen.

1.4.4 Adenovirale Vektorsysteme

Adenoviren konnen leicht zu Genvehikeln fur gentherapeutische Anwendungen modifiziert werden.
Bei adenoviralen Vektoren der ersten Generation wurden die frihen Gene E1 und E3 deletiert, um die
Transgenkapazitét zu erhdhen. Infolgedessen sind Erstgenerationsvektoren replikations-defizient und
konnen etwa 8kb Fremd-DNA aufnehmen (Danthinne and Imperiale, 2000). Adenovirale Vektoren der
Zweiten Generation tragen zur Erhdhung der Insertkapazitdt weitere Gendeletionen und erzielten
verbesserte anti-tumorale Effekte (Barton et al., 2006; Krasnykh et al., 2000; Gorziglia et al., 1996).
Gutless Vektoren, bel denen alle viralen Gene deletiert wurden, zeichnen sich durch eine reduzierte
Immunogenitét aus (Kochanek et al., 1996; Wang et al., 2004). Trotz guter praklinischer Erfolge
erzielten nicht-replikative Adenoviren in klinischen Studien nur méfige Erfolge und eigneten sich in
Erganzung zu konventionellen Therapien fur die Eliminierung kleiner Tumorreste. Um therapeutisch
rdevante Transduktionsraten zu erzielen, wurden replikations-kompetente Adenoviren entwickelt.
Aufgrund der selektiven Replikation in Tumorzellen erzielen diese so genannten onkolytischen
Adenoviren oder konditional replikative Adenoviren (CRAdS) héhere Transduktionsraten als nicht-
replikative Ad-Vektoren.

1.4.4.1 Transduktionelles Targeting

Um die Gentransferrate der adenoviralen Gentherapie zu erhéhen, wurde der Tropismus adenoviraler
Vektoren verandert. Das transduktionelle Targeting beschreibt die Zielzell-spezifische Modifikation
der adenoviralen Primérrezeptor-Bindung, die Uber den Einsatz spezifischer Adapter-Molekile oder
durch genetische Veranderungen der Virushille erreicht werden (s. Abb. 5). Als weiteres Zidl wird die
Reduktion des Ad5-Tropsimus fur normale epitheliale Gewebe angestrebt. Damit birgt das
transduktionelle Targeting ein hohes Potential, um die Effizienz und Spezifitét der adenoviralen

Gentherapie entscheidend zu verbessern.

Die Anwendung bispezifischer Adaptermolekiile, die simultan die adenovirale Fiber-knob-Doméne
und tumorspezifische Antigene auf der Zielzelloberfl&che binden, konnte bei Erstgenerationsvektoren
erfolgreich eine Steigerung des Gentransfers bewirken (Haisma et al., 2000; Haisma et al., 1999;
Reynaolds et al., 2000; Douglas et al., 1996). Dabei wurde die Fusion von natlrlichen Liganden
(Douglas et al., 1996; Rancourt et al., 1998) oder Anti-Rezeptor-Antikdrpern (Miller et al., 1998;
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Haisma et al., 1999; Kelly et al., 2000) mit einem anti-knob-Fab-Fragment erfolgreich erprobt. Der
Einsatz eines Fusionsproteins mit EGFR-Spezifitét, das als knob-bindende Komponente eine [Gsliche
CAR-Form (sCAR) enthielt, erzielte in EGFR-positiven Tumoren eine deutliche Steigerung des
Gentransfers (Dmitriev et al., 2000).

ATt

s cAR
v CAR Linker EGF-Rezeptor H Tumorspezifischer
EGF Rezeptor

Normale Zelle

Abb. 5 Transduktionelles Targeting a) CAR-Rezeptorbindung von Ad5 in normalem Gewebe b) alternative
Ad-Rezeptorbindung durch die Verwendung von Adapatermolekiilen. Das sCAR-EGF-Fusionsprotein
bindet den EGF-Rezeptor, der in vielen Tumoren Uberexprimiert wird. c¢) CAR-unabhéngige
Rezeptorbindung Uiber genetische Modifikationen der Fiber-knob-Doméane

Jedoch ist der Einsatz von Adaptermolekilen fur onkolytische Viren ungeeignet, da das Targeting

produzierter  Virusnachkommen  problematisch  ist.  Alternativ. wurden  genetische

Tropismusmodifikationen des adenoviralen Capsids entwickelt (s. Abb. 5). Nach der Insertion

heterologer Liganden wurde die adenovirale Bindung an alternative Rezeptoren wie a, Integrine

(Wickham et al., 1996; Gonzalez et al., 1999), CD3 (Wickham et al., 1997), CD40 (Tillman et al.,

2000) oder an das prostate membrane antigen (PSMA) (Kraaij e al., 2005) in-vitro und in-vivo

evaluiert. Bewahrt haben sich Peptidinsertionen von bis zu 100 Aminoséuren in den HI-Loop der

Fiber-knob-Doméne, die die Integritét der Virionen nur minimal beeinflussen (Krasnykh et al., 1998).

Die Inkorporation des Tripeptids RGD in den HI-Loop konnte die Transduktion von Tumorzellen in-
vitro und in-vivo erhthen, da a,b-Integrine auf Tumoren und GeféalRen haufig Uberexprimiert werden
(Dmitriev e a., 1998b). Darlber hinaus zeigte die RGD-Inkorporation eine gewisse
Tumorselektivitét, da nur die Gentransferraten in maligne Zellen, nicht jedoch in gesunde Zellen
erhoht wurden (Bauerschmitz et al., 2002b).

Die Doppe-Fibermodifikationen aus RGD- und Polylysin-Motiv erzielte gegentiber der singuléren
Modifikation Uberlegene Gentransferraten (Wu et al., 2002; Rein et al., 2004).
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Insgesamt ermoglicht die Insertion heterologer Liganden-Motive in die Fiber-knob-Doméne eine
erhdhte Transduktion der Zielzellen, da neben der klassischen CAR-Bindung eine alternative
Rezeptorbindung maoglich ist (Dmitriev et al., 1998a; Krasnykh et al., 1998). Interessanterweise
bewirkten Tropismusmodifikation adenoviraler Vektoren eine Reduktion der Hepatotoxizitét (Rein et
al., 2005b; Printz et al., 2000).

Die CAR-unabhangige Transduktion wird durch die Deletion der knob-Doméne (deknobbing) und die
nachfolgendende Insertion heterologer Liganden erzielt (Henning et al., 2005; Krasnykh et al., 2001;
Magnusson & al., 2001). Dabel muss die Funktionalitdt des chiméren Fiberproteins zur Trimerisierung

und Nukleus-Translokation sichergeste It werden.

In diesem Zusammenhang wurde die Fiber-Pseudotypisierung untersucht, die die Substitution der
Fiber-knob-Doméne durch alternative Serotypen beschreibt. Dabe ist die Ad5-knob-Substitution
durch die komplette Fiber oder die singulére knob-Doméne von Subgruppe B Adenoviren von grol3em
Interesse. Gruppe B Adenoviren binden CAR-unabhangig alternative zelluldre Rezeptoren. Durch die
Ad5/3 bzw. Ad5/35 Fiber-Pseudotypisierung konnte die Gentransfereffizienz von Ovarial- bzw.
Mammakarzinomzellen mit niedriger CAR-Expression deutlich verbessert werden, (Kanerva et d.,
2002; Shayakhmetov et a., 2002).

1.4.4.2 Transkriptionelles Targeting

Schwere Nebenwirkungen, die auf dem unspezifischen Gentransfer in Nicht-Zielorgane beruhen,
koénnen durch die transkriptionelle Regulation des therapeutischen Gens vermieden werden. Das
transkriptionelle Targeting zielt auf die begrenzte Expression des therapeutischen Gens in
Tumorzellen, indem heterol oge tumorspezifische Promotoren (TSP) die Expression des Therapiegens
steuern (s. Abb. 6). So wird die Spezifitdt der adenoviralen Gentherapie deutlich gesteigert und

toxische Begleiterscheinungen werden reduziert.

Diverse Gewebe-spezifische Promotoren wurden bereits identifiziert und fir die gentherapeutische
Anwendung charakterisiert z.B. der Mdanom-spezifische Tyrosinase-Promotor (Nettelbeck et al.,
2002¢; Rivera et al., 2004b), der Cyclooxigeanse-2 (Cox2)-Promotor fir Magen- und Ovarialtumore
(Casado ¢ al., 2001; Yamamoto et al., 2001), der Mammakarzinom-spezifische Heparanase-Promotor
(Breidenbach et al., 2005) oder der Promotor der humanen Telomerase-reversen Transkriptase
hTERT) (Song et al., 2003). Ferner wurden Strahlen- oder Drug-induzierbare Promotoren wie der
Promotor des early growth response gene 1 (Egr-1) evaluiert (Manome et al., 1998b).

Zudem wird auch die Replikation onkolytischer Adenoviren Uber tumorspezifische Promotoren
reguliert. Dabei wird die selektive Virusreplikation durch die transkriptionelle Kontrolle eines oder
mehrerer relevanter Replikationsgene (E1A, E1B, E4) erreicht (Nettelbeck et al., 2002d; Hernandez-
Alcoceba et al., 2000; Hernandez-Alcoceba et al., 2002). Damit hangt die Virusreplikation nun direkt

von der transkriptionellen Aktivitét des heterologen Promotors ab.
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TSP Therapiegen Ad5
Normalzelle Zielzelle
+ +

Aktivierung

Keine Aktivierung

des TSP des TSP

ielzell-spezifische
Expression
des Therapiegens

Kein
Therapieeffekt

Abb. 6 Transkriptionelles Targeting. Der tumorspezifische Promotor (TSP) steuert die Expression des
Therapiegens oder essentieller Gene der Virusreplikation (E1A, E1B, E4). Die Transkription des
Therapiegens (nicht-replikative Ad) oder der frihen viralen Gene E1A/E1B/E4 (onkolytische
Adenoviren) erfolgt selektivin Tumorzellen, in denen der TSP aktiv ist.

Ein idealer Promotor fur die Krebsgentherapie weist hohe Aktivitéten im Tumorgewebe auf,

wohingegen der Promotor keine Aktivitét in lebenswichtigen Organen (z.B. Herz, Niere, Hirn) und

insbesondere der Leber aufweisen sollte, um toxische Nebenwirkungen im Normalgewebe zu
vermeiden. Die Spezifitét der zellularen Promotoren im viralen Genom sollte genauestens evaluiert
werden, da die Promotorspezifitdt durch den Einfluss viraler cis und trans agierender Faktoren

variieren kann (Babiss et al., 1987).

1.4.5 Herausforderungen fir die Gentherapie

Obwohl Erstgenerationsvektoren in klinischen Studien gut toleriert wurden, wurde nur be wenigen
Patienten ein erhohtes Langzeit-Uberleben festgestellt. Dabei scheint die Gentransfereffizienz
limitierend zu sein (Sterman et al., 2005).

Daher ist es fur den klinischen Erfolg der Gentherapie von entscheidender Bedeutung, die
Gentransferrate im Zielgewebe zu optimieren. Aufgrund ihrer natiirlichen Biologie verfligen Viren
Uber sehr effiziente Mechanismen ihr Genom in die Wirtszellen enzuschleusen. Dennoch
verzeichneten Ad5 basierte Vektoren gerade bei Primartumoren reduzierte Gentransferraten (Kim et
al., 2002). Vide maligne Tumore zeichnen sich durch eine CAR-Defizienz aus (Li et al., 1999,
Asaoka et al., 2000), wodurch sie gegeniber der Ad5 Infektion resistent sind. Andererseits werden
virale Rezeptoren gerade auf epithelialen Normalgeweben stark exprimiert. Dies bedeutet eine hohe
Effizienz des viradlen Gentransfers im gesunden Gewebe, woraus einerseits unspezifische
Nebenwirkungen im Normalgewebe und andererseits eine reduzierte Gentransfereffizienz der
Zielzelen resultiert.
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Fir den efolgreichen Gentransfer in-vivo missen sich Gentransfervektoren zundchst dem
Immunsystem entziehen. Adenoviren verfiigen Uber eine hohe Immunogenitdt und die Présenz
neutralisierender Ad5-Antikorper bel Erwachsenen erschwert die erfolgreiche adenovirale Infektion
zusétzlich (Nwanegbo et al., 2004; Chirmule et al., 1999). So wird die Transduktionseffizienz des
adenoviralen Vektors durch die Induktion starker Immunantworten und Entziindungsreaktionen
reduziert (Molnar-Kimber et al., 1998; Gahery-Segard et al., 1997b). Humane adenovirale Vektoren
verursachen je nach Applikation unterschiedliche humorale Immunantworten (Harvey et al., 1999;
Gahery-Segard et al., 1997a). Somit hat der Weg der Vektoradministration einen Einfluss auf den
Gentransfer in das Zielgewebe.

In der Krebstherapie werden virale Vektoren oft direkt in das Tumorgewebe injiziert, um enen
therapeutisch relevanten Gentransfer zu erzielen. Bei den meisten klinischen Gentherapiestudien
wurde eine intratumorale Applikation des Vektors angewandt, die jedoch vorzugsweise fir lokal
begrenzte und gut zugangliche Tumorgewebe geeignet ist. Fir die klinische Gentherapie von
Ovariakarzinomen, die in der Bauchhohle lokalisiert und daher schwer zuganglich sind, hat sich die
intraperitoneale Vektorapplikation bewahrt (Buller et al., 2002a; Alvarez et al., 2000b). Jedoch wird
die intraperitoneale Applikation des adenoviralen Vektors durch die Présenz neutralisierender
Antikorper in Aszites erschwert (Stallwood et al., 2000).

Im Gegensatz dazu erfordert die Behandlung disseminierter Tumorerkrankungen die systemische
Applikation des Vektors. In klinischen Studien wurde bereits die intraventse CRAd-Applikation fur
das metastasierte Osteosarcom gut toleriert (Benjamin et al., 2001). In einer Phase |1-Studie wurde bei
Patienten mit metastasierten gastro-intestinalen Tumoren durch die hepatische arteridle CRAd-
Infusion ein moderates Therapieansprechen bei guter Vertréglichkeit erzielt (Reid et al., 2002).

Nach dem kritischen Schritt der Virusinfektion muss die Transgenexpression in den Zielzellen
gewahrleistet werden. Dabei sollte das Therapiegen in den Zielzellen so stark exprimiert werden, dass
ein Therapieansprechen maéglich ist. Jedoch sollte das Therapiegen nicht in Normalgewebe exprimiert

werden, um unspezifische Nebenwirkungen zu vermeiden.

Aufgrund der Virusbiologie ist die Adenovirus-vermittelte Transgenexpression transient. Daher
werden adenovirale Vektoren hauptséchlich fur die Krebstherapie eingesetzt, die fur die Induktion

einer therapeutischen Antwort lediglich eine kurze Transgenexpression benétigen.

1.4.6 Konditional replikative Adenoviren (CRAdS)

Die Virotherapie verwendet Viren als lytische Agenzien fur die Tumortherapie. Konditional
replikative Adenoviren (CRAdS) reprasentieren eine neue Klasse anti-tumoraler Vektoren, die den
Anspriichen einer sich selbst-erneuernden und selbst-limitierenden Therapieoption geniigen (s. Abb.
7). Um Nebenwirkungen zu minimieren und die Sicherheitsaspekte zu optimieren, wurden CRAd-

Vektoren derart modifiziert, dass die Virusreplikation auf Tumorgewebe beschrankt wird.
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Abb. 7 Konditional replikative Adenoviren (CRAds) a) CRAds replizieren nicht in benignen Zellen, die
infolgedessen von der Zelllyse verschont werden. b) Die Infektion von Tumorzellen resultiert in
Virusreplikation, Onkolyse und nachfolgender Freisetzung der Virionen. Die virale Replikation erlaubt
die lokale Amplifikation der initialen Vektordosis.

Wahrend in Nicht-Zielzellen die adenovirale Replikation unterdriickt wird, fuhrt die Virusreplikation

nach Infektion der Zielzelle zu einer Amplifikation der initialen Vektordosis. Die Dauer eines

Replikationszyklus betragt je nach Serotyp zwischen 18 und 36h. Durch die nachfolgende Lyse der

Wirtszelle werden die produzierten Virionen aus der Zelle entlassen und konnen ihrerseits nun

benachbarte Zielzellen infizieren und abtdten. Theoretisch ist ein CRAd-Partikel ausreichend, um eine

effiziente Tumorpenetration und Zelllyse des Tumorgewebes (Onkolyse) zu induzieren.

Kritische Punkte der CRAd-Replikation sind (i) die bevorzugte Infektion der Zielzellen sowie (ii) die
Begrenzung der adenoviralen Replikation auf die Zielzellen. Beide Ziele werden durch gezielte
Modifikationen des CRAd-Genoms erreicht. Bis heute wurden drel verschiedene Klassen von CRAd-
Vektoren (Typ | bis|ll) entwickelt (s. Abb. 8).

Typ | CRAds tragen Mutationen in relevanten Replikationsgenen (E1A, E1B-55kDa, E4-34kDa),
wodurch die CRAd-Replikation auf Zdlen mit Defekt in dem p53/pl4ARF (Bischoff et al., 1996) oder
pRb-p16 (Fueyo e al., 2000b) Signalweg beschrénkt wird, die die viralen Gendefekte kompensieren.

Das bekannteste Typ | CRAd ist ONY X-015 (dI1520) (Bischoff et al., 1996; Heise et al., 1999; Heise
et al., 1997), das bereits in klinischen Studien (Phase | bis I11) erfolgreich in der Kombinationstherapie
bei Kopf-Hals-Tumoren (Lamont et al., 2000; Ganly et al., 2000; Khuri et al., 2000a) sowie beim
Pankreas-Karzinom (Hecht et al., 2003; Kasuya e a., 2005; Mulvihill & al., 2001) und
Ovarialkarzinom (Vasey et al., 2002b) eingesetzt wurde. Durch die Deletion der p53-inhibierenden
Region des E1B-55kD Proteins sollte die Replikation von ONYX-015 auf Tumorzellen beschrénkt
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werden, die haufig einen Defekt im p53-Singnalweg aufweisen. Erste préklinische Studien
demonstrierten die selektive Replikation von ONY X-015 in p53-defizienten Tumoren (Bischoff et al.,
1996), wohingegen ONYX-015 nicht in Epithel- oder Endothelzellen mit intaktem p53 replizierte
(Heise et al., 1997). Spétere Studien zeigten, dass die ONY X-015-Replikation nicht mit dem p53-
Status korrelierte (Rothmann et al., 1998; Goodrum and Ornelles, 1998). Klinische Phase I/l Studien
belegen die bevorzugte Replikation von ONY X-015 in Tumorzellen gegentuiber Normalgewebe. Da die
Funktionen von E1B-55kDa uber die p53-Bindung hinausgehen, ist die Replikationseffizienz von
ONYX-015 in Relation zu Ad5 Wildtyp (Ad5Wt) reduziert. Da nicht die Vertraglichkeit sondern eher
die anti-tumorale Effizienz der ONYX-015 Virotherapie limitierend zu sein scheint, wurde versucht,
das Therapieansprechen durch die Kombination mit einer Chemotherapie oder durch die Insertion von
Suizidgenen (Cytosindesaminase, HSVtk) zu erhdhen (Galanis et al., 2005; Freytag et al., 1998).

28 kD 55 kD

I:Iﬁ'_

L\|E1.=r. E1E ’_f",’J

Al - A (5 \\/t

Typ | CRAd AT - Ad5 DE1B-55kDa

ITR'¥ + ITR
Deletion von E1B

il T s - A5 E1AD24

TRw % TR
Deletion der pRb-Bindedoméne

Typ Il CRAd Al - AdS TSP:E1A
MY - ITR
Tumor-spezifischer Promotor

-‘-:I:I:I:_-h Ad5 TSP::E1AD24
Tumor-spezifischer Promotor::E1AD24

Abb. 8 Darstellung konditional replikativer Adenoviren (CRAds) des Typs I, Il und Ill. E1A, immediate early
gene; EI1B, early gene; TSP, Tumor-spezifischer Promotor; ITR, invertierte terminale
Sequenzwiederholungen; DE1B, Deletion des E1B-Gens; D24, 24 bp-Deletion des E1A-Gens (verandert
nach S. Kochanek, ESGT 2004)

Andere Typ | CRAdSs tragen eine 24 Basenpaar (bp)-Deletion (D24) in der Retinoblastoma (pRb)-
Bindedoméne des E1A-Gens (Fueyo et al., 2000a; Nettelbeck et al., 2002c). Intaktes E1A-Protein
bewirkt in ruhenden Zellen die Inaktivierung und Phosphorylierung des pRb-Proteins, wodurch der
G2/M-Restriktionspunkt Uberschritten und die S-Phase der Mitose induziert wird. Die effiziente
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Replikation von Adenoviren mit mutiertem E1AD24-Protein erfolgt nur in Zellen mit Defekt in dem
pRb-pl16-Signalweg, in denen eine pRb-Inaktivierung fir den S-Phase Eintritt nicht notwendig ist. Ein
solcher pRb-Defekt liegt in vielen humanen Tumoren vor, nicht jedoch in Normalgewebe. Fir nicht-
proliferierende Normalzellen konnte eine reduzierte Replikation D24-deletierter Adenoviren
beschrieben werden (Fueyo et al., 2000c).

Die Replikationskontrolle von Typ Il CRAdSs erfolgt durch die Insertion heterologer Promotoren, die
die Expression relevanter Gene fir die Virusreplikation (E1A, E1B, E4) kontrollieren. Damit ist die
Virusreplikation nun abhéngig von der Aktivitat und Spezifitét des heterologen Promotors (s. 1.4.4.2).
Die ersten Studien wurden mit den Promotoren des a-Fetoproteins (AFP) und Prostata-spezifischen
Antigens (PSA) durchgefihrt, um die tumorspezifische Expression des E1A-Gens beim
Leberkarzinom bzw. Prostatakarzinom zu induzieren (Yu et al., 1999b; Hallenbeck et al., 1999;
Rodriguez et a., 1997).

Das Prostatakarzinom-spezifische CRAd CV706 wurde bereits in klinischen Studien als Monotherapie
getestet. Trotz guter Toleranz und tumorspezifischer Virusreplikation war das Therapieansprechen
gering (DeWeese et al., 2001). Die Doppelregulation von E1A-E1B Uber zwei verschiedene PSA-
Promotoren oder von E1A-E4 Uber Mdanom-spezifische Promotoren konnte die Selektivitat der
Virusreplikation zusétzlich erhéhen (Yu et al., 1999a; Doronin et al., 2001; Li et al., 2005).

Typ Il CRAds basieren auf der Kombination der genetischen Modifikationen von Typ | und Typ Il
CRAds. Folglich weisen Typ Il CRAds Ddetionen in reevanten Replikationsgenen auf, die
wiederum durch heterologe Promotoren reguliert werden. Damit verfigen Typ 1Il CRAds Uber die
hochst mogliche Spezifitét der adenoviralen Replikation (Nettelbeck et al., 2002b). Einschrankend gilt
jedoch, dass in Rdation zu wildtypischen Ad5 Viren jede Modifikation des adenoviralen Genoms
limitierend auf die Replikationskompetenz des Virus wirkt (Bauerschmitz et al., 2002a; Nettelbeck et
al., 2002a).

Die CRAd-basierte Virotherapie, die in klinischen Studien moderate anti-tumorale Effizienzen
erzielte, bietet sich fur die Eliminierung minimal-residualer Tumorerkrankungen in Kombination mit
konventionellen Therapien an. Bisherige Studien enthiillten additive und synergistische Effekte einer
kombinierten Chemo-Virotherapie (s. Tabele 3). Durch die individuelle Anpassung der Virotherapie
auf die Situation der Patientin konnte die Selektivitat und Effizienz einer alleinigen Chemotherapie
erhdht werden. Ferner belegen Studien, dass Mehrfachmodifikationen aus transduktionellem und
transkriptionellem Targeting sowie attenuierenden Deletionen die therapeutische Effizienz der

Virotherapie steigern konnen (Rivera et al., 20044).
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Tabelle 3: Klinische Studien mit konditional replikativen Adenoviren (CRAdS)
Therapieansatz Route Dosis Phase Referenz
Zervixkarzinom Wildtyp-Adenoviren it,ia, A. A. (HUEBNER et
(verschiedene iv. al., 1956)
Serotypen)
Kopf-Hals-Tumore ONYX-015 it. 2x10™ VP/Tag x I (Nemunaitis et
(SCCHN) 5Tage al., 2001)
ONYX-015 it,ip.  1x10' PFU/Tag x I (Nemunaitis et
5Tage, 3 Wochen- al., 2000)
Zyklus
ONYX-015 + 5 it. 2x10™ VP/Tag x 5 I (Khuri et al.,
FU/Cisplatin Tage, 3 Wochen- 2000b)
Zyklus
Kolonkarzinom dl1520 i.h.a. 2x10%2 VP/Tag 1,8 Il (Reid et al.,
(metastasiert) (Originalbezeichnung +5-FU + 2001)
von ONYX-015) Leukovorin
Prostatakarzinom Ad5-CD/TKrep it. 1x10™ VP + 5- [ (Freytag et al.,
Fluorocytosin + 2002)
Ganciclovir
CV706 it. 1x10™ VP [ (DeWeese et
al., 2001)
Ovarialkarzinom ONYX-015 i.p. 1x10" PFU/Tag x 5 I (Vasey et al.,
Tage 2002a)
ONYX-015 i.p. 1x10™ PFU/Tag x [ (Kirn, 2001)
5Tage
Refraktare ONYX-015 + IL-2 i.v. 2x10™ VP/MWoche x Pilot  (Nemunaitis et
Malignome 6 Wochen al., 2003)

1.4.7 Virotherapie fur fortgeschrittene gynakologische Malignome

Aufgrund der steigenden Inzidenzrate des Mammakarzinoms sowie einer fehlenden Friihdiagnose fur
Ovarialkarzinome steht die Entwicklung innovativer therapeutischer Ansétze fir das Mamma- und
Ovarialkarzinom im Mittelpunkt der gynékologischen Onkologie. Die CRAd-basierte Virotherapie
bigtet eine interessante Therapieoption fir
Tumorerkrankungen. Dabei sind die hoéchsten Therapieeffekte durch doppelt-modifizierte CRAG-
Vektoren (transduktionell und transkriptionell redirigierte Adenoviren) zu erwarten (Zhu et al., 2005;
Rein et a., 20053).

lokale und disseminierte gyndkologische
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1.4.7.1 Gewebespezifischer Promotor: Humanes a-Lactalbumin

Fir die gezielte Virotherapie des Mammakarzinoms eignen sich Promotoren, die von Genen der
Milchproduktion abgeleitet wurden. Die Laktation représentiert ein einzigartiges Merkmal der
Mammea-Organspezifitét. Somit werden die Gene, die fir Milch-bildende Proteine wie Casein oder a-

Lactalbumin (ALA) kodieren, spezifisch im Brustgewebe exprimiert.

Der Promotor des humanen a-Lactalbumin reprasentiert einen solchen Mamma-spezifischen Promotor
mit transkriptioneller Aktivitdt im Brustgewebe. Interessanterweise bestent ein Zusammenhang
zwischen ALA-Expression und der Karzinogenese des Mammakarzinoms (MaCa). Im Verlauf der
MaCa-Karzinogenese wurden Verdnderungen beschrieben, die eine Ubereéinstimmung mit
laktierendem Mammagewebe wahrend der Stillzeit haben (Wiseman and Werb, 2002). Uber 60% der
Mammakarzinome sind ALA-positiv, eine prognostische Bedeutung wurde dem ALA-
Expressionsstatus bisher nicht zugesprochen (Kleinberg et al., 1977; Thean and Toh, 1990; Hall et al.,
1981).

Der proximale 5° nicht-trandlatierte Bereich des ALA-Gens (-737 bis +14bp) wurde von Anderson et
a. (1999) erfolgreich fir die tumorspezifische Suizidgenexpression eingesetzt. Der putative ALA-
Promotor  vermittelte ausschliefdlich in  Mammakarzinom-Zélllinien eine  erfolgreiche
Suizidgenexpression, nicht hingegen in Tumorzellen anderen Ursprungs. Dartiber hinaus wurde die
Tumorspezifitét des putativen ALA-Promotors im Xenotransplantat-Mausmodell bestétigt (Anderson
et al., 1999). Die Applikation eines Adenovirus mit ALA-reguliertem Luziferase-Reportergen
vermittelte selektiv in Tumorzellen die Transgenexpression, in Leberzellen wurde keine ALA

abhangige Luziferase-Aktivitat gemessen.

1.4.7.2 Induzierbarer Promotor: multiple drug resistance gene 1

Die sehr schlechte Prognose fortgeschrittener Ovarialkarzinome wird durch die Resistenz von
Tumorzellen gegeniber herkdmmlichen Zytostatika (Chemoresistenz) verursacht. In der Folge
entkommen poly-chemoresistente Tumorzellen der Chemotherapie, wodurch Metastasierung und

Rezidivierung des Primértumors beglinstigt werden.

Die Aktivierung einer Virotherapie tUber pharmakologische Induktoren, die Teil einer konventionellen
Strahlen- oder Chemotherapie sind, konnte das Therapieansprechen resistenter Tumore erhdhen.
Zudem erlaubt die Modulation der Transgenexpression e ne Steigerung der Seektivitdt und Reduktion
unspezifischer Nebenwirkungen (Nettelbeck et al., 2000).

Die Promotoren Egr-1 und MDR1 vermittelten nach Induktion durch therapeutische Dosen einer
Strahlen- oder Chemotherapie die Suizidgenexpression, die zu anti-tumoralen Therapieantworten in-
vitro und in-vivo flhrten (Lopez e a., 2004; Walther et al., 1997a; Manome et al., 19984).

Das p-Glykoprotein (p-Gp) ist als klinisch relevanter Faktor fur die Ausbildung von Multidrug-
Resistenzen nach Chemotherapie verantwortlich. Als ATP-abhéangige Drug-Efflux-Pumpe vermittelt
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das P-Glykoprotein Resistenzen gegeniiber Anthrazyklinen und Taxanen. Das P-Glykoprotein wird
von dem MDR1-Gen kodiert und gehdrt der Familie der ATP-binding cassette (ABC)-Transporter an,
die xenobiotische Substanzen aus der Zelle heraustransportieren und die Zelle vor toxischen Effekten
schiitzen (Kerb et al., 2001). So erhalten Tumorzellen einen Wachstumsvorteil in der Gegenwart Multi
Drug Resistenz-assoziierter Agenzien (Goldie, 1994; Coldman and Goldie, 1987).

Aufgrund der Induzierbarkeit des MDR1-Promotors tber Umweltstimuli stiitzen viele Studien die
Idee, dass es sich bei MDR1 um ein Stress-induziertes SOS-Gen handelt (Venetianer et al., 1994,
Chaudhary and Roninson, 1993; Walther et al., 2002). In diesem Zusammenhang wurde die schnelle
MDR1-Geninduktion als Antwort auf Toxin- und Zytostatika-Gabe beschrieben (Abolhoda & al.,
1999; Walther e al., 1997b). Andere Studien betonen die anti-apoptotische Funktion der p-Gp-
Uberexpression, da p-Gp Uberexprimierende Zellen gegen Apoptose-Induktoren wie FASL, UV-
Strahlen, TNFa oder die Komplement-System vermittelte Zytotoxizitét resistent sind.

Die MDR1-Promotor regulierte Virotherapie kénnte die Eliminierung chemoresistenter Tumorzellen
ermdglichen, die durch heutige Therapieoptionen nicht erreicht werden (s. Abb. 9). Aufgrund der
MDR1-Basalexpression in Leber und Niere mussen insbesondere unspezifische toxische Effekte der
Virotherapie evaluiert werden (Sugawara et al., 1997; Isradli et al., 2005).

Doxorubicin

' : . Chemo-
| resistente

Tumorzellen N DOXO
Primartumor DOXO
Onkolytischer : :
o o MDRL E1A Virotherapie
VORI L
VP
Onkolyse Zelllyse : e
e & . Infektion 2 MDR1 induzierte @ DOXO
Amplifikation des benachbarter - | % CRAd-Replikation
therapeutischen Zellen >
Effektes Produktion von CRAd-Virionen poxo

Abb. 9 Prinzip der Chemo-induzierbaren Virotherapie. Nach der operativen Entfernung des Primartumors
werden residuale Tumorzellen zunéchst mit den potenten MDR1-Induktoren Paclitaxel oder
Doxorubicin einer Chemotherapie unterzogen. Residuale Tumorzellen verfugen folglich tber eine
MDR-Resistenz, die die Aktivitdt des MDR1-Promotors in den Tumorzellen voraussetzt. Nach
Administration der MDR1-Promotor regulierten CRAds erfolgt die CRAd-Replikation selektiv in
Tumorzellen mit MDR-Resistenz. Die nachfolgende Onkolyse wird selektiv in Tumorzellen mit MDR-
Resistenz induziert, Normalgewebszellen ohne MDR-Aktivitat werden verschont.
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1.5 Ziele der Arbeit

Konditional replikative Adenoviren (CRAdS) erzielten als innovative anti-tumorale Agenzien erste

klinische Therapieerfolge.

Ein weithin ungelostes Problem der CRAd-Virotherapie besteht in der Resistenz von Malignomen
gegentber  konventionellen Ad5-Vektoren, wodurch die Gentransfereffizienzen sowie die
Therapiewirkung drastisch reduziert werden. Als zweites Kriterium der erfolgreichen Virotherapie
muss die Spezifitdt der Virusreplikation sichergestellt werden, um topische Nebenwirkungen zu

vermeiden.

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung neuer CRAd-Vektoren, die neben einem
optimierten Gentransfer eine moglichst hohe Spezifitdt fir gyndkologische Malignome aufweisen
sollten. Dabei sollte die CRAd-Therapie fur (i) das fortgeschrittene chemoresistente Ovarialkarzinom
sowie (ii) das fortgeschrittene metastasierte Mammakarzinom in Bezug auf Spezifitat und Effizienz

optimiert werden.

