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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Tumoren beim Menschen

Der Begriff ,Tumor” bezeichnet eine Neoplasie aus Organ- oder Gewebszellen, welche
durch unkontrollierte Proliferation gekennzeichnet ist, so dass die Homobostase
(Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zelltod) eines Gewebes gestort ist (Mommers
et al., 1999). Grundsatzlich unterscheidet man gutartige, sogenannte benigne Tumoren, von
bosartigen, sogenannten malignen Tumoren. Benigne Tumoren wachsen lokal, grenzen sich
von umliegendem Gewebe ab und haben nicht die Fahigkeit, ins benachbarte Gewebe
einzuwandern. Maligne Tumoren, die auch mit dem Begriff ,Krebs” bezeichnet werden,
wachsen ungeordnet und bestehen meist aus undifferenzierten Zellen, welche die Fahigkeit
aufweisen, in umliegende oder entfernte Gewebe einzudringen (Alberts et al., 2002;
Vogelstein and Kinzler, 1993). In vom Primdrtumor entfernten Geweben kdnnen sie erneut
zu einem Tumor auswachsen und sogenannte Metastasen bilden. Tumoren kénnen in jeder
Art von Geweben entstehen. Je nach Entstehungsort werden sie unterschiedlich eingeteilt.
Karzinome, die (iber 80 % aller malignen Tumoren ausmachen, entstehen aus Zellen des
Epithels (Valastyan and Weinberg, 2011).

Im Jahr 2008 war Krebs in den Industrienationen der Welt die hdufigste Todesursache
(World Health Organization, WHQ). Nach Schatzungen der International Agency for Research
of Cancer (IARC) gab es 2008 weltweit 12.7 Millionen neue Krebserkrankungen und 7.6
Millionen krebsbedingte Todesfille (American Cancer Society. Global Cancer Facts & Figures
2nd Edition. 2011). In Europa kam es im Jahr 2008 zu ca. 3.2 Millionen Neuerkrankungen und
1.7 Millionen krebsbedingten Todesfallen (Ferlay et al., 2010). In Deutschland war Krebs
2012 nach den kardiovaskuldren Erkrankungen weiterhin die zweithaufigste Todesursache
(Statistisches Bundesamt). Laut der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e. V.
(GEKID) und dem Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) kam es in Deutschland im Jahr 2010

zu rund 252,400 Neuerkrankungen bei Mannern und 224,900 bei Frauen. Die relative
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5-Jahres-Uberlebesrate der Patienten, die 2009 und 2010 erkrankten, lag fiir Manner bei
61 % und fur Frauen bei 67 %.

1.2 Karzinogenese

Die Karzinogenese (Tumorentstehung) ist ein mehrstufiger Prozess auf zelluldrer Ebene,
bestehend aus Initiation, Promotion und Progression (Weinstein, 1988). Der gesamte
Prozess kann sich liber einen Zeitraum von Jahrzehnten erstrecken (Hammoud et al., 2013).
Dabei haben erworbene Mutationen in der Erbsubstanz (DNA, deoxyribonucleic acid,
Desoxyribonukleinsdaure) somatischer Zellen eine besondere Bedeutung. Hierbei
unterscheidet man sogenannte passenger-Mutationen, die keinen Einfluss auf die
Zellproliferation nehmen, der Zelle somit auch keinen Wachstumsvorteil bieten (Greenman
et al., 2007; Vogelstein et al., 2013) und wohl nicht zur Entwicklung eines malignen Tumors
beitragen (Stratton et al., 2009) von sogenannten driver-Mutationen. Diese Mutationen
geben der Zelle einen Wachstumsvorteil und wirken entscheidend an der Karzinogenese mit
(Vogelstein et al.,, 2013). Wird solch eine Mutation nicht durch die zelluldren
Reparaturmechanismen beseitigt, bzw. die betroffene Zelle nicht durch den programmierten
Zelltod (Apoptose) aus dem Gewebe eliminiert, kann sich diese Mutation manifestieren
(Loeb and Loeb, 2000). Damit sich ein maligner Tumor entwickeln kann oder es gar zur
Ausbildung von Metastasen kommt, reichen einzelne Mutationen sehr wahrscheinlich nicht
aus. Im Laufe der Zeit und vieler weiterer Zellteilungen kdnnen weitere Mutationen
hinzukommen. Man nimmt heute an, dass fiir die Karzinogenese vieler Tumorarten
Mutationen in wenigstens vier Genen notwendig sind (Renan, 1993). Hierflir sprechen u. a.
Experimente beim Kolonkarzinom (Fearon and Vogelstein, 1990). Sequenzierungsstudien
offenbarten, dass solide Tumoren des Pankreas, der Prostata, der Brust und des
Kopf-Hals-Bereichs im Durchschnitt 45, 41, 33 bzw. 66 Mutationen aufweisen (Vogelstein et
al.,, 2013). Durch die Akkumulation von Mutationen erlangt die betroffene Zelle erst die
notigen Fahigkeiten, um einen malignen Phanotyp auszubilden. Solch eine mutierte Zelle
kann u.a. der Apoptose entkommen, unkontrolliert proliferieren, Angiogenese zur
Nahrstoffversorgung der Zellmasse induzieren, invadieren und Metastasen ausbilden
(Hanahan and Weinberg, 2011). Bei der Karzinogenese spielen drei Gruppen von Genen eine
wesentliche Rolle: 1) Die Tumorsuppressor-Gene, deren Expression in Tumorzellen haufig