Folgende Aufgabenstellungen ergeben sich:

(1) Erhdhung der Infektionsrate von CRAd-V ektoren fir maligne gynékol ogische Tumore
(2) Charakterisierung potentieller Kandidatenpromotoren fr eine Virotherapie

(3) Optimierung der Virotherapie durch Kombination des transduktionellen und transkriptionellen
Targetings

(3a) Entwicklung einer selektiven Virotherapie fir das MaCa

(3b) Entwicklung einer Virotherapie fir chemoresistente OvCa

Auf der Basis dieser praklinischen Erkenntnisse konnte sich eine gezielte Virotherapie fur
fortgeschrittene gyndkologische Malignome entwickeln lassen, die zu einer Verbesserung der

Prognose betroffener Patientinnen beitragen kénnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Losungen, Puffer

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen) oder Merck

(Darmstadt) bezogen. Tabelle 1 enthédlt die Zusammensetzung verwendeter Losungen und Puffer.

Tabelle 1: Zusammensetzung von Lésungen und Puffern

A.L.F.-Auftragspuffer
100 ml Formamid

5 g Amberlite

600 mg Dextran

4 ml 20 mM EDTA, pH 8,3

Bindesilan
4 ml Ethanol absolut
15 m Bindesilan (Pharmacia)

1 ml 10% Essigsaure

Formalin

10% Formaladhyd (37%) in PBS

Losung fur A.L.F.-Gele

25,2 g Harnstoff

9 ml Monomerenldsung (40 %)
25,5 ml Aqua dest.

6 ml 6 x TBE

0,2 ml 10% APS

40 m TEMED
Monomerenldsung (29:1)
29% Acrylamid

1% N,N-Methylen-bisacrylamid

Probenpuffer fir A.L.F. Gele
7 mol/l Harnstoff

40% (v/v) Glycerin

50 mmol/l EDTA

10 mmol/l Tris

0,1% (w/v) Bromphenolblau

1x TBE

0,2 M Tris

0,17 M Borsaure

2 mM EDTA, pH 8,0

1xTE
10 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA

10x TBS
80g NaCl
Tris 12,1g = 0,1M Tris/HCI ph7,3

Trenngelpuffer
1M Tris/HCI pH 8,8

Sammelgelpuffer
1M Tris/HCI pH 6,8
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2.2 Zellkultur

221

Zelllinien

Tabelle 2 enthélt eine Auflistung der verwendeten Zellinien mit Ursprung, Herkunft sowie

rd evante Zdlkulturmedien und Zusétze.

Tabelle 2: Kulturmedien und Herkunft der Zelllinien

Zelllinie Ursprung Kulturmedium Zusatz Bezug
BT-20 Mammakarzinom DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-19)
BT-474 Mammakarzinom RPMI1640 Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-20)
MCF-7 Mammakarzinom DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-22)
MDA-MB-231 Mammakarzinom DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-26)

. o Prof. Curiel, University of
MDA-MB-468 Mammakarzinom DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v)
Alabama, USA
SK-BR-3 Mammakarzinom McCoy's 5A Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-30)
T-47-D Mammakarzinom MEM Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-133)
ZR-75-1 Mammakarzinom MEM Vitamine (1% v/v) Prof. Curiel, USA
o Prof. Pfleiderer, Uni
Hey Ovarialkarzinom RPMI1640 Vitamine (1% v/v) .
Freiburg, Deutschland

MDAH 2774 Ovarialkarzinom DMEM (4,5 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) ATCC (CRL-10303)
SK-OV-3 Ovarialkarzinom RPMI1640 Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-77)
SK-OV-3.IP1 Ovarialkarzinom RPMI1640 / Prof. Curiel, USA
Ov-4 Ovarialkarzinom DMEM/NutMix-F12 (1:1) / Prof. Curiel, USA
HepG2 Leberkarzinom RPMI1640 / Prof. Curiel, USA
293A Nierenkarzinom MEM / Qbiogene, Heidelberg
A559 Lungenkarzinom DMEM (1 g/l Glukose) / Prof. Curiel, USA
FHS173WE Fibroblasten DMEM (1 g/l Glukose) / Prof. Curiel, USA
HFBC Fibroblasten DMEM (1 g/l Glukose) / Prof. Curiel, USA

Cholera-Toxin(100

Mamma- ng/ml), EGF_(ZO
MCF-12A DMEM/NutMix-F12 (1:1) ~ hg/ml), Insulin (0,01 ATCC (CRL-10782)
Gewebe mg/ml)
Hydrocortison (500
ng/ml)
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2.2.2 Kultivierung der Zellen

Die Zdllinien wurden unter aseptischen Bedingungen bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit im Begasungsbrutschrank (Heraeus, Hanau) kultiviert. Das Zellkulturmaterial
wurde von den Firmen Greiner (Frickenhausen), Gibco (Karlsruhe) und Nunc (Wieshaden)
bezogen. Die Zellen wurden in Gewebekulturflaschen bis zu subkonfluentem Wachstum
kultiviert, zweimal wochentlich erfolgte ein Mediumwechsel mittes steriler Einmalpipetten.
Allen Medien wurde L-Glutamin (2mM) sowie das Antibiotikum Gentamicin (50 pg/ml)
zugesetzt. Fur die Kultur der Normalgewebszelllinie MCF-12A wurde Pferdeserum (HS)
verwendet. Kulturmedien enthieten 10% (v/v), Wachstumsmedien 5% (v/v) und

Infektionsmedien 2% (v/v) fotales Kélberserum.

2.2.3 Isolierung und Kultur primérer humaner Zellen aus

Patientenmaterial

Primére Keratinozyten wurden mit freundlicher Unterstiitzung von der Universitétshautklinik
Dusseldorf bezogen und in Keratinocyte-SFM-Medium (GIBCO) angezogen.

2.2.3.1 Isolierung humaner Mammaepithelzellen (HMEC) und Fibroblasten

Nach der operativen Entnahme wurde die Gewebeprobe in ein steriles Plastikgefass (Falcon)
Uberflihrt und in Lagermedium (s. Tabele 3) bei 4°C fir max. 48h aufbewahrt. Nach der
Bestimmung des Gewichts wurde die Gewebeprobe in kleine Stiicke von 1mm? zertdlt und in
ein steriles Plastikréhrchen mit steriler Kollagenase-Losung (s. Tabelle 3) Uberflhrt. Fir das
erste Gramm Gewebe wurden 20ml, fir jedes weitere Gramm weitere 10ml Kollagenase-
Ldsung zugegeben. Die Gewebeprobe wurde tGber Nacht bei 37°C unter leichtem Schiitteln
(65rpm) inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Probe durch kraftiges auf- und abpipettieren
(20mal) mit einer sterilen 10ml Pipette resuspendiert, bevor die Zellen bei 1000rpm fir 5min
sedimentiert wurden. Dann wurden die Zelen in 10ml Waschmedium (s. Tabele 3)
resuspendiert, in ein 15ml Plastikrohrchen Uberfihrt und wie zuvor zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Die Trennung epitheliden Zdlaggregate von
Stromazellen erfolgte mittels Siebseparation, indem die Zellsuspension Uber ein steriles
Metallsieb (Porengréfie 100pum, Sigma) gegeben wurde. Dabe wurde die Porengrofe des Siebes
so gewdhit, dass es fur Fibroblasten durchgéngig war, die in einem separaten sterilen 15ml
Plastikgefa? gesammelt wurden. Hingegen war das Sieb fur epitheliale Zellaggregate nicht
durchlassig. Nach der Inversion des Siebes wurden die epithelialen Zellaggregate durch

Aufpipettieren des Waschmediums aus dem Sieb gewaschen und in einem sterilen 15ml
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Plastikrohrchen aufgefangen. Nach dem finalen Zentrifugationsschritt wurden epitheliale
Zdllaggregate und primére Fibroblasten jeweils in 1ml IHEC-Medium bzw. Fibroblasten-
Medium (s. Tabdle 3) resuspendiert und die Gesamtzellzahl sowie die Zdlvitalitat bestimmt.
Die Kultur primérer Fibroblasten erfolgte in Fibroblasten-Medium. Nach Aussaat der
epithelialen Zdlaggregate in IHEC-Medium wurde die Kultur innerhalb von 8-10 Tagen von
humanen mamméren epithelialen Zellen (HMEC) dominiert, die eine fur Epithelzellen
charakteristische Kopfsteinpflaster-ghnliche Morphologie aufwiesen. |H-Medium représentiert
ein tumorsel ektives Medium, das das extensive Wachstum normaler Zellen nicht fordert und das
Wachstum von Tumorzellen begiinstigt. IHEC-Medium entspricht in seiner Zusammensetzung
IH-Medium, wurde jedoch durch den Zusatz von EGF und Choleratoxin fur die Kultur normaler
Epithelzellen optimiert. HMECs wurden durch partielle Trypsinierungen der epithelialen
Primérkultur isoliert (Stampfer, 2004) und sofort in Zytotoxizitats-Assays eingesetzt. Mittels
Immunohistochemie wurde der mesenchymale bzw. epitheliale Ursprung der Fibroblasten bzw.
HMECs verifiziert (s. 2.12.5).

Tabelle 3: Medien und Lésungen fir die Gewinnung und Kultur von primaren HMEC, Fibroblasten
und Tumorzellen. Alle Medien und Lésungen enthielten die Antibiotika Gentamicin (5ug/ml)
und Penicillin/Streptomycin (1% v/v).

Medium-Basis Zusatze Konzentration Referenz
Kollagenase-Ldsung DMEM/NutMix-F12 (1:1) Kollagenase 200U/ml (Stampfer, 2004)
Hyaluronidase 100U/ml (Ethier et al., 1993)
Insulin 5pg/ml
FCS 5% viv
Lagermedium DMEM/NutMix-F12 (1:1) FCS 5% viv (Stampfer, 2004)
Insulin 5pg/ml
Waschmedium DMEM (1g/l Glukose) / / (Ethier et al., 1993)
IH-Medium DMEM/NutMix-F12 (1:1) FCS 5% v/v (Ethier et al., 1993)
(Tumorzellen) Insulin Sug/ml
Hydrocortison 1pg/ml
IHEC-Medium DMEM/NutMix-F12 (1:1) s. IH-Medium (Stampfer, 2004)
(HMEC) EGF 10ng/ml
Choleratoxin 100ng/ml
Fibroblasten-Medium  DMEM (1g/I Glukose) FCS 10% v/v (Stampfer, 2004)
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2.2.4 Isolation von Tumorzellen aus Aszites und Pleuraerguss

Aszitesfllssigkeit oder Pleuraerguss wurden in sterile 50ml Plastikrohrchen Gberfihrt und fir
10min bei 2200rpm zentrifugiert. Die Zellpellets von etwa 1l Aszites- oder Pleuraflissigkeit
wurden vereint und in 20ml Waschmedium resuspendiert. Darauf wurden die Zelen bel
1000rpm fr 5min zentrifugiert. Rote Blutzellen wurden Uber einen Ficoll-Dichtegradienten von
der Zdlsuspension abgetrennt. Dazu wurden in einem 50ml Plastikrohrchen 20ml Ficall
(1,077g/ml, Sigma-Aldrich) mit 10ml Einzelzellsuspension Uberschichtet und bei 400g fur
30min bel RT zentrifugiert. Mit Hilfe einer sterilen Pasteurpipette wurden die Zellen der
Grenzschicht (Tumorzelen) zwischen Ficoll und Medium vorsichtig abgenommen und in en
steriles 15ml  Plastikréhrchen Uberfiihrt. Die Zelen wurden zweimal mit Waschmedium
gewaschen, bevor Gesamtzellzahl und L ebendzellzahl bestimmt wurden. Der L ebendzellanteil
lag durchschnittlich bel 80%. Isolierte Tumorzellen wurden sofort in Zytotoxizitdts-Assays
eingesetzt. Die Kultur der Tumorzellen erfolgte in dem tumorsel ektiven IH-Medium (s. Tabdle
3).

2.2.5 Subkultivierung

Zur Passagierung subkonfluenter Kulturen wurden adhdrend wachsende Zellen mit PBS
gewaschen und nach Inkubation mit 0,05% (w/v) Trypsin/0,02% (w/v) EDTA-L 6sung fur 5min
bei 37°C geerntet. Durch Zentrifugation (5 min, 1000 rpm) wurden die Zelen sedimentiert,
vereinzelt und dann ihrem Wachstum entsprechend anteilig neu ausgesét. Die Bestimmung der
Zdllzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Z&hlkammer in Doppelbestimmung, die Zdlvitalitat

wurde mittels der Trypanblau-Ausschlussmethode ermittelt.

2.2.6 Kryokonservierung

Die sedimentierten Zedlen wurden in Gefrieemedium (Kulturmedium mit 5% (v/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO)) resuspendiert, in sterile 2ml Kryoréhrchen Uberfihrt und

sukzessive (Uber -20°C und -80°C) in flussigem Stickstoff eingefroren.

2.2.7 Induktion der MDR1-Genexpression

Um eine Resistenz der Zellkulturen gegeniiber Anthrazyklinen zu induzieren, wurden die Zellen
mit steigenden Konzentrationen des Zytostatikums Doxorubicin inkubiert. Initial wurden 10
ng/ml Doxorubicin zugesetzt, bevor die Doxorubicin-Konzentration alle sieben Tage um 5ng/ml
erhdht wurde. Ab einer Konzentration von 100ng/ml wurde die Konzentration in Stufen von
10ng/ml erhoht.
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2.3 RNA-/DNA-Analytik

2.3.1 RNA-Isolation aus Zellkulturen

Um die Degradation von Ribonukleinsduren (RNA) durch RNAsen zu verhindern, wurden alle
verwendeten Lésungen mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt. Hierzu wurde DEPC im
Verhdltnis 1:10 mit absolutem Ethanol gemischt, den Ldsungen im Verhdltnis 1:100 zugesetzt
und die L 6sungen autoklaviert, nachdem sie Giber Nacht bel 37°C inkubiert wurden.

Fir die Isolierung von Total-RNA wurde TRIzolO (Gibco, Karlsruhe) verwendet. Trypsinierte
und PBS-gewaschene Zdlpellets wurden in 1ml Trizol resuspendiert und 5min bei RT
inkubiert. Nach der Zugabe von 200pl Chloroform wurden die Proben ca. 15sek geschittelt und
nach weiteren 2-3min Inkubation bei RT fur 15min bei 4°C und 12000rpm zentrifugiert. Die
wassrige RNA-haltige Phase wurde in ein neues Eppendorf-Gefad tGberfihrt und mit 500l
Isopropanol versetzt. Nach 10min Inkubation bei RT wurde die prazipitierte RNA durch
Zentrifugation (10min, 4°C, 12000rpm) pelletiert, mit 1ml 75% (v/v) Ethanol (-20°C)
gewaschen und erneut fir 5min bei 9500rpm und 4°C zentrifugiert. Nach vollsténdiger
Entfernung des Ethanols wurde das RNA-Pdlet bei 55°C fur 5-10min getrocknet und in 20 bis
100pl DEPC-Wasser resuspendiert. Die Bestimmung der RNA Konzentration erfolgte
photometrisch.

2.3.2 cDNA-Synthese

Die cDNA Synthese beschreibt die Translation von Gesamt-RNA in cDNA mit Hilfe der
Reversen Transkriptase (OmniScript RT-Kit, QIAGEN). Die Verwendung unspezifischer
Random-Primer (Hexaoligonukleotide) sollte die Erfassung der gesamten RNA-Population
ermoglichen. So wurde durch die cDNA-Synthese einer einzigen RNA-Probe die Analyse
mutipler Transkripte erméglicht, die spater Voraussetzung fir die Transkriptquantifizierung

war.

Pro Probenansatz wurde je 1jug Gesamt-RNA mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 12,5l
aufgefillt, fir 5min be 65°C denaturiert und auf Eis abgekihlt. Anschlief3end wurden je 12,5pl
des Reaktionsansatizes hinzugegeben, so dass im Endvolumen von 25ul folgende
Endkonzentrationen erreicht wurden: 50mM KCI, 10mM Tris/HCI, 7.5mM MgCl,, 0.1mg/ml
BSA, 15mM DTT, jeImM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 1 U/ul RNasin, 1000pmol Random-
Primer und 95 U (0,5 ul) Reverse Transkriptase. Fir die cDNA Synthese wurde der
Reaktionsansatz 60min bei 37°C und 5min bei 95°C inkubiert. Nach Abkihlung auf Eis werden
die cDNA Proben bei -20°C gelagert.
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2.3.3 DNA-Isolation aus Geweben und Zelllinien

Das bel —-80°C gelagerte Tumor- bzw. Normal-Gewebe wurde auf Trockeneis gelegt und mit
einem sterilen Skalpell zerkleinert. Das zerkleinerte Gewebe wurde im flussigen Stickstoff
erneut schockgefroren und in einer im flissigen Stickstoff tiefgekiihlter Teflonkapsel mit
Wolframkugel mechanisch im Mikrodismembrator fir 1min bei 2000rpm pulverisiert.
Pulverisiertes Gewebe wurde in 3-4ml, Zellpelets wurden in 0,1ml/1x10" Zellen DNA-
Verdaupuffer (100mM NaCl, 10mM TrigHCI pH 8, 25mM EDTA ph8, 0.5% SDS)
aufgenommen und nach Zugabe von Proteinase K (0,1 mg/ml Verdaupuffer) Uber Nacht bei
50°C unter leichtem Schiitteln inkubiert.

Fir die Extraktion genomischer DNA (Deoxyribonukleinsdure) wurden die Proben mit eéinem
Volumen Phenol/Chlorofornvisoamylalkohol (PCl, 25:24:1) versetzt und nach kréftigem
Schiitteln zur Phasentrennung fir 10min bei 2000rpm zentrifugiert Der DNA-haltige wéssrige
Uberstand wurde abgenommen und zur vollstandiger Entfernung des Phenols mit dem gleichen
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) gemischt, geschittelt und nochmals zentrifugiert.
Die Féllung der DNA erfolgte durch Zugabe von 0,5 Volumen Ammoniumacetat sowie 2,5
Volumen eiskalten Ethanol absolut bei —20°C UN. Die prazipitiete DNA wurde durch
Zentrifugation (15min, 2000rpm) sedimentiert, mit 1ml 70% Ethanol gewaschen, getrocknet
und in Abhéngigkeit der Pdlet-GrolRe in 50-200ul sterilem Aqua dest. gelost. Die

Konzentrations-Bestimmung erfol gte photometrisch.

2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR findet einen vielféltigen Einsatz bel der Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen.
Alle PCR-Reaktionen wurden standardméf3ig in 50ul Ansétzen durchgefiihrt und enthielten
folgende Zusétze: 50ng template (DNA, cDNA), 1x PCR-Reaktionspuffer, dNTPs (je 125uM),
5- und 3"- Primer (je 50pmol) sowie 2,5U Tag-Polymerase (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg). Fur die quantitative Bestimmung der PCR-Produktmenge (s. 2.3.6 und 2.3.7) wurde
je ein Cy5-markierter Primer in die PCR eingesetzt. Um unspezifische Nebenreaktionen zu
vermeiden, wurde die DNA-Polymerase wahrend der 10min Vorlaufphase (94°C) zugegeben
(“Hot Start”-PCR). Die PCR-Regktionen wurden mit einem “final extension’-Zyklus (8
Minuten bei 72°C) beendet, um einen vollstandigen Abschluss aller Reaktionen zu ermdglichen.
Primerkombinationen und optimierte PCR-Bedingungen (Zyklenzahl, Annealing-Temperatur)
sind

Tabdle 5 zu entnehmen. Die Durchfiihrung der PCR-Reaktionen erfolgte in Hybaid Omnigene
PCR-Cyclern. Zum Schutz vor Verdunstung wurden die PCR-Ansdize mit Mineraldl
Uberschichtet.
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2.3.4.1 Qualitatskontrolle der cDNA-Synthese

Umgeschriebene cDNA wurde mittels R-Actin-PCR (s. Tabelle 4) hinsichtlich Qualitét und
potentieller Kontamination mit genomischer DNA untersucht. Die Primer wurden so gewahlt,
dass genomische DNA aufgrund der zusétzlichen Intronsequenzen ein grofl3eres 652bp-Produkt
im Gegensatz zu dem kleineren cDNA-Produkt (446 bp) ergab.

Tabelle 4: b-Actin-PCR-Reaktionsansatz mit PCR-Bedingungen

PCR-
) eingesetztes Volumen (ul) Reaktionsbedingungen
Reaktionsansatz
H.O 32,5 .
94°C 1 min
10x Puffer 5
5 b-Aktin 2,0 (25 pmol) 60°C 1 min
3’b-Aktin 2,0 (25 pmol) 72°C 1 min
dNTP 3,0 (7,5 nmol) Zyklenzahl: 35
Tag-Polymerase 0,5(2,5U)

235 Amplifikation der Promotoren

Fir die Klonierung von CRAd-Vektoren wurden die Promotoren des humanen a-Lactalbumin-
Gens (ALA) und Multiple Drug Resistance Gene 1 (MDR) mitttels PCR derart amplifiziert,
dass Uber die verwendeten Primer artifizielle Erkennungssequenzen fir Notl- (5'Primer) bzw.
Xhol-Restriktionsendonukleasen (3 Primer) eingefiigt werden. So konnten die PCR-Produkte
sofort fur weiterfuhrende adenovirale Klonierungen eingesetzt werden, die PCR-Bedingungen
sind

Tabele 5 zu entnehmen.

Der ALA-Promotor wurde aus genomischer Blut-DNA mittds PCR unter Verwendung des
5" ALA-Notl- und 3'ALA-Xhol-Primers amplifiziert.

Die Originalsequenz des MDR-Promotors wurde uns freundlicherweise von Prof. Walther,
Berlin, zur Verfigung gestellt. Der MDR-Promotor wurde in pGL3-Basic (Promega) kloniert
und der resultierende Vektor pGL3-MDR als Matrize mit der Primerkombination 5"MDR-
Notl/3’'MDR-Xhol in die PCR-Reaktion eingesetzt.
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Tabelle 5: PCR-Bedingungen

Amplifizierte Primerpaar PCR-Bedingungen Zyklen ProduktgroRRe
Region
oAk 5'b-Aktin 94°C 1 min 35 Zyklen 446 bp (cDNA)
60°C 1 min
3"b-Aktin 652 bp (gen. DNA)
72°C 1 min
GAPDH 5"GAPDH-Cy5 94°C 1min 27 Zyklen 195 bp
3"GAPDH 60°C 1min
72°C 1min
MDR1-Gen 5"MDR-Cy5 94°C 1min 25 Zyklen 177 bp
3'MDR 60°C 1min
72°C 1min
MDR-Promotor 5"MDR-Prom 94°C 1min 30 Zyklen 365 bp
(Luziferase) 3"MDR-Prom 45°C 1min
72°C 2min
MDR-Promotor 5"MDR-Prom-Notl 94°C 1min 30 Zyklen 475 bp
(CRAd) 3’"MDR-Prom-Xhol 60°C 1min
72°C 2min
ALA-Promotor 5°ALA-Prom 94°C 1min 30 Zyklen 771 bp
(Luziferase) 3"ALA-Prom 54°C 40sek
72°C 1min
ALA-Promotor 5°ALA-Prom-Notl 94°C 1min 35 Zyklen 761 bp
(CRAd) 3"ALA-Prom-Xhol 54°C 40sek
72°C 1min
E1-Region 5°SeqITR 95°C 1min 35 Zyklen variabel
3°Ad1124-1100 55°C 1min Ad5 = 847bp
72°C 1,5min
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Amplifizierte Primerpaar PCR-Bedingungen Zyklen ProduktgroRRe
Region
Ad3 Fiber-knob 5°Ad3knob 95°C 1min 30 Zyklen Ad3 =489 bp
3"SeqMfefiber3d” 55°C 1min
72°C 1,5min
E1AD24- 5'D24-L1 95°C 1min 35 Zyklen
Deletion
3'D24-R1 55°C 1min
72°C 1min
E3-Region 5E3-L1 95°C 1min 30 Zyklen 3 kb
3'E3-R1 58°C 1min
72°C 1,5min
MDR- 5"MDR-Expr-Cy5 95°C 30sek 29 Zyklen 166bp
Amplifikation
3’"MDR-Intron 60°C 30sek
72°C 1min
GAPDH- 5"GAPDH-F 95°C 30sek 29 Zyklen 188bp
Amplifikation
3"GAPDH-R-Cy5 60°C 30sek
72°C 1min

2.3.6 Quantitative RT-PCR zur Bestimmung der MDR1-mRNA-
Expression

Die mRNA-Expression des MDR1-Gens wurde mit Hilfe der quantitativen RT-PCR bestimmt.
Das Prinzip beruht auf einer simultanen Koamplifikation des zu untersuchenden Gens und eines
Referenzgenes (, single copy” Gen) in einem PCR Ansatz (, multi plex“-PCR). Als Referenzgen
wird meist ein ubiquitar stabil exprimiertes , house keeping gene' verwendet, das als interner
Standard der PCR-Reaktion dient und den Vergleich der Genexpression unterschiedlicher
Proben erlaubt. Als Referenzgen wurde GAPDH (Glyzerinal dehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase)
verwendet. Bei der quantitativen RT-PCR miuissen die Bedingungen so gewahlt sein, dass die
Reaktionskinetik allein von der eingesetzten cDNA-Menge limitiert wurde und keine
Abhéngigkeit von der eingesetzten Menge an Primern, Nukleotiden und Tag-Polymerase
entstand. Die Detektion der PCR Produkte sowie die quantitative Bestimmung der PCR-

PDF wurde mit pdfFactory-Prifversion erstellt. www.context-gmbh.de



http://www.context-gmbh.de
http://www.context-gmbh.de

2 Material und Methoden 32

Produktmengen erfolgte mit Hilfe des A.L.F. (Automated Laser Fluorescence)-DNA-

Sequenzierautomaten und der Fragment Manager Software wie unter 2.4.1. beschrieben.

Tabelle 6: Quantitative RT-PCR zur Analyse der MDR-Genexpression. Reaktionsansatz und
Bedingungen. Die 5 GAPDH-Primer werden sowohl CY5-markiert/unmarkiert im Verhéltnis
1:10 eingesetzt.

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H>O 24,5
cDNA 5 (1pg)
10x Puffer 5 94°C & 1 min
5 Primer GAPDH 2,0 (20 pmol) 60°C & 1 min
3"Primer GAPDH 2,0 (20 pmol) 72°C &a 1 min
5 Primer MDR 4,0 (40 pmol)
3"Primer MDR 4,0 (40 pmol) Zyklenanzahl: 25
dNTP 3,0 (7,5 nmal)
Tag-Polymerase 0,5(2,5U)

2.3.7 Quantitative PCR zur Bestimmung der MDR1-Genamplifikation

Die Amplifikation des MDR1-Genlokus wurde mittels quantitativer PCR bestimmt. Zu diesem
Zweck wurde eine Koamplifikation der genomischen Regionen des MDR1-Gens und des
GAPDH-Referenzgens in eéinem PCR-Ansatz durchgefihrt(s. 2.3.6). Die PCR-Bedingungen
sind in Tabelle 7 dargestelIt. Die Primersequenzen wurden so gewahit, dass der 5'Primer jeweils
im Exonbereich des korrespondierenden Gens lokalisiert war, wahrend die 3'Primer in ene
Intronregion gelegt wurden. Die Quantifizierung der PCR-Produktmengen erfolgte mittels des
A.L.F.-Sequenziergerdtes und der Fragment-Manager-Software. Die Analyse der MDR1-
Genampflifikation wurde an Zelllinien sowie an Normal- und Tumorgeweben von Patientinnen
mit Ovarialkarzinom durchgefihrt. Fir die Analyse der MDR1-Amplifikation in Tumoren
wurde die MDR1-Genamplifikation in Tumoren [T(MDRL/GAPDH)] auf den Mittelwert der
MDR1-Genamplifikation der Normalgewebe [N(MDR1/GAPDH)] bezogen.
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Tabelle 7: PCR-Bedingungen zur Analyse der MDR1-Genamplifikation

Substanz Volumen (ul) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 11,5
Genomische DNA 5 (100ng)
10x Puffer 5 94°C & 30sek
5"MDR-Expr-Cy5 5,0 (50 pmol) 60°C & 30sek
3’MDR-Intron 5,0 (50 pmol) 72°C & 1 min
5 GAPDH-F 5,0 (50 pmol)
3'GAPDH-R-Cy5 5,0 (50 pmol) Zyklenanzahl: 27
dNTP 4,0 (10 nmol)
Tag-Polymerase 0,5(2,5U)

2.3.8 PCR-Kontrolle der adenoviralen Konstrukte

Zur Uberprifung der korrekten Insertion von Promotoren und Genen in pShuttle-, Luziferase-

Exrpessions- und CRAd-Vektoren wurden die Klone mittels PCR analysiert (s.

Tabelle 5). Luziferase-Expressionsvektoren wurden unter Einsatz des Promotor-spezifischen 5'-
Primers (5" ALA-Prom, 5"MDR-Prom) und des 3"-Luziferase-Primers auf die korrekte Insertion
des Promotors analysiert. Die Konstrukte der CRAd-Konstruktion konnten mit nur einem
Primerpaar hinsichtlich der Promotorinsertion amplifiziert werden. Der 5"Segl TR-Primer wurde
so gewahlt, dass er "upstream” des Promotorbereichs innerhalb des 5'LITR lokalisiert war. Der
korrespondierende 3'Ad1124-1100-Primer setzte innerhalb des E1A-Genes an. Die 24bp-
Deletion des E1A-Gens wurde durch die Primerkombination 5'D24-L1 und 3'D24-R1
amplifiziert. Das Vorliegen der E3-Region wurde mittels der Primer 5’'E3-L1 und 3'E3-R1
analysiert. Die Spezifitdt der adenovirden Fiber-knob Doméne konnte mittels der
Primerkombination 5" Ad5knob/3” Seq-Mfe-fiber-3"dem Serotypb5, mittels der
Primerkombination 5" Ad3knob/3"Seg-Mfe-fiber-3"dem Serotyp3 zugeordnet werden.

2.3.9 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsduren

Die Nukleinsdure-Konzentration in L&sung wurde spektralphotometrisch bei einer Wellenlange
von 260nm bestimmt. Der Absorptionsquotient der Wellenléngen 260nm/280nm wurde zur
Kontrolle des Reinheitsgrades bestimmt. Die Nukleinsiure-Konzentration errechnet sich aus
dem Lambert-Beer 'schen Gesetz wiefolgt: c= E x Yex 1/d

c: Konzentration in mg/ml; E: Extinktion bei 260 nm; d: Schichtdicke der Kiivette=1 cm
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De molare Extinktionskoeffizient e betragt bei 260 nm fur RNA und einzelstrangige DNA
25cm?/mg, fur doppelstrangige DNA 20 cm?mg und fiir Oligonukleotide 30 cm?mg.

2.3.10 Sequenzierung

Zur Uberprifung der korrekten Klonierung wurden Inserts und resultierende Vektoren
sequenziert. Die Sequenzierung wurde in der Sequenziereinheit des Biologisch-M edizinischen

Forschungszentrums (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitét durchgeftihrt.

2.4  Auftrennung von Nukleinsédure-Fragmenten

2.4.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit Hilfe von Sequenzierautomaten (A.L.F. und A.L.F.express, Pharmacia) ist die Auftrennung
kleiner DNA-Fragmente von bis zu 1000bp sowie die Quantifizierung geringer Probemengen
madglich. Die eingesetzten Polyacrylamid (PA)-Gele von 29% besitzen einen optimalen
Trennbereich fir DNA-Fragmente zwischen 60 und 400bp. Wahrend der Elektrophorese
durchlaufen Cy5-markierte PCR-Fragmente im unteren Tell des Gels einen vertikalen
Laserstranl (Helium-Neon-Laser, 632,8nm) und werden zur Fluoreszenz angeregt. Die
emittierte Strahlung wird von Photodioden detektiert, die senkrecht zum Laserstrahl stehen, und
von der Software (Fragment-Manager) erfasst und gespeichert. Vorgelagerte optische Filter
minimieren Hintergrundstrahlung und Streulicht. Nach Beendigung des Laufs wurden die

Rohdaten mit Hilfe der Software (Fragment-Manager) ausgewertet.

Fir ein 29%-ige PA-Gellosung wurden 25,2g Urea und 9ml Monomerenlésung in 25,5ml Aqua
dest. gelost und mit 5g Amberlite fir 10min gertihrt. 6ml 6x TBE und die Losung wurden
filtriert, vereint und entgast. Dann wurden 40ul TEMED und 200ul 10%-iges APS zugegeben
und die Lésung zwischen die Glasplatten gegossen. Die Polymerisation erfolgte Uber einen
Zeitraum mind. 2h.

Fur die Fragmentanalysen wurden die PCR-Produkte mit Aqua dest. 1:2 bis 1:20 verdunnt. 6,5
pl der Verdinnung wurden mit 6,5 pl A.L.F-Probenauftragspuffer versetzt, fir 5min bei 95°C
denaturiert, auf Eis abgekuhlt und auf das Gel aufgetragen.
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Tabelle 8: Bedingungen fur A.L.F.-Polyacrylamidgel-Elektrophoresen

Laufbedingung Fragmentanalyse
Spannung 1500 Volt
Strom 34 mA
Leistung 38 Watt
Temperatur 40°C
Laufpuffer 0,6 x TBE

2.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,5 bis 3%-ige Agarosegelen (w/v in 1x
TBE-Puffer). Je 5-20ul der Proben wurden im Verhéltnis 1:2 mit SB-Probenpuffer gemischt
und in die Getaschen aufgetragen. Als Langenstandard wurde die 1kb DNA-Leiter (Gibco
BRL) oder die SmartLadder (Eurogentec) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte je nach der
aufzutrennenden Fragmentlénge bel einer Spannung von 80 bis 110 Volt fur 45 bis 180
Minuten. Das Gel wurde nach dem Lauf in einer Ethidiumbromid-L 6sung (EtBr, 10 pg/ml) fir
mindestens 30min gefarbt. Durch die Bestrahlung mit UV-Licht (I =312 nm) wurde die

Fluoreszenz des interkalierten EtBr angeregt und die DNA-Fragmente sichtbar gemacht.