reprimiert ist, 2) die Onkogene, die in einer malignen Tumorzelle oft liberexprimiert sind,
2
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und 3) die Reparatur- oder Stabilitatsgene, die durch Mutationen inaktiv sind (Vogelstein
and Kinzler, 2004; Vogelstein et al., 2000). Tumorsuppressor-Gene und Proto-Onkogene
kodieren fiir Proteine, die u. a. das Zellwachstum kontrollieren und den Zellzyklus regulieren.
Hierdurch wird u. a. das unkontrollierte Wachstum geférdert. Die Stabilitdtsgene sorgen fiir
die genomische Stabilitdt in einer Zelle. Bei Tumorsuppressor-Genen fiihren Mutationen zu
einer verringerten oder gestorten Funktion des Genprodukts und werden als loss of function
bezeichnet. In tber 50% der humanen Tumoren ist das Tumorsuppressor-Gen TP53
(Tumorprotein p53) mutiert oder sogar verloren gegangen (Feki and Irminger-Finger, 2004;
Hollstein et al., 1994; Hussain and Harris, 2006; Muller et al., 2011). Dieses Gen ist u. a. in
Tumoren des Kolon, des Osophagus, der Lunge, des Pankreas, der Haut, des Gehirns und der
Brust verandert (Greenblatt et al., 1994). In normalen Zellen ist TP53 fiir den Zellzyklusarrest
und die Regulierung der Apoptose zustandig (Brown et al., 2011; Muller et al.,, 2011;
Shangary and Wang, 2008). Ist die Funktion dieses Gens gestort, konnen DNA-Schaden in
Zellen nicht mehr repariert bzw. geschadigte Zellen nicht mehr durch die Apoptose abgebaut
werden. Als Folge haufen sich immer mehr Mutationen in den betroffenen Zellen an und
diese gewinnen immer mehr Wachstums- und Uberlebensvorteile gegeniiber den gesunden
benachbarten Zellen. Zuséatzlich fiihren TP53 Mutationen zu einer gesteigerten Invasivitat
der betroffenen Zellen und somit zu einer erhéhten Metastasierung (Wang et al., 2009). Ein
weiteres Beispiel fir ein haufig mutiertes Tumorsuppressor-Gen ist das APC-Gen
(adenomatous polyposis coli) (Boynton et al., 1992; Powell et al., 1992). In tber 50 % der
kolorektalen Karzinome liegt eine Mutation im APC-Gen vor (Powell et al., 1992).
Mutationen im APC-Gen kdénnen dazu fiihren, dass B-Catenin in der Zelle nicht mehr
abgebaut wird und es somit zu einer Akkumulation von B-Catenin im Zellkern kommt (Goss
and Groden, 2000; Korinek, 1997; Munemitsu et al., 1995). Dort tragt es zur Aktivierung von
Genen bei, die am Zellzyklus beteiligt sind und somit die Proliferation vorantreiben kénnen
(Shtutman et al., 1999).

Mutationen in Onkogenen koénnen diese konstitutiv aktivieren, wodurch das
Genprodukt zu Zeitpunkten und in zelluldren Zusammenhangen aktiv ist, zu und in denen
das Gen normalerweise inaktiv ware. Ein in vielen Tumoren dereguliertes Onkogen ist MYC
(Vita and Henriksson, 2006), das bei der Zellproliferation eine entscheidende Rolle spielt
(Bretones et al., 2015) und in vielen epithelialen Tumoren amplifiziert bzw. Gberexprimiert

ist (Deming et al., 2000; Liao and Dickson, 2000; Ross et al., 2013; Schleger et al., 2002). In
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bis zu 50 % der Mammakarzinome kann eine MYC-Amplifikation vorliegen (Deming et al.,
2000) und in bis zu 43 % der Pankreaskarzinome kann eine Uberexpression von MYC
detektiert werden (Schleger et al., 2002). Mutationen in den RAS-Genen KRAS, NRAS und
HRAS kommen in bis zu 30 % aller humanen Tumoren vor (Fernandez-Medarde and Santos,
2011). Pankreaskarzinome weisen sogar in 90 % der Falle eine Mutation in KRAS auf
(Downward, 2003). Punktmutationen im intrazelluldaren Signallbertrager RAS bewirken ein
konstitutiv aktives RAS-Protein (Bos, 1989; Neumann et al., 2009; Schubbert et al., 2007).
Dies wirkt GUber den MAPK-Signalweg positiv auf die Zellproliferation und kann somit die
Entwicklung von Tumoren fordern (Bos, 1989; Lisiansky et al., 2012; Nash et al., 2010).
Auftretende Mutationen oder Chromosomenschaden werden durch die sogenannten
Reparatur- oder Stabilitdtsproteine repariert. Werden die Gene dieser Proteine durch
Mutationen inaktiviert, fihrt dies zu einem Funktionsverlust des Proteins und damit zu einer
Akkumulation von DNA-Schiaden und zur chromosomalen Instabilitdt (Broustas and
Lieberman, 2014). Zwei bekannte Vertreter dieser Gruppe sind BRCA1 und BRCAZ2. Beide
Gene spielen u. a. bei der Entwicklung von Mamma- und Ovarialkarzinomen eine sehr grofe

Rolle (Esteller et al., 2000; Welcsh and King, 2001).

1.3 Metastasierung

Das entscheidende Merkmal epithelialer, maligner Tumoren ist die Metastasierung.
Diese bezeichnet die Neubesiedlung eines Gewebes oder Organs durch einzelne
Tumorzellen, die aus einem entfernten Primartumor (PT) Gber die Blut- oder LymphgefaRe
eingewandert sind. Bei einer Metastase handelt es sich nicht um eine neue Krebserkrankung
des Patienten, sondern um eine Ausdehnung der primaren Krebserkrankung. Primartumoren
konnen in der Regel durch chirurgische Resektionen gut entfernt werden (Valastyan and
Weinberg, 2011). In diesem Zusammenhang ist wichtig zu betonen, dass die wenigsten
Patienten aufgrund der Primartumoren versterben. Rund 90 % der krebsbedingten
Todesfélle sind der systemischen Ausbreitung, den Metastasen zuzuschreiben (Chaffer and
Weinberg, 2011; Gupta and Massagué, 2006). Dabei kdnnen sich Metastasen auch noch
Jahrzehnte nach Entfernung des Primartumors entwickeln (Hanahan and Weinberg, 2011).
Metastasen siedeln sich in anderen Organen oder Geweben an und kdénnen dort aufgrund
ihrer groBen rdaumlichen Ausdehnung oder hohen Anzahl zum Organversagen fihren.