2.5 Mikrobiologische Methoden

2.5.1 Bakterienstamme
Folgende Escherichia cali (E. coli) Stdmme wurden verwendet:

DH5a F, f80dlaczDM15, D(lacZYA-argF), U169, deoR, recAl, endAl,
hsdR17(r,, m") phoA, supE44, | thi-1, gyrA96, relAl

BJ5183 (QBiogene) endA, sbcBC, recBC, galK, met, thi-1, bioT, hsdR (Str')

2.5.2 Medien und Aufzucht von E. coli

E. coli-Kulturen wurden in Luria Bertani (LB)-Medium (10g/l Trypton, 5g/1 Hefeextrakt, 5¢/l
NaCl) bei 37°C angezogen. Zur Sdektion transformierter E. coli-Kulturen wurde
Selektionsmedium verwendet, dem nach dem Autoklavieren 50pg/pl Ampicillin - bzw.
Kanamycin zugesetzt wurden. Feste Nahrmedien enthielten zusétzlich 2% Agar.

Transformierte E. coli Zellen wurden nach Elektroporationen fir 1h in SOC Medium (0,5%
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Hefeextrakt, 2% Trypton, 10mM NaCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCL; x 6H,0, 10mM MgSO, x
7H,0, 20mM Glukose) angezogen.

2.5.3 Plasmide

Das Plasmid pGEM-T Easy (Promega) ermdglicht die einfache Klonierung von PCR-Produkten
in einen herkdmmlichen Klonierungsvektor. pGEM-T Easy basiert auf der template-
unabhéngigen Addition eines singuléren Deoxyadenosins an das 3'Ende des PCR-Produktes
durch thermostabile DNA-Polymerasen. An beide Enden des EcoRV-linearisierten pGEM-T
Easy-Vektor wurde ein singuléres 3'Thymidin addiert, so dass PCR-Produkte effizient Uber
kohésive Enden in pPGEM-T Easy ligiert werden kdnnen.

Das Plasmid pGL3-Basic (Promega) wird fur die Untersuchung regulatorischer cis-Elemente
wie Promotoren, Enhancer in Sdugerzellen verwendet. pGL3-Basic kodiert fir das Luziferase-
Reportergen (aus Photinus pyralis), das zur Kontrolle fur die Transkriptionsaktivitét
transformierter eukaryontischer Zellen eingesetzt wird. Fir die Selektion transformierter E. coli-

Zellen besitzt der Vektor eine Ampicillin-Resistenz.

Zur Klonierung rekombinanter nicht-replikativer Adenoviren wurde das AdEasy™-System
(Qbiogene, Heidelberg; (AdEasy Vector System Application Manual, 2002)) verwendet, das ein
pShuttle-Plasmid (Kanamycin-Resistenz) sowie das adenovirale Plasmid pAdEasy (Ampicillin-
Resistenz) enthélt. Fir die Klonierung von replikations-kompetenten CRAd-Vektoren wurden
uns freundlicherweise die pShuttle-Plasmide pSE1 und pSE1D24 (Kanamycin-Resistenz) von
Dr. Dirk Nettelbeck (Universitdt Erlangen) sowie das adenovirale Plasmid pVK500F5/3
(Ampicillin-Resistenz) von Prof. David Curiel (University of Alabama, USA) zur Verfigung
gestellt.

2.5.4 Adenoviren

Der adenovirale Luziferase-Expressions-Vektor Ad5/3CMVLuc sowie das Adenovirus Serotyp
5 (Ad5Wt) und die replikativen CRAd-Vektoren Ad5D24 und AdS5D24RGD wurden mit
freundlicher Unterstiitzung von Prof. D. Curid, University of Alabama at Birmingham, USA,
bezogen. Der CRAd-Vektor Ad5/3D24 wurden uns freundlicherweise von Dr. A. Kanerva,
University of Helsinki, Finland, zur Verfligung gestellt.
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2.6 Klonierung

2.6.1 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Relevante DNA-Banden wurden unter UV-Licht nach EtBr-Farbung aus Agarosegelen
ausgeschnitten und unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers euiert. Die DNA-Elution erfolgte wurde mit 30-50ul sterilem Aqua
dest. (ph 7,5).

2.6.2 Restriktionen

Alle Restriktionen wurden nach Herstellerangabe der rdevanten Restriktionsenzyme unter
Verwendung der mitgdieferten Reaktions-Puffer durchgefihrt. Zwischen 0,5 und 6ug an
templateeDNA sowie 1-10U Restriktionsendonuklease wurden eingesetzt. Die Restriktionen
wurden in 20-100ul Ansatzen durchgefuihrt und fur 3h oder UN bei 37°C (bzw. 55°C fir BstX1)

inkubiert.

2.6.3 Ligationen

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in 20ul Gesamtvolumen. Ein 4:1 Verhéltnis der
molaren Menge von I nsertionsfragment zu Vektor-DNA, das nach u.g. Formel errechnet wurde,
zeigte die hdchste Effizienz und wurde standardmél3ig eingesetzt. Die Vektor- und Insert-DNA
wurde nach der Zugabe von Aqua dest. fir 5min bei 65°C erhitzt, um vorhandene
Sekundéarstrukturen der DNA aufzul 6sen. Nach Zugabe von 1/10 Volumen 10x Ligationspuffer
erfolgte die Ligation in Gegenwart von 1U T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) UN bei
15°C. Zur Inaktivierung der Ligase-Aktivitdt wurde der Resktionsansatz abschlieRend fur
10min bel 65°C erhitzt und auf Eis abgekiihit.

., &M ng|” Lange bp|u
Masse, .., [ng] = Insert - Vektor - Verhaltnis = gooo0 Vekior Ing] 9@ nser | p]u
é I-angeVektor [bp] a

2.6.4 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Fir die Herstdlung kompetenter E. coli DH5a Zellen wurde zunéchst eine 10ml Vorkultur, die
mit einer einzelnen Kolonie angeimpft wurde, UN bei 37°C angezogen. Mit dieser Vorkultur
wurden 500ml LB-Medium angeimpft und die Kultur fir 1,5 bis 3h bei 37°C und 180rpm
inkubiert. Das Zdlwachstum wurde photometrisch bei | = 600 nm verfolgt. Fir die folgenden

Schritte wurden ausschliefdlich vorgekihlte Materialen und Losungen verwendet. Sobald die
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Kultur eine optische Dichte (ODgworm) VO 0,5 bis 0,7 erreichte, wurden die Zdllen in sterile
Zentrifugenrdhrchen dberfihrt und 10min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden bei 4°C und
4000 g fur 15min pelletiert. Dann wurden die Zellen zweimal mit sterilem Aqua dest. (500 ml
und 250 ml) gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 10ml 10%-igem
Glycerin und erneuter Zentrifugation wurden die Zdlen in 1,5ml 10%-igem Glycerin
resuspendiert, in 40ul Aliquots in Eppendorf Cups angefillt und bel -80°C gelagert. Die
Elektrokompetenz wurde durch die Elektroporation mit einem Referenzplasmid und
nachfolgenden Verdiinnungsausstrichen auf Selektionsplatten bestimmt. Die Titer sollten tber
10° Kolonien pro ug DNA liegen.

2.6.5 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 bis 2ul Vektor-DNA (Ligationen,
Plasmide) bzw. bei homologen Rekombinationen mit 500ng pShuttle (max. 8ul) und 100ng
adenoviralem Plasmid (1ul) gemischt. Das Gemisch wurde in Elektroporationskiivetten
(Elektrodenabstand = 0,2 cm) Uberfihrt. Die Elektroporation erfolgte in einem Gene Pulser
(BioRad, Minchen) durch einen exponentiell abfallenden Spannungsimpuls bei 2,5kV, 25uF
und 200W. Nach dem Puls werden die Zdllen in 1ml SOC-Medium aufgenommen, in &n
Eppendorf-Gefaess Uberfihrt und fur 1h bei 37°C geschiittelt. Anschlief3end wurden die Zellen
auf Agar-Platten mit Selektionsmedium ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.6.6 Plasmidisolation

Plasmidpraparationen aus 2ml Ubernachtkulturen wurden mittels des GFX™ Micro Plasmid
Prep Sample Kits (Amersham Pharmacia Biotech, Freburg) durchgefihrt. Bei hoher
Koloniezahl wurde die Plasmid-DNA nach der Methode der Alkalischen Lyse isoliert. Dazu
wurden Bakterien aus 3ml der UN-Kulturen durch Zentrifugation fir 3min bei 10000rpm
pelletiert und in 100l Lésung 1 (50mM Glucose, 10mM EDTA, 25mM Tris/HCl pH 8,0)
resuspendiert. Die Zdlllyse erfolgte nach Zugabe von 200ul Lésung 2 (0,2N NaOH, 1%SDS)
Uber 5min bel RT. Nach Zugabe von 150ul Laésung 3 (29,59 KAc in 50ml H,O l6sen, pH 5,5
mit Eisessig einstellen und die Lésung mit H,O auf 100ml auffillen) wurde der Ansatz bis zur
sichtbaren Prézipitation der Proteine gemischt, fir 10min auf Eis inkubiert und anschlief3end
zentrifugiert (15min, 10000rpm, RT). Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR
Uberfiihrt, die DNA Fallung erfolgte nach Zugabe von absolutem Ethanol fir 10min bei -20°C.
Nach Zentrifugation (10min, 10000rpm, RT) wurde die geféllte Plasmid-DNA mit 70% Ethanol
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gewaschen und erneut zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in 30 — 40ul TE-
Puffer (100" TE: 1M TrispH 8,0; 0,1 M EDTA) aufgenommen.

Far die Aufreinigung qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA aus 100 hbis 250ml
Ubernachtkulturen wurde das EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) verwendet. Die

Préparationen erfolgten nach Herstellerangaben.

2.6.7 Phenolextraktion von DNA-L6sungen

Wahrend der Klonierungsschritte zur Herstellung rekombinanter Adenoviren wurde die DNA
stets mittels  Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol-Fallung  (PClI im  Verhdltnis 25:24:1)
aufgereinigt. Hierzu wurde die DNA-haltige Ausgangsl Gsung mit einem Volumen PCI (25:24:1)
versetzt, gemischt und zur Phasentrennung fir 15 sec bei 14000rpm zentrifugiert. Die wassrige,
DNA-haltige obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfiihrt. Nach Zugabe von 0,1
Volumen 3M NaAcetat-L 6sung und 2,5-3 Volumen Ethanol (-20°C) erfolgte die DNA-Féllung
bei -80°C (> 30 min). Die geféllte DNA wurde durch Zentrifugation (4°C, 14000rpm, 5 min)
peletiert, das Pellet mit 70 % Ethanol (v/v) gewaschen und nach Trocknung in sterilem Aqua
dest. (pH 7,5) resuspendiert.

2.6.8 Dephosphorylierung von 5’'DNA-Enden

Um bei Klonierungsarbeiten die Reigation der Klonierungsvektoren zu verhindern, wurden
linearisierte Basisvektoren mit alkaline phosphatase, calf intestine (CIP, New England Biolabs)
behandelt. Das CIP-Enzym katalysiert die Hydrolyse freier 5"Phosphatgruppen von DNA, RNA
und Deoxyribonukleosid-Triphosphaten. So fehlen CIP-behandelten Fragmenten freie
5 Phosphatenden, die von Ligasen fiir eine Religation bendtigt werden, wodurch eine Reduktion
des Vektorhintergrundes erzielt werden kann. So wurden Restriktionsansétze fiur die
Dephaosphorylierung mit 0,5U CIP pro pug Vektor-DNA fir 60min bei 37°C inkubiert. CIP-
behandelte DNA wurde anschlie’end Uber eine phenolische Extraktion oder mittels
Gelpurifikation aufgereinigt.

2.7 Herstellung rekombinanter Adenoviren

Die Herstellung rekombinanter Adenoviren umfasst typischerweise zwei Schritte. Zunadchst
erfolgte die Insertion heterologer DNA-Sequenzen in einen Shuttle-Vektor (pShuttle), bevor
dann in einem zweiten Schritt die heterologe DNA-Sequenz Uber homologe Rekombination in
ein adenovirales Plasmid (pAd) integriert wird (s. Abb. 1). Aufgrund der Gréf3e des pAd von

ewa 36kb sowie der Prasenz multipler Erkennungssequenzen fir nahezu alen bekannten
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Restriktionsendonukleasen reprasentiert die homologe Rekombination die effizienteste
Methode, um rekombinante Ad Genome zu generieren.
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Abb. 1 Herstellung rekombinanter Adenoviren mittels homologer Rekombination in E. coli (aus
AdEasy Vector System Application Manual, 2002)

2.7.1 Klonierung adenoviraler Luziferase-Expressionsvektoren

2.7.1.1 Klonierung von pShuttle-Vektoren mit Luziferase-Expressionskassette

Um die Spezifitét der Kandidaten-Promotoren mit Hilfe der Luziferase-Reportergen-Aktivitét in
Saugerzellen zu analysieren, wurden die Luziferase-Expressionskassette (Luc) sowie eine
Promotorsequenz (ALA, MDR, CMV) in den pShuttle-Vektor (AdEasy, QBiogene) engefligt.
Die Genkasseite ALA:Luc wurde aus pGL3-ALA mit Hilfe der Notl und Sall
Restriktionsendonukleasen in pShuttle inseriert. Die Insertion des MDR-Promotors in pShuttle
erfolgtein zwe Schritten. Zunéchst wurde die Luc-Kassette aus pGL 3-Basic Uber Notl und Sall
in pShuttle inseriert, bevor der MDR-Promotor aus pGL3-MDR (mit freundlicher Genehmigung
von Dr. W. Walter, MDC, Berlin) im zweiten Schritt Uber Nhel und Hindl Il inseriert wurde. Fur
die Herstellung des CMV-Referenzvirus wurde der pShuttle-CMV-Vektor (AdEasy, QBiogene)
genutzt und die Luc-Kassette aus pGL 3 Uber Hindl 1 und Xbal inseriert. Mittels Elektroporation

wurde die resultierenden pShuttle-Promotor-Luc Vektoren in E. coli DH5a transformiert, die
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Plasmide aus den resultierenden Klonen isoliert und mittels Restriktionsanalyse und PCR-
Kontrolle auf das korrekte Vorliegen der Promotor-Luc-Kassette analysiert. Von je einem
korrekten Klon der pShuttle-ALA-Luc, pShuttle-MDR-Luc und pShuttle-CMV-Luc wurde eine

qualitativ hochwertige Plasmid-1solation vorgenommen.

2.7.1.2 Klonierung rekombinanter adenoviraler Luziferase-Expressionsvektoren

Zur Vorbereitung auf die homologe Rekombination wurden die pShuttle-Vektoren mit Pmel
linearisiert, dephosphoryliert und Uber ein 0,5%-iges Agararose-Gel aufgereinigt.

Um die Effizienz der homologen Rekombination zu optimieren, wurde das Zwei-Schritt-
Transformationsprotokoll nach Stec et a angewandt. Dabei werden das adenovirale Plasmid
und der Shuttle-Vektor nacheinander in zwei Elektroporationsschritten in den Rekombinations-
kompetenten E. coli-Stamm BJ5183 transfiziert (Stec e al., 2001). Die Prasdektion des
adenoviralen Plasmids, das als automones Replikon in E. coli existierte, soll die Produktivitat
der homol ogen Rekombination erh6hen, indem defekte nicht-replikative Ad Plasmide von vorne

herein diminiert werden.

Nach Transformation des pAdEasy-Plasmids, das fir en DE1DE3-deletiertes Ad Genom
kodiert, wurden die resultierenden BJ5183-AdEasy-Klone bei 30°C UN auf die Ampicilin-
Resistenz des AdEasy-Plasmids selektioniert. Ausgehend von einem korrekten Klon wurden
elektrokompetente BJ5183+pAdEasy Zellen hergestellt, in die nun im zweiten Schritt 200ng des
Pmel-linearisierten pShuttle-Plasmids elektorporiert wurde. Der Austauch homologer DNA-
Sequenzen (homologe Rekombination) erfolgte fir mind. 24h bei 30°C. Als homologe Bereiche
dienen sequenzidentische Regionen des linken und rechten Arms bzw. rechter Arm und
Replikationsursprung (ori) der Plasmide. Resultierende Ad Klone wurden auf Kanamycin-
Resistenz selektioniert, die hach erfolgter homologer Rekombination aus dem pShuttle-Plasmid
in das Ad Genom integriert wurde. Positive rekombinante Ad Klone wurden nach Isolation der
plasmidalen DNA mittels Restriktionsanalyse detektiert. Um qualitativ hochwertige pAd-DNA
Zu gewinnen, wurde eine Plasmidpraparation mit dem EndoFree-Plasmid-Maxi-Kit (Qiagen,
Hilden) durchgefiihrt.

2.7.2 Klonierung konditional replikativer Adenoviren (CRAdS)

2.7.2.1 Klonierung der Promotoren in pSE1 und pSE1D24

Die MDR-Promotorsequenz (-207 bis +158bp) wurde mittels der Primer 5"MDR-Prom-Notl /

3’'MDR-Prom-Xhol unter Anhangen artifizieller Erkennungssegquenzen far
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Restriktionsendonukleasen amplifiziert und das resultierende PCR-Produkt in den Vektor
pGEM-T Easy ligiert. Das MDR-Promotorfragment wurde ungerichtet Gber Notl-Schnittstellen
in die Notl-linearisierten und dephosphorylierten pSE1 und pSE1D24 kloniert. Die
resultierenden Vektoren wurden mit pSMDRE1 bzw. pSMDRE1D24 benannt.

Das proximale ALA-Promotorfragment (-737 bis +14bp, (Anderson et al., 1999) wurde mittels
der Primerkombination 5’ALA-Prom-Notl / 3’ALA-Prom-Xhol unter Anhéngen artifizieller
Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen amplifiziert und das resultierende PCR-
Produkt in pGEM-T Easy ligiert. Das ALA-Promotorfragment wurde gerichtet Gber Notl/Xhol
in den linearisierten und CIP-behandelten Vektor pSE1D24 ligiert, so dass pSALAEL1D24

resultierte.

2.7.2.2 Klonierung Fiber-pseudotypisierter CRAds
Zuné&chst wurden die Shuttle-Vektoren pPSMDREL, pSMDRE1D24 und pSALAEL mit Hilfe der

Pmel-Restriktionsendonuklease linearisiert, dephosphoryliert und Uber en 0,5%-iges
Agarosegel aufgereinigt. Fur die homologe Rekombination wurden 200ng eines vorbehandelten
Shuttle-Vektors (Pmel, CIP) mit 100ng des adenoviralen Plasmids pVK500F5/3 in den recA-
positiven E. coli Stamm BJ5183 kotransformiert. pVK500F5/3 kodiert fur das komplette
adenovirale Genom mit einer Substitution der Ad5 Fiber-knob-Doméne durch die knob-
Doméne des Serotyp3 und enthdlt zusdtzlich das Ampicillin-Resistenzgen sowie einen
bakteriellen Replikationsstart (ori). Rekombinante adenovirale Plasmide (pAd) wurden tber die
Kanamycin-Resistenz tber mind. 24h bei 30°C selektioniert und potentielle Klone mittels Pacl-
Restriktion analysiert.

2.7.3 Transfektion rekombinanter adenoviraler DNA in Sdugerzellen

Um aus den rekombinanten pAd-Plasmiden adenovirale Partikel zu generieren, missen diese in
Saugerzellen transfiziert werden, in denen die Verpackung des adenoviralen Genoms zu

infektiosen Viruspartikeln erfolgt.

Fir die Transfektion, Plaquesel ektion und Virusproduktion Replikations-defizienter Adenoviren
(DE1DE3) wurde die embryonale Nierenzellkarzinom-Zellinie 293 verwendet. Durch die
stabile genomische Integration der adenoviralen E1-Region sind 293A Zdlen in der Lage, die
Deletion des adenoviralen E1-Gens zu komplementieren, wodurch die Replikation
rekombinanter DE1DE3-deletierter Adenoviren in 293 Zellen ermdglicht wird.

Replikations-kompetente  Adenoviren  (CRAds) wurden unter Vewendung der

Lungenkarzinom-Zelllinie A549 generiert, die sich fur die Herstellung von CRAds bewahrt hat.
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CRAds sollten wenn moglich nicht in 293 Zellen generiert werden, da potentiell
Rekombinationsereignisse zwischen der genomischen und adenoviralen E1-Region mdglich

sind.

Nach Pacl-Linearisierung, die der Freiseizung der adenoviralen invertierten terminalen
Sequenzwiederholungen (ITR) diente, und PCI-Aufreinigung wurden rekombinante Ad
Plasmide mittels Kalziumphosphat- (AdEasy-Manual) oder Fugene-Transfektion (Roche) nach
Herstelerangaben in 293 bzw. A549 Zdlen eingebracht. Die Infektion einer einzelnen Zelle
durch ein einzelnes Adenovirus, die von multiplen Replikationszyklen sowie der lytischen
Freisetzung der Viren aus infizierten Zellen begleitet wurde, konnte durch die Plaquebildung
visualisiert werden. Um die Diffusion der viralen Partikel zu minimieren und um die Selektion
einzelner viraler Plauges (rekombinante Ad Klone) zu erméglichen, wurden die Zellen 24h nach
Transfektion mit Sea-Plaque-Agarose-Nadhrmedium (1,25% Agarose w/v, Biozym)
Uberschichtet. Einzelne Plagues wurden 10 bis 21 Tage nach Transfektion isoliert und einer
Virusproduktion im kleinen Mal3stab unterzogen (s. AdEasy-Maual), bevor sie mittels PCR
bzw. funktionellen Genexpressions-Assays auf die Integritét der heterologen DNA-Sequenzen

analysiert wurden.

2.7.4 Produktion von adenoviralen Partikeln

Ausgehend von Virusstocks (ca. 5x10° VP/ml) wurden sukzessive Virusproduktionen
durchgefiihrt, die eine ausreichende Menge an rekombinanten Adenovirus hervorbringen

sollten.

Das Eintreten des zytopathischen Effekts (CPE) diente as Malistab fur die erfolgreiche
Virusproduktion. Der CPE tritt infolge der lytischen Virusreplikation auf und beschreibt das
charakteristische Abkugeln von Virus-infizierten Sugerzellen sowie das HerauslGsen infizierter
Zdlen aus dem Zellverband. Ein ausgepragter CPE diente als Indikator des Zeitpunktes der
Zdllernte, da Adenoviren nach Auftreten des CPE weitere 1-2 Tage innerhalb der Zelen

verbleiben und leicht durch die Ernte von CPE-positiven Zdlen angereichert werden kdnnen.

293 bzw. A549 Zellen wurden in 10 bis 30 Zd lkulturplatten (& 175cm?) ausgesét und bei einer
Konfluenz von 90% mit rekombinanten Adenoviren fir 5h bei 37°C in 15ml Kulturmedium mit
2% FCS infiziert. FOr die Virusinfektion wurde ein Aliquot einer vorangegangenen
Virusproduktion im kleinen Maf3stab (1x 75cnm?) verwendet. Nach 5h wurde das Kulturvolumen
von 30 ml mit Kulturmedium (5% FCYS) aufgefillt. Die infizierten Kulturen wurden bei 37°C
und 5% CO, bis zur vollstandigen CPE-Induktion (2-3 Tage nach Infektion) inkubiert. Die
Zdlente efolgte bei 4°C. Abschlielend wurden die Zellen bel 1000rpm fur 10min
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sedimentiert. Das ZdIpellet wurde in 5 bis 10ml 2%-igem Kulturmedium aufgenommen und bei
-80°C gdagert.

2.7.5 Freisetzung adenoviraler Partikel

Die Freisetzung der Adenoviren aus Zdlen erfolgte durch den Gefrier-Tau-Zyklus. Dabei wurde
die Zellsuspension abwechselnd fur 20 min in flissigem Stickstoff (-196°C) und bei 37°C im
Wasserbad (20 min) inkubiert. Nach viermaliger Wiederholung des Gefrier-Tau-Zyklus war der
Zdlaufschlufd abgeschlossen und die Zellen wurden in Lésung entlassen. Zur Abtrennung der
Zeltrimmer wurde fir 10min bei 1200rpm und 4°C zentrifugiert, der Virus-haltige Uberstand
in ein neues Gefank tberfihrt und bei -80°C gelagert.

2.7.6 Aufreinigung und Dialyse

Um infektitse Viruspartikel von defekten viralen Partikeln (z.B. leere Virushillen) zu trennen,
wurde die Virussuspension Uber zwei diskontinuierliche Casiumchlorid (CsCl)-Gradienten
aufgereinigt. Bei der Herstellung eines diskontinuierlichen CsCl-Gradienten wurden zunéchst
5ml der Virussuspension in Zentrifugenréhrchen (Quick-Seal, Beckman, Palo Alto, CA, USA)
eingefiillt. Dann wurden 4ml der leichten CsCl-Lésung (Dichte 1,2 g/cm®:26.8g CsCl, 92m
10mM Tris/HCI pH7.9) unterschichtet, bevor abschlief?end mit 4ml der schweren CsCl-Ldsung
(Dichte 1,4 g/lem® 53g CsCl, 87ml 10mM Tris/HCl pH7.9) das Volumen des Réhrchens gefiillt
wurde. Der erste CsCl-Gradient wurde fur 2h bei 7°C und 60.000rpm zentrifugiert. Die Bande
der infektiosen viralen Partikd wurde eluiert und Uber einen zweiten identischen
diskontinuierlichen CsCl-Gradienten aufgereinigt. Der zweite CsCl-Gradient wurde bei 7°C und
60.000rpm fir >18h zentrifugiert. Die infektidsen, adenoviralen Partikel wurden zur Entfernung
des CsCl Uber Nacht bei 4°C in Diaysepuffer (10mM Tris/HCI pH8.0, 2mM MgCl,, 5%
Sucrose) dialysiert. Der Dialysepuffer wurde zweimal gewechselt und betrug jeweils das
200fache Volumen der Viruslosung. Nach Abschluss der Dialyse wurden die Viren im
Verhdtnis 1:2 mit Virusverdinnungspuffer (10mM Tris/HCI pH8.0, 100mM NaCl, 0.1% BSA
(w/v), 50% Glycerin) gemischt, in 10 bis 50ul Aliquots abgefillt und bei -80°C gdagert.

2.7.7 Titerbestimmung

Um die Ausbeute der Virusproduktion bestimmen zu konnen, wird die Anzahl der viralen

Partikel Uber zwel Bestimmungsmethoden ermittelt.
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2.7.7.1 Physikalische Titerbestimmung

Virale DNA wurde mittels photometrischer Absorption bei 260nm quantifiziert. Ein
Virusaliquot wurde mit Viruslysepuffers (VLB: 0.5% SDS (w/v) in 1XTE) in den Verhaltnissen
1:3, 1:5 und 1:10 versetzt und unter Schitteln fur 30 min bei 56°C inkubiert. Durch Messung
der optischen Dichte der Virusverdinnungen konnte die Anzahl viraler Partikel in L ésung nach
folgender Formel berechnet werden, wobel die Absorption bei 320nm der Absorption der

L dsung ohne Viruspartike entspricht:
OD260nm= A(260)-A(320)
ODagonm X Verdiinnungsfaktor x 1,1x10* = Titer in VP/ml

Die Extinktion von 1 ODgnm entspricht 1,1x10% Viren.

2.7.7.2 Biologische Titerbestimmung

Der , Tissue Culture Infectious Dose 50" (TCIDsp)-Test wurde fur die Titration infektitser
Adenoviren eingesetzt und basiert auf der CPE-Induktion in 293A Zelen nach einer
Endpunktverdiinnung der Adenovirus-haltigen InfektionslGsung. Jede Titerbestimmung wurde
standardmélRig in zwel 96-Well-Platten als Doppelbestimmung durchgefiihrt. 293A Zedlen
wurden in einer Dichte von 1x10* Zellen/Well in 100ul Infektionsmedium (2% FCS) ausgesét
und mit 100l einer Virusverdinnung infiziert. Eine virale Infektion erfolgte jeweils als
sequentielle Verdiinnungsreihe des Virusstocks (107 bis 10™*) in 10-facher Bestimmung. Die
Virusverdiinnungen wurden so gewdhlt, dass die geringste Verdinnung in alen Wells CPE
induzierte, wohingegen die hdchste Verdiinnung keinen CPE induzieren durfte. 16 Wells der
Testplattte (zwel Spalten) dienten als Negativkontrollen, d.h. die Zellen wurden nicht mit Virus
infiziert. FUr die virale Infektion wurden die entsprechenden Verdiinnungen der Stammldsung
in 293-Kulturmedium mit 2% FCS angesetzt. Die Testplatte wurde fir 10 Tage bei 37°C und
5% CO, im Brutschrank inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch Auszéhlung der CPE-
positiven Wells.

Der Virustiter T (TCID/ml) berechnet sich nach folgender Formel:
T = 107999 mit  d = log (Verdiinnungsfaktor) und S = XCPE-Wells/10

De TCID-Titer wurde wie folgt in die gebrauchliche Einheit , plaque forming unit* (PFU)
transformiert:

PFU/mI = TCID/ml - 0,7 log
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2.7.7.3 Qualitat der Viruspartikel

Das Verhdltnis infektioser Viruspartikel (biologischer Titer in TCID/ml) zu der absoluten
Virionenzahl (physikalischer Titer in VP/ml) gilt als Mal3 fur die Qualitét einer Virusproduktion
und sollte das Verhdltnis 1:100 nicht Uberschreiten. Alle Adenoviren, die in der vorliegenden

Arbet verwendet wurden, wiesen ein Verhaltnis zwischen 1:12 und 1:51 auf (s. Anhang).

2.8 Luziferase-Reportergen-Assay

Das Luziferase-Reportergen ist ein gangiger genetischer Reporter, der fir die Untersuchung der
Genexpression in Saugerzellen eingesetzt wird. Das Bright-Glo™ Luciferase Assay System
(Promega, Mannheim) wurde speziell fir die luminometrische Messung von 96-Well-Platten
entwickelt. Aufgrund der hohen Stabilitét der Luziferase-Reaktion (Halbwertszeit >25min bel
22°C) wird die reproduzierbare Messung von 96 Proben gewdahrleistet. Dartber hinaus wurde
die Sensitivitéat gegentiber anderen Signal-stabilisierten Luziferase-Assays erhoht, weshalb auch
geringe Luziferase-Aktivitdten detektiert werden konnen. Das Bright-Glo Luciferase Assay
System ist mit der Luziferase der amerikanischen Feuerfliege (Photinus pyralis) (aus pGL3-
Basic, Promega, Mannheim) kompatibel, die fur die Klonierung der rekombinanten Adenoviren

verwendet wurde.

Die Luziferase-Reaktion beruht auf der Monooxigenierung von Luziferin zu Oxiluziferin, die
durch das Luziferase-Enzym katalysiert wird (s. Abb. 2). Die freiwerdende Biolumineszenz
kann leicht in Luminometern quantifiziet werden. Da die Luziferase-Reaktion

temperaturabhangig ist, wurden die verwendeten Zellen und Reagenzien vor ihrer Verwendung

for mind. 2h bel RT inkubiert.
w Oxiluziferin + AMP + PPi + Licht

Luziferin + ATP + O, e ——

Luziferase, Mg**

Abb. 2 Luziferase-Luziferin-Reaktion. Die Monooxigenierung von Luziferin wird durch Luziferase in
Gegenwart von ATP, Mg2+ und Sauerstoff katalysiert.

Je 10* Zellen wurden in eine 96-Well-Platte in 100pl Wachstumsmedium (5% FCS) ausgesét.
24h spéter wurden die Zellen je Well fur 2h mit Adenoviren in je 50pl Infektionsmedium (2%
FCS) infiziert (Dreifachbestimmungen), bevor 100l Kulturmedium (10% FCS) pro Well hinzu
gegeben wurden. 48h nach der adenoviralen Infektion wurde das Kulturmedium abgenommen

und die Zelen durch die Zugabe von 100l Lysispuffer (Glo Lysis Buffer, Promega,
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Mannheim) pro Well fir 5min bei RT lysiert. Danach wurden 50ul des Zelllysates in eine
Messplatte tberfilhrt und 50pl Bright-Glo™-Assay Reagenz hinzu pipettiert. Nach weiteren
5min Inkubation be RT wurde die Luziferase-Aktivitdt in einem Plattenluminometer
(Microplate Luminometer, Berthold Detection Systems, Pforzheim) als Lichtemission je Well
pro Sekunde gemessen. Die Lichtemission wurde von dem Luminometer aufgezeichnet und in
die angeschlossene Software eingespeist. Als Negativkontrolle dienten nicht-infizierte Zellen.
Fir die Auswertung wurde der Mittelwert der in Dreifach-Bestimmung ermittelten Messwerte
auf den Mittelwert der Luziferase-Aktivitét des Referenzvirus ADSCMVLuc bezogen. Die
resultierenden relativen Luziferase-Aktivitéten wurden als prozentualer Anteil der CMV-

Promotor vermittelten Luziferase-Aktivitat angegeben (Y%CMV).

2.9 Zellproliferations- und Zytotoxizitats-Assays

Das verwendete CdlITiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, USA) ist eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen in
Proliferations- oder Zytotoxizitéts-Assays (MTS-Assay). Das MTS-Assay basiert auf der
Umwandlung des gelben Tetrazoliumsalzes MTS zu lila Formazan unter Beteiligung von
NADPH oder NADH in metabolisch aktiven Zdlen. Die Durchfihrung des Assays erfolgte
durch die Zugabe von 20ul MTS zu 100ul Kulturvolumen je Well (96 Well Platte) und einer
Inkubationszeit von 2-4h bei 37°C und 5% CO,. Die Menge des umgesetzten Formazan-
Produktes wurde spektrometrisch im ELISA-Platten-Reader (anthos htll) bei 492nm und einer
Referenzwellenlénge von 690nm gemessen. Die Quantitdt des Formazan-Produktes ist dabel
direkt proportional zu der Anzahl vitaler Zdlen in Kultur. Die Hintergrundabsorption von
Medium bei 490nm wurde korrigiert, indem Kontrollwells ohne Zellen mit gleichem
Mediumvolumen mit MTS versetzt und inkubiert wurden und die resultierende Absorption der
Kontrollwells von allen anderen experimentellen Wells subtrahiert wurde. Ferner ist das Assay
abhangig von der genauen Zellzahl und dem metabolischen Zustand der Zellen, der zwischen

Zdllinien variieren kann.