Weitere Folgen kdnnen Infektionen und Blutungen sein (Inagaki et al., 1974, Klastersky et al.,
4
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1972), aber auch Kachexie (Loberg et al., 2007; Tisdale, 2010). Die Metastasierung ist
deshalb maRgebend fiir das Uberleben des Patienten. Trotz der groRen klinischen
Bedeutung fehlen noch immer die entscheidenden Erkenntnisse lber die genetischen oder
biochemischen Faktoren, die den Metastasierungsprozess entscheidend vorantreiben und
auch fiir ein Therapieversagen verantwortlich sind. Basierend auf der ,Seed-and-Soil“-
Theorie von Stephen Paget (iberleben die abgewanderten Tumorzellen nur dort, wo sie
glnstige Bedingungen finden und wachsen auch nur dann zu Metastasen aus (Paget, 1889).
Viele Karzinomarten praferieren bestimmte Organe und Gewebe, in die sie metastasieren.
Brustkrebszellen metastasieren bevorzugt in Knochen, Lunge, Gehirn und Leber (Patanaphan
et al.,, 1988), wohingegen das kolorektale Karzinom in die Leber und Lunge metastasiert
(Steeg, 2006). Prostatakarzinome metastasieren  hauptsachlich in  Knochen,
Pankreaskarzinome préaferentiell in die Leber (Hess et al., 2006). Ein recht neues Modell zur
Beschreibung der Ansiedlung von metastasierten Zellen ist das Konzept der pra-
metastatischen Nische. Dabei beschreibt die pra-metastatische Nische das Mikroumfeld, in
dem metastasierte Tumorzellen gute Lebens- und Wachstumsbedingungen vorfinden. Die
Tumorzellen missen in dieser Nische anwachsen und Uberleben kénnen, um von einer
Mikro- zu einer Makrometastase auszuwachsen (Psaila and Lyden, 2009). Interessanterweise
ist die Ausbildung der pra-metastatischen Nische offenbar ein Prozess, der aktiv von
Tumoren vorangetrieben wird. Dabei kdnnen sich hamatopoetische Vorlauferzellen offenbar
noch vor der Ankunft der Tumorzellen in den metastatischen Zielorganen ansiedeln und die
pra-metastatischen Nischen ausbilden, die dort fiir ein optimales Mikromilieu sorgen (Kaplan
et al., 2005). Diese werden durch inflammatorische Botenstoffe oder Wachstumsfaktoren,
die durch den Primartumor induziert oder sezerniert werden, an diese Stelle rekrutiert
(Hiratsuka et al., 2006, 2002; Sceneay et al., 2013). In diesen neugebildeten Nischen werden
durch die eingewanderten Zellen und die lokalen Stroma- und Endothelzellen zahlreiche
Wachstumsfaktoren, Chemokine, Adhéasionsmolekiile und Enzyme, welche die Matrix
degradieren, bereitgestellt (Hiratsuka et al., 2002; Kaplan et al., 2005).

Neben den genannten Faktoren spielt auch die anatomische Blutversorgung bei der
tumortypischen Organverteilung eine wichtige Rolle. So metastasieren gastrointestinale
Tumoren haufig in die Leber, da deren abgewanderten Tumorzellen aufgrund des
Pfortadersystems zundchst die Leber passieren (Gupta and Massagué, 2006). Die

neugebildeten Blutgefdlle der Tumoren sind im Vergleich zu normalen Blutgefdllen meist
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sehr durchlissig (Carmeliet and Jain, 2011), was den Ubertritt von Tumorzellen aus dem

Gewebe in den Blutstrom erleichtern kann.

1.3.1 Invasions- und Metastasierungskaskade

Eine klinisch detektierbare Makrometastase stellt den Endpunkt einer Reihe von
komplexen Ereignissen dar (Nguyen et al., 2009; Valastyan and Weinberg, 2011). Wie in
Abbildung 1.1 dargestellt, miissen Zellen zundachst den Primartumor verlassen und in das
umliegende Gewebe einwandern. Dieser Vorgang wird als lokale Invasion bezeichnet.
Hierbei miissen die Tumorzellen in einem ersten Schritt die Basalmembran durchbrechen.
Mithilfe von MMPs (Matrix Metalloproteinasen) wird die Collagen IV-haltige Basalmembran
fiir die metastasierenden Tumorzellen durchlassig gemacht (Groblewska et al., 2012). Nach
heutiger Auffassung miissen die Tumorzellen den reversiblen zellbiologischen Prozess der
epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) einleiten, um sich aus dem epithelialen
Zellverband l6sen und in das umliegende Gewebe einwandern zu kénnen (1.3.2). Aus dem
umliegenden Gewebe gelangen die Zellen dann zu Blut- oder LymphgefdRen, in welche sie
Ubertreten koénnen. Durch diesen Prozess der Intravasation gelangen die Zellen in ein
Mikromilieu, in dem sie zunéachst Gberleben missen. Metastasierende Tumorzellen sind in
der Blutzirkulation Scherkraften, Immunzellen und Anoikis, begriindet durch den Verlust des
Kontaktes zur extrazellularen Matrix (extracellular matrix, ECM), ausgesetzt (Guo and
Giancotti, 2004; Steeg, 2006). Eine Interaktion mit Thrombozyten kann die Tumorzellen vor
Immunzellen abschirmen und vor Scherkraften schiitzen (Egan et al., 2014; Nieswandt et al.,
1999). Die Zellen, die Uberleben, arretieren an einer Gefallwand, ggf. weit entfernt vom
Primartumor, und wandern aus dem GefaR in das dort umliegende Gewebe ein (Kim et al.,
1998). CD11b-positive Makrophagen unterstltzen die Tumorzellen bei der Wanderung aus
dem Gefadll in das umliegende Gewebe (Qian et al., 2009). Dieser Prozess wird als
Extravasation bezeichnet. Dieser Vorgang ist in der Regel schwieriger als die Intravasation,
da die Gefalle in den Zielorganen der Metastasierung intakt sind. In der Leber hingegen
konnen (ber Blutgefdle eingewanderte Tumorzellen eine inflammatorische Antwort
auslosen, die zu einer erhohten Expression von Adhéasionsproteinen fiihrt. Hierdurch kdnnen
zirkulierende Tumorzellen (CTCs, 1.6) besser an die LebergefaRe binden (Auguste et al.,
2007). Durch das Bone Sialoprotein und das Chemokin Osteonectin werden Mamma- und