NADPH +H" NADP*

NADH+H" NAD"

Q~— 7

MTS (gelb) ——  ormazan (lila)

Abb. 3 Farbreaktion des CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS-Assay)

PDF wurde mit pdfFactory-Prifversion erstellt. www.context-gmbh.de



http://www.context-gmbh.de
http://www.context-gmbh.de

2 Material und Methoden 48

2.9.1 Proliferations-Assay

Mittels des MTS-Assays wurde die Fahigkeit der Zellproliferation unter Doxorubin-Gabe
evaluiert. Je 2x10° Zellen wurden pro Well in eine 96 Well-Platte mit 100pl 5%-iges
Wachstumsmedium mit/ohne Doxorubicin- ausgesét und bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die
Messung der Zdlproliferation erfolgte nach 24h, 48h, 72h, 96h und 120h durch Zugabe von je
20pl MTSYPMS-L osung (Endkonzentration 333ug/ml MTS; 25uM PMS) je Well.

2.9.2 Zytotoxizitats-Assay

Um die Zytotoxizitét der adenoviralen Replikation zu quantifizieren, wurde das MTS-Assay mit
Adenovirus-infizierten Zellen durchgefiihrt. Je 10° Zellen wurden in 100pl Wachstumsmedium
(5% FCS) in 96-WdlIplatten ausgesédt und 24h spéter mit adenoviralen Vektoren infiziert. Dazu
wurden adenovirale Partikel in 50pl Infektionsmedium (2% FCS) angesetzt und nach
Entfernung des Kulturmediums zu den Zellen gegeben. Zwei Stunden spater wurden 100pl
Wachstumsmedium hinzu gegeben und die Zellen solange bel 37°C und 5% CO2 inkubiert, bis
ein offensichtliche Zelllyse bei der geringsten Virudast auftrat. Dann wurden pro Well 20pl
MTS-Reagenz hinzugegeben, die Platte fir 2 bis 4h bei 37°C inkubiert und die Absorption des

Formazans bei 490nm und bei einer Referenzwellenldnge von 650 nm gemessen.

2.9.3 ATP-Tumorchemosensitivitats-Assay (ATP-TCA)

Die inhibitorische Wirkung von Zytostatika auf die Zellproliferation wurde mittds MTS-Assay
analysiert. Solide Tumore wurden unter Verwendung des ATP-Tumorchemosensitivitats-
Assays (ATP-TCA, DCS, Hamburg) nach Herstellerangaben durch eine enzymatische
Behandlung in eine Einzelzellsuspension tberfiihrt. Fir Zdllinien wurden je 10* Zdlen, fir
primdre Tumorzellen je 1,5-2x10" Zellen je Well in eine 96-Well-Testplatte eingesit. Zur
Bestimmung der Resistenz oder Sensitivitat wurden Tumorzellen fir 5 Tage in Gegenwart von
Zytostatika-K onzentrationen (200%, 100%, 50%, 25%, 12,5% und 6,25%) der in vitro Tumor
Drug Konzentration (TDC) in 200l Wachstumsmedium (5% FCS) kultiviert (s. Tabelle 9). Das
Zytostatikaprofil von 200 bis 6,25% TDC wurde in Dreifachbestimmungen angesetzt. Die
Kontrollwerte MO bzw. MI entsprachen dem Nullwert (Zellen ohne Zytostatikum) bzw. dem
Blindwert (nur Medium) und wurden 12-fach bestimmt. Nach 5 Tagen wurden je 20ul MTS-
Reagenz pro Wdl hinzugegeben, die Testplatte fir 2 bis 4h bei 37°C inkubiert und die
Formazan-Produktmenge im EL1SA-Platten-Reader bei 490nm quantifiziert.
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Tabelle 9: Konzentrationsangabe der 100%-igen Zytostatika-Konzentration (Tumor Drug
Concentration = TDC)

Medikament 100% TDC (ug/ml) Stamm-L&sung (mg/ml)
Doxorubicin 0,5 2,0
Paclitaxel 13,6 6,0
Cisplatin 3,8 2,0

Die Wachstumshemmung (Tumor Growth Inhibition = TGI) der Tumorzellen fur jede
Zytostatika-K onzentration (TDC) wurde nach folgender Formel berechnet:

1-(Test-MI)/(MO-MI)=TGlI bzw. {1-(Test-MI)/(MO-MI)}x100%=TGI (%)
wobei

Test = Mittelwert der drei Messwerte je Zytostatika-Konzentration

MI = Mittelwert der 12 Blindwerte

MO =Mittelwert der 12 Nullwerte ohne Zytostatikum

Basierend auf den TGI-Werten wurden mittels der mitgelieferten DCS-Software folgende

Parameter errechnet:
IC50 = durch Interpolation ermittelte Zytostatika-Konzentration, die zu 50% TGl fuhrt
IC90 = durch Interpolation ermittelte Zytostatika-Konzentration, die zu 90% TGl fuhrt

Folgende Kategorien der ex vivo Sensitivitét wurden wie folgt definiert (Kurbacher et al.,
1997):

Starke Sensitivitat IC90 < 100% TDC und IC50 < 25% TDC
Partielle Sensitivitat IC90 > 100% TDC und IC50 < 25% TDC
Schwache Sensitivitat IC90 < 100% TDC und IC50 > 25% TDC
Resistenz IC90 > 100% TDC und IC50 > 25% TDC

2.10 Crystal-Violet-Assay

Das Crystal-Violet-Assay reprasentiert ein Zytotoxizitats-Assay, das die Visualisierung von
Zellen iiber eine Gesamtproteinfarbung erlaubt Zunéchst wurden 1,25x10° Zellen in eine 24-
Wdl-Platte mit je 1Iml Wachstumsmedium (5% FCS) ausgesét und fur 24h bei 37°C inkubiert.
Nach der Entfernung des Mediums wurden die Zellen mit entsprechenden Virusverdiinnungen
in 500ul Infektionsmedium (2% FCS) fur 1h be 37°C infiziert, bevor 1ml Wachstumsmedium
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je Well hinzugegeben wurde. Die Zdllvitalitét wurde taglich kontrolliert, das Kulturmedium
wurde alle zwei Tage erneuert. Sobald bei Wells mit der geringsten Viruslast CPE oder
zytotoxische Effekte beobachtet wurden, wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
dann far 10min bel RT mit Formalin fixiert. Nach der Entfernung des Formalins wurde das
Gesamtprotein der fixierten Zellen mit je 1ml Crystal-Violet-L 6sung (1% Crystal Violet in 70%
EtOH) je Well fur 20min bei RT angefarbt. Uberschiissige Crystal-Violet-L 6sung wurde unter
flieRendem Wasser abgewaschen und die Platten getrocknet, bevor sie digital fotografiert

wurden.

2.11 Statistische Analyse
Fur die statistische Analyse werden die Daten aus unabhéngigen Experimenten verwendet. Die
Luziferase- und MTS-Assays wurden in dreifacher Ausfihrung durchgefiihrt. Es werden immer

Mittelwerte + Standardabwei chung angegeben.
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2.12 Proteinbiochemie

2.12.1 Proteinextraktion aus Zelllinien

Zur Vorbereitung des RIPA-Puffers (50mM Tris/HCI pH7.4, 150mM NaCl, 1% Triton X-100)
wurde ein Aliquot von 8,75 ml (-20°C) aufgetaut und mit 1,25 ml 200mM NaF
[Endkonzentration 25 mM], 100ul 200mM NaVO, [Endkonzentration 2mM] sowie einer
Protease-Inhibitor Complete Mini Tablette versetzt. Der resultierende Protein-Lysepuffer wurde
auf Eis gelagert.

Zellen wurden nach Zugabe eines adéquaten Volumens Protein-Lysepuffer (100pl fur 5x10°
Zellen oder 300yl fir 1x10 Zellen) mit Hilfe eines Zellschabers aus der Kulturschale gelést, in
ein Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberfihrt und fir 30min auf Eis inkubiert. Zdltrimmer wurden
durch einen Zentrifugationsschritt bei 14000rpm fir 15min bei 4°C sedimentiert: Der Protein-
haltige Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefal? tberfiihrt und bei Bedarf bei -80°C

zwischen gelagert oder sofort in die Proteinbestimmung eingesetzt.

2.12.2 Proteinbestimmung mit Bicinchoninséure

Die Proteinbestimmung wurde mittels der Biuret-Reaktion durchgefuhrt, die auf der Reduktion
von Cu** zu Cu' durch Proteine basiert. Bicinchoninsiure reagiert als wasserlésliches
Natriumsalz sehr sensitiv, spezifisch und stabil mit Cu™*-lonen zu einem wasserléslichen
stabilen Komplex, der stark bel 562 nm absorbiert. Folglich kdnnen Proteine in wassriger
Losung bei einer Wellenléange von 562 nm spektral photometrisch quantifiziert werden.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem Micro BCA™ Protein Assay Kit
(PIERCE) nach Angaben des Herstdlers durchgefuihrt. Eine zuvor erstellte Eichgerade mit BSA
ermoglichte die Bestimmung der Proteinkonzentration anhand der gemessenen Absorption bel
562 nm.

2.12.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektropkorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels
diskontinuierlicher SDS (sodium dodecyl sulfate)-Polyacrylamidgel-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970). Zur Probenvorbereitung wurden die
Proteinextrakte mit 1/5 Volumen SDS-Probenpuffer (2% SDS, 10% Glycerin, 5% b-
Mercaptoethanol, 0,002% Bromphenolblau, 62,5mM Tris) versetzt und hitzedenaturiert (5min
94°C). Unter Verwendung des Gieldstandes des Mini-Protean |l Systems (Biorad) wurden
Trenn- und Sammelgele mit folgender Zusammensetzung (s. Tabele 10) hergestdlit:
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Tabelle 10: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fir die SDS-PAGE nach Laemmli

Trenngel 10% 15% Sammelgel 4%
40% Acrylamid 3,750 mi 5,625 ml 40% Acrylamid 500 pl
Trenngelpuffer 5,625 ml 5,625 ml Sammelgelpuffer 625 pl
H,O 5,340 ml 3,468 ml H.,O 3,795 mi
10% SDS 150 pl 150 pl 10% SDS 50 ul
10% APS 120 pl 120 pl 10% APS 25 ul
TEMED 12 pl 12 pl TEMED 5ul

Die Polymerisation des Trenngels erfolgte fir mind. 30min. Die auspolymerisierten PA-Gele
wurden in die Mini-Protean Il Elektrophoresekammer (Biorad) eingesetzt und das
Pufferreservoir mit 1x Elektrophorese-Puffer (25mM Tris pH8.3-8.4, 192mM Glycin) mit 0,1%
SDS gefillt. Nach dem Entfernen des Kamms wurden die Proben in die Geltaschen aufgetragen
(10 bis 30pg Protein pro Spur). Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurde ein
ProteingrofRenstandard (See Blue Plus2 Prestained, Invitrogen) aufgetragen. Der Gellauf wurde
bei 150V unter Verwendung des PowerPac 300 Power Supply (Biorad) gestartet. Die Spannung
wurde auf 180V erhéht, nachdem die Proteinlauffront das Sammelgel durchlaufen hatte. Die
totale Laufzeit betrug etwa 1h.

2.12.4 \Western-Blot

Der eektrophoretische Proteintransfer erfolgte im semi-dry Verfahren auf eine Nitrocellulose-
Membran (Hybond™-ECL™, Amersham Biosciences), auf der die Proteine immobilisiert
wurden.

Dafir wurde unmittelbar nach der Elektrophorese das Sammelgel entfernt und die Gele fir
10min in Transferpuffer (25mM Tris-Base, 192mM Glycin, 20% Methanol) unter leichtem
Schitteln inkubiert. Die Nitrocellulose-Membran wurde fur 10min im Transferpuffer
aquilibriert. Der Aufbau des semi-dry Blots erfolgte durch das Luftblasen-freie
Aufeinanderschichten von Gel-Blotting-Papier, der Nitrocelulose-Membran, des Gels und
abschlieffend nochmals Gel-Blotting-Papier (Reihenfolge von unten nach oben) in der
horizontalen Trans-Blot SD Electrophoretic Transfer Cell (Biorad)-Apparatur. Durch
Anschliellen der Blot-Apparatur an ein PowerPac 300 Power Supply (Biorad) erfolgte der
Proteintransfer bei 15 V fur 30min bei RT. Die Transfereffizienz wurde durch das Anférben der
Nitrozellulosemembran mit Ponceau S Losung (Sigma) fur 5min bei RT Uberprift, bevor die
Membran mit 0,1N NaOH entfarbt wurde.
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Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation der Nitrocellulose-Membran in einer
Block-Ldsung (5% BSA bzw. 5% Magermilchpulver jeweils in 0,1% TBST) fur 1 h bei RT
oder UN bel 4°C unter standigem Schiitteln blockiert. Danach wurden funf Waschschritte je
5min mit 0,1% TBST-Puffer (0,1% Tween in 1XTBS) bei RT durchgefihrt. Fir den
spezifischen Nachweis des nachzuweisenden Proteins wurde der entsprechende
Primérantikorper (aus Maus) in einer vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung in Blockldsung
angesetzt und die Membran fir 1h bei RT bzw. UN bei 4°C unter leichtem Schiitteln in der
Primérantikorper-Losung inkubiert (s. Tabele 11).

Tabelle 11: Angabe der eingesetzten Primar- und Sekundéarantikérper im Western-Blot

Protein Priméarantikérper Sekundarantikorper Blocklésung Proteingrofie
(HRP-konjugiert)

a-Lactalbumin Clone F20.16 Goat anti-mouse IgG 5% BSA 14kDa
Dianova Santa Cruz
1:400 1:2500

Adenovirus Fiber | Clone 4D2 Goat anti-mouse IgG 5% Magermilch 62 bis 65kDa
Dianova Dianova (Monomer)
1:2000 1:70.000

b-Aktin Clone AC-74 Goat anti-mouse IgG 5% Magermilch  42kDa
Sigma Dianova
1:3000 1:70.000

Um nicht-gebundene Antikorper zu entfernen, wurde die Membran finfmal mit 0,1% TBST fir
je 5min bei RT gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe des Peroxidase-konjugierten anti-Maus
Sekundarantikérpers (Verdinnung laut Herstellerangabe in 0,1% TBST, s. Tabdle 11) fir
45min bei RT. Abschliefend wurde die Membran fanfmal fir je 5min in 0,1% TBST
gewaschen. Die Detektion der Proteine erfolgte unter Verwendung eines ECL-Detektionssystem
(ECL™-Western Blotting Reagents, Amersham Biosciences) nach Anleitung des Herstellers.
Die Signalentwicklung wurde auf einem Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences)
festgehalten.

2.12.5 Immunohistochemische Methoden

2.12.5.1 Anzucht von Zelllinien auf Objekttragern
Die Zelen wurden auf sterilen Objekttragern in Quadriperm-Platten ausgesét und bis zu einer
Konfluenz von 80 bis 90 % herangezogen. Die Zellen wurden fir 15min mittels Formalin auf

den Objekttragern fixiert, in PBS gewaschen (5min) und nacheinander fir 5min in Methanal (-
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20°C) und 1min in Aceton (-20°C) inkubiert. Abschlief3end wurden die Objekttréger fir 5 min
in PBS gewaschen und in Aufbewahrungsmedium (250ml PBS, 42.8g Sucrose, 0.33g MgCl,,
250ml Glycerin) bei —20°C fur maximal 6 Monate gelagert.

2.12.5.2 Anzucht von Kokulturen auf Objekttragern

Fur die Kokultur wurden 0,75x10° epitheliale Zellen (HMEC oder BT-20) und 0,3x10°
Fibroblasten auf enen sterilen Objekitrager in Quadripermschalen ausgesét und bei 37°C
inkubiert. 24h spater wurden die Zellen mit Adenoviren (10VP/Zdle) fur 4h in 1,5ml
Infektionsmedium (2% FCS) infiziert, bevor das Kulturvolumen auf 4ml  mit
Wachstumsmedium aufgefiillt wurde. Die Fixierung der Zellen auf den Objekttrégern erfolgte
mittels Formalinbehandlung (s. 2.125.1). Die Kokulturexperimente wurden in

Doppel bestimmung durchgefiihrt.

2.12.5.3 Immunohistochemische Farbung nach der ABC-Methode

Die immunohistochemische Farbung wurde nach der Avidin-Biotin-Komplex-(ABC)-Methode
unter Verwendung des Vectastaina -ABC-Peroxidase-Kits (Vector Laboratories) durchgefuhrt.
Nach der Inkubation der Probe mit dem Primérantikdrper erfolgt die Zugabe des biotinylierten
Sekundarantikérpers, der gegen die Spezies des Primérantiktrpers gerichtet ist. Aufgrund der
hohen Affinitdt von Avidin zu Biotin erfolgt im néchsten Schritt die Bindung des Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplex an den bictinylierten Sekundarantikérper. Nach Zugabe des
Substrates 3,3-Diaminobenzidin  Tetrahydrochlorid (DAB, ScyTek) wird dieses durch die
Peroxidase-Aktivitét oxidiert und als braunes Prézipitat sichtbar.

Die einzelnen Schritte der Immunohistochemie wurden in Feuchtkammern bei RT durchgefiihrt,
um die Austrocknung der Zelen auf den Objekttréagern zu verhindern. Nach der Lagerung in
Aufbewahrungsmedium wurden die Zdlen zundchst mit PBS gespult. Anschliefiend wurden
endogene Peroxidase-Aktivitdten durch die Zugabe von 3% Wasserstoffperoxid fir 15 min
inaktiviert, um eine unspezifische DAB-Umsetzung zu vermeiden.

Anschliellend wurde die Probe erneut mit PBS gewaschen und durch die Inkubation mit
Normalserum unspezifische Bindungsstellen abgeséttigt. Nach der Entfernung des Serums
wurde die Probe mit dem Primérantikdrper in PBS laut Herstelerempfehlungen fir 1h
inkubiert. Folgende Primérantikorper der Firma Dianova wurden nach Herstellerangaben
eingesetzt: Pan-Keratin (Clone AEV/AE3); Vimentin (Clone V9); pl170/p-GlykoproteinfMDR
(Clone C494); a-Lactalbumin (Clone F20.16); Adenovirus Type2 E1A (Clone M73). Nach
einem weiteren Waschschritt erfolgte die Inkubation mit dem biotinylierten Sekundérantikorper
fur 30min nach Herstellerangaben. Wéhrend der 30min Inkubation der Zdlen mit dem ABC-
Reagenz wurde die DAB-Chromogen-Losung nach Angaben des Herstellers (ScyTek)
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Zubereitet. Nach Zugabe des DAB-Substrates wurden die Zellen mit Leitungswasser gespuilt
und anschlieffend die Zellkerne mit Hamalaun (nach Mayer, MERCK) geféarbt. Um eine
madglichst vollstdndige Entwésserung der Zellen zu ereichen, wurden die Zelen einer
ansteigenden Alkohol-Reihe mit finaler Xylol-1nkubation unterzogen. Die Objekttréger wurden
schlieBlich mit Eukittd (Kindler GmbH & Co), einem wasserfreien Einschluf3mittel fur die
mikroskopische Technik, eingebettet. Die Auswertung der immunohistochemischen Farbung
erfolgte lichtmikroskopisch unter Berticksichtigung des immunreaktiven Scores nach Remmele
(Remmele and Stegner, 1987). Die Aufnahme de Zdlpraparate erfolgte mit einer
Digitalkamera (DXM 1000, Nikon), die an ein Phasenkontrast-Mikroskop angeschlossen war,
Uber die mitgelieferten Software.
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In der vorliegenden Arbeit sollten durch die Modifikation des adenoviralen Genoms konditional
replikative Adenoviren entwickelt und getestet werden, die spezifisch gyndkologische Tumorzellen

lysieren.

Im transkriptionellen Targeting kann durch die Promotor-Regulation adenoviraler Replikationsgene
die Spezifitdt der Adenoviren derart verandert werden, dass die adenovirale Replikation bevorzugt in
Tumorzellen erfolgt. Um die Tumorspezifitdt der Kandidatenpromotoren ALA und MDR zu
untersuchen, wurde das Expressionsmuster der korrespondierenden Gene in gynéakol ogischen Tumor-
und Kontrollzellen analysiert (s. 3.1.1). Die Charakterisierung der spezifischen Promotoraktivitéten
efolgte im Luziferase-Reportergen-Assay (s. 3.1.2). Zu diesem Zweck wurden die
Kandidatenpromotoren in einen adenoviralen Luziferase-Expressionsvektor kloniert und die

Luziferase-Aktivitdten in Tumor- und Normalzellen bestimmt.

Die efolgreiche Infektion des Zielgewebes ist eine wichtige Voraussetizung fir die adenovirale
Virotherapie. Durch die Modifikation des adenoviraden Fiberproteins kann der virale Tropismus
verandert und somit eine erhdhte Infektion des Zielgewebes erzielt werden (transduktionelles
Targeting). Verschiedene Adenoviren, die sich jeweils in dem Aufbau der adenoviralen Fiber
unterschieden, wurden in gynakologischen Tumor- und Normalzellen hinsichtlich ihrer
Infektionseffizienz analysiert (s. 3.2).

Um die Effizienz und Spezifitdt der adenoviralen Virotherapie fir gynakologische Tumore zu
verbessern, wurde die Strategie des transkriptionellen Targetings mit dem Ansatz des
transduktionellen Targetings kombiniert. Fir die Klonierung konditional replikativer Adenoviren
(CRAds) wurden die Kandidatenpromotoren in einen adenoviralen Vektor mit 5/3 Fiberchimére
inseriert, bei dem die Ad5 knob durch die Ad3 knob substituiert ist (s. 3.3). Das onkolytische Potential
der rekombinanten CRAds wurde in Zytotoxizitdts-Assays charakterisiert (s. 3.3.2, 3.3.3), in die

Normal- sowie Tumorzellen eingesetzt wurden.
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3.1  Transkriptionelles Targeting: Charakterisierung der
Kanditdatenpromotoren fir die CRAd-Konstruktion

Die Beschrénkung der Onkolyse auf Tumorgewebe ist essentiell bei der adenoviralen Virotherapie,
um toxische Effekte auf Normalgewebe zu vermeiden. Da die adenovirale Infektion sich gerade durch
eine hohe Transduktion von epitheliadlem Normalgewebe auszeichnet, wird im Ansatz des
transkriptionellen Targetings versucht, die Transgenexpression bzw. die adenovirale Replikation auf
Tumorzellen zu beschranken. Aufgrund des natirlichen Hepatotropismus von Adenoviren sind
niedrige Promotoraktivitédten in der Leber eine notwendige Voraussetzung, um toxische

Nebenwirkungen der adenoviralen Gentherapie zu vermeiden.

3.1.1 Analyse der Genexpression potentieller Kandidatenpromotoren

Geeignete Promotoren fir eine tumorgerichtete CRAd-Therapie leiten sich von Kandidatengenen ab,
die eine erhdhte Expression in Karzinomen sowie eine reduzierte oder fehlende Expression in
Normalgewebe aufweisen. Eine groRe Anzahl von tumorspezifisch exprimierten Kandidatengenen
wurde in den letzten Jahren im Hochdurchsatzverfahren mittels Mirco-Array-Analysen identifiziert.
Zunéchst wurden die korrespondierenden Gene der Kandidatenpromotoren ALA und MDR1

hinsichtlich ihrer spezifischen Expressionsmuster analysiert.

3.1.1.1 Expressionsanalyse des humanen a-Lactalbumin

Die Expression des ALA-Proteins erstreckt sich auf laktierende Mammaepithelzellen und MaCa-
Zdlen verschiedener Tumorstadien, wohingegen umliegende gesunde Mammazellen wie Fibroblasten
ALA nicht exprimieren.

Die spezifische ALA-Proteinexpression wurde in MaCa-Zdllinien sowie Kontrollzellen analysiert.
Eine ALA-Genexpressionsanalyse war aufgrund der hohen Sequenzhomologien der humanen
Milchproteine nicht durchfihrbar. Fir die Proteindetektion wurde der ALA-spezifische Ab-1/clone
F20.16 Antikorper (Dianova) verwendet.

Mittels |mmunohistochemie wurden 4/5 MaCa-Z€lllinien (SK-BR-3, ZR-75-1, BT-20, BT-474) sowie
immortalisierte MCF-12A Mammaepithel zellen als schwach positiv in Bezug auf die AL A-Expression
getestet. Das ALA-Protein wurde subzellulér im Zytosol lokalisiert. Die hochste Intensitét der ALA-
Expression zeigten wenig differenzierte SK-BR-3 Zdlen (s. Abb.1). In Kontrollzellen wie priméren
Mammaepithelzellen (HMEC) und priméren Fibroblasten wurde kein ALA-Protein detektiert. Auch
SK-0V-3 OvCa-Zdlen wurden immunhistochemisch negativ auf die ALA-Expression getestet (Daten
nicht gezeigt).
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Abb.1 Immunohistochemische Analyse der ALA-Expression in Mammakarzinom- (SK-BR-3, ZR-75-1, BT-
20, MCF-7, BT-474) und Kontrollzellen (MCF-12A, HMEC, Fibroblasten, SK-OV-3) unter Verwendung
des F20.16-Antikorpers

Die ALA-Expression in Brustkrebszellen sollte mittels Western-Blot-Analyse verifiziert werden.
Etablierte MaCa-Zdllinien (SK-BR-3, ZR-75-1, BT-20, MCF-7, MDA-MB-231 und MDA-M B-468)
und normale MCF-12A Mammaepithelzellen wurden auf die ALA-Proteinexpression untersucht. Die
OvCa-Zdllinie SK-OV-3 diente als Negativkontrolle. Die Normalisierung der Proteinmenge je Spur
wurde mittels Detektion des ubiquitdr exprimierten Proteins b-Aktin vorgenommen. Alle MaCa-
Zdllinien wurden fur die AL A-Expression positiv getestet, die hochste AL A-Expression wurdein SK-
BR-3 Zellen detektiert (s.Abb.2).

Die Ergebnisse aus IHC und Western-Blot korrelierten und bestétigten die spezifische ALA-
Expression in gesunden Mamma- und MaCa-Zellen. Da sowohl ER-positive (MCF-7, MCF-12A) als
auch ER-negative (SK-BR-3, MDA-MB-231), gut (MCF-7) und wenig differenzierte (SK-BR-3, ZR-
75-1) MaCa-Zdlen positiv fur die ALA-Expression getestet wurden, konnte keine Korreation
zwischen ER-Status, Metastasierungspotential, Differenzierungsstatus und der ALA-Expression
nachgewiesen werden.

PDF wurde mit pdfFactory-Prufversion erstellt. www.context-gmbh.de



http://www.context-gmbh.de
http://www.context-gmbh.de

3 Ergebnisse 59

— 00
o O
o ¥
n < o m m
1 [ |
> 9 x5 0N o = 3
O uL ® ~ UL | < <
¥y O ¥ px O - O O
ww = O N = omnm = =
b U i s o e 14 kDa ALA

Abb.2 Western-Blot-Analyse der ALA-Expression in MaCa-Zelllinien (SK-BR-3, ZR-75-1, BT-20, MCF-7,
MDA-MB-231, MDA-MB-468) und Kontrollzellen (MCF-12A, SK-OV-3). Fur die ALA-Detektion wurde der
F20.16-Antikorper verwendet, b-Aktin diente der Normalisierung der Proteinmengen.

3.1.1.2 Analyse der basalen MDR1-Genexpression
Das Potential einer MDR-regulierten Gentherapie liegt in einer Therapieoption fir chemoresistente

Tumore, die durch derzeitige Therapieansétze nicht erreicht werden.

Zunéchst wurde die Basalexpression des MDR1-Gens mittels quantitativer RT-PCR analysiert (s.
Abb.3). Die tumorassoziierte MDR-Expression konnte durch die basale MDR1-Expression in 2/5
OvCa-Zdllinien (MDAH-2774 und SK-OV-3) sowie die fehlende Expression in Normalgewebszellen
(FHS173WE und primére Fibroblasten, MCF12A und HMEC Mammaepithelzellen) nachgewiesen
werden. Primdre OvCa #1 Zdlen, die aus Aszites von OvCa-Patientinnen nach Polychemotherapie
isoliert wurden, wiesen im Vergleich zu MDAH-2774 eine 1,5-fach erhthte MDR1-Genexpression
auf, wohingegen primére OvCa #2 Zellen eine minimale MDR1-Expression zeigten. Die getesteten
malignen mamméren Linien SK-BR-3, ZR-75-1, BT-20, MCF-7 und T-47-D wurden negativ auf die
MDR1-Genexpression getestet.

Fir die Analyse der Lebertoxizitét wurden modellhaft HepG2 Tumorzellen, da keine priméren
Hepathozyten verfigbar waren. Die positive MDR1-Expression in HepG2 Zelen stimmt mit der
beschriebenen basalen MDR1-Expression in der Leber Uberein. Bei der Anwendung einer MDR-
Promotor-regulierten Virotherapie miissen mdgliche lebertoxische Nebenwirkungen berlicksichtigt
werden. Da es sich bei der Zellinie HgpG2 um eine murine Tumorzelllinie handelt, sind die

Ergebnisse nur bedingt auf das humane System Ubertragbar.
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Abb.3 Relative MDR1-Genexpression in Ovarial-, Mammakarzinomzellen und Kontrollzellen. Die relative
MDR1-Expression (MDR/GAPDH) wurde durch den Bezug auf das ubiquitar exprimierte GAPDH-Gen
bestimmt (y-Achse). Dargestellt wurden die Mittelwerte+ Standardabweichung aus 2 unabhangigen
Experimenten.

3.1.1.3 MDR-Geninduktion in Doxorubicin-Resistenzlinien
Um die MDR1-Geninduktion in Zytostatika-resistenten Tumorzdlen zu untersuchen, wurde ein
Z€ellkulturmodell entwickdt, das die klinische Situation von Tumorrezidiven nach einer Doxorubicin-

Therapieimitieren sollte.

3.1.1.3.1 Selektionierung der Doxo-Resistenzlinien

Zur Etablierung Doxorubicin-resistenter Sublinien wurden Zellen in permanenter Gegenwart von
Doxorubicin kultiviert. Unter permanenter Doxorubicin-Gabe (20 bis 400ng/ml) konnten Doxo-
resistente Sublinien der Zelllinie SK-OV-3 isoliert werden, dieim Folgenden als Doxo-Resistenzlinien
bezeichnet werden. Die Doxo-Resistenzlinien werden jeweils mit dem Zusaiz der Doxorubicin-
Konzentration benannt, mit der sie kultiviert wurden, so wurde z.B. SK-OV-3(55) in 55ng/ml

Doxorubicin angezogen.

3.1.1.3.2 Charakterisierung der Doxo-Resistenzlinien

Die Wachstumsrate der Doxo-Resistenzzellen gegeniiber parentalen SK-OV-3 Zellen wurde in einem
MTS-Proliferations-Assay untersucht. Je 2000 Zelen/Vertiefung wurden in ene 96-Lochplatte
eingesat und die Zdlvitalitét in Absténden von 24h Gber einen Gesamtzeitraum von 120h bestimmt (s.
Abb.4). Wahrend die Proliferation von parentalen SK-OV-3 Zelen durch Doxorubicin-Gabe
vollsténdig inhibiert wurde, zeigten SK-OV-3(100) Resistenzzellen in Gegenwart von Doxorubicin
eine deutliche Proliferationskompetenz. Die selektionierten Doxo-Resistenzzellen zeichneten sich im
Vergleich zu der parentalen Linie durch eine Doxorubicin-Toleranz be reduzierter ZdlIteilungsrate

aus.
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Abb.4 MTS-Proliferations-Analyse naiver und resistenter SK-OV-3 Zellen mit / ohne Doxorubicin-
Behandlung (100ng/ml) im MTS-Assay. Dargestellt wurden die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus
3 Experimenten

3.1.1.3.3 Analyse der Chemoresistenz

Die Sensitivitét der Doxo-Resistenzlinien gegentiber einer Auswahl von Zytostatika wurde in dem
Tumor-Chemosensitivitdts-Assay (TCA) spezifiziert. Dazu wurden jewells 10.000 Zelen je
Vertiefung in ene U-formige 96-Lochplatte eingesdt und mit verschiedenen Zytostatika-
Konzentrationen (Zytostatika-Konzentration in Medium in %) inkubiert. Nach 5 Tagen wurde die
Zd lvitalitéat bestimmt und aus den ermittelten 1C90-, | C50-Werten der Grad der Resistenz bestimmit (s.
Abb.5, Tabelle 1).

Tabelle 1: Angabe der IC90- und IC50-Werte sowie der ex-vivo Sensitivitat des Tumor-Chemosensitivitéats-

Assays
Zelllinie Zytostatikum IC90 IC50 ex-vivo Sensitivitét
SK-OV-3 naiv Doxorubicin 202 24 Partielle Sensitivitat
SK-OV-3(60) Doxorubicin 2266 1258 Resistenz
SK-0OV-3(120) Doxorubicin 396 219 Resistenz
SK-OV-3 naiv Cisplatin 292 152 Resistenz
SK-OV-3(60) Cisplatin 37 11 Starke Sensitivitét
SK-0OV-3(120) Cisplatin 75 12 Starke Sensitivit&t
SK-OV-3 naiv Paclitaxel 84 4 Starke Sensitivit&t
SK-OV-3(60) Paclitaxel 19 4 Starke Sensitivitét
SK-0OV-3(120) Paclitaxel 32 4 Starke Sensitivit&t

Parentale SK-OV-3 Zdlen waren partiell sensitiv gegeniiber der Doxorubicin-Gabe und lief3en mit
steigender Doxorubicin-Dosis ene zunehmende Inhibition der Zelproliferation erkennen.
Selektionierte Doxo-Resistenzlinien zeichneten sich durch eine vollstandige Resistenz gegeniiber der
Doxorubicin-Behandlung aus. Die Inkubation der Zellen mit Cisplatin offenbarte die intrinsische
Multidrug-Resistenz naiver SK-OV-3 Zellen, wéhrend ein Verlust der Cisplatin-Resistenz in Doxo-
Resistenzzellen beobachtet wurde. Gegeniiber der Behandlung mit Paclitaxel waren sowohl naive SK-

OV-3 Zdlen als auch Doxo-Resistenzlinien sensitiv.
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Demnach konnte die in-vitro Doxorubicin-Selektion von SK-OV-3 Zellen eine Doxorubicin-
spezifische Zytostatika-Resistenz induzieren, eine Kreuzresistenz gegeniiber Paclitaxel und Cisplatin

wurde nicht beobachtet.
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Abb.5 TCA-Chemosensitivitats-Assay. Die Resistenzen naiver und selektionierter Doxorubicin-resistenter
SK-0V-3 Zellen gegeniiber Doxorubicin (a), Cisplatin (b) und Paclitaxel (c) wurde in 3 unabhangigen
Experimenten bestimmt und die Mittelwerte dargestellt. Auf der x-Achse wurde die Zytostatika-
Konzentration in %, auf der y-Achse die Inhibition des Tumorwachstums in % angegeben.

3.1.1.34 MDR1-Geninduktion in Doxo-Resistenzlinien

Zur Beantwortung der Frage, ob die phénotypische Doxorubicin-Resistenz durch die MDRI1-
Expression vermittelt wird, wurden SK-OV-3 basierte Doxo-Resistenzlinien auf die MDR-
Geninduktion durch Doxorubicin untersucht.

Die Genexpressionsanalyse belegte die dosisabhdngige MDRI1-Geninduktion in SK-OV-3-
Resistenzlinien nach Doxorubicin-Langzeitselektion (s. Abb.6).
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Abb.6 MDR-Geninduktion nach Doxorubicin-Selektion von SK-OV-3 Zellen. Dargestellt wurde die relative
MDR-Expression (MDR/GAPDH) als Mittelwert +/- Standardabweichung aus 3 Experimenten.

Mittels quantitativer RealTime-PCR wurde untersucht, ob weitere relevante Chemoresistenzgene in
die Ausprégung der Doxorubicin-Resistenz involviert sind. Die Multidrug-Resistenz assoziierten Gene
BCRP (breast cancer resistance protein) und LRP (lung cancer resistance protein) wurden in Doxo-
Resistenzzellen vermindert exprimiert, wahrend die MRP-Expression (multi drug resistance protein)
unveréndert blieb (Daten nicht gezeigt). Ausschlieldlich die MDR1-Geninduktion wurde in Doxo-
Resistenzlinien bestétigt.

Die Doxorubicin-Langzeitbehandlung von SK-OV-3 Zdlen konnte folglich eine spezifische
Chemoresistenz induzieren, die auf eine erhohte Transkription des MDR1-Gens zurtickzufiihren war.
Die dosisabhéngige Zunahme der MDR1-Genexpression deutet auf eine Doxorubicin-abhéngige
Aktivierung des MDR1-Promotors hin, die unter 3.1.2 néher analysiert wurde. Die Funktionalitét des
in-vitro Doxo-Resistenzmodells wurde durch die Korrelation der phénotypischen Doxorubicin-

Resistenz mit der spezifischen MDR1-Expression verifiziert.

3.1.1.3.5 MDR-Genamplifikation nach Doxorubicin-Behandlung

In-vitro Studien beschreiben die Amplifikation des MDR1-Gens sowie eine daraus resultierende
MDR1-Uberexpression in Doxorubicin-behandelten Tumorzellen. In einer quantitativen differentiellen
PCR (An et a., 1995) wurden Doxo-Resistenzzellen darauf hin untersucht, ob die beschriebene MDR-
Induktion infolge der Doxorubicin-Behandlung mit einer Genamplifkation einhergeht. Naive OvCa-
und MaCa- Zdllinien sowie ein randomisiertes Patientenkollektiv (Tumor- gegen Normalgewebe,
OvCa) dienten als Kontrollen. Zur Normalisierung der Messungen wurden in einem Ansatz jeweils

das MDR1-Gen sowie das GAPDH-Referenzgen simultan amplifiziert und das PCR-Signal des
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MDR1-Gens auf das PCR-Signal des GAPDH-Gens bezogen. Fur die Bestimmung der MDR1-
Genkopiezahl wurden die PCR-Signale der Tumore auf die PCR-Signale der Normal gewebe bezogen:
MDR-Genamplifikation = [Tumor (MDRY/GAPDH)]]:[ Normalgewebe(MDR1/GAPDH) ].

Im Gegensatiz zu parentalen SK-OV-3 Zellen wurde durch die Doxorubicin-Selektion der
Resistenzlinien SK-OV-3(120) eine durchschnittliche 2,6 fache Kopienzahl des MDR1-Gens
nachgewiesen (s. Abb.7). Etablierte OvCa-Linien sowie das randomisierte OvCa-Patientinnen-
Kollektiv zeigten im Vergleich zu den gemittelten korrespondierenden Normal geweben keine MDR1-
Genamplifikation (s. Abb.7B). Fur die MaCa-Zdllinien T-47-D, fir MCF-7 und fur SK-BR-3 wurde
eine 3,9, 2,2 bzw. 1,9 fache MDR1-Genamplifikation nachgewiesen (s.Abb.7A ).
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Abb.7 MDR1-Genamplifikation in Zelllinien (a) und einem OvCa-Patienten-Kollektiv (b). Dargestellt wurde
die MDR1-Genkopiezahl der Tumorproben bezogen auf den Mittelwert der Normalgewebe.
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3.1.1.3.6 P-Glykoprotein-Induktion in Doxo-Resistenzlinien

Der Zusammenhang zwischen gesteigerter MDR1-Transkriptionsrate und erhohter Expression des P-
Glykoprotein Membran-Transporters wurde mittels Immunohistochemie untersucht. In Doxo-
resistenten SK-OV-3 Zdlen konnte Uber die Anfarbung mit dem MDR21-Isoform spezifischen JSB-1
Antikorper (Dianova) die Expression des P-Glykoproteins entlang der Auslaufer der
Zytoplasmamembran nachgewiesen werden (s. Abb.8). Die schwach homogene Férbung des
Zytoplasmas mit granuldrem Muster war auf eine unspezifische Anférbung der Pyruvat-Carboxylase
zurickzufihren. Demnach korrelierte die Expression des P-Glykoproteins in Doxo-Resistenzzellen
mit der erhdhten MDR1-Transkription.

Abb.8 Immunohistochemischer Nachweis der p-Glykoproteinexpression nach Doxorubicin-Induktion
unter Verwendung des JSB1-Antikdrpers (100x VergréRRerung). a) Naive SK-OV-3 Zellen; b)
Doxorubicin resistente SK-OV-3(150) Zellen; c) Nebennierenrinde (Positivkontrolle)
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3.1.2 Charakterisierung der Promotoren im Luziferase-Reportergen-Assay

Be der Auswahl der Kandidatenpromotoren ist eine ausreichende Expression des korrespondierenden
Gens in Tumorgeweben eine notwendige Voraussetzung. Nur eine hinreichende Aktivitat des
Kandidatenpromotors gewahrleistet die Einleitung des adenoviralen Replikationszyklus, der mit der
Zdllyse der Zielzellen endet. Andererseits sollten die Kandidatenpromotoren tber eine niedrige
Genexpression in |ebenswichtigen Organen wie Leber, Herz, Niere oder Hirn verfligen, damit toxische
Effekte auf Normal gewebe vermieden werden. Die Spezifitat und Aktivitat der Kandidatenpromotoren
ALA und MDR im adenoviralen Vektorhintergrund wurde in Luziferase-Reportergen-Experimenten

analysiert.

3.1.2.1 Klonierung der adenoviralen Luziferase-Expressionsvektoren

Um die transkriptionelle Aktivitdt der Kandidatenpromotoren zu bestimmen, wurden die humanen
Promotoren ALA und MDR sowie der virale Referenzpromotor CMV mit Hilfe des AdEasy-Systems
in ein adenovirales Genom integriert (s. Material & Methoden).

Die Klonierung der Luziferase-exprimierenden Adenoviren erfolgte in zwei Schritten. Zun&chst
wurden der zu untersuchende Promotor und die Luziferase-Expressionskassette in den Transfervektor
pShuttle kloniert. Im zweiten Schritt wurde die Promotor-Luziferase-Expressionskassette mittels
homologer Rekombination in das nicht-replikative adenovirale Plasmid pAdEasy inseriert, das fur en
E1- und E3-deletiertes adenovirales Genom (DEL1DE3) des Serotyp 5 (AdS) kodiert. Die Plasmidkarten
der verwendeten Vektoren sind im Anhang zu finden.

Ein proximales ALA-Promotorfragment wurde mittels PCR aus Blut-DNA gesunder Patienten
amplifiziert und in den Luziferase-Expressionsvektor pGL 3-Basic ligiert. Die Expressionskassette aus
ALA-Promotor und Luziferase-Reportergen (ALA:Luc) wurde aus dem Plasmid pGL3ALA mit den
Restriktionsendonukleasen Notl und Sall ausgeschnitten und in den Notl/Sall gedffneten pShuttle-
Vektor ligiert.

Hinsichtlich des MDR-Promotors wurde eine Zwei-Schritt-Klonierung angewandt. Nachdem das
Luziferase-Gen Uber Notl/Sall in pShuttle inseriert wurde, wurde der MDR-Promotor tber Nhel/Hind
Il aus pGL3MDR ausgeschnitten und vor das Luziferase-Gen in pShuttle-Luc ligiert. Fir die
Klonierung des Referenzvirus wurde das pShuttleCMV Plasmid verwendet, das bereits die CMV-
Promotorsequenz enthielt. Das Luziferase-Reportergen wurde Uber HindllI/Xbal aus pGL3-Basic
ausgeschnitten und in pShuttle-CMV engefigt.

Uber homologe Rekombination in E. coli wurden die Promotor-L uziferase-Genexpressionskassetten
aus den rekombinanten pShuttle-Plasmiden in das Ad5-Genom inseriert. Die resultierenden
rekombinanten adenoviralen Plasmide wurden mittels PCR und Restrikstionsanalyse auf die korrekte
Insertion der Expressionskassette Uberprift, bevor sie in die Verpackungszdllinie 293A transfiziert

wurden. Aufgrund der genomischen Integration adenoviraler Genfunktionen komplementieren 293A
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Zdlen die E1-Genfunktion, weshalb rekombinante DE1DE3-Adenoviren in 293A Zellen effizient
replizieren. Nach erfolgreicher Virusreplikation wurden 10 bis 18 Tage nach Transfektion sogenannte
Plagues sichtbar, die auf die Replikation eines einzelnen rekombinanten Adenovirus zuriickzufiihren
waren. Nach der Isolation vereinzelter Plaques wurden die adenoviralen Klone mittels PCR und
Restriktionsanalyse sowie im funktionellen Luziferase-Assay auf die korrekte Insertion der
Expressionskassette analysiert. Adenovirale Klone mit maximaler Luziferase-Expression wurden im
grossen Massstab produziert, Uber CsCl-Gradienten aufgereinigt und nach der Bestimmung der viralen
Titer in das funktionelle Luziferase-Assay eingesetzt.

Die resultierenden nicht-replikativen Adenoviren AdSALALuc und AdSMDRLuc enthielten jeweils
das Luziferase-Reportergen unter der Kontrolle des zu untersuchenden Promotors (s. Abb.9). Das
isogenetische Referenzvirus AdSCMVLuc Virus enthielt die immediate early Promotor- und

Enhancer-Region des Cytomegal oviurs (CMV).

,
L

Ml o103 Ad5 Genom RITR

v
’

Ad5CMVLuc Luziferase-Gen

737 +14|_>

Ad5ALALuc Luziferase-Gen
-207 +158 |_>

Ad5MDRLuc Luziferase-Gen

Abb.9 Schematische Ubersicht der Luziferase-Expressionsvektoren

PDF wurde mit pdfFactory-Prifversion erstellt. www.context-gmbh.de



http://www.context-gmbh.de
http://www.context-gmbh.de

3 Ergebnisse 68

3.1.2.2 Analyse der Promotoraktivitdten im Luziferase-Assay

Zur Bestimmung der transkriptionellen Aktivitdten der Kandidatenpromtoren wurden gynakologische
Tumor- und Normalzellen mit AdSALALuc, AdSMDRLuc und Ad5CMVLuc mit 10 bis 100
PFU/Z€elle infiziert und nach 48h die Luziferase-Aktivitdten bestimmt. Lumineszenzen der
Negativkontrollen (0 PFU/Z€lle) wurden als Hintergrundsignale der Zdlkulturen gewertet. Es wurden
nur Messdaten verwendet, die mindestens 10-fach Uber den Hintergrundsignalen lagen. Innerhalb
eing Zdllinie wurden die Luziferase-Aktivitdten jewells auf die Luziferase-Aktivitdt des
Ad5CMVLuc-Referenzvirus normiert (% CMV), um abweichende Transdukti onseffizienzen zwischen
den Zdllinien zu minimieren. Es wurde keine Normalisierung der Luziferase-Aktivitét auf ein
Referenzsystem vorgenommen. Der Einfluss variierender Zelzahlen auf die Messdaten konnte
aufgrund der Sicherheit in der Versuchshandhabung und der hohen Reproduzierbarkeit der Daten
minimiert werden. Abweichungen in den Messdaten hinsichtlich toxischer Effekte der Virusinfektion
konnten aufgrund der Verwendung vergleichbarer Virusqualitdten und mikroskopischer Uberprifung

der Zdlvitalitét unmittelbar vor der Zdllyse minimiert werden.

3.1.2.3 AdS5ALALuc-vermittelte Luziferase-Expression

Als Kriterium fur die Auswahl des ALA-Promotors wurde die gewebespezifische Expression des

korrespondierenden humanen a-Lactalbumin Gens (ALA) in der Mamma zugrunde gelegt.

In 4/7 MaCaLinien wurden ALA-Promotoraktivitédten (0,2% bis 0,85% der CMV-Aktivitét)
gemessen, die im Vergleich zu der MDR-Aktivitdt deutlich geringer waren (s. Abb.10). Die
Tumorspezifitdt des ALA-Promotors wurde verdeutlicht, indem die ALA-AKktivitét in Kontrollzellen
(FHS173WE, HFBC, MCF-12A) im Vergleich zu MaCa-Zdlen reduziert war. Auch primére
mammare Normalgewebszellen (HMEC, Fibroblasten #1 und #2), die aus normalem Brustgewebe
isoliert wurden, zeigten in Relation zu MaCa-Zdlen deutlich reduzierte ALA-Aktivitéten von unter
0,02% der CMV-Aktivitét (s. Abb.10).

Die ALA-Promotoraktivitdten in den getesteten MaCa-Zelllinien waren mit Ausnahme der Zédlllinie
SK-BR-3 mit dem ALA-Proteinexpressionsmuster vereinbar. Als mogliche Ursache fur ein fehlendes
Korrelat zwischen ALA-Expression und ALA-Promotoraktivitét in SK-BR-3 Zellen kdnnten niedrige

Messwerte im Luziferase-Experiment gelten, die zu niedrigen relativen Luziferase-Aktivitéten fuhrten.
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relative Luziferase-Aktivitat (% CMV)
o
o

MaCa-Zelllinien Kontrollzellen

Abb.10 Relative Luziferase-Aktivitat (%CMV) in MaCa-Zelllinien und Kontrollzellen nach Ad5ALALuc-
Infektion mit 100 PFU/Zelle. Dargestellt wurden Mittelwert +/-Standardabweichung aus 3 unabhangigen
Experimenten.

3.1.2.4 Ad5MDRLuc-vermittelte Luziferase-Expression

Fortgeschrittene Ovarial- und Mammatumore verfigen oftmals Uber Multidrugresistenzen, die auf die
Uberexpression des MDR1-kodierten p-Glykoproteins (p-Gp) zurtickgehen. Als Mechansimus der p-
Gp-Multidrugresistenz in Tumoren ist die Induktion der MDR1-Genexpression durch Zytostatika
beschrieben, die auf die Aktivierung des MDR1-Promotors durch Anthrazykline und Taxane

zurtickgeht. Dartber hinaus wurde die MDR1-Genamplifikation in Zelllinien nachgewiesen.

Als Zytostatika-induzierbarer Promotor verfliigt MDR Uber das Potential, eine Virotherapie in
chemoresistenten Tumoren zu induzieren. Die transkriptionelle Aktivitét des MDR-Promotors wurde
vor und nach Doxorubicin-Induktion in gyndkologischen Zdllinien mittels Reportergen-Analysen
untersucht (s. Abb.11).

Basale MDR-Promotoraktivitéten zwischen 3,1% und 5,9% der CMV-Promotoraktivitét wurden in
den MaCa Zdllinien BT-474, MDA-MB-231 und BT-20 nachgewiesen, wahrend in SK-BR-3, ZR-75-
1, MCF-7 und T-47-D MaCa-Zdlen deutlich geringere MDR:Luziferase-Aktivitdten gemessen
wurden.
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Abb.11 Relative Luziferase-Aktivitat (%CMV) nach Ad5MDRLuc-Infektion (10PFU/Zelle). Dargestellt
wurden Mittelwert +/-Standardabweichung aus 3 unabhangigen Experimenten. a) MaCa-, OvCa-
Zelllinien, Kontrollzellen b) MDR-Promotoraktivitat in naiven SK-OV-3 Zellen und SK-OV-3
Doxorubicin-Resistenzlinien (55-120ng/ml Doxorubicin)

Die transkriptionellen MDR-Aktivitéten in OvCa-Z€llinien lagen zwischen 0,2% (Hey) und 6,8%
(Ov-4) der CMV-Aktivitét. Die MDR:Luziferase-Aktivitét in primdren Ovarialtumoren (primére
OvCa #1 und #2) naherte sich mit 1% bzw. 0,6% der CMV-AKktivitdt der mittleren MDR-AKktivitét in
OvCa-Zdllinien an.
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In Kontrollzellen waren die gemessenen MDR-Promotoraktivitdten in etablierten FHS173WE,
priméren Fibroblasten #1 sowie MCF-12A Brustepithelzellen mit unter 0,05% der CMV-Aktivitat
deutlich vermindert gegeniber MDR-Aktivitdten in Tumorzellen. Jedoch deutet die MDR:Luziferase-
Aktivitat von 7,1% in HFBC Zellen bzw. 0,3% in priméren Fibroblasten #2 fir eine Aktivitét des
MDR-Promotorsin diesen Fibroblasten-Subpopulationen.

In Doxorubicin-resistenten SK-OV-3 Zellen war eine dosisabhangige Zunahme der MDR:L uziferase-
Aktivitdt auf 5,3% bzw. 9,16% der CMV-Aktivitdt nach Inkubation mit 55ng/ml bzw. 120 ng/ml
Doxorubicin zu beobachten (s. Abb.11b), wodurch die Doxorubicin-Responsivitdt des MDR-
Promotors belegt wurde.

Die MDR:Luziferase-Aktivitéten korreierten in OvCa-Linien, nicht jedoch in MaCa-Linien mit den
MDR-Genexpressionsdaten. Fir MaCa-Zdlen wurde die Hypermethylieeung der MDR-
Promotorregion beschrieben, die als mdgliche Ursache fir die negative MDR-Expression in MaCa-

Zdlen gelten konnte,
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3.2 Transduktionelles Targeting: Verbesserung der adenoviralen
Infektionsrate

3.2.1 Erh6hung der Infektionsrate durch genetische Fibermodifikationen

Fur fortgeschrittene klinische Tumore (Mamma-, Ovarial-, Lungen-, Prostatakarzinom) konnte eine
reduzierte Expression des priméren adenoviralen Rezeptors CAR gezeigt werden, die eine Resistenz
der Tumore gegenilber der adenoviralen Infektion bedingen kann. Die Resistenz der Tumore
gegeniiber der Infektion mit géngigen Ad5 basierten Vektorsystemen bedeutet ene verminderte
adenovirale Gentransferrate, wodurch die Therapieeffizienz der adenoviralen Gentherapie
entscheidend reduziert wird. Daher sollte untersucht werden, ob die Infektion von Ovaria- und
Mammatumoren durch die Insertion genetischer Modifikationen in die adenovirale Fiber verbessert
werden kann. Durch den Vergleich der Infektionsraten von Tumorzellen und Normalgewebszellen
sollte dartiber hinaus untersucht werden, ob die Spezifitét der adenoviralen Infektion fir Tumorzellen
durch Fibermodifikationen erhéht werden kann.

Ovarial- und Mammakarzinomzellinien sowie Normalgewebszellen wurden mit dem Wildtyp-
basierten CRAd Ad5A24 und Tropismus modifizierten CRAd-Derivaten (AdSA24RGD, Ad5/3A24)
mit Virustitern zwischen 10 und 0,1 VP/Z€elle infiziert. Als Vergleichsvirus diente das Wildtyp
Adenovirus Serotyp 5 (AdSWt), as Negativkontrolle das nicht-replikative Ad5/3CMVLuc.
AdSA24RGD enthidt zusétzlich das Integrin bindende Peptidmotiv Arginin-Glycin-Aspartat RGD
(Ad5A24RGD) im H1-Loop der Fiber knob-Doméane, wodurch die alternative Bindung des
Adenovirus an zellulére Integrine eemdglicht wird. Bei Ad5/3A24 wurde die Serotyp 5 Fiber knob
Doméne durch die Serotyp 3 knob ersetzt. Durch die Verwendung isogenetischer Ad-Vektoren mit 24
bp Dédetion in der CR2-Region des E1A-Gens (D24) konnten Unterschiede in der Adenovirus
vermittelten Zytotoxizitdt direkt auf die Capsidmodifikation und ihre Infektionseffizienz
zurlckgefuhrt werden. Die Zytotoxizitat wurde durch die Crystal Violet Farbung Uberlebender Zellen
bestimmt.

In 3/5 Ovarialkarzinomzellinien induzierte Ad5/3A24 die stérkste Zytotoxizitat (SK-OV-3, SK-OV-3
i.p.1, Ov-4) und war damit der Ad5-Fiber und der RGD-Fiberchimére Uberlegen (s. Abb.12). Gerade
in Ad5 resistenten Ov-4 und SK-OV-3 i.p.1 Zdlen konnte die 5/3 Fiberchimére einen Vorteil bei der
Infektionsrate erzielen, der dem RGD vermittelten Infektionsvorteil um den Faktor 10 Uberlegen war.
Auch an primaren Ovarialtumoren (primére OvCa #2, #4) erzielte Ad5/3A24 eine effiziente Zdllyse,
die gegentiber Ad5A24RGD und Ad5-basierten Vektoren tberlegen war (s.Abb.12).
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Abb.12 Zytotoxizitat von Ad5-Wildtyp (Ad5Wt) und CRAd-Derivaten ohne (Ad5D24) und mit
Fibermodifikation (Ad5D24RGD, Ad5/3D24) in OvCa-Zelllinien und priméaren OvCa-Zellen. Die chimére
Fiber von Ad5D24RGD enthélt ein RGD-Peptid im H1 Loop der Ad5 Fiber, Ad5/3D24 enthélt eine Ad3
Substitution der Ad5 knob-Domaéane, Ad5/3CMVLuc diente als Negativkontrolle. Die Zellen wurden mit

den angegebenen Virustitern infiziert und die Giberlebenden Zellen dann mit 1% Crystal-Violet
angefarbt, wenn bei 0,1 VP/Zelle eine CRAd-induzierte Zelllyse beobachtet wurde.

In 3/6 MaCa-Zdllinien (ZR-75-1, MDA-MB-231, BT-474) ezidten Ad5-, RGD- und 5/3-
Capsidvarianten vergleichbare Zytotoxizitdten (s. Abb.13). In ER-positiven MCF-7 Zdlen stellte sich
die 5/3 Chiméare als hoch potentes onkolytisches CRAd dar. In BT-20 Zdlen erwies sich AdSA24RGD
als das CRAd mit stérkster onkolytischer Aktivitét. In SK-BR-3 Zellen waren die onkolytischen
Aktivitadten von Ad5A24RGD und Ad5/3A24 vergleichbar und gegeniiber der Ad5 Capsid vermittelten

Onkolyse um den Faktor 10 erhéht.
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Abb.13 Zytotoxizitat von Ad5-Wildtyp (Ad5Wt) und CRAd-Derivaten ohne (Ad5D24) und mit
Fibermodifikation (Ad5D24RGD, Ad5/3D24) in MaCa-Zelllinien. Ad5/3CMVLuc diente als
Negativkontrolle. Die Zellen wurden mit den angegebenen Virustitern infiziert und die Uberlebenden
Zellen dann mit 1% Crystal-Violet angeférbt, wenn bei 0,1 VP/Zelle eine CRAd-induzierte Zelllyse
beobachtet wurde.

In normalen MCF-12A und primé&ren HMEC Mammaepithelzellen waren die onkalytischen
Aktivitdten der 5/3 Fiberchimére um den Faktor 10 attenuiert in Relation zu Ad5A24 und
AdSA24RGD (s. Abb.14). Hingegen induzierten Ad5A24RGD und Ad5/3A24 in Ad5 resistenten
Fibroblasten stérkere zytopathische Effekte als Ad5SWt-basierte Vektoren, wobei AdSA24RGD stérker
zytotoxisch als Ad5/3A24 wirkte (s. Abb.14).

Somit konnte die 5/3 chiméare Fiber als Fibervariante identifiziert werden, die e ne hohe Infektion von

gyndkologischen Tumorzellen bei gleichzeitig verringerter Infektion von Normalgewebeszellen
(MCF-12A, HMEC) bewirkte.
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Abb.14 Zytotoxizitat von Ad5-Wildtyp (Ad5Wt) und CRAd-Derivaten ohne (Ad5D24) und mit
Fibermodifikation (Ad5D24RGD, Ad5/3D24) in Kontrollzellen (MCF-12A, HMEC, Fibroblasten).
Ad5/3CMVLuc diente als Negativkontrolle. Die Zellen wurden mit den angegebenen Virustitern infiziert
und die Uberlebenden Zellen dann mit 1% Crystal-Violet angefarbt, wenn bei 0,1 VP/Zelle eine CRAd-
induzierte Zelllyse beobachtet wurde.

3.2.2 Modulation der Infektionsrate in Doxorubicin-resistenten OvCa-Zellen
Neben der Tumorprogression hat die Behandlung mit zytotoxischen Agenzien einen hohen Einfluss
auf die Expression des priméren Ad Rezeptors CAR. FACS- und RT-PCR basierte Studien konnten
zeigen, dass unter der Gabe von Zytostatika die CAR-Oberfléchenexpression auf priméren
Ovarialkarzinomen zunimmt (Hemminki et al., 2003b), was zu einer Erhéhung des Gentransfers von
Ad5 Vektoren fuhrte. In Analogie dazu wurde die Gentransferrate der RGD- und 5/3 Capsid-
Modifikationen in Relation zu Ad5-Vektoren in naiven und Doxo-resistenten SK-OV-3 Zellen
untersucht (s. Abb.15).
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Abb.15 Zytotoxizitat von Ad5-Wildtyp (Ad5Wt) und CRAd-Derivaten ohne (Ad5D24) und mit
Fibermodifikation (Ad5D24RGD, Ad5/3D24) in naiven und Doxorubicin-resistenten SK-OV-3 Zellen.
Ad5/3CMVLuc diente als Negativkontrolle. Die Zellen wurden mit den angegebenen Virustitern infiziert
und die Uberlebenden Zellen dann mit 1% Crystal-Violet angefarbt, wenn bei 0,1 VP/Zelle eine CRAd-
induzierte Zelllyse beobachtet wurde.

Naive SK-OV-3 Zellen sowie Doxorubicin-Resistenzlinien wurden an Tag 1 mit Ad5Wt und Ad5A24
sowie mit Capsid-modifizierten CRAds (Ad5A24RGD, Ad5/3A24) infiziert und die Zytotoxizitat
durch eine Crystal Violet Farbung Uberlebender Zellen an Tag 7 bestimmt. Der Infektionsvortel der
5/3 Fiberchimére gegeniiber Ad5 Capsid und RGD-Inkorporation in naiven SK-OV-3 Zellen wurde in
Doxorubicin-resistenten SK-OV-3 Zellen aufgehoben.

Unter der Gabe von Doxorubicin wurde die Infektion von Adenoviren mit Ad5-Capsid und RGD-
Inkorporation evident verbessert, was auf eine mogliche Hochregulation der CAR- und Integrin-
Expression unter Chemotherapie deutet. Die Gentransfereffizienz 5/3 Fiberchiméarisierter Adenoviren
in naiven und chemoresistenten Tumoren blieb konstant und verdeutlichte die CAR-unabhéngige 5/3
Infektion.
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3.3  Entwicklung und Charakterisierung Fiber-chimarisierter
CRAds

Im Verlauf dieser Arbet wurde die mammaspezifische Aktivitét des ALA-Promotors sowie die
Aktivitdt des MDR-Promotors in chemoresistenten Tumorzellen im Hintergrund adenoviraler
Vektoren nachgewiesen (s. 3.1.2). Zudem wurde die erhthte Infektionsrate der 5/3 Fiberchimére
sowohl bei OvCa- als auch MaCa-Zellen dargelegt (s. 3.2.1).

Um die Effizienz sowie die Spezifitét der onkolytischen Gentherapie heraufzusetzen, wurde fir die
CRAd-Konstruktion eine Kombination aus transduktionellen und transkriptionellen Targeting
verwendet (s. Abb.16). Durch den Einsatz 5/3 chimérisierter CRAdSs sollte eine effiziente Infektion
gynakologischer Tumorzellen erreicht werden. Um toxische Effekte der Virotherapie in gesunden
Zdllen zu vermeiden, sollte der Kandidatenpromotor die E1A-Expression und damit die adenovirale

Replikation auf Tumorzellen beschranken.

LITR Ad5 Genom  [5I% RITR

Ad5Wt

cirromor— ELA
Ad5/3-D24 E1A-Promotor E1AD24 tail shaft -
Ad5/3“Promotor“E1 E1A

Ad5/3* Promotor” D24 E1AD24

Abb.16 Schematische Darstellung der onkolytischen CRAd-Vektoren

De adenovirale E1A-Promoter enes 5/3 fiberchimérisierten Adenovirus wurde durch
transkriptionsregulatorische Sequenzen des ALA oder MDR1-Gens ersetizt (Typ |l CRAGdS).
Ad5/3D24, Ad5/3ALAD24 und Ad5/3MDRD24 enthalten zusétzlich eine 24 bp Deletion im E1A-Gen
(D24), wodurch die CRAd-Replikation in ruhenden Normalgewebszellen verhindert werden sollte
(Typ Il CRAGdS). In 5"'Richtung des heterologen Promotors befindet sich ein Polyadenylierungssignal
(polyA), das eine unspezifische ELA Expression durch eine Transkriptionsinitiation des linken Ad5

ITR verhindern soll.

PDF wurde mit pdfFactory-Prifversion erstellt. www.context-gmbh.de


http://www.context-gmbh.de
http://www.context-gmbh.de

3 Ergebnisse 78

3.3.1 Klonierung der CRAd-Vektoren

Die Kandidatenpromotoren ALA und MDR wurden mittels PCR unter Verwendung von Primern mit
artifiziellen Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendonukleasen Notl (5"-Primer) und Xhol (3'-
Primer) amplifiziert und in das Plasmid pGem-T-Easy ligiert. Das ALA-Promotorfragment wurde
gerichtet Uber Notl und Xhol in den Transfervektoren pSE1D24 kloniert, es resultierte der
rekombinante Transfervektor pSALAD24. Die Klonieeung des MDR-Promotors in die
Transfervektoren pSE1 und pSE1D24 erfolgte ungerichtet mittels der Notl-Restriktionsendonuklease,
die resultierenden Transfervektoren wurden mit pSMDRE1 und pSMDRD24 benannt. Die
Kandidatenpromotoren wurden tber homologe Rekombination in E. coli. in ein 5/3 pseudotypisiertes
Adenvirus-Genom inseriert, indem die rekombinanten Transfervektoren pSALAD24, pPSMDREL oder
pSMDRD24 mit dem adenoviralen Plasmid pVK500F5/3 in BJ5183-Zellen ko-elektroporiert wurden.
Die resultierenden rekombinanten CRAd-Vektoren pAd5/3ALAD24, pAd5/3BMDREL  und
pAd5/3MDRD24 wurden Uber die Kanamycin-Resistenz selektioniert und mittels Restriktionsanalyse
Uberprift.

Um eine potentielle Rekombination der E1-Region der rekombinanten CRAds mit der genomischen
E1-Region der Verpackungszelllinie 293A zu vermeiden, wurden die rekombinanten CRAd-V ektoren
indie Zdllinie A549 transfiziert. 14 bis 28 Tage nach Transfektion wurden vereinzelte Plaques isoliert
und eine Amplifikation der CRAd-Klone im kleinen Mal3stab durchgefuhrt. Die resultierenden CRAdS
Ad5/3MDREL, Ad5/3MDRD24 und Ad5/3ALAD24 wurden mittels PCR hinsichtlich der korrekten
Insertion der Promotor:E1A-Region sowie der Fiber-Spezifitét analysiert. Ausgehend von einem
korrekten CRAd-Klon wurde eine Virusproduktion im groen Malistab durchgefiihrt. Die
rekombinanten CRAds wurden mittels CsCl-Gradienten aufgereinigt, dialysiert und die viralen Titer
bestimmt. Amplifizierte CRAds wurden erneut mittels PCR und Restriktionsanalyse analysiert, um die
Modifikationen der adenoviralen Genome sowie die Abwesenheit einer AdSWt Kontamination zu
verifizieren, bevor sie in funktionelle Zytotoxizitats-Assays eingesetzt wurden. Das isogenetische

Kontroll-CRAd Ad5/3D24 wurde von Dr. A. Kanerva, Universitét Helsinki, Finnland, bezogen.