Prostatatumorzellen in die Knochen gelockt (lbrahim et al., 2000; Jacob et al., 1999). Einige
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Tumoren konnen liber die VEGFR-1-Tyrosinkinase die Expression der matrixdegradierenden
MMP9 (Matrix Metalloproteinase 9) in Lungenendothelzellen induzieren, was zu einer
leichteren Invasion der Tumorzellen in das Gewebe fiihren kann (Hiratsuka et al., 2002).
Unter fur die Tumorzellen glnstigen Bedingungen konnen diese in den Zielorganen
Uberleben und zu einer klinisch detektierbaren Makrometastase auswachsen (Valastyan and

Weinberg, 2011).

Intravasation

Primére Tumorbildung
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Abbildung 1.1: Invasions- und Metastasierungskaskade. Der Weg zu einer klinisch detektierbaren
Makrometastase beginnt nach der primadren Tumorbildung durch die lokale Invasion einzelner Tumorzellen in
das umliegende Gewebe. Von dort aus gelangen die Zellen durch Intravasation in die Zirkulation. Wenn die
Zellen Uberleben, wandern sie mit dem Blutstrom an vom Tumor weit entfernte Stellen im Kérper und
arretieren an der GefaBwand. Daraufhin wandern die Zellen aus dem GefaR aus (Extravasation) und bilden sich
zu klinisch detektierbaren makroskopischen Metastasen aus, wenn die Bedingungen zum Uberleben im neuen
Mikro-Umfeld stimmen.

1.3.2  Epithelial-mesenchymale Transition

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet einen reversiblen Prozess,
durch den epitheliale Zellen durch zellbiologische Verdnderungen mesenchymale
Eigenschaften erlangen. Dieser Vorgang spielt eine entscheidende Rolle wahrend der
Embryogenese und der Wundheilung (Hay, 2005; Kalluri and Weinberg, 2009). Doch auch bei
der Metastasierung (1.3.1) ist dieser Prozess von groRer Bedeutung. Beim Ubergang vom
epithelialen zum mesenchymalen Phanotyp kommt es zum Verlust der Zell-Zell-Kontakte
und der Zellpolaritdt. Darliber hinaus erlangen die Zellen migratorische und invasive
Eigenschaften, was zu einer erhohten Motilitdt der Zellen flhrt (Kalluri and Weinberg, 2009;

Thiery et al.,, 2009). Bei der EMT werden epitheliale Proteine, wie E-Cadherin und
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Cytokeratine (CK) herunterreguliert und die Expression mesenchymaler Proteine wie
Vimentin und N-Cadherin induziert (Sigurdsson et al.,, 2011). Die verdnderten
Gen-Expressionsmuster fuhren zunachst zur Schwachung der Zell-Zell-Kontakte, wodurch
sich die Zellen aus dem Gewebeverband des Primartumors l6sen kdnnen (Chu et al., 2006).
Die invadierenden Eigenschaften helfen bei der Auflésung der Basalmembran (BM) und der
ECM (Jorda et al., 2005; Miyoshi et al., 2004). Die EMT verhilft den Tumorzellen somit zu
migratorischen und invasiven Eigenschaften, wodurch die Zellen die Fahigkeit erlangen, aus
dem Primartumor in das umliegende Gewebe einzuwandern. Ausgestattet mit diesen neuen
Eigenschaften konnen die Zellen Anschluss an das Gefasystem erlangen und somit in
Regionen des Korpers vordringen, die weit entfernt vom Primartumor liegen kénnen. Wenn
sich die Tumorzellen ansiedeln und beginnen auszuwachsen, wird der umgekehrte Vorgang
der mesenchymal-epithelialen Transition (MET) eingeleitet. Hierdurch nehmen die
Tumorzellen wieder einen epithelialen Phanotyp an, proliferieren und konnen schlielRlich zu
Metastasen auswachsen (Valastyan and Weinberg, 2011) (1.3.1). In Abbildung 1.2 ist
schematisch der Ablauf der EMT (A) und der MET (B) dargestellt.

A)
LILJL) AL LALAL) AL LILAL) ne
L AL al FI [ ] Fl
AL AL LILIL LILIL
000000000 Iﬁjolll0llll IF].I.I.U 28 @ e
- P o - P b o - - ) Leukozyt
CE=E1 =T =T1T=° =1 =1 =1 =1 =l =1 = 1T =) ( ) Endothelzelle
E-Cadherin N-Cadherin i
Cytokeratine Vimentin Epithelzelle
Laminin-1 Fibronektin

Tumorzelle vor EMT/nach MET

Invasive Tumorzelle/CTC

' Tumorzelle nach EMT/vor MET

Ausléser fiir EMT

N-Cadherin E-Cadherin
Vimentin Cytokeratine
Fibronektin Laminin-1

Abbildung 1.2: Rolle der EMT und MET wahrend der Metastasierung. A) In einem Primartumor wird in einer
Zelle die EMT ausgeldst. In dieser Zelle wird die Expression epithelialer Marker wie E-Cadherin
herunterreguliert, wohingegen die Expression mesenchymaler Marker wie N-Cadherin induziert wird. Diese
Zelle erlangt mesenchymale Eigenschaften, so dass sie aus dem Primdrtumor in das umliegende Gewebe
migrieren und in die Zirkulation invadieren kann. B) Tumorzellen, die nach einer EMT in der Zirkulation
Uberleben, wandern an anderer Stelle in das umliegende Gewebe wieder ein. Dort bilden diese Zellen eine
Mikrometastase, die allmahlich aufgrund einer MET wieder ihre epithelialen Eigenschaften zuriickerlangen und
zu einer Makrometastase auswachsen kann. EMT = Epithelial-mesenchymale Transition,
MET = Mesenchymal-epitheliale Transition.
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1.4 Minimale Resterkrankung bei soliden, malignen Tumoren

Der Begriff der minimalen Resterkrankung (minimal residual disease, MRD) wurde
zunachst nur im Zusammenhang mit malignen hamatopoetischen Systemerkrankungen
verwendet. Hier bezeichnet die MRD die nach dem Erreichen einer klinischen Remission im
Korper des Patienten verbleibenden, residualen Zellen. Bei soliden, malignen Tumoren ist
die operative Entfernung des Primartumors die kurative Therapie der ersten Wahl. Obwohl
ein Patient nach einer erfolgreichen Operation des Primartumors aufgrund klinischer
Nachweisverfahren (z. B. bildgebende Diagnostik) als tumorfrei gilt, kann es dennoch zur
Metastasenbildung kommen (Ignatiadis and Reinholz, 2011; Riethdorf and Pantel, 2010).
Dies deutet auf Tumorzellen hin, die nicht mit dem Primartumor entfernt wurden und auch
nicht mit den klinischen Methoden nachzuweisen waren. In den 1980er Jahren wurden
erstmals mittels experimenteller Methoden epitheliale Zellen im Knochenmark von
Karzinompatienten entdeckt (Dearnaley et al., 1981; Mansi et al., 1987; Schlimok et al.,
1987). Somit wurde der Begriff der MRD auch auf solide Tumorerkrankungen tbertragen. Da
die MRD auf wenigen bis einzelnen Zellen beruht, kann sie nicht rein morphologisch
detektiert und beurteilt werden (Moss, 1999). Methoden wie die Polymerasekettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR), die auf der Analyse tumorassoziierter Gene beruht oder
die Immunhistochemie, welche die Expression intrazellularer —Marker oder
Oberflaichenmarker untersucht, bieten sensitivere Moglichkeiten zur Detektion dieser
MRD-Zellen. Derzeit gibt es noch keinen spezifischen Marker, der zuverldssig MRD-Zellen
identifizieren und der auch fiir verschiedene Tumorarten angewendet werden kann. Als
Indikatororgane haben sich mesenchymale Gewebe wie Knochenmark (KM), Lymphknoten
(LK) und Blut etabliert, in denen die Tumorzellen aufgrund ihres epithelialen Phanotyps
detektiert werden konnen. In den gangigen Immundetektionsfarbungen werden daher
epithelspezifische Marker untersucht (Pantel et al., 1994), die von mesenchymalen Zellen
Ublicherweise nicht exprimiert werden. Am haufigsten werden hierbei Antikérper gegen
Cytokeratine oder das epitheliale Zelladhdsionsmolekil (epithelial cell adhesion molecule,
EpCAM) verwendet (Schlimok et al., 1987). Solche Tumorzellen, die in Knochenmark und
Lymphknoten detektiert werden koénnen, werden als disseminierte Tumorzellen
(disseminated tumor cells, DTCs) bezeichnet, und solche, die im Blut aufgesplirt werden, als

zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs).
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1.5 Prognostische Bedeutung der minimalen Resterkrankung

Bei vielen soliden Tumorerkrankungen konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen im
Blut, Knochenmark und in den Lymphknoten vorzufinden sind (Driemel et al., 2014; Hartkopf
et al., 2012; Karhade et al., 2014; Seeberg et al., 2015). Zahlreiche Studien beschreiben, dass
das Auftreten dieser Zellen in einigen Karzinomen mit einer schlechten Prognose einhergeht
(Cohen et al., 2009; Cristofanilli et al., 2004, 2005; Krebs et al., 2011; Moreno et al., 2005;
Okegawa et al., 2009; Uenosono et al., 2013). Am besten untersucht ist die MRD beim
Mammakarzinom, fur das DTC-Daten im Knochenmark von Uber 4.000 Patientinnen
verfligbar sind (Braun et al., 2005). Das Auffinden EpCAM-positiver Zellen in tumorfreien
Lymphknoten gilt als unabhangiger prognostischer Faktor flir das Gesamtiiberleben beim
Pankreaskarzinom und dem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom (Hosch et al.,, 1997;
Kubuschok et al., 1999). Ebenfalls konnte beim Osophaguskarzinom festgestellt werden,
dass eine EpCAM-Expression auf DTCs im Knochenmark mit einem schlechteren Uberleben
der Patienten korreliert (Driemel et al., 2014). Auch bei lymphatischen DTCs gibt es fiir das
Mammakarzinom die (iberzeugendsten Daten an Uber 1.000 Patientinnen, die deutlich den
prognostischen Einfluss von einzelnen DTCs zeigen (de Boer et al., 2009). MRD-Zellen
konnen auch als CTCs identifiziert werden, deren Nachweis in der klinisch metastasenfreien
Situation ebenfalls mit einer schlechten Prognose verbunden ist (Lucci et al., 2012; Rack et
al., 2014). Da die Blutuntersuchungen klinisch weniger aufwendig sind als Knochenmarks-
oder Lymphknotenbiopsien, sind die CTCs in den Mittelpunkt des klinischen Interesses
gerickt. Zur Zeit spielen sie aber weniger in der MRD, sondern vor allem in der
metastasierten Situation, in der sie haufiger detektierbar sind, eine klinisch relevante
prognostische Rolle. CTCs sind bei metastasierten Mammakarzinomen mit einem
reduzierten progressionsfreien Uberleben (progression-free survival, PFS) und einem
reduzierten Gesamtilberleben (overall survival, 0OS) assoziiert (Botteri et al., 2010;
Cristofanilli et al., 2004; Hayes et al., 2006; Rack et al., 2014). In metastasierten Prostata-
und Kolonkarzinomen sind CTCs ebenfalls mit einem verkiirzten Uberleben assoziiert (de
Bono et al., 2008; Cohen et al., 2009).