3.3.2 Charakterisierung einer adenoviralen Virotherapie fur das MaCa

Aufgrund der mammaspezifischen Aktivitat des AL A-Promotors sollte das onkolytische Potential von
Ad5/3ALAD24 fir die Therapie des MaCa untersucht werden. Im Hinblick auf eine mogliche
klinische Anwendung sollte die Spezifitét einer ALA-regulierten Virotherapie durch Verwendung der
E1AD24-Deletionsvarinate gesteigert werden, wodurch die CRAd-Replikation in ruhenden

Normalgewebszellen verhindert wird.

PDF wurde mit pdfFactory-Prifversion erstellt. www.context-gmbh.de



http://www.context-gmbh.de
http://www.context-gmbh.de

3 Ergebnisse 79

3.3.2.1 ALA-Promotor regulierte E1A-Expression

Daessich bei ALA um einen Promotor mit geringer Aktivitét handelt, wurde zun&chst untersucht, ob
die transkriptionelle ALA-Aktivitét ausreichend ist, um im adenoviralen Vektor die ELA-Expression
und damit die Virusreplikation zu induzieren.

BT-20 MaCa-Zdlen und Kontrollzellen (HMEC und Fibroblasten) wurden mit AdS5/3ALAD24 oder
Ad5/3D24 mit 10 VP/Z€dleinfiziert. Die Zellen wurden Uber eine Serievon 5 Tagen p.i. fixiert und die
E1A-Proteinexpression immunohistochemisch mit dem M73-Antikdrper (Dianova) analysiert. In
Abbildung Abb. 17 wurden exemplarische Zeitpunkte (Tag p.i.) der ELA-Expression vor Eintritt der
vollstandigen Zdllyse erfasst.

Das Kontroll-CRAd Ad5/3D24 induzierte in allen getesteten Zellen eine starke E1A-Expression (s.
Abb. 17d,ef), diein BT-20 MaCa-Zdlen (Tag 4 p.i.), normalen HMEC-Epithelzellen (Tag 4 p.i.) und
Fibroblasten (Tag5 p.i.) in vollstdndigen Zelllysen resultierte. Im Vergleich zu dem Kontroll-CRAd
vermittelte der ALA-Promotor eine reduzierte E1A-Expression, die mit der schwachen ALA-
Promotoraktivitéat korrelierte. Nach Infektion mit Ad5/3ALAD24 wurde eine kontinuierliche
Steigerung der E1A-Expression auf 5% (Tag 4 p.i.) der BT-20 MaCa-Zdlen (s. Abb. 17c) beobachtet,
wahrend die ALA-vermittelte E1A-Expression in Normalgewebszellen (s. Abb. 17a,b) reduziert war
(s. Tabdle 2). In MaCa-Zdlen fuhrte die ALA-induzierte E1A-Expression zu Zelysen, wahrend
normale Mammaepithelzellen (HMEC) nicht lysiert wurden (s. Abb. 17b,c). Aufnahmen Uber Tag 4
p.i. hinaus waren nicht mdglich, da nach Infektion von BT-20 Zdlen mit Ad5/3ALAD24 an Tag 5 p.i.
ale Zdlen bereits lysiert waren. Die Ergebnisse demonstrieren, dass die spezifische Aktivitét des
ALA-Promotors im CRAd-Vektorhintergrund ausreichend ist, um in MaCa-Zdlen die CRAd-

Replikation zu induzieren.

Tabelle 2 Semiquantitative Auswertung der ELA-Expression nach Infektion mit Ad5/3ALAA24 oder

Ad5/3A24
Ad5/3ALAA24 Ad5/3A24

Tag3p.i. Tag 5p.i. Tag3p.i. Tag5p.i.
Fibroblasten 1,5* 0,74% 3,2* 1,28% 9,8* 5,2% 116* 60,9%

Tag 3 p.1. Tag4 p.i. Tag3p.i. Tag4 p.i.
HMEC 2* 0,6% 7,3* 1,6% 44,5* 13,9% Lyse Lyse

Tag3p.i. Tag4 p.i. Tag3p.i. Tag4 p.i.
BT-20 8,25* 1,15% 36* 5,0% 51,5* 14,3% Lyse Lyse

* Mittelwert E1A-positiver Zellen pro Gesichtsfeld aus 4 unabhangigen Auswertungen

% Prozentsatz E1A-positiver Zellen bezogen aus 4 unabhangigen Auswertungen
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Abb. 17 Immunhistochemie der E1A-Expression nach Infektion von Fibroblasten (a, d, g; Tag 5 p.i.),
HMEC (b, e, h; Tag 3 p.i.) und BT-20 Zellen (c, f, i; Tag 3 p.i.) mit Ad5/3ALAA24 (a, b, ¢), Ad5/3A24 (d, e,
f) oder mock (g, h, i) infizierter Zellen; 100x VergréRRerung

3.3.2.2 Zytotoxizitatsprofil von Ad5/3ALAD24 in MaCa-Zellen

Die onkolytische Aktivitét des ALA-CRAds wurde in MTS-Zytotoxizitats-Assays untersucht, in die
gyndkologische Tumor- und Normalzellen eingesetzt wurden. Fir die Analyse der Tumorspezifitét
wurden die onkolytischen Aktivitdten von Ad5/3ALAD24 mit dem isogenetischen Vergleichsvirus
Ad5/3D24, das den adenoviralen E1A-Promotor enthélt, verglichen.

Vitale MaCa-Zellen wurden mit Ad5/3ALAD24 oder den Kontrollviren Ad5/3D24 und Ad5Wt
infiziert und die Zdlvitalitét in Relation zu nicht-infizierten Zellen (0 VP/Zdle) bestimmt. Das E1-
deletierte Ad5/3CMVLuc Virus diente als Negativkontrolle.

In allen getesteten MaCa-Linien konnten durch AdS5/3ALAD24 onkolytische Effekte bei hochster
Virudast (10 VP/Zdle) induziert werden (s.Abb.18). Dabei waren die induzierten onkolytischen
Effekte der Kontrollviren dem ALA-CRAd jeweils Uberlegen. Eine maximale Onkolyse von 77,7%
wurde durch Ad5/3ALAD24 in ER-negativen SK-BR-3 Zellen erzielt. Damit korrelierte die ALA-
Expression in SK-BR-3 Zellen mit der onkolytischen Aktivitét des ALA-CRAdS.
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Abb.18 Ad5/3ALAD24, Ad5/3D24, Ad5Wt und Ad5/3CMVLuc induzierte Zytotoxizitat in MaCa-Zelllinien.
Nach der Infektion mit den angegebenen Virustitern wurde die Zellvitalitat der verschiedenen Ansétze
dann im MTS-Assay bestimmt, wenn bei 0,1 VP/Zelle 50% der Zellen lysiert waren. Die relative
Zellvitalitat (y-Achse) wurde als Mittelwert aus 3 Experimenten +/- Standardabweichung dargestellt

Bei der Analyse primérer Tumorzellen konnte in 1/3 primédren MaCa-Proben eine onkolytische
Aktivitat von Ad5/3ALA24D nachgewiesen werden (s.Abb.19). Im Vergleich zu Ad5/3CMVLuc
wurden durch Ad5/3ALAD24 38,8% der priméaren Tumorzellen lysiert (priméres MaCa#2). Die
hohere Zytotoxizitét von Ad5/3D24 in 2/3 der priméren Proben gegentiber Ad5Wt verweist auf das
Potential der 5/3 Fiberchimére bei der effizienten Infektion von primdren MaCa-Zdlen. Da die Menge
des priméren Tumormaterials limitierend ist, reichte die Anzahl der priméren Tumorzellen nicht aus,

um paralle die ALA-Expression in den primadren Tumoren zu bestimmen.
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Abb.19 Ad5/3ALAD24, Ad5/3D24, Ad5Wt und Ad5/3CMVLuc induzierte Zytotoxizitat in primaren MaCa-
Zellen nach Infektion mit den angegebenen Virustitern. Die relative Zellvitalitéat (y-Achse) wurde als
Mittelwert aus 3 Experimenten +/- Standardabweichung dargestellt.

3.3.2.3 Zytotoxizitatsprofil von Ad5/3ALAD24 in Normalgewebe

Die Toxizitét der ALA-Promotor kontrollierten CRAd-Replikation auf Normalgewebszellen wurde in
Fibroblasten und benignen Mammaepithelzellen (MCF-12A, HMEC) untersucht. Wahrend Ad5/3A24
in alen Kontrollzellen Zytotoxizitéten induzierte, wurden in etablierten HFBC Zdlen, priméren
Fibroblasten und MCF-12A Zdlen durch Ad5/3ALAD24 keine zytotoxischen Effekte induziert
(s.Abb.20). Lediglich in HMEC Zéllen verursachte Ad5/3ALAD24 be einem Titer von 10 VP/Z€lle
eine Zytotoxizitdt von 31,7%, die jedoch in Relation zu Ad5/3D24 und Ad5Wt abgeschwéacht war.
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Abb.20 Ad5/3ALAD24, Ad5/3D24, Ad5Wt und Ad5/3CMVLuc induzierte Zytotoxizitat in Kontrollzellen nach
Infektion mit den angegebenen Virustitern. Die relative Zellvitalitat (y-Achse) wurde als Mittelwert aus
3 Experimenten +/- Standardabweichung dargestellt

Der Vergleich mit Ad5/3D24 belegte die Tumorspezifitét von AdS/3ALAD24. Aufgrund der hohen
Selektivitét des ALA-Promotors konnten zytotoxische Effekte auf Normalgewebszellen im Vergleich
zu Ad5/3D24 minimiert werden. Dartber hinaus korrdierten die ALA-CRAd induzierten
Zytotoxizitdten mit den ALA-Expressionsdaten. Eine Ausnahme bildeten MCF-12A Zéellen, die trotz
positiver ALA-Expression nicht durch Ad5/3ALAA24 lysiert wurden.

3.3.2.4 Analyse der spezifischen Replikation von Ad5/3ALAD24

Mittels Western-Blot-Analyse sollte Uberpriift werden, ob die gemessenen Zytotoxizitéten nach
Infektion mit Ad5/3ALAD24 mit der CRAd-Replikation korrelierten. Das spéte adenovirale Fibergen
wird wahrend des finalen Schrittes des adenoviralen Replikationszyklus exprimiert, so dass Uber die

Detektion des Fiberproteins der Nachweis der adenoviralen Replikation moglich ist. MaCa- und
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Kontrollzellen wurden mit CRAds (100 VP/Zdle) infiziert und die Zellen 48h spéter lysiert. Das
Fiberprotein wurde mittels des 4D2-Antikdrpers (Dianova) nachgewiesen. In der Western-Blot-
Analyse wurden monomere 5/3 chimére Fiberproteinbanden mit einem apparenten Mol ekulargewicht
von 65kDa detektiert. Die Ad5 Fiber des Ad5SWt Capsids fiel mit einem apparenten Mol ekulargewicht
von 63kDa kleiner aus. b-Aktin diente als interner Standard und wurde zusammen mit dem
Fiberprotein in einem Detektionsansatz nachgewiesen. Die Replikationseffizienz (Menge der
detektierten Fiberproteing) von Ad5/3ALAD24, wurde mit den Positivkontrollen Ad5/3D24 und
Ad5Wt verglichen. Das nicht-replikative Ad5/3CMV L uc diente als Negativkontrolle.

Ad5/3ALAD24 konnte in SK-BR-3 und MCF-7 MaCa-Zdlen effizient replizieren, wahrend die
Tumorspezifitét des ALA-CRAdSs durch die verminderte Replikation in Normal gewebszellen (MCF-
12A, Fibroblasten #2) bestétigt wurde. Die Unterdriickung der ALA-CRAd-Replikation in priméren
Fibroblasten wurde durch die Abwesenheit der Fiberbande nach AdS/3ALAD24 Infektion
nachgewiesen. In Ubereinstimmung mit dem Zytotoxizitatsprofil von Ad5/3ALAD24 konnte hiermit
die tumorspezifische Replikation des AL A-CRAds nachgewiesen werden.
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Abb.21 Spezifische Expression des Fiberproteins nach Ad5/3ALAD24-Infektion von MaCa- (MCF-7, SK-
BR-3) und Normalzellen (MCF-12A, primére Fibroblasten #2). Ad5/3D24 und Ad5Wt dienten als
Positivkontrolle, Ad5/3CMVLuc als Negativkontrollen. Das Ad Fiberprotein wurde im Immunoblot unter
Verwendung des 4D2-Antikorpers detektiert.

3.3.2.5 Analyse der Tumorspezifitat von Ad5/3ALAD24

In einem Kokulturmodell, in dem Mammaepithelzellen und Stromazellen simultan kultiviert wurden,
sollte die tumorspezifische Replikation von Ad5/3ALAD24 im Zellverband getestet werden. Benignes
Brustgewebe wurde durch die Kokultur von HMEC und Fibroblasten (HMEC/Fibroblasten)
nachgestellt, malignes Brustgewebe durch die Kokultur der MaCa-Z€lllinie BT-20 mit Fibroblasten
(BT-20/Fibroblasten). Die Zellspezifitdt wurde immunhistochemisch Uber eine Fibroblasten-
spezifische Vimentin-Antikorper- bzw. Gber eine Mammaepithel zell-spezifische Keratin-Antikorper-
Farbung bestétigt (Daten nicht gezeigt). Die Kokulturen wurden mit CRAd-Vektoren (10 VP/Zdlle)
infiziert und die E1A-Expression zum Nachweis der CRAd-Repliaktion nach 6 Tagen bestimmt
(s./Abb.22).
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Abb.22 MaCa-selektive Replikation von Ad5/3ALAD24 im Kokulturmodell. Um die selektive Zytotoxizitat
von Ad5/3ALAD24 in MaCa-Zellen, aber nicht in umliegenden Normalgewebszellen (HMEC,
Fibroblasten) zu demonstrieren, wurden Kokulturen aus BT-20/Fibroblasten und HMEC/Fibroblasten
mit Ad5/3ALAD24, Ad5/3D24, Ad5Wt und Ad5/3CMVLuc infiziert und das E1A-Protein zum Nachweis
der Ad-Replikation immunhistochemisch angefarbt. In der Kokultur bilden Fibroblasten
spindelférmige Strukturen aus, die zwischen kopfsteinpflasterartige Monolayer aus gesunden (HMEC)
oder karzinogenen (BT-20) Epithelzellen eingebettet sind. Das Kokulturmuster wurde nach der
Infektion mit Ad5/3CMVLuc bewahrt, wahrend die Replikation von Ad5/3D24 und Ad5Wt in allen Zellen
nachgewiesen wurde. Die Replikation von Ad5/3ALAD24 erfolgte selektiv in BT-20 MaCa-Zellen

Die Sensitivitat beider Kokulturtypen gegeniiber der Ad5/3D24 vermittelten Zelllyse wurde durch die
onkolytische Aktivitét von Ad5/3D24 bestétigt. Die effiziente Replikation von Ad5Wt in karzinogenen
(BT-20) und gesunden (HMEC) Epithelzellen wurde durch die intensive ELA-Farbung im Zellkern
verdeutlicht. Jedoch zeigte Ad5Wt eine verminderte Replikation in CAR-negativen Fibroblasten. Im
Vergleich zu den Kontrollviren Ad5/3D24 und Ad5Wi replizierte AdS/3ALAD24 spezifisch in BT-20
MaCa-Zdlen. Nach Infektion mit Ad5/3ALAD24 wurde die ALA-Promotor induzierte E1A-
Expression in karzinogenen BT-20 Zelen, nicht aber in normalen HMEC und Fibroblasten
nachgewiesen. Das Auftreten des CPE-Effektes als Folge der CRAd-Replikation konnte die

onkolytische Potenz von Ad5/3ALAD24 in Mammakarzinomzellen aufzeigen.
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3.3.3 Charakterisierung einer CRAd-Virotherapie fur fortgeschrittene
Karzinome

Die Rationale einer induzierbaren Virotherapie fir Zytostatika-resistente Tumore basiert auf der
Chemo-Responsivitét des MDR-Promotors, die unter 3.1.2.4 demonstriert wurde. Im Folgenden wurde
das Potential der CRAd-Vektoren Ad5/3MDRE1 und Ad5/3MDRD24 fur die Virotherapie
fortgeschrittener chemoresistenter OvCa untersucht. Die E1IAD24-Deletionsvariante reprasentiert fir
die klinische Anwendung einen zusétzlichen Sicherheitsaspekt, da die adenovirale Replikation in
ruhenden Normalgewebszellen unterbunden wird. Andererseits belegen Studien, dass die zytotoxische
Eigenschaft des ELAD24-Proteins im Vergleich zu intaktem E1A-Protein reduziert ist. Im Folgenden
wurden die zytotoxischen Aktivitéten des einfach modifizierten (Ad5/SMDREL) und des doppelt
modifizierten MDR-CRAdSs (Ad5/3MDRD24) im Vergleich zu dem isogenetischen Vergleichs-CRAd
Ad5/3D24 analysiert.

3.3.3.1 Zytotoxizitatsprofil der MDR-CRAds in OvCa-Zellen

Fir die Analyse der basalen onkolytischen Aktivitat wurden zunéchst unbehandelte OvCa-Zédllinien
mit Ad5/3MDREL und Ad5/3MDRD24 infiziert (0,1 bis 10 VP/Zelle) und die Zd lvitalitét im MTS-
Zytotoxizitdts-Assay bestimmt. Ad5/3D24 diente als isogenetisches Vergleichs-CRAd, Ad5Wt als
Pasitivikontrolle und das nicht-replikative Ad5/3CMV Luc als Negativkontrolle.
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Abb. 23 Ad5/3MDRE1, Ad5/3MDRD24, Ad5/3D24, Ad5Wt und Ad5/3CMVLuc induzierte Zytotoxizitat in
OvCa-Zellen. Nach der Infektion mit den angegebenen Virustitern wurde die Zellvitalitat im MTS-Assay
bestimmt, wenn bei 0,1 VP/Zelle eine CRAd-induzierte Zelllyse zu beobachten war. Die relative
Zellvitalitat (y-Achse) wurde als Mittelwert aus 3 Experimenten +/- Standardabweichung dargestellt.

In OvCa-Zdllinien waren die induzierten Zytotoxizitdten von Ad5/3AMDREL und Ad5/3MDRD24
miteinander vergleichbar (s. Abb. 23), im Vergleich zu Ad5/3D24 jedoch schwécher ausgeprégt.

PDF wurde mit pdfFactory-Prifversion erstellt. www.context-gmbh.de



http://www.context-gmbh.de
http://www.context-gmbh.de

3 Ergebnisse 86

MDAH-2774 Zellen mit basaler M DR-Promotorexpression wurden am effizientesten durch die MDR-
CRAdSs lysiert.

3.3.3.2 Zytotoxizitatsprofil der MDR-CRAds in Normalgewebe

Die Toxizitdt der MDR-Promotor vermittelten Onkolyse in Normagewebe wurde im MTS-
Zytotoxizitdts-Assay analysiert (s. Abb.24). In Fibroblasten induzierten Ad5/3MDRE1 und
Ad5/3MDRD24 deutlich hohere Zytotoxizitéten als das Kontrollvirus Ad5/3D24. In etablierten MCF-
12A  Zdlen, prima&ren HMECs und Keratinozyten waren die MDR-Promotor vermittelten
onkolytischen Aktivitdten im Vergleich zu Ad5/3D24 reduziert. Die Verwendung der D24-
Deletionsvariante konnte die MDR-Promotor vermittelte Zdllyse in HMEC und HepG2 Zellen, die

zum Nachweis der Toxizitét in Epithel- bzw. Leberzellen eingesetzt wurden, abschwéchen.

MCF12A HVIEC
12 | 12
i -
08 — 08 :
04 i . I o - \
s \;\ K
0 - - ~ o ‘ " :
WO WOl w1l \p10 WO wO,1 w1 \p10
HFBC primére Fibroblasten #1
12 ¥ 12 * ——f—— X
fh— ] % E: ' - 1 X
08 = \ 08 ™
o \ ™
0 ‘ - 0
WO w01 wi W10 w0 wO0,1 wl w10
HepG2 primére Keratinozyten
12 12 F l %
= 1 —— I
~—
08 t—m—— 08 IN
o o i \T\
0 . 18 o] : =
WO WOl w1l \p10 WO w01 w1l \p10
—Ad5/3MDRE1 Ad5/3MDRD24 Ad5/3D24 Ad5Wt —— Ad5/3CMVLuc

Abb.24 Ad5/3MDRE1, Ad5/3MDRD24, Ad5/3D24, Ad5Wt und Ad5/3CMVLuc induzierte Zytotoxizitéat in
Kontrollzellen nach Infektion mit den angegebenen Virustitern. Die relative Zellvitalitat (y-Achse)
wurde als Mittelwert aus 3 Experimenten +/- Standardabweichung dargestellt.

3.3.3.3 Zytotoxizitatsprofil der MDR-CRAds in chemoresistenten OvCa-Zellen

Die MDR-Promotor induzierte Onkolyse sollte in chemoresistenten SK-OV-3 Tumorzelen im
Vergleich zu naiven SK-OV-3 Zdlen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde 7 Tage nach
Infektion mit AdS/SMDREL, Ad5/3MDRD24, Ad5/3D24, Ad5Wt und Ad5/3CMVLuc die Zellvitalitét
von parentalen und Doxorubicin-resistenten SK-OV-3 Zedlen im MTS-Zytotoxizidts-Assay und
Crystal-Violet-Assay bestimmt. In naiven SK-OV-3 Zelen wurden die hiéchsten Zytotoxizitéten von
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Ad5/3D24 induziert. In Doxorubicin-resistenten SK-OV-3 Zellen Uberstiegen Ad5/3MDREL und
Ad5/3MDRA24 jedoch die onkolytischen Potenzen der Kontrollviren Ad5/3A24 und Ad5Wt (s.
Abb.25). In Relation zu beiden MDR-CRAdSs erforderte Ad5/3A24 einen 10fach erhohten Virustiter,
um in chemoresistenten SK-OV-3 Zellen eine vergleichbare Onkolyse zu induzieren (s. Abb.25b). Die
Ad5-Resistenz naiver SK-OV-3 Zellen wurde in Doxorubicin-resistenten SK-OV-3 Zellen
aufgehoben, so dass die Ad5Wt vermittete Onkolyse in Doxo-Resistenzzellen schliefdlich das Niveau
der Ad5/3D24 vermittelten Onkolyse erreichte.
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Abb.25 Induktion der onkolytischen Aktivitat von Ad5/3MDRE1 und Ad5/3MDRD24 in Doxo-
Resistenzlinien. Nach der adenoviralen Infektion wurde die Zellvitalitat nach 7 Tagen bestimmt. a) Die
relative Zellvitalitat (y-Achse) im MTS-Assay b) Crystal-Violet-Farbung der Zellen, wenn bei 0,1
VP/Zelle eine CRAd-induzierte Zelllyse beobachtet wurde
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Diese Ergebnisse bestdtigen die Aktivierung der MDR-Promotor vermittelten Zytotoxizitét in
chemoresistenten Tumorzelen. Aufgrund der MDR-Promotor-Aktivierung in Doxo-Resistenzlinien
wurden onkolytische Effizienzen erzielt, die der E1A-Promotor induzierten Onkolyse von Ad5/3D24

Uberlegen waren.

3.3.3.4 Analyse der Replikationseffizienz der MDR-CRAds

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, ob die erhdhte onkolytische Aktivitat der
MDR-CRAds in Doxo-Resistenzzellen mit einer erhéhten viralen Replikationsrate einherging.

Naive und Doxorubicin-resistente SK-OV-3 Zellen wurden mit den korrespondierenden Adenoviren
infiziert (10 VP/Zele) und fir 48h inkubiert. Die Analyse der Replikationseffizienz erfolgte mittels
Western-Blot durch die Detektion des spéten Fiberproteins sowie durch die Analyse der produzierten
Virustiter im TCID-Assay.

Bei der morphologischen Bewertung zum Zeitpunkt der Zdlernte verursachten beide MDR-CRAds in
Doxorubicin-Resistenzzellen einen offensichtlichen CPE, wahrend das Vergleichss CRAd Ad5/3D24
keinen CPE induzierte. Hingegen konnte in naiven SK-OV-3 Zéellen nur bei Ad5/3D24 ein deutlicher
CPE beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung lie3 eine erhdhte virale Replikation
in chemoresistenten SK-OV-3 Zdlen vermuten.

Fir die Western-Blot-Analyse wurden die Zellen inklusive Uberstand geerntet und Proteinlysate
hergestdlt. Die adenovirale Replikation wurde im Immunoblot durch die Detektion des spéten
adenoviralen Fiberproteins Uber den 4D2-Antikorper (Dianova) bestimmt. Je 10ug Gesamtprotein
wurden in einem Ansatz auf die Fiber- und b-Aktin-Expression (interner Standard) untersucht. Bel der
Detektion der Fiberexpression wurde keine Veranderung der Replikationsrate von Ad5/3MDREL,
Ad5/3MDRD24 und Ad5/3D24 in naiven SK-OV-3 und Doxorubicin-resistenten SK-OV-3(155)
Zellen beobachtet (s. Abb.26). In Doxorubicin-resistenten SK-OV-3 Zedlen wurde lediglich die
Infektions- und Replikationseffizienz von AdSWt erhoht. Die Replikationseffizienz  von
Ad5/3MDREL war in Reation zu Ad5/3MDRD24 und Ad5/3D24 leicht erhtht. Fir das E1-deletierte
Ad5/3CMVLuc wurde keine Fiberexpression detektiert.

Demnach konnte eine Induktion der MDR-CRAd-Replikation in Doxorubicin-resistenten OvCa-Zellen

nicht nachgewiesen werden.
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Abb.26 Analyse der CRAd-Replikation in naiven SK-OV-3 und Doxo-Resistenzlinien SK-OV-3(155) nach
Infektion mit Ad5/3MDREL1, Ad5/3MDRD24, Ad5/3D24, Ad5Wt und Ad5/3CMVLuc (10 VP/Zelle) an Tag 2
p.i. Detektion des Fiberproteins im Immunoblot.

Ein weiteres Kriterium der onkolytischen Effizienz stellen die Produktion infektidser Adenoviren
sowie die Freisetzung der adenoviralen Partikel aus infizierten Zellen dar. Um die Virionproduktion
und -entlassung zu quantifizieren, wurden naive sowie Doxorubicin-resistente SK-OV-3 Zellen mit
Adenoviren (10 VP/Zelle) infiziert und an 6 aufeinander folgenden Tagen virusinfizierte Zellen
einschliefdlich ZellUberstand geerntet. Der Titer produzierter Adenoviren wurde im TCID-Assay durch
die Infektion von 293A Zdlen bestimmt (s. Abb.27).
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Abb.27 Bestimmung der produzierten Virustiter im TCID-Assay. Naive und resistente SK-OV-3 Zellen
wurden mit Ad Vektoren infiziert (10 VP/Zelle) und an 6 aufeinander folgenden Tagen die viralen Titer
der infizierten Zellen bestimmt. Dargestellt wurden Mittelwerte aus 2 Experimenten.

Waéhrend der 6-tdgigen Inkubation wurde eine zunehmende Produktion infektioser Adenoviren
bestétigt, wodurch die Amplifikation der Virionenzahl einschlieldlich Virionenfreisetizung belegt
wurde. Die Reduktion der Virionenproduktion an Tag 6 war auf die vollstandige Zelllyse infolge der
Virusreplikation zurtickzufihren. Es konnte keine eindeutige Steigerung der MDR-CRAd-
Replikationsrate in Doxo-Resistenzzellen nachgewiesen werden. Lediglich Ad5Wt verfligte infolge
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der verbesserten Ad5 Infektion in chemoresistenten Tumorzellen Uber ene erhdhte
Replikationseffizienz.Damit stand in Doxorubicin-Resistenzzellen die margina  erhthte
Replikationsrate von Ad5/3MDRE1 im Gegensaiz zu der hohen onkolytischen Aktivitét.
Weterfihrende Analysen sind notwendig, um den Mechanismus der onkolytischen Aktivitat der

MDR-CRAds in Doxo-Resistenzzellen aufzuklaren.

3.3.3.5 Zytotoxizitatsprofil der MDR-CRAdSs in chemoresistenten
Primartumoren

Die Eignung MDR-Promotor kontrollierter CRAds als Therapieoption fir chemoresistente Tumore
wurde an unpassagierten priméren Tumorzelen Uberprift, die aus soliden Tumoren, Aszites oder
Pleuraergu? von Patientinnen nach Polychemotherapie isoliert wurden. Da Anthrazykline
(Doxorubicin) und Taxane (Taxol) potente Induktoren der MDR1-vermitteten Chemoresistenz sind,
wurde zunéchst die Resistenz der priméren Tumorzellen gegen Doxorubicin und/oder Taxol bestétigt.
Anschliel3end wurden die chemoresistenten Tumorzedlen im MTS-Zytotoxizitats-Assay auf die CRAd-
induzierten Zytotoxizitéten untersucht (s. Abb.28).

priméares OvCa#1 primares OvCa #2
1,2 12 -
Fe— I l/% *. %/—_—‘
2 T
08 AN 1 08 f\ I ¥
| \;\ | - \K l
T
04 — S 04 t
T
L \!\
0 : ‘ S 0 ‘ = ‘ -
w0 w0,1 w1l w10 w0 w 0,1 w1l vpl0
primares OvCa#3 primares OvCa#4

12

08 ‘;r—\‘; ‘%;
: t\ I 08—

1,2

\ . |

04 — 0,4
T _{
€L

(0] T (0]

w0 w 0,1 w1l w10 w0 w 0,1 w1l w10
primares MaCa #1 priméres MaCa #3
16 1,2 h T T

P — == ’
12 - =3 WJT—-_X
N " 08 T T
\ L T
. i \ 3
N 04

04 ~ N\
0 . . . X 6]

wO0 w 0,1 w1 w10 wO0 wO0,1 wl w10

——Ad5/3MDRE1 Ad5/3MDRD24 Ad5/3D24 Ad5Wt ——Ad5/3CMVLuc

Abb.28 Ad5/3MDRE1, Ad5/3MDRD24, Ad5/3D24, Ad5Wt und Ad5/3CMVLuc induzierte Zytotoxizitéat in
primaren chemoresistenten OvCa- und MaCa-Zellen. Nach der Infektion mit den angegebenen
Virustitern wurde die Zellvitalitat dann im MTS-Assay bestimmt, wenn bei 0,1 VP/Zelle 50% der Zellen
lysiert waren. Die relative Zellvitalitat (y-Achse) wurde als Mittelwert aus 3 Experimenten +/-
Standardabweichung dargestellt.
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Die MDR-Promotoraktivitat fuhrte in chemoresistenten priméren Tumorzellen (OvCa-Proben #1 und
#3, MaCa-Proben #1 und #3) zu onkolytischen Aktivitéten, die die Zytotoxizitéten der potenten
natirlichen adenoviralen ELA-Promotor kontrollierten Adenoviren, Ad5/3D24 und Ad5Wi, deutlich
Uberstiegen. In OvCa-Proben waren die onkolytischen Aktivitdten von Ad5/3MDRE1 und
Ad5/3MDRD24 vergleichbar, wohingegen Ad5/3MDREL in MaCa-Proben eine stérkere Effizienz
ezidte. Dear Vegleich dr MDR-CRAds mit dem isogenetischen Vektor Ad5/3A24 belegte an
primérem Tumormaterial die Eignung der MDR-Promotor aktivierten Virotherapie fur fortgeschrittene

polychemoresistente gyndkol ogische Karzinome.
Weiterfuhrende Studien zur Toxizitét und Biodistribution einer MDR-regulierten Virotherapie im

Xenotransplantat-Mausmodell sind unerlasslich, um Aussagen Uber unspezifische zytotoxische

Effekte in Normalgeweben und Organen treffen zu kdnnen.
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4 Diskussion

Die moderne Tumortherapie erfordert die Entwicklung innovativer Therapiekonzepte, da insbesondere
fortgeschrittene Karzinome gegeniber herkdmmlichen Behandlungsmethoden resistent sind.
Konditional replikative Adenoviren (CRAdS) reprasentieren hoch-potente anti-tumorale Agenzien, die
bereits in klinischen Studien gute Erfolge hinsichtlich Therapieeffizienz und klinischer Sicherheit
erzielt haben.

ONYX-015 représentiert ein prominentes Typ | CRAd, das bereits in verschiedenen klinischen
Studien (Phase I/ll) zur Therapie von Kopf-Hals-Tumoren, des Lungen-, Mamma- oder
Ovarialkarzinoms eingesetzt wurde. Eine Phase |l Studie, in der ONYX-015 mit einer Kombination
aus Cisplatin/5-Fluorouracil bel 30 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren simultan appliziert wurde,
konnte eine 83%-ige Ansprechrate bestétigen (Khuri et a., 2000). Bel 63% der Patienten wurde eine
Uber 50%-ige Reduktion der Tumormasse beobachtet. Gerade K opf-Hals-Tumore sind haufig refraktar
gegentiber herkdmmlichen Therapiemodalitaten.

Der Erfolg der Virotherapie wird von der Fahigkeit der Adenoviren bestimmt, das Virusgenom in die
Zielzellen einzuschleusen. Darliber hinaus belegen préklinische Studien, dass die adenovirale
Transduktion durch die Modifikation der adenoviralen Fiber signifikant erhht werden kann. Uber die
verbesserte Tumorpenetration konnen Fiber-modifizierte CRAds eine Steigerung der klinischen
Effizienz bewirken. Zudem koénnte die CRAd-Vektordosis in Relation zu Erstgenerationsvektoren
gesenkt werden, wodurch das Risiko einer Immunantwort gegen adenovirale Vektoren vermindert
wirde. Da die Infektion der Zielzellen nicht selektiv erfolgt, ist die transkriptionelle Regulation der
adenoviralen Replikation essentiell, um die ektopische CRAd Replikation in lebenswichtigen Organen

zu verhindern.