Auch wenn DTCs und CTCs noch keine entscheidende Rolle in der Diagnostik spielen, ist
der aktuellen Fassung fiir die TNM-Klassifikation (T =Tumor, N = Nodal, Lymphknoten,
M = Metastase), die der standardisierten Darstellung der anatomischen Tumorausbreitung

dient, die Kategorie cMO(i+) hinzugefligt worden, die den Nachweis von Krebszellen im Blut
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oder Knochenmark bzw. eine Ansammlung von Krebszellen (< 0.2 mm) in nicht-regionalen
Lymphknoten beschreibt. Bei diesen Patienten gibt es keinen klinischen oder

symptomatischen Hinweise auf Metastasen (Lianidou et al., 2013).

1.6 Zirkulierende Tumorzellen (CTCs)

CTCs sind Krebszellen, die sich vom Primartumor entfernt haben und im Blut
nachgewiesen werden konnen. Sie haben in den letzten Jahren im Forschungsfeld der
Metastasierung an Bedeutung zugenommen. Es besteht die Hoffnung, dass CTCs als
Surrogatmarker fir die systemische Krebserkrankung den Erfolg einer Therapie anzeigen und
zu einer Verbesserung der Therapie beitragen konnen. Des Weiteren erhofft man sich durch
die Analyse der CTCs neue therapeutische Ziele und Mechanismen der Resistenzentwicklung
zu entdecken, mehr liber den Metastasierungsprozess in Krebspatienten zu erfahren, sowie
einen Uberblick (iber den Krankheitsverlauf zu erhalten (Alix-Panabiéres and Pantel, 2013).
Im Gegensatz zu Ublichen aufwendigen oder schmerzhaften Gewebe- oder
Knochenmarksentnahmen bietet die Analyse der CTCs in Blutproben eine gute Alternative.
Dariber hinaus ist solch eine liquid biopsy (flissige Biopsie) fir mehrfache Untersuchungen
wiederholt verfligbar.

CTCs konnen durch passive Prozesse wie Einschwammen und Abschilfern in die
Blutzirkulation gelangen (Tjensvoll et al., 2014) oder durch aktive Prozesse die Fahigkeit
erlangen, sich aus dem Zellverband des Primartumors zu 16sen und so die Blutzirkulation zu
erreichen. Es wurde auch beschrieben, dass CTCs wieder in den Primartumor oder in das
Ursprungsorgan des Tumors zurickwandern und dort den Tumor mit eventuell
aggressiveren metastatischen Zellen infiltrieren bzw. ein Rezidiv bilden. Dieser Vorgang wird
als tumor self-seeding bezeichnet (Kim et al., 2009) und wurde bislang nur iberzeugend in
Xenograftmodellen beschrieben. Es ist davon auszugehen, dass die meisten CTCs im
Blutstrom absterben. Man vermutet, dass von den Zellen, die Uberleben, etwa 0.01 % in
einer anderen Region des Korpers das Gewebe infiltrieren und dort potentiell zu einer
Metastase heranwachsen konnen (Tjensvoll et al., 2014). In Patienten mit Karzinomen der
Brust, des Kolons und der Prostata konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der CTCs als
prognostischer Marker herangezogen werden kann (de Bono et al., 2008; Cohen et al., 2009;
Cristofanilli et al., 2004). Das Vorliegen von > 1 CTC/7.5ml Blut in Patienten mit

nicht-metastasierten Tumoren zeigt bereits ein vermindertes Gesamtiiberleben an (Bidard
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et al., 2010; Lucci et al., 2012; Rack et al., 2014; Thalgott et al., 2013). In der metastasierten
Situation liegt die Schwelle fiir einen ungiinstigen Krankheitsverlauf bei 23 CTCs pro 7.5 ml
Blut fur das kolorektale Karzinom bzw. bei > 5 CTCs fiir Mamma- und Prostatakarzinome
(Cohen et al., 2008; Danila et al., 2011). Diese CTC-Zahlen konnten in 26 - 49 % der Patienten
mit metastasierten Tumoren detektiert werden (Danila et al., 2011). Es besteht nun die
Hoffnung, dass CTCs nicht nur als prognostischer Marker dienen, sondern auch zur
Therapieentscheidung und Therapielilberwachung eingesetzt werden koénnen. Sollte
beispielsweise wahrend oder nach einer systemischen Therapie mehr CTCs im Blut des
Patienten auftreten als zu Beginn der Therapie, konnte dies ein Therapieversagen bzw. die
Entwicklung einer Therapieresistenz anzeigen. In diesem Fall kdnnte die Therapie umgestellt
werden. Insbesondere molekulare Therapieverfahren orientieren sich bislang vor allem an
den Eigenschaften des Primartumors. Doch systemisch gestreute Krebszellen kdnnen
bezliglich des therapeutischen Ziels veranderte Geno- und Phdnotypen gegeniliber dem
Primartumor aufweisen, die ein Therapieversagen zur Folge haben konnen (Klein, 2009;
Pantel and Alix-Panabiéeres, 2010). Die molekulare Analyse der CTCs kdnnte daher einen
wichtigen Hinweis auf die Wahl und die Effektivitat der geeigneten Therapie geben. Es gibt
u. a. beim Brustkrebs Hinweise darauf, dass CTCs Resistenzen gegeniiber giangigen Therapien
anzeigen konnen (Aktas et al., 2009; Schneck et al.,, 2013). So konnte beim Brustkrebs
gezeigt werden, dass bei HER2-negativen Primartumoren CTCs positiv flir HER2 (human
epidermal growth factor receptor 2, humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor) sein
konnten oder umgekehrt (Fehm et al., 2010; Liu et al., 2013; Pestrin et al., 2009). Ebenfalls
wurden Unterschiede bezlglich des Hormonrezeptorstatus zwischen Primartumoren und
CTCs beschrieben (Banys et al., 2013). Dies kdnnte bei der zielgerichteten oder endokrinen
Therapie des Brustkrebses zu einer eventuell unzureichenden oder gar falschen Therapie
fiihren. Die molekulare Analyse der CTCs bietet die Moglichkeit, die biologischen
Eigenschaften der systemischen Erkrankung aufzudecken und die Therapie moglicherweise

anzupassen (Pantel and Alix-Panabiéeres, 2010).

1.7 Methoden zur Anreicherung und Detektion von CTCs

Die Detektion und molekulare Charakterisierung von CTCs ist einer der aktivsten
Bereiche der translationalen Krebsforschung (Alix-Panabiéres and Pantel, 2013). Aufgrund

ihrer geringen Anzahl im peripheren Blut von Krebspatienten und ihrer relativ unbekannten
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Eigenschaften ist die Detektion und lIsolierung dieser Zellen weiterhin limitiert (Yu et al.,
2011). Deshalb werden sehr prazise und zuverldssige Methoden bendtigt, um diese seltenen
Zellen zu detektieren und zu isolieren. Im Laufe der letzten Jahre wurden viele verschiedene
Methoden und Plattformen entwickelt, um CTCs anzureichern, zu zdhlen und fir
anschlieffende Charakterisierung und molekulare Analysen zu isolieren (Greene et al., 2012).
Aufgrund der geringen Anzahl an CTCs fiihrt der Weg an einer Anreicherung dieser Zellen in
den meisten Fallen nicht vorbei. Zur Anreicherung und Detektion dieser Zellen werden in der
Regel Antikorper gegen Marker eingesetzt, die nicht von Blutzellen exprimiert werden. Da es
bislang noch keinen spezifischen CTC-Marker gibt, kommen vor allem epitheliale Marker

zum Einsatz (1.4).

1.7.1 Die Rolle von EpCAM bei der Isolierung und Detektion von CTCs

Das epitheliale Protein EpCAM wurde 1979 erstmals bei Kolonkarzinomen als
tumorassoziiertes Protein beschrieben (Herlyn et al., 1979). EpCAM ist in vielen normalen
epithelialen Geweben exprimiert, jedoch nicht in Plattenepithelien und in adulten
Hepatozyten (Went et al.,, 2004; Winter et al., 2003). Die Expression von EpCAM ist
weitgehend auf epitheliale Gewebe beschrankt, so dass die meisten Blutzellen keine
EpCAM-Expression zeigen (Balzar et al., 1999; Went et al., 2004). In vielen humanen
Tumoren ist EpCAM (berexprimiert (Went et al., 2004). EpCAM ist derzeit der am haufigsten
genutzte Marker, um CTCs im Blut von Krebspatienten aufzuspiiren. Viele etablierte Systeme
nutzen EpCAM, um CTCs in einer Patientenprobe zu erfassen (Cristofanilli et al., 2004; Harb
et al., 2013; Nagrath et al., 2007; Stott et al., 2010). Es zeigt sich aber auch, dass EpCAM kein
zuverlassiger Marker ist. Steinert et al. konnten beweisen, dass CTCs des kolorektalen
Karzinoms eine Herabregulation der EpCAM-Expression gegeniiber dem Primartumor
aufweisen (Steinert et al., 2014). Zellen eines Subtyps des Mammakarzinoms zeigten einen
mesenchymalen Phanotyp mit starker TWIST1- und VIM- (Vimentin) Expression und konnten
aufgrund der fehlenden oder stark verminderter EpCAM-Expression im CellSearch®-System
nicht oder nur partiell isoliert werden (Sieuwerts et al.,, 2009). In einem
Xenograftmausmodell konnte gezeigt werden, dass die Expression von EpCAM durch eine
EMT herunterreguliert werden kann. EpCAM-positive Tumorzellen wiesen nach Injektion in
die Blutzirkulation der Maus keine EpCAM-Expression mehr auf, wohingegen die Expression

mesenchymaler Marker hochreguliert war (Gorges et al., 2012). Einen weiteren Einfluss auf
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die Regulation der EpCAM-Expression kann die Methylierung des EpCAM-Promotors haben
(Tai et al., 2007). Driemel et al. beobachteten, dass bei EpCAM-positiven Primartumoren des
Osophagus EpCAM-negative DTCs zu finden sind. Dariiber hinaus zeigte sich, dass
EpCAM-positive Lungenkarzinom-Zellen nach Induktion der EMT eine Reduktion von EpCAM
auf mRNA-Ebene aufwiesen (Driemel et al., 2014). Ist EpCAM auf CTCs herabreguliert, so
flihrt dies dazu, dass eine Zellpopulation nicht isoliert wird und somit unentdeckt bleibt.
Daher konnte eine weitergehende Erforschung und Charakterisierung solcher
EpCAM-negativer CTCs zur Entdeckung neuer Tumormarker und ggf. auch neuer

therapeutischer Zielstrukturen beitragen.