Das Zid dieser Arbeit bestand in der Optimierung von CRAd-Vektoren fir die Virotherapie
gyndkologischer Karzinome. Zunéchst konnte die Steigerung der onkolytischen Potenz durch die 5/3
Fiber-Pseudotypisierung von CRAd-Vektoren gegentiber Ad5 Capsid Vektoren bel fortgeschrittenen
chemoresistenten Ovarial- und Mammakarzinomen belegt werden. Um eine hohe Therapieeffizienz
sowie Spezifitét der Virotherapie zu erzielen, wurden 5/3 pseudotypisierte CRAds generiert, bei denen
die adenovirale Replikation tiber spezifische Promotoren transkriptionell kontrolliert wurde.

Fur die Mammakarzinom-spezifische Virotherapie wurde en 5/3 chiméres CRAd kloniert, das unter
der transkriptionellen Kontrolle des AL A-Promotors spezifisch Onkolysen in MaCa-Zdlen induzierte,
wahrend Normalgewebszellen nicht lysiert wurden. Die Regulation der Virusreplikation Uber den
Zytostatika-induzierbaren MDR1-Promotor erzielte in chemoresistenten Karzinomen gegentiber
isogenetischen Vergleichsvektoren gesteigerte Zytotoxizitéten.

Damit leistet diese Arbeit einen Beitrag zu der Entwicklung einer onkolytischen Virotherapie fr das

(i) fortgeschrittene Mammakarzinom sowie fir das (ii) chemoresistente Ovarialkarzinom.
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4.1  Transduktionelles Targeting

Die Expresson des priméren Ad5 Rezeptors CAR ist hauptsichlich fur die adenovirale
Transduktionseffizienz und Transgenexpression verantwortlich (Zabner et al., 1997). CAR wird in
benignen epithelialen Geweben ubiquitdr exprimiert. Fir zahlreiche fortgeschrittene Primartumore
wurde eine verminderte CAR-Expression nachgewiesen (Shayakhmetov et al., 2002; Li et al., 1999),
weshalb die Gentrasferraten von Ad5-basierten Vektoren im klinischen Einsatz hdufig gering sind.
Obwohl die genaue Funktion von CAR noch ungeklért ist, wird eine Rolle in der Zelladhasion,
Zdlzykluskontrolle oder als Tumorsuppressorgen diskutiert (Okegawa et al., 2001; Okegawa et a.,
2000; Seidman et al., 2001). In diesem Zusammenhang wurde eine inverse Korreation der CAR-

Expression mit der Tumormalignitét beschrieben.

Um die Toxizitdt 5/3 Fiber-chimérisierter Adenoviren bestimmen zu konnen, ist en besseres
Verstandnis des Infektionsweges von Adenoviren des Serotyp 3 (Ad3) essentiell. Wahrend maligne
Tumorzellen, hamatopoetische Stammzellen und dendritische Zelen resistent gegentiber der AdS
Infektion sind, erlauben pseudotypisierte Ad, die die Fiber von Gruppe B Adenoviren enthalten, einen
erhdhten Gentransfer in Ad5-resistente Zielzellen (Nilsson et al., 2004a; Nilsson et al., 2004b;
Davidoff et a., 1999).

Bis heute wurden der Mechanismus der Primarrezeptorbindung und die Infektion des Adenovirus
Serotyp 3 (Ad3) nicht vollsténdig aufgeklért. Die Identifikation von CD46 als zelluléren Rezeptor von
Adenoviren der Gruppe B ermdglichte insgesamt ein besseres Versténdnis der Virusbindung an die
Wirtszelle sowie des viralen Zelleintritts. In Bezug auf Ad3 scheint es sich bei CD46 nicht um einen
hoch-affinen Primarrezeptor zu handeln. CD46 wird ubiquitér auf nukleéren Zellen z.B. Leukozyten,
Epithelzellen oder Fibroblasten exprimiert und ist an der Regulation der Komplementaktivierung
beteiligt. Neben der Beteiligung von CD46 verweisen neuere Studien auf eine Beteiligung von CD80
und CD86 an der zdluldren Ad3 Bindung (Short et a., 2004; Sirena et al., 2004). Bei CD80/CD86
handelt es sich kostimulatorische Molekile, die auf reifen dendritischen Zellen und B-Lymphozyten
exprimiert werden und an der Stimulation der T-Lymphozyten-Aktivierung beteiligt sind (Galea-L auri
et al., 1996).

Beim Xenotransplantat-Mausmodell handelt es sich um en Tiermodell, das fur die Testung neuer
Therapieansétze etabliert ist. Dennoch ist die Verwendung dieser Mausmodelle fir die préklinische
Testung adenoviraler Gentherapien limitiert, da die Oberflachenexpression von Rezeptoren in der
Maus im Vergleich zum Menschen abweicht (Bao & a., 2005). Daher sind nach heutigem
Wissensstand Studien im Mausmodell nicht ohne weiteres auf das humane System Ubertragbar. So
erfolgt in der Maus die Expression des Ad Gruppe B Rezeptors CD46 im Gegensatz zum M enschen,
wo CD46 ubiquitar auf nukledren Zellen exprimiert wird, nur in der Testis (Ni et al., 2005). Damit
sind Ergebnisse aus Mausmodellen Uber toxische Effekte von Ad3 pseudotypisierten CRAdSs fir die

klinische Anwendung nur von bedingter Relevanz.

PDF wurde mit pdfFactory-Prifversion erstellt. www.context-gmbh.de


http://www.context-gmbh.de
http://www.context-gmbh.de

4 Diskussion 94

Zudem konnten klinische Studien eine Diskrepanz der adenoviralen Gentransfereffizienzen zwischen
Zdllinien und klinischen Tumoren bestétigen, die auf die CAR-Expression von Zdllinien im
Gegensatz zu Priméartumoren zurtick zufihren war (Miller et a., 1998; Nettelbeck et al., 2004). So ist
gerade im Hinblick auf einen klinischen Einsatz gentherapeutischer Vektoren das Testen von priméren

Tumorzellen vielversprechend, da diein-vivo Situation des Tumors nachgeahmt wird.

Um auf die Klinik Ubertragbare Resultate zu erzielen, bestand ein Schwerpunkt dieser Arbet in der
Optimierung der Isolierung von primaren Tumorzellen aus Pleuraerguss, Aszites und soliden Tumoren
der Mamma und des Ovars. Fir die Testung von Normalgewebszellen wurde die Methode von
Stampfer et. al. (Stampfer, 2004) zur Isolierung von Epithelzellen und Fibroblasten aus mamméren
Reduktionsplastiken etabliert und weiterentwickelt (s. Material und M ethoden).

Der Vortell von unpassagierten Primérzellen im Vergleich zu Zdllinien liegt einerseits in der
Vermeidung geno- und phanotypischer Verdnderungen, die infolge der klonalen Selektion wahrend
der Zdlkultivierung auftreten. Im Vergleich zum Mausmodell eignen sich unpassagierte humane
primdre Tumorzelen insbesondere fur die Toxizitétsanalyse onkolytischer Adenoviren, da die
adenovirale Replikation Spezies-spezifisch in humanen Zelen erfolgt (Volk et al., 2003; Vigne et al.,
2003). Zellaggregate aus primdren Tumorzellen, sogenannte Spheroide, imitieren die 3-D-
Organstruktur eines soliden Tumors und ermdglichen eine Bewertung der CRAd-Gewebepenetration
(Lam et al., 2003). Dennoch sind in-vivo Studien zwingend erforderlich, um die praklinischen Daten
einer adenoviralen Virotherapie hinsichtlich onkolytischer Effizienz, Biodistribution und Toxizitét in

Vorbereitung auf die klinische Anwendung zu komplettieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Steigerung der onkolytischen Effizienz 5/3 Fiber-
pseudotypisierter CRAds beim Ovarialkarzinom bestétigt und erstmalig beim Mammakarzinom
demonstriert werden. Zudem zeichneten sich 5/3 pseudotypisierte CRAds in Relation zu RGD-
inkorporierten CRAdSs durch eine abgeschwéchte Zdllyse in mammaren Normal gewebeszellen (M CF-
12A, HMEC) aus.

Die Ergebnisse der Zytotoxizitéts-Assays demonstrieren, dass sowohl primére Ovarialtumore (s.
Abb.12) as auch primédre Mammatumore (s. Abb.19) haufig gegenliber der Ad5-Capsid vermittelten
Onkolyse resistent sind. Hingegen wurden die Primartumore durch Capsid-modifizierte CRAds lysiert.
Dadurch konnte die Bedeutung von primdrem Tumormaterial fur die Analyse onkolytischer
Adenoviren sowie die Notwendigkeit Tropismus-modifizierter Adenoviren fur den effizienten
Gentransfer belegt werden.

Hinsichtlich der Therapie des Mammakarzinoms belegen die Ergebnisse der Crystal-Violet-Assays (s.
Abb.13) die erhdhte Infektion von Mammakarzinomzellen durch RGD-modifizierte und 5/3 Fiber-
chimérisierte Adenoviren, wodurch insgesamt eine verstérkte Onkolyse in Relation zu Ad5 Capsid
Vektoren induziert wurde. Das Infektionsprofil 5/3 pseudotypisierter CRAds wies in Relation zu
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CRAds mit RGD-Modifikation eine erhéhte Spezifitét auf, da die Ad5/3D24 induzierte Onkolyse in
mamméren Normalgewebszellen abgeschwacht war (s. Abb.14). Damit wurde erstmalig die erhéhte
onkolytische Potenz 5/3 Fiber-chimérisierter CRAds gegeniber Ad5 Capsid CRAdS in priméren
Mammakarzinomen beschrieben. Ferner korrdiert die erhdhte Infektionsrate von 5/3 chiméren CRAdS
bei priméren Mammakarzinomen mit einer kirzlich publizierten Studie, in der Ad5/3 chimére
Vektoren die hochsten Gentransfereffizienzen bei Brusttumoren erzielten (Stoff-Khalili et al., 2005).
In der klinischen Anwendung kénnte eine Virotherapie mit 5/3 pseudotypisierten CRAds aufgrund der

erhohten Transduktionsrate in einer signifikanten Steigerung der Therapieeffizienz resultieren.

In etablierten und priméren Ovarialkarzinomzellen erzielten 5/3 pseudotypisierte CRAds im Vergleich
Zu Ad5-Capsid Vektoren oder CRAds mit RGD-Modifikation die hdchsten Infektionsraten sowie
onkolytischen Aktivitdten (s. Abb.12). Die erhthte Gentransferrate von 5/3 chiméren Adenoviren
beim Ovarialkarzinom korreliert mit publizierten Studien, in denen die Ad3 Substitution der Ad5 Fiber
knob Doméne den Gentransfer in klinisch relevante Ovarialkarzinome signifikant erhéhen konnte.
Kanerva et al. demonstrierten bei der in-vivo Testung 5/3 pseudotypisierter onkolytischer Vektoren,
dass der antitumorale Effekt von Ad5/3D24 gegeniber Ad5 Capsid und RGD inkorporierten Vektoren
Uberwog, wahrend die Ad5/3 vermittete Toxizité und Biodistribution mit Ad5 vergleichbar war
(Kanerva et al., 2003).

Fortgeschrittene Ovarialtumore bilden sehr haufig Chemoresistenzen aus. Es ist nicht bekannt, ob und
wie die onkolytische Effizienz durch die molekularen Mechanismen der Chemoresistenz beeinflusst
wird. Doxorubicin wird aufgrund seiner inhibitorischen Wirkung auf die DNA- und RNA-Synthese
standardméal3ig fir die Zytostatikatherapie solider Tumore, einschlieldlich Ovarialtumore, eingesetzt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Modulation der onkolytischen Effizienz wildtypischer und Fiber-
modifizierter CRAds durch Doxorubicin-Behandlung in Ovarialkarzinomzellen beschrieben. Unter
Chemotherapie konnte die Ad5-Resistenz von SK-OV-3 Zellen aufgehoben und die I nfektionsrate von
CRAds mit RGD-Modifikation der Fiber gesteigert werden, wohingegen die onkolytische Effizienz
von Ad5/3D24 vor und nach Chemotherapie unverandert blieb. Adenoviren mit RGD-Fiber sind neben
der alternativen Bindung von Integrinen immer noch beféhigt, den klassischen Ad5-Infektionsweg
Uber den priméaren Ad5 Rezeptor CAR enzuschlagen. Hemminki et a. konnten in
Ovarialkarzinomzelllinien und Patientenproben eine Erhthung der adenoviralen Gentransfereffizienz
unter Etoposid-, Topotecan-, FR901228-, Trichostatin A-Behandlung beschreiben, die mit einer
Erhéhung der CAR-Expression einher ging (Hemminki et al., 2003a). Darauf basierend demonstrieren
die vorliegenden Ergebnisse eine Erhdhung des Gentransfers sowie der onkolytischen Effizienz fir
Ad5 Capsid und RGD-modifizierte CRAds unter Doxorubicin-Behandlung (s. Abb.15), was
moglicherweise auf eine erhohte CAR- und Integrin-Expression zurlckzufihren ist. Die Steigerung
der CAR-Expression unter Chemotherapie bedeutet fir Ad5 basierte Gentherapieansiize eine

Verbesserung der klinischen Effizienz.
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Schlussfolgernd ermoglicht die Zunahme der Gentransferrate durch transduktionell redirigierte CRAds
eine Verbesserung der totalen Therapieeffizienz, die aus einer gesteigerten adenoviralen Infektion,

Replikation und Virusverteilung resultiert (Kawakami et al., 2003).

4.2  Transkriptionelles Targeting

Das Zid dieser Arbet bestand in der Entwicklung onkolytischer Adenoviren, die eine erhthte
Infektionseffizienz und damit e ne gesteigerte Onkolyse aufwiesen. Dieser Ansatz bedingt jedoch eine
strenge Kontrolle der adenoviralen Replikation, um die lytischen Effekte der CRAd-Replikation auf
Tumorzellen zu begrenzen und damit en gutes Sicherheitsprofil zu gewéhrleisten. Die
transkriptionelle Kontrolle der adenoviralen Replikation Uber spezifische Promotoren bietet eine
Maoglichkeit, um die CRAd induzierte Toxizitdt in Normalgeweben wie Leber, Hirn oder Niere zu
vermeiden. Gerade bei der adenoviralen Gentherapie muss gewdhrleistet werden, dass die
Kandidatenpromotoren keine Aktivitat in lebenswichtigen Organen wie der Leber aufweisen, um
toxische Nebenwirkungen infolge einer ektopischen Transgenexpression zu vermeiden.

Bisher wurden Uber 1000 Patienten ohne gravierende Nebenwirkungen mit Adenoviren behandelt
(Hemminki and Alvarez, 2002). Eine wichtige Rolle in Bezug auf die Aufnahme und den Abbau
adenoviraler Partikd aus dem Blutstrom kommt den Kupfferschen Zellen der Leber zu (Tao et al.,
2001; Raper e al., 2003). Aktuele klinische Gentherapiestudien beschreiben infolge der
intratumoralen oder intraventsen Administration von ONY X-015 eher méafdige Nebenwirkungen wie
Grippe-ahnliche Symptome, Fieber oder Schnupfen (Nemunaitis et al., 2001; Nemunaitis et al., 2003;
Hamid et al., 2003) oder abdominale Beschwerden nach intraperitonelaer Administration (Vasey et al.,
2002), wodurch die gute Vertraglichkeit der adenoviralen Gentherapie klinisch belegt wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Eignung der Promotoren ALA und MDR1 fur die Virotherapie
gynakologischer Tumore demonstriert. Der ALA-Promotor wurde aufgrund seiner Gewebespezifitét
und damit aufgrund der fehlenden Aktivitét in der Leber ausgewahlt, wodurch eine ausreichende
Spezifitét einer ALA-regulierten Gentherapie in der potentiellen klinischen Anwendung gewahrleistet
werden sollte. Die Auswahl des chemoinduzierbaren MDR1-Promotors sollte eine Virotherapie fur
chemoresistente Tumore ermdglichen. Fir die CRAd-Konstruktion wurde die Kombination aus
transduktionellem und transkriptionellem Targeting gewahlt, um eine hohe Infektionseffizienz sowie
Tumorspezifitét der Virotherapie zu gewahrleisten. Als genetischer Hintergrund fir die CRAd-
Konstruktion wurde die 5/3 Fiberchimédre ausgesucht, da diese im Vergleich zu RGD- und Ad5-
Capsiden sowohl bei Ovarial- als auch Mammarkarzinomzellen die hdchsten Infektionsraten erzielte.

Die Insertion der 24bp Deletion (D24) in das adenovirale E1A-Gen sollte in einer potentiellen
klinischen Anwendung die Replikation von Ad5/3ALAD24 und Ad5/3MDRD24 in ruhenden
Normalgewebeszellen vermeiden. Durch die Deletion der pRb-Bindedoméane ist deletiertes E1IAD24-
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Protein nicht mehr féhig pRb zu binden und zu inaktivieren. Aufgrund der ausbleibenden S-Phase-
Induktion wird die adenovirale Replikation in ruhenden Zellen mit aktivem pRb-Protein unterdriickt.
Die Replikation E1AD24-deletierter Adenoviren erfolgt nur noch in Tumor- oder proliferierenden
Zdlen, in denen pRb inaktiviert vorliegt (Fueyo et al., 2000; Heise & al., 2000). Inaktivierende
Mutationen des pRb-Signalweges, zu denen die Uberexpression des CDK-bindenden CyclinD2 oder
die Inaktivierung des CDK4-Inhibitors p16-1nk4A zéhlen (Sherr and Mccormick, 2002; Yamasaki,
2003; Sherr, 1996), treten haufig in Tumoren auf. Demzufolge reprasentiert die 24bp Deletion in der
funktionellen CR2-Doméne des E1A-Proteins eine Rationale fir die Virotherapie maligner Tumore.
Aufgrund der Inaktivierung des pRb-Proteins wahrend der Zellzyklusprogression werden kultivierte
Normalgewebszellen der in-vivo Situation differenzierter ruhender Zellen nicht gerecht. Dennoch
konnte im klinischen Einsatz die ELAD24-Deletion zu einer erhéhten Stringenz der CRAd-Replikation
beitragen. Der Studienvergleich der onkolytischen Potenz zwischen E1AD24- und E1B-55kDa-
deletierten Typl CRAdSs zeigte fir ELA-mutierte Adenoviren eine Uberlegene therapeutische Effizienz
fur maligne Gliome (Jiang et al., 2005), wodurch die Eignung der D24-Deletion fur die klinische
Tumortherapie belegt wurde.

4.3 Mammakarzinom-selektive Virotherapie

Obwohl Brustkrebs die haufigste Todesursache bei Frauen aus westlichen Industrienationen darstdlt,
wurden bisher nur wenige gentherapeutische Vektoren entwickelt, die auf die Therapie des
Mammakarzinoms abzielen. Mittels cDNA  Micro-Array-Technologie wurden  diverse
Kandidatenpromotoren wie VEGF, Heparanase, MUC1, CXCR4 oder Survivin identifiziert, deren
korrespondierende Gene in gyndkologischen Tumoren Uberexprimiert wurden (Kurihara et al., 2000;
Rein e a., 2004; Breidenbach et al., 2005b). Nach der Klonierung in Erstgenerations Ad-Vektoren
konnten die Kandidatenpromotoren Heparanase und Surivivn erfolgreich eine tumorspezifische
Genexpression in MaCa-Zdllinien vermitteln (Breidenbach et a., 2005a; Zhu et al., 2004). Studien
zur in-vivo Biodistribution bestétigten nach der systemischen Vektoradministration ein
tumorspezifisches Aktivitatsprofil des ALA-Promotors in Mammakarzinom-Xenotransplantaten,
wahrend der ALA-Promotor in lebenswichtigen Organen wie der Leber keine Luziferase-Reportergen-
Aktivitat induzierte (Anderson e al., 1999).

Jedoch wurde die Anwendung der Kandidatenpromotoren fir die gezidte Virotherapie des
Mammakarzinoms versaumt. Kirzlich wurde der erste onkolytische CRAd-Vektor fir die spezifische
Therapie des Mammakarzinoms beschrieben. Ein Survivin-RGD-CRAd, bei dem die E1A-Expression
transkriptionell Gber den Promotor des Survivin-Gens kontrolliert wird und der das Integrin bindende
RGD-Motiv ~ enthélt, erzidte in-vitro und in-vivo ene spezifische Onkolyse von
Mammakarzinomzellen (Zhu et al., 2005). Nichtsdestotrotz besteht eine Notwendigkeit fir die weitere
Entwicklung transkriptionell regulierter CRAdSs, um die Therapieoptionen gerade fur das metastasierte

fortgeschrittene Mammarkarzinom zu verbessern.
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Auf der Grundlage der brustspezifischen Expression wurde ALA als Kandidatenpromotor fur die
Mammakarzinom-spezifische CRAd-Konstruktion ausgewdhlt. Die ALA-Expression in MaCa
Zdllinien wurde sowohl durch die Expressionsanalyse (s. Abb.1, Abb.2) als auch in Reportergen-
Assays (s. Abb.10) belegt.

Die Charakterisierung des ALA-Promotors resultierte im Vergleich zum MDR-Promotor in einer
geringen Luziferase-Aktivitdt. Studien zum transkriptionellen Targeting belegen, dass eine hohe
Promotorspezifitat oftmals zu einer Abschwéachung der Promotoraktivitét fuhrt (Lin and Nemunaitis,
2004; Shillitoe and Noonan, 2000). Die Promotoraktivitdt muss jedoch das Erreichen eines
bestimmten Schwellenwertes gewdhrleisten, um die CRAd-Replikation sowie die effiziente
Virionenproduktion mit nachfolgender Zelllyse zu ermdglichen (Nettelbeck et al., 2002b). Hinzu
fuhren genetische Modifikationen, die eine erhohte Tumorsdektivitdt bewirken, zu einer
Abschwéachung der adenoviralen Replikationskompetenz (Bauerschmitz et al., 2002). Fir die
Virotherapie bedeutet eine Abschwéchung der Replikationskompetenz eine Reduktion des
onkolytischen Potentials und damit der Therapieeffizienz.

Dennoch war die ALA-Promotoraktivitét ausreichend, um Uber die Aktivierung der E1A-Expression
im CRAd-Hintergrund ein sdektives Abtéten von Tumorzellen zu induzieren (s. Abb. 17). Die
endogene ALA-Expression in Zdllinien korrelierte mit der Mammakarzinom-spezifischen Onkolyse
von Ad5/3ALAD24. Die potentielle Eignung einer Ad5/3ALAD24 basierten Therapie fiir Ostrogen-
Rezeptor-negative Mammatumore wird durch die hohe ALA-Expression sowie die effiziente Zelllyse
von Ostrogen-Rezeptor-negativen Sk-Br-3 Zellen gestitzt. Gerade Ostrogen-Rezeptor-negative
Mammakarzinome, die mit einem aggressiveren Phanotyp, einer schlechten Prognose und einem

Versagen der Hormonersatztherapie einhergehen, erfordern innovative Therapieoptionen.

Die Eignung von Ad5/3ALAD24 fur eine klinischen Einsatz wurde durch die Onkolyse primérer
unpassagierter Mammakarzinomzellen belegt (s. Abb.19). Die ALA-Promotor vermittelte Onkolyse
wurde in 1/3 de Priméartumore (das entspricht 33%) festgestdlt. Da in 2/3 Primértumoren
(entsprechend 66%) keine Zytotoxizitdten induziert wurden, wére bei ener Virotherapie mit

Ad5/3ALAD24 lediglich das Therapieansprechen einiger spezieller Tumore zu erwarten.

Die Tumorspezifitat von Ad5/3ALAD24 konnte durch minimal e Zytotoxizitéten und Replikationsraten
in gesunden mamméren Kontrollzellen, die im Vergleich zu Tumorzellen abgeschwécht waren,
nachgewiesen werden (s. Abb.20, Abb.21).

Der Vergleich mit dem isogenetischen Vergleichss=CRAd Ad5/3D24 belegt die Tumorspezifitét des
ALA-Promotors im CRAd-Vektorhintergrund. Durch die transkriptionelle ALA-Promotorkontrolle
der Virusreplikation konnten nach Infektion mit Ad5/3ALAD24 zytotoxische Effekte auf
Normalgewebszellen minimiert werden (s. Abb.20). Die transkriptionelle Kontrolle der E1A-
Expression Uber den ALA-Promotor ermdglichte eine minimale CRAd-Replikation in MCF-12A
Kontrollzellen (s. Abb.21), die Replikationseffizienz war dennoch nicht fir die Induktion lytischer
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Effekte ausreichend (s. Abb.20). So blieben trotz positiver ALA-Expression zytotoxische Effekte in
gesunden MCF-12A nach Ad5/3AL AD24-Infektion aus.

Die Diskrepanz der ALA-Expression in etablierten MCF-12A und primé&ren HMEC Zdlen, beides
normale epitheliale Mammazellen, ist mdglicherweise auf die geno- und phénotypischen Anderungen
durch die Zdlkultur zurickzufihren. Die zyklische Entwicklung der Mamma wird durch einen
zeitweilig steigenden ALA-Spiegel wahrend der Stillperiode widergespiegelt. Die hormonelle
Supplementierung des Zdlkulturmediums kénnte die ALA-Induktion in MCF-12A Zdlen bedingt
haben, wéhrend HMECs mit einer limitierten Anzahl von Passagen der in-vivo Situation gesunden

Mammagewebes eher entsprechen.

Die Spezifitdt der Virotherapie wurde im Kokulturmodell getestet, in das Epithelzellen und
Fibroblasten simultan eingesetzt wurden, bevor sie mit Virusinfiziert wurden.

Im Vergleich zum Einsatz einer einzelnen Zédllinie bietet das Kokulturmodell den Vortel, dass der
Einfluss von Fibroblasten auf die epitheliale Differenzierung berticksichtigt wird (Maeda et al., 2004,
Maeda et a., 2006). Im Kokulturexperiment wurde die tumorspezifische onkolytische Aktivitat von
Ad5/3ALAD24 sichtbar, da BT-20 MaCa-Z€dllen selektiv lysiert wurden. Dartber hinaus wurde die
Replikation von Ad5/3ALAD24 in kokultivierten HMECs unterdriickt. Durch den Vergleich mit dem
isogenetischen CRAd Ad5/3D24, das alle Zelltypen des Kokulturexperiments lysierte, konnte die
Tumorspezifitdt der AdS5/3ALAD24 induzierten Zelllyse auf die ALA-Promotorkontrolle der CRAd-
Replikation zuriickgefuhrt werden.

Zusammenfassend bietet die Gewebespezifitdt des ALA-Promotors eine Option, um die ektopische
Virusreplikation in lebenswichtigen Organen zu vermeiden, wodurch toxische Nebenwirkungen einer
Virotherapie mit AdS5/3ALAD24 vermieden werden konnen. Dariber hinaus konnten 5/3
pseudotypisierte CRAds in der klinischen Anwendung eine effiziente Tumorpenetration fir
gyndkologische Tumore und damit eine Steigerung der onkolytischen Therapieeffizienz bewirken.
Aufgrund der Tumorspezifitét ist die Administration von AdS/3ALAD24 fir die systemische Therapie
des Mammakarzinoms viel versprechend, die eine Eliminierung von Mikrometastasen ermdglichen
konnte. In weiterfUhrenden in-vivo Experimenten muss untersucht werden, ob die geringe Aktivitét
des ALA-Promotors eine effiziente Tumorregression bewirken kann. Eine wichtige Frage fur die in-
vivo Analyse ist, ob die Ad5/3ALAD24 induzierte Onkolyse schnell genug induziert wird (innerhalb
der ersten 48h nach Vektorgabe), damit die CRAd-Paritkel nicht durch die Induktion einer zelluléren

Immunantwort gegen Adenoviren inaktiviert werden.
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4.4  Virotherapie fur chemoresistente Tumore

Die kurative Chemotherapie fortgeschrittener Karzinome wird oft durch assoziierte Zytostatika-
Resistenzen verhindert. Haufig geht die Chemoresistenz von malignen Tumoren auf die Expression
des MDR1-kodierten P-Glykoproteins zurtick, das als Membrantransporter Zytostatika effizient aus
der Zelle transportiert. In malignen Ovarialtumoren korreliert eine erhohte p-Gp-Expression mit einem
verminderten Ansprechen auf eine Chemotherapie (Raspollini et al., 2005).

Im Gegensatz zu ALA handelt es sich bei MDR1 nicht um einen tumorspezifischen, sondern um einen
Zytostatika-induzierbaren Promotor (Walther et al., 1997c¢). Die Rationale einer MDR-regulierten
Virotherapie gegen chemoresistente Karzinome basierte auf der Zytostatika-Responsivitét des MDR1-
Promotors. Die nachteilige Eigenschaft der MDR-vermitteten Chemoresistenz sollte als

Therapietarget fur die Virotherapie genutzt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein proximales MDR1-Promotorfragment (-207 bis +158bp)
verwendet, das multiple cis-regulatorische Elemente enthdt, die in die Modulation der MDR1-
Expression unter Chemotherapieinvolviert sind.

Studien konnten zeigen, dass durch die Zytostatika-Behandlung als Bestandteil der anti-tumoralen
Chemotherapie eine Hochregulation der MDR1-Expression erfolgt. Dabe wird die Chemo-
Responsivitét des MDR-Promotors Uber drug responsive elements (DRE) vermittet (Licht et .,
1991b). In dem reevanten MDR1-Promotorfragment sind zwei DRE zwischen -136 und-76bp sowie
zwischen +1 und +121bp lokalisiert (Walther et al., 1997b).

Darliber hinaus wurde die Beteiligung der Transkriptionsfaktoren YB-1 und NF-Y an der MDR-
vermittelten Zytostatika-Response beschrieben, indem die Transkriptionsaktivatoren mit funktionellen
cis-Elementen des humanen MDR1-Promotors, die zwischen -70 bis —100bp lokalisiert sind,
interagieren (Goldsmith et al., 1993; Ohga et al., 1998; Walther et al., 1997a). In verschiedenen
Tumorentitéten wie Brusttumoren und Osteosarkomen wurde eine Assoziation zwischen nukledrer
Y B-1-L okalisation und MDR1/p-Gp Expression beschrieben (Bargou e al., 1997).

Ein weiterer Schliissedmechanismus zur Modulation der MDR1-Expression basiert auf der Hyper-
/Hypomethylierung von CpG-lnseln des MDR1-Promotors wéhrend der Behandlung mit
zytotoxischen Agenzien. Experimente mit kultivierten Zdlllinien verweisen auf eine enge Verbindung
zwischen dem Methylierungsstatus der CpG-Inseln zwischen -80 und -100bp der Promotorregion und
der MDR1-Genexpression (Kusaba et al., 1999; Kusaba et a., 1997).

Die Charakterisierung der basalen MDR-Expression ergab keine eindeutigen Ergebnisse. Es konnte
kein Korrdat der basaen MDR-Expression, MDR:Luziferase-Aktivitéten und induzierten
Zytotoxizitdten der MDR-CRAds aufgezeigt werden (vgl. Abb.3, Abb.11 und Abb. 23). Die

Diskrepanz zwischen den MDR-Expressionsdaten und den MDR:Luziferase-Aktivitéten konnte auf
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die hohere Sensitivitdt des Luziferase-Reportergen-Assays sowie auf die Messung exogener
transkriptioneller MDR-AKktivitaten im Luziferase-Assay (s.u.) zurlickgefuhrt werden.

In drei OvCa-Linien (Hey, SK-OV-3 i.p., Ov-4) sowie in allen getesteten MaCa-Linien stand die
negative MDR1-mRNA-Expression im Widerspruch zu den gemessenen MDR1-Promotoraktivitaten
(vgl. Abb.3 und Abb.11). Als mdgliche Ursache der niedrigen MDR-Transkription konnte die
Hypermethylierung des endogenen MDR1-Promotors angesehen werden (David e al., 2004c).
Exogene MDR1-Promotorkopien, die Uber virale Vektoren in die Zellen eingebracht wurden und
infolgedessen hypomethyliert vorlagen, wurden erfolgreich Uber zellulére Transkriptionsfaktoren
aktiviert und induzierten die Luziferase-Expression. Aktuelle Studien beschreiben die Regulation der
MDR1-Expression Uber epigenetische Mechanismen (Baker and El Osta, 2003; Baker and El Osta,
2004). Interessanterweise konnten als relevante Mechanismen der Doxorubicin-1nduktion sowohl die
Hypomethylierung von CpG-Dinukleotiden im proximalen MDR1-Promotorbereich as auch die
vermehrte H3-Histonacetylierung identifiziert werden (Baker et al., 2005; David e a., 2004b).
Studien belegen die Hypomethylierung des MDR1-Promotors in Doxorubicin-resistenten MCF7
Zdlen, in unbehandelten MCF-7 Zdllen lag die MDR1-Promotorregion stark methyliert vor (Chekhun
et al., 2006). David et al. konnten durch die Adriamycin (ADR)-Behandlung von MCF-7 MaCa-Zdlen
die MDR-Expression induzieren (David et al., 2004d). In Analogie dazu konnte auch im Rahmen
dieser Arbeit durch die Doxorubicin (entspricht Adriamycin)-Behandlung von MCF-7 Zellen nach 7
Tagen die MDR1-Transkription nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), der Methylierungsstatus

des MDR1-Promotors wurde nicht analysiert.

Im Hinblick auf MTS-Zytotoxiitadts-Assay induzierten AdS5/3MDREL und Ad5/3MDRD24 in OvCa-
Zdllinien mit hoher (Ov-4) und geringer (Hey) transkriptioneller MDR-AKktivitét vergleichbare
Zytotoxizitdten, wobel die Zytotoxizitéten nicht mit den gemessenen MDR:Luziferase-Aktivitéten
korrdierten.

Eine mogliche Erklérung konnte die Existenz eines Schwellenwertes der E1A-Expression darstdlen,
der fur die Induktion der Virusreplikation erreicht werden muss (Nettelbeck et al., 2002a). Fir die
MDR-CRAds bedeutet dies, dass es aufgrund der MDR-Promotoraktivitat zur Expression des E1A
Transkriptionsfaktors kommt und der E1A-Schwellenwert Uberschritten wird. Das E1A-Protein
aktiviert nun seinerseits die Expression der frihen adenoviralen Gene, wodurch der virale
Replikationszyklus induziert wird. Nach Uberschreiten dieses Schwellenwertes wéren variierende

MDR-Promotoraktivitaten je Zelllinie nicht zu unterscheiden.

Trotz der minimalen MDR1-Transkription in Kontrollzellen wurden in Normalgewebszellen nach
Infektion mit den MDR-CRAdSs zytotoxische Effekte gemessen (s. Abb.24), die mit den onkalytischen
Aktivitdten der MDR-CRAdSs in Tumorzellen vergleichbar waren (s. Abb. 23). In Verbindung mit
MDR-Promotoraktivitdten in 2/4 Subpopulationen wurden Fibroblasten effizient durch die MDR1-
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regulierten CRAdS lysiert. Im Vergleich zu Ad5/3D24 bewirkte die MDR1-Promotor-Regulation der
CRAd-Replikation eine abgeschwéchte Onkolysein gesunden MCF-12A Mammaepithelzellen.

Im Hinblick auf ene klinische Anwendung liegt das Potential einer Virotherapie mit Ad5/3MDRE1
oder Ad5/3MDRD24 in der lokalen Tumortherapie, da aufgrund der basalen MDR1-Expression in

Normal geweben wie der Leber und Nebennierenrinde unspezifische toxische Effekte zu erwarten sind.

Im Vergleich zu Ad5/3MDREL wurde hinsichtlich der E1IAD24-Deletionsvariante Ad5/3MDRD24
keine verminderte onkolytische Aktivitéat in Kontrollzellen beobachtet, obwohl die ELAD24-Deletion
die Virusrepliaktion in ruhenden Normalzellen verhindern sollte. Bei den getesteten Kontrollzellen
handelte es sich um proliferierende Zellen, so dass die proliferierenden Zellkulturen kein geeignetes
Modéll fir die Evaluierung der D24-Deletion darstdlten.

Voraussetzung zur Entwicklung ener Virotherapie fur chemoresistente Karzinome war die
Etablierung eines Zelkulturmodells, das die MDR1-vermittelte Chemo-Resistenz représentierte. Im
Verlauf dieser Arbeit wurden durch die Doxorubicin-Selektion von SK-OV-3 Zdlen erfolgreich
Doxo-resistente Sublinien selektioniert, die in Abhéngigkeit der verabrei chten Doxorubicin-Dosis eine
Induktion der transkriptionellen MDR1-Genaktivitdt zeigten. SK-OV-3 Zdlen verfligen Uber eine
intrinsische Multidrugresistenz, die zu einer erfolgreichen Doxorubicin-Selektion beitrug.

Nachdem die Induktion der MDR1-mRNA (s. Abb.6), des MDR1-Promotors (s. Abb.11) und des p-
Glykoproteins (s. Abb.8) nach Doxorubicin-Behandlung demonstriert wurde, konnte die
phanotypische Doxorubicin-Toleranz der SK-OV-3-Resistenzlinien auf die MDRI1-Expression
zurtickgefuihrt werden. In Ubereinstimmung mit der M DR1-Induktion tiber Anthrazykline (Licht et al.,
1991a; Hu et al., 1995) resultierte die Doxorubicin-Selektion in einer spezifischen Resistenz der SK-
QV-3 Zdlen gegentiber Doxorubicin (s. Abb.5). Entgegen publizierter Studien vermittelte die MDR1-
Resistenz keine Kreuzresistenz gegen Taxal.

In-vitro Studien an selektionierten Zellinien mit MDR1-Resistenz belegen, dass Genamplifikation,
Genrearrangements, CpG-Methylierung der  Promotorregion sowie die Bindung des
Transkriptiosfaktors YB-1 an der p-Gp-Uberexpression beteiligt sind (Torigoe et al., 1998; Torigoe et
al., 1995). Die aufgezeigte Amplifikation des MDR1-Gens in Doxo-Resistenzlinien und MaCa-
Zdllinien (s. Abb.7) war mit einer Studie in Einklang, in der fir Doxorubicin-selektionierte Zelllinien
chromosomal e Rearrangements des MDR1-Genlokus 7921 beschrieben wurden (Harada et al., 2000).
Fir das vorliegende Kollektiv primérer Ovarialtumore konnte die MDRI1-Amplifikation nicht
verifiziert werden. In humanen Tumoren mit p-Gp-vermittelter Drug-Resistenz scheint eher die
transkriptionelle Regulation der MDR1-Expression von Bedeutung zu sein, die neben dem
Mechanismus der Hypermethylieeung des MDRI1-Promotors die Regulation Uber den
Transkriptionsaktivator YB-1 einschlieldt. Fir Patienten mit myelonischer Leuk&mie oder mit
Blasenkarzinom wurde eine inverse Korrelation zwischen M ethylierungsstatus des MDR1-Promotors
und MDR1-mRNA-Konzentration demonstriert (Nakayama et al., 1998; Tada et al., 2000). Beim
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Blasenkarzinom wurde hinzu eine Erhéhung der MDR1-mRNA-Expression infolge systemischer oder
lokaler Chemotherapie nachgewiesen.
Der genaue Mechanismus, mit dem die Methylierung des MDR1- und anderer Promotoren mit der

Tumorentstehung und —progression assoziiert sind, ist weiterhin unklar.

Ad5/3MDRE1 und Ad5/3MDRD24 ezielten in Doxorubicin-resistenten SK-OV-3 Zedlen im
Vergleich zu dem isogenetischen Vergleichss:CRAd Ad5/3D24 héhere Zytotoxizitdten, die durch den
Vergleich mit Ad5/3D24 auf die Aktivierung des MDR-Promotors zuriickgefihrt werden konnten (s.
Abb.25). Dabe konnte eine Modulation der onkolytischen Aktivitét von Ad5/3MDRE1 und
Ad5/3MDRD24 in Abhangigkeit der verabreichten Zytostatika-Dosis beobachtet werden. Die
onkolytische Aktivitat der MDR-CRAdS korrdierte in SK-OV-3 Doxo-Resistenzlinien mit der MDR-
MRNA-Expression, der MDR-Promotoraktivitét sowie der p-Gp-Expression.

Ein entscheidendes Kriterium fir die onkolytische Effizienz der Virotherapie ist die Freisetzung der
produzierten Viruspartikel. Nur nach Virusfreisetzung konnen erneut Tumorzellen infiziert werden,
wodurch dann erst die Amplifikation des onkolytischen Effektes ermoglicht wird.

In Bezug auf Ad5/3MDREL und Ad5/3MDRD24 korredlierten die zytotoxischen Aktivitdten vor und
nach Chemoinduktion mit der Induktion des zytopathischen Effektes (vgl. Abb.25, Abb.26a).
Allerdings wurde eine fehlende Korreation zwischen Chemoinduktion, Replikationseffizienz und
Virionenfreisetzung der MDR-Promotor regulierten CRAds aufgezeigt. Die Bestimmung der
Virionenproduktion im TCID-Assay (s. Abb.27) konnte lediglich eine marginale Erhthung der
Replikationseffizienzen von Ad5/3MDRE1 und Ad5/3MDRD24 in Doxorubicin-Resistenzzellen
aufzeigen, die nicht ausreichend war, um die onkolytischen Effizienzen in chemoresistenten
Karzinomen zu erkléren.

Die Diskrepanz zwischen hoher Chemoresponsivitét und marginaler Replikationsinduktion der MDR-
regulierten CRAdSs konnte durch den ,,chemosensibilisierenden Effekt“ des adenoviralen E1A-Proteins
zurUckzufihren sein. Diese E1A-induzierte Sensitivitéat der Zelle gegentiber Zytostatika geht teilweise
auf die p53-induzierte Apoptose zurtick (Lowe et al., 1993). E1A gilt als potenter Induktor der p53-
Proteinexpression in Adenovirus infizierten Zellen (Debbas and White, 1993). Nach der adenoviralen
Infektion steigt das p53-Level der Wirtszelle an, wodurch die Sensitivitét der Zelle gegentiber einer
Chemotherapie-induzierten Apoptose verstérkt wird. Ferner bewirken die adenovirale Infektion und
die adenovirale E1A-Expression die Sensibilisierung von Zellen gegentber TRAIL induzierter
Apoptose (Shao et a., 2005). Wetere Studien belegen, dass das Ad5 E1A-Protein in
Mammakarzinomen und Fibroblasten eine Sensibiliserung gegentiber zytotoxischen Agenzien z.B.
Paclitaxel und Cisplatin vermittet (Viniegra et al., 2002; Liao and Hung, 2003b). Als mdglicher
Mechanismus der E1A-vermittelten Chemosensibilisierung wurde eine erleichterte Cytochrom C-

Freisetzung aus Mitochondrien postuliert (Liao and Hung, 2003a).
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Demnach konnte eine erhthte apoptotische Sensitivitdt chemoresistenter Tumorzellen potentielle
Ursache der Uberlegenen Onkolyse von Ad5/3MDREL und Ad5/3MDRD24 sein. Méglicherweise ist
ein additiver Effekt aus E1A-Chemosensibilisierung und Aktivierung des MDR-Promotors in
chemoresistenten Tumoren fir die erhohte onkolytische Aktivitdt von Ad5/3MDREL und
Ad5/3MDRD24 in Reation zu Ad5/3D24 verantwortlich. Das abgeschwéchte onkolytische Potential
von Ad5/3MDRD24 in Relation zu Ad5/3MDREL konnte auf die Deetion der CR2-doméne
zurlckzufihren sein, da die Fahigkeit von mutiertem E1AD24-Protein zur Chemosensibilisierung

nachweislich vermindert ist (Liao and Hung, 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals MDR-Promotor regulierte CRAd-V ektoren beschrieben,
die die Zytototixitéten, die durch den potenten natiirlichen adenoviralen E1A-Promotor vermittelt
wurde, Uberschreiten konnten. In 4/6 fortgeschrittenen Primartumoren mit Polychemoresistenz waren
die onkolytischen Aktivititen von Ad5/SMDRE1 und ADS5/3MDRD24 gegentber Ad5/3D24
Uberlegen (s. Abb.28).

Als relevantes Modell chemoresistenter Karzinome wurden primére unpassagierte Tumorzellen aus
Patientinnen mit Ovarial- oder Mammakarzinomdiagnose nach Polychemotherapie isoliert.
Unpassagierte priméare Karzinomzellen reflektieren die in-vivo Tumorbiologie und ermdglichen, im
Gegensatz zu etablierten Zdllinien, die Ubertragung von in-vitro erzielten Resultaten auf die klinische
Situation.

Ad5/3MDREL und Ad5/3MDRD24 induzierten in 2/4 der priméren Ovarialkarzinomen (das entspricht
50%) hochste Onkolysen. Bei 2/2 der priméren Mammakarzinome wurde Ad5/3MDRE1L
(entsprechend 100%) als CRAd mit hochster onkolytischer Effizienz identifiziert, wohingegen
Ad5/3MDRD24 in %2 der Mammakarzinomproben (entsprechend 50%) hohere Zytotoxizitdten als das
isogenetische CRAd Ad5/3D24 induzierte.

Der Vergleich isogenetischer Vektoren lasst die Schlussfolgerung zu, dass das onkolytische Potential
von Ad5/3MDREL und Ad5/3MDRD24 in Reation zu Ad5/3D24 auf die transkriptionelle Aktivitét

des MDR-Promotors zurtickzufilhren ist.

Aufgrund der Zytostatika-1nduktion des MDR1-Promotors konnte in der klinischen Anwendung die
kombinierte Chemo-Virotherapie einen erhthten Therapieeffekt gegenlber der Einzelmodalitét
bewirken. Eine praklinische Studie mit dem Prostata-Karzinom spezifischen CRAd CV787 belegte die
synergistische anti-tumorale Effizienz, wenn die Virotherapie durch eine Taxan-Applikation,
Paclitaxel oder Docetaxel, begleitet wurde (Yu e a., 2001). Die Kombination des
replikationskompetenten Adenovirus ONYX-015 mit 5-Fluorouracil oder cis-DDP zeigte in ener
klinischen Phase |1 Studie einen starkeren anti-tumoralen Effekt als jede Einzelmodalitét und bewirkte
ein erhohtes Uberleben (Heise e al., 1997, You et al., 2000). Auch die Kombination der
tumorspezifischen HSV-Mutante HSV-1716 mit Chemotherapie enthiillte beim nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC) einen synergistischen Effekt (Toyoizumi et al., 1999).
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Als mdgliche Mechanismen der synergistischen Aktivitét wird einerseits die erhthte Transduktion
durch rekombinante Adenoviren nach Zytostatika-Behandlung postuliert. Beispielsweise inhibiert
Paclitaxel die Progression mitotischer Zellen von der M-Phase in die G1-Phase, wodurch eine
Verbesserung der adenoviralen Zdlbindung und Gentransfereffizienz erzielt wurde (Jordan et al.,
1993; Long and Fairchild, 1994).

Andererseits belegen Studien, dass die zellulére Sensibilitét gegentiber Zytostatika-Behandlung durch
die Expression des adenoviralen E1A-Proteins zunimmt (Sanchez-Prieto et al., 1996). Die anti-

tumoral e Eigenschaft des E1A-Proteins wird gegenwartig in klinischen Studien evaluiert.

Schlussfolgernd représentieren AdS5/3MDREL und Ad5/3MDRD24 innovative onkolytische Agenzien
fur die Therapie polychemoresistenter Ovarial- und Mammakarzinome, die durch heutige
Therapieoptionen nicht erreicht werden. Tumorreste, die durch Standard-Chemotherapeutika nicht
erreicht werden, repréasentieren potentielle Ziele fir eine lokale Virotherapie mit Ad5/3AMDREL und
Ad5/3MDRD24. Zudem konnte die gesteigerte Infektionseffizienz bel Verwendung von 5/3 Fiber-
chiméren CRAds im klinischen Einsatz eine verbesserte Penetration gynakol ogischer Tumore erzielen.
Unter Berufung auf die hohe MDR-Promotoraktivitét ist fur die klinische Anwendung einer MDR-
basierten Virotherapie eine schnelle und effiziente Onkolyse des Tumorgewebes zu erwarten. Das
Ausldsen der CRAd-Replikation innerhalb der ersten 48h nach Vektor-Administration ist essentiell,
um die Inaktivierung adenoviraler Partikel durch eine zdluldre Immunantwort zu verhindern. Wird
dennoch eine Immunantwort gegen Adenovirus-infizierte Tumorzellen ausgel0st, so konnte diese die
anti-tumorale Wirkung der Virotherapie verstérkten (Todo et al., 1999).

Die gesteigerte Gewebepeneration einerseits und die onkolytische Potenz der MDR-CRAdSs
andererseits konnten in der klinischen Anwendung eine Reduktion der verabreichten Vektordosis in
Relation zu nicht-replikativen adenoviralen Vektoren erlauben. Dadurch konnte die Gefahr einer
Immunantwort gegen den Vektor und das Risiko toxischer Nebenwirkungen reduziert werden.
Aufgrund der chemosensibilisierenden Wirkung konnte die vorangehende Administration von
Doxorubicin die anti-tumorale Effizienz einer MDR-vermittelten Virotherpie verstarken.

Im Hinblick auf eine klinische Virotherapie mit Ad5/3MDRD24 konnte die Insertion der D24-Deletion
in das MDR-CRAd-Genom flr Patienten eine Zunahme der Spezifitét der Virotherapie bedeuten, da
die Virusreplikation in ruhenden Somazellen verhindert wird.

Fortfihrende Studien sind notwendig, um den Mechanismus der MDR-Promotoraktivierung im
CRAd-Vektor aufzukldren. Im Tierversuch werden demnéchst in-vivo Effizienz, Toxizitét und

Biodistribution einer MDR1-regulierten Virotherapie fir chemoresistente Ovarialkarzinome evaluiert.
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5 Zusammenfassung

Konditional replikative Adenoviren (CRAdS) reprasentieren onkaolytische Agenzien, die gegenlber
nicht-replikativen Adenoviren (Ad) eine verbesserte Tumortransduktion bewirken. Die Virotherapie
mit CRAd-Vektoren nutzt die tumorspezifische Virusreplikation, um eine Lyse des Tumorgewebes zu
ezieden. Zie dieser Arbeit war die Entwicklung von CRAd-Vektoren, die hinsichtlich ihrer
Gentransferrate und Spezifitdt fur gynakologische Tumorerkrankungen optimiert wurden. Der
Promotor des Milchproteins ,humanes a-Lactalbumin® (ALA) eignet sich aufgrund der
brustspezifischen Expression fur die Therapie des Mammakarzinoms. Hingegen ermdglicht der
Zytostatika-induzierbare Promotor des multiple drug resistance gene 1 (MDR) das Erreichen von

chemoresistenten Karzinomen.

Bel de Charakteriserung der Promotoren wurde die ALA-Promotoraktivitét spezifisch in
Mammakarzinomzellen nachgewiesen. Neben der basalen MDR-Expression in Ovarialkarzinomzellen
wurde die Zytostatika-Responsivitét des MDR-Promotors in Doxorubicin-resistenten Tumorzelen
belegt.

Die Infektionsrate konnte bei gynakologischen Karzinomen durch die Modifikation der Ad-Fiber
gesteigert werden. Insbesondere primére Tumorzellen, die haufig resistent gegeniiber einer Adb-
Infektion sind, wurden effizient durch 5/3 Fiber-pseudotypisierte CRAdSs infiziert. Gleichzeitig wurde

die unspezifische Toxizitét des Ad5/3-Gentransfers an priméren Normal gewebszellen reduziert.

Die CRAd-Konstruktion erfolgte durch die Insertion der Kandidatenpromotoren in ein 5/3 Fiber-
pseudotypisiertes Ad-Genom, wobei die Expression des viralen immediate early gene E1A Uber den
ALA- bzw. MDR-Promotor reguliert wurde. Eine 24bp-Dée etion (D24) im E1A-Gen sollte die CRAG-

Replikation in ruhenden Normalzellen verhindern.

Das resultierende CRAd Ad5/3ALAD24 induzierte sowohl in etablierten als auch priméren
Mammakarzinomzellen spezifische Onkolysen, wahrend die Vitalitdt primérer Normal gewebszellen
nicht beeintréchtigt wurde. Die Tumorspezifitét einer AdS/3ALAD24 vermitteten Virotherapie wurde
durch die selektive Replikation in MaCa-Zdlen belegt. Aufgrund der Tumorspezifitét ist
Ad5/3ALAD24 potentiel fur die Virotherapie des metastasierten Mammakarzinoms geeignet.

Ad5/3BMDREL und Ad5/3MDRD24 ezidten bel  Primartumoren mit Polychemoresistenz
Zytotoxizitdten, die die Onkolysen der potenten Kontrollviren Ad5Wt und Ad5/3D24 iberstiegen. So
koénnten Ad5/3MDREL und Ad5/3MDRD24 in Kombination mit herkdmmlichen Chemotherapien die
Eliminierung polychemoresistenter Tumore ermdglichen, die durch heutige Therapieoptionen nicht

erreicht werden.
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Summary

Conditionally replicating Adenoviruses (CRAdS) represent innovative oncolytic agents for combined
chemo gene therapy to improve the outcome of advanced tumour disease. Virotherapy makes use of
CRAd vectors as CRAdSs sdlectively replicate in cancer tissues and induce oncolysis of permissive
tumour cells. Aim of this study was the optimisation of therapeutic CRAd vectors concerning gene

transfer efficiency and specificity for gynaecological tumour disease.

Performing luciferase reporter assays, the activity of the promoter of the human a-lactalbumin (ALA)
was specifically demonstrated in breast cancer cells. Beside the basal transcriptional activity of the
multiple drug resistance gene 1 (MDR) in ovarian cancer cdls, the MDR promoter activity was

induced in chemo resistant ovarian tumour cells.

The infection efficiency of adenoviral vectors was enhanced by 5/3 fiber pseudotyping in relation to
Ad5 vectors concerning gynaecological carcinomas. Particularly, clinical relevant primary tumours
which are often resistant to Ad5 infection were most efficiently transduced by 5/3 chimeric CRAdSs. In
addition, the unspecific toxicity to healthy normal tissue was dramatically reduced by 5/3 chimeric
CRAdS.

Regarding CRAd vector construction, the transcriptional targeting approach was introduced into a 5/3
fiber pseudotyped CRAd vector to increase both specificity and efficacy. Tight replication control was
achieved by the insertion of the ALA or MDR1 promoters regulating the expression of the early
adenoviral E1A gene. A 24bp deletion of the E1A gene (D24) aimed at the suppression of adenoviral

replication in quiescent cells.

The ALA promoter controlled CRAd Ad5/3ALAD24 selectively killed established breast cancer cdls
aswell as clinical relevant breast caner specimens. Moreover, the oncolytic activity of Ad5/3ALAD24
was strongly suppressed in healthy mammary cells proving tumour specificity. Replication studies
confirmed that the transcriptional activity of ALA selectively induced CRAd replication in cancer
cdls. Dueto its tumour specificity AdS5/3ALAD24 is potentially suited for the systemic virotherapy of
disseminated disease.

The outstanding potential of a MDR1 promoter regulated CRAd therapy was attested for advanced
chemo resistant carcinomas where traditional therapy options fail today. The oncolytic activities of
Ad5/3MDREL and Ad5/3MDRD24 were superior to the potent control virus Ad5wt and Ad5/3D24 in
chemo resistant gynaecological primary tumours. Therefore, the combination of chemotherapy and a

MDR-promoter regulated virotherapy represents a powerful tool for the elimination of chemo resistant

cancer cdls.
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7 Abklrzungen

% Prozent

e molarer Extinkti onskoeffizient

°C Grad Celsius

pm Micrometer

5/3 Fiberchimére aus Ad5 Fiber (tail, shaft) und Ad3 Fiber (knob)
Ad3 Adenovirus des Serotyp 3

Ad5 Adenovirus des Serotyp 5

ADA Adenosindesaminase

ADR Adriamycin (=Doxorubicin)

A.L.F. Automated Laser Fluorescent DNA Sequencer
Abb. Abbildung

ALA alpha-Lactalbumin

APS Amoniumpersulfat

Aqua dest. destilliertes Wasser

ATCC American type culture collection

bp Basenpaare

bzgl. beziiglich

bzw. bezi ehungsweise

ca. circa

CAR Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor

CCQ Carboxycholesteryl- modifizierte Chloroquine
cDNA komplementére DNA

GMP good manufacturing practice

CIP Calf Intestine Phosphatase

CMV immediate early Promotor des Cytomegal ovirus
CRAd konditional replikative Adenoviren

d.h. das hei %

dATP Desoxyadenosin-5"-triphosphat

dCTP Desoxycytidin-5-triphosphat

DEPC Diethyl pyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosin-5-triphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukl eotid-5-tri phosphat

DOPE 1,2-Dioleylglycerol-3-Phosphoethanolamin
Doxo Doxorubicin

DTT Dithiothreitol
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dTTP
E
E-Gene
E1A
EDTA
etal.
FCS
GAPDH
GCV

h

HS
HSVtk
i.h.a
i.p.

i.t.

i.v.

kb

kDa
L-Gene
Luc
MaCa
MCS
MDR
MDR1
min

ml
mol %
MRNA
MTS

nm
oD
oTC
OvCa
PBS

PCR
pfu
p.i.
RLU
RNA

Desoxythymidin-5"-tri phosphat

Extinktion

adenovirale frihe Gene (E1 bis E4)
adenoviralesimmediate early E1A Gen
Ethylendiamintetraacetat

und andere

fotales Kélberserum

Glycerinal dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Ganciclovir ([£]-9-[1,3-Dihydroxy-2-propoxymethyl]guanine)
Stunde

Pferde-Serum

Thymidin-Kinase aus Herpes ssmplex-Virus
intra hepatisch arteriell

intraperitoneal

intratumoral

intravends

Kilobasenpaare

Kilo-Dalton

adenovirale spéte Gene (L1 bisL5)
Luziferase

Mammakarzinom

multiple cloning ste

multiple drug resistance gene 1

multiple drug resistance gene 1

Minute

Milliliter

molare Prozent

messenger RNA

3-[4,5-Dimethylthiazol-2-2yl]-2,5-Diphenyl-Tetrazolium-Bromid

Stichprobenumfang

Nanometer

optische Dichte
Ornithintranscarbamylase
Ovariakarzinom
Phosphat-gepufferte Kochsalzl 6sung
Phenal : Chloroform : Iscamylalkohol (25:24:1)
Polymerasekettenreaktion

Plague forming unit

post infection

relative Lichteinheit

Ribonukleinsaure
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rpm
RT
RT-PCR
SCID
SDS

sek

S.u.

t

Taq
TBE
TCIDsgy
TEMED
Tris
TSG
TSP

u.g.
UN
Upm
UTP
uv

VP
Wit
z.B.
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rounds per minute
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR

Severe Combined Immune Deficiency
Natrium-dodecyl-Sulfat

Sekunde

siehe unten

Zet

Tag-Polymerase

Tris-Borat-EDTA

Tissue culture infectous dose

N, N, N, N-Tetramethylethylen-diamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tumorsuppressorgen
Tumorspezifischer Promotor

Unit (Enzymaktivitét)

unten genannte

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute
Uridin-5"-triphosphat
Ultraviolettes Licht

Volt

Virus Partikel

Wildtyp

zum Beispie
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8 Anhang

8.1 Promotorsequenzen

Promotor des humanen a-Lactalbumin (ALA)-Gens (761bp, Acc.No. X05153)

GATCTTCGAG CTCCTGECECT CAAGTGATCC ACCAGACTCG GCCTCCCAAA ATGCCGGGAT
TACAGGTGIG AGCCACTGTG CCTGGECCTAG ATGCTTTCAT ACAGECTTTT CAATTATGCA
TTTTCCTTAA GITAGGAAGTC TTAAGATCCA AGITATATCG GATTGITGTA GICTACGITC
CCATATTCTA TTCCTATTTC TGAGCCTTCA GICATGAGCT ACCATATTAA AGAACTAATT
CTGGEECCTTG TTACATGCECT GGATTGGITG GACAAGTGCC AGCTCTGATC CTGGGACTGT
GCCATGTGAT GACATACACC CCCTCTCCAC ATTCTGCATG TCTCTAGGEGG GGAAGGGGEA
AGCTCGGTAT AGAACCTTTA TTGTATTTTC TGATTGCCTC ACTTCTTATA TTGCCCCCAT
GCCCTTCTTT GITCCTCAAG TAACCAGAGA CAGIGCTTCC CAGAACCAAC CCTACAAGAA
ACAAAGGEECT AAACAAAGCC AAATGGEGAAG CAGGATCATG GITTGAACTC TTTCTGGCCA
GAGAACAATA CCTCGCTATGG ACTAGATACT GCGAGAGGEGA AAGGAAAAGT AGGGTGAATT
ATGGAAGGAA CCTGECAGEC TCAGCGITTC TGICTTGECA TGACCAGICT CTCTTCATTC
TCTTCCTAGA TGTAGECCTT GGTACCAGAG CCCCTGAGCEC TTTCTGCATG AATATAAATA
AATGAAACTG AGTGATGCTT CCATTTCAGG TTCTTGGECCCA

Promotor des multiple drug resistance gene 1 (420bp, Acc.No. X58723)

GATCTGATAT CATCGATGAA TTCCTTGCCC TTTCTAGAGA GGTGCAACGG AAGCCAGAAC
ATTCCTCCTG GAAATTCAAC CTGITTCGCA GITTCTCGAG GAATCAGCAT TCAGICAATC
CGGGECCEEEA GCAGTCATCT GIGGTGAGEC TGATTGECTG GGECAGGAACA GCGCCGEEEC
GIGGECTGAG CACAGCCCCT TCGCTCTCTT TGCCACAGGA AGCCTGAGCT CATTCGAGTA
GCCECTCTTC CAAGCTCAAA GAAGCAGAGG CCGCTGITCG TTTCCTTTAG GICTTTCCAC
TAAAGTCGGA GTATCTTCTT CCAAAATTTC ACGICTTGGT GGCCGITCCA AGGAGCGCGA
GGTAGGGGECA CGCAAAGCTG GGAGCTACTG GATCCTCTAG AGTCGACCTG CAGGCATGCA
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8.2 Primersequenzen

Primerbezeichnung Primersequenz

5'b-Aktin 5’-aga gat ggc cac ggc tgc tt-3°

3'b-Aktin 5’-att tgc ggt gga cga tgg ag-3”

5"GAPDH-Cy5 5’-cca tgg aga agg ctg ggg-3'*

3"GAPDH 5’-caa agt tgt cat gga tga cc-3°

5" ALA-Prom 5’-gaa gat ctt cga gct cct ggg ctc aag tga tcc acc aga c-3°
3’ALA-Prom 5’-ccc aag ctt ggg cca aga acc tga aat gga-3’
5°ALA-Notl 57-gcg gece geg agce tec tgg get caa gtg atc cac cag ac-3°
3"ALA-Xhol 57-ggg gct cga gcc aag aac ctg aaa tgg a-3”
5"MDR-Prom 5’- cga gct ctt acg cgt gct a-3”

3’'MDR-Prom 5"-aaa gcc tga cac ttg gga ac-3°

5"MDR-Notl 57-gcg gec gec ttg ccc ttt cta g-3°

3’"MDR-Xhol 5’-ctc gag agt agc tcc cag ctt-3

5"MDR-Expression-Cy5
3"MDR-Expression
5’Sequenzierprimer
3’Sequenzierprimer
5'SeqITR
3°Ad1124-1100
5'D24-L1

3'D24-R1

5-Ad5 Fiber-knob
5-Ad3 Fiber-knob
3"SeqMfefiber3
5'E3-L1

3'E3-R1
3"MDR-Intron
5"GAPDH-F

3’GAPDH-R-Cy5

5’-tca ttc gag tag cgg ctc tt-3"*

5’-ctt ctt tgc tcc tce att ge-3°

5’-cga cgt tgt aaa acg acg gcc ag-3'*
5’-cag gaa aca gct atg ac-3"*

5’-cgg gaa aac tga ata aga gga agt ga-3°
5’- att ttc act tac tgt aga caa aca t-3°
5’- gtc cgc ttt cta tgc caa ac-3°

5’- tca ccc tct tca tec teg te-3°

5’-agg cag ttt ggc tcc aat atc tgg-3°
5’-tta atg tag aac tat act ttg atg c-3°
5’-tgt ata agc tat gtg gtg gtg ggg-3°
5’-cct gaa aca cct ggt cca ct-3°
5’-gcc aca gtt agg gct tct ga-3°
5"-aaa gcc tga cac ttg gga ac-3°
5’-atg ctg gcg ctg agt acg t-3°

5’-ccc tge aaa tga gcec tac ag-3”
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8.3 Glossar Adenoviren
. Promotor
Name Vektor-Typ Fiber Promotor )
reguliertes Gen
Ad5D24RGD CRAd-Vektor Integrin-Bindemotif | adenoviraler E1A-Gen mit
(RGD) in der Fiber E1A-Promotor Deletion der pRb-
Bindedomaéne (D24)
Ad5D24 CRAd-Vektor Ad5 Fiber adenoviraler E1A-Gen mit
E1A-Promotor Deletion der pRb-
Bindedomaéne (D24)
Ad5Wt Adenovirus  Serotyp | Ad5 Fiber adenoviraler E1A-Gen mit pRb-
5, Wildtyp E1A-Promotor Bindedoméne
Ad5/3D24 CRAd-Vektor Fiberchimare aus | adenoviraler E1A-Gen mit
Ad5 tail und shaft | EIA-Promotor Deletion der pRb-
und Ad3 knob Bindedomaéne (D24)
Ad5/3MDRE1 | CRAd-Vektor Fiberchimare aus | Humaner E1A-Gen mit pRb-
Ad5 tail und shaft | MDR1-Promotor | Bindedomaéane
und Ad3 knob
Ad5/3MDRD24 | CRAd-Vektor Fiberchimare aus | adenoviraler E1A-Gen mit
Ad5 tail und shaft | EIA-Promotor Deletion der pRb-
und Ad3 knob Bindedomaéne (D24)
Ad5/3ALAD24 | CRAd-Vektor Fiberchimare aus | Humaner E1A-Gen mit
Ad5 tail und shaft ALA-Promotor Deletion der pRb-
und Ad3 knob Bindedomaéne (D24)
Ad5/3CMVLuc | Luziferase- Fiberchimare aus | CMV-Promotor Luziferase-
Expressions-Vektor Ad5 tail und shaft | des Reportergen
(DE1DES3) und Ad3 knob Cytomegalovirus
Ad5CMVLuc Luziferase- Ad5 Fiber CMV-Promotor Luziferase-
Expressions-Vektor des Reportergen
(DE1DE3) Cytomegalovirus
AdS5ALALuc Luziferase- Ad5 Fiber Humaner Luziferase-
Expressions-Vektor ALA-Promotor Reportergen
(DE1DE3)
Ad5MDRLuc Luziferase- Ad5 Fiber Humaner Luziferase-
Expressions-Vektor MDR1-Promotor | Reportergen
(DE1DE3)
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8.4 Adenovirale Titer

Virus VP/mI PFU/mI TCID/ml
Ad5D24RGD 2,3x10% 8,97x10° 4,5x10"
Ad5D24 2,6x10" 1,9x10" 9,5x10"
Ad5Wt 5,2x10% 3,2x10° 1,6x10"
Ad5/3D24 2,8x10% 3,2x10"° 1,6x10"
Ad5/3MDRE1 6,5x10™" 9,0x10° 4,5x10"
Ad5/3MDRD24 | 4,9x10™ 8,2x10° 4,1x10"
Ad5/3ALAD24 7,9x10" 3,0x10° 1,5x10"
Ad5/3CMVLuc 9,1x10" 7,2x10° 3,6x10"
Ad5CMVLuc 1,7x10" 1,4x10" 7,1x10"
Ad5ALALUC 1,8x10™ 1,9x10° 9,5x10°
Ad5MDRLuc 1,3x10™ 5,7x10° 2,8x10"
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8.5 Plasmidkarten
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pAd5CMVLuc
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pAd5/3MDRE1
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