1.7.2  Anreicherung von CTCs durch immunomagnetische Selektion

Die immunomagnetische Selektion ist die am haufigsten verwendete Methode, um CTCs
anzureichern. Hierbei werden Antikérper verwendet, die mit Magnetpartikeln konjugiert
wurden. Entweder sind die Antikorper gegen Antigene auf den Blutzellen gerichtet, wie z. B.
CD45, oder gegen Antigene auf den CTCs selbst, z. B. EpCAM (Ellis et al., 2003; Liu et al.,
2011; Molloy et al., 2008). Somit kénnen mithilfe eines Magneten CTCs von Blutzellen
separiert werden. Die CTCs kdnnen anschlieRend gezdhlt werden oder fir weitere Analysen
aufbereitet werden (1.7.6).

Eine automatisierte Anreicherung bietet das von der FDA (U.S. Food and Drug
Administration) zugelassene CellSearch®-System der Firma (Fa.) Veridex. Bei diesem
Verfahren werden CTCs zunachst immunomagnetisch iber EpCAM angereichert. Um die
Zellen darstellen zu kdnnen, findet im Anschluss im selben System die Detektion der CTCs

Uber die Expression von Cytokeratinen statt (1.7.6).

1.7.3  Anreicherung der CTCs liber die Dichte der Zellen

Bei der Dichtegradientenzentrifugation werden die CTCs aufgrund ihrer Dichte
angereichert. Hierbei wird haufig Ficoll verwendet, ein hydrophiles
Saccharose-Epichlorhydrin-Kopolymer mit einer Dichte von 1.077 g/ml (Bohrer et al., 1979;
Bgyum, 1976). PBMCs (peripheral blood mononuclear cells, mononukledre Zellen des
peripheren Bluts) weisen eine Dichte von < 1.077 g/ml auf, wohingegen Erythrozyten und

Granulozyten eine Dichte von >1.077 g/ml haben (Morgan et al., 2007). Bei einer
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Dichtegradientenzentrifugation wird eine Blutprobe vorsichtig auf das Ficoll geschichtet. Bei
der anschlieBenden Zentrifugation sammeln sich CTCs aufgrund ihrer ahnlichen Dichte wie
PBMCs zusammen mit diesen in einer Schicht oberhalb des Gradienten. Erythrozyten und
Granulozyten migrieren aufgrund einer groBeren Dichte durch den Gradienten und sammeln
sich darunter am Boden des Reaktionsgefalles (Bgyum et al., 1991; Morgan et al., 2007;
Phillips et al., 2012). Der Nachteil des Ficoll-Gradienten liegt in der unspezifischen
Anreicherung der Zellen, die sich bei unsachgemaBer Anwendung auch in anderen Schichten
des Gradienten ansammeln kdnnen.

Beim OncoQuick®-Verfahren werden die CTCs aufgrund eines speziellen Trennmediums
und einer pordsen Trennscheibe zusammen mit Thrombozyten angereichert (Miller et al.,
2005). Die Trennscheibe verhindert, im Gegensatz zur Verwendung von Ficoll, eine
Kreuzkontamination der verschiedenen Zellschichten (Sun et al., 2011).

Eine interessante Moglichkeit CTCs {ber ihre Dichte anzureichern, bietet die
Leukapherese, ein Verfahren, welches unter anderem zur Gewinnung von Blutstammazellen,
die in der Behandlung von Leukdmien Verwendung finden, genutzt wird (Greene et al.,
2012). Mithilfe der Leukapherese konnen WBCs (white blood cells, weilRe Blutkdrperchen,
Leukozyten) bzw. PBMCs aus dem Blut eines Patienten angereichert und isoliert werden. In
herkdmmlichen Anreicherungsverfahren wie der Dichtegradientenzentrifugation oder dem
CellSearch®-System koénnen nur geringe Mengen Blut eines Patienten eingesetzt werden
(CellSearch® = 7.5 ml). Ein Vorteil der Leukapherese gegeniiber diesen Methoden besteht
darin, dass das gesamte Blutvolumen eines Patienten mehrfach prozessiert werden kann
(Eifler et al., 2011; Fischer et al., 2013). Aufgrund dessen kann die Anzahl der gewonnenen
WBCs und somit auch die der CTCs erheblich gesteigert werden. Um mehr CTCs fiir klinische
Untersuchungen der systemischen Erkrankung zu gewinnen, bietet die diagnostische
Leukapherese (DLA) eine gute Moglichkeit. Hierbei werden bis zu 6| Blut eines Patienten
prozessiert. Im Durchschnitt werden 2.3 ml der DLA-Probe analysiert, was einem

Blutvolumen von ca. 60 ml entspricht (Fischer et al., 2013).

1.7.4  Anreicherung von CTCs basierend auf der ZellgroRRe

Eine weitere Moglichkeit zur Anreicherung von CTCs bietet die GroRenselektion, da CTCs
mit einer GréRe von 8-11 um in der Regel groBer als Blutzellen sind. Hierzu kénnen

filterbasierte Methoden eingesetzt werde. Das ISET-Verfahren (Isolation by Size of Epithelial
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Tumor Cells) verwendet einen Filter mit einer Porengrofle von 8 um und ermdoglicht die
Farbung der Zellen direkt auf dem Filter oder auch die Isolierung der Zellen fir
anschlielende molekulare Untersuchungen (Vona et al., 2000). Da es aber auch durchaus
moglich ist, dass CTCs kleiner als normale Epithelzellen sind (Marrinucci et al.,, 2007),
konnten solche CTCs mit dieser Methode nicht erfasst werden. Eine Weiterentwicklung,
welche die unterschiedlichen GroBen der CTCs berlicksichtigt, wurde von der Gruppe um
Mohamed entwickelt (Mohamed et al., 2009). Bei dieser Methode lauft die Blutprobe durch
Kandle, deren Durchmesser von anfangs 20 um stufenweise bis auf 5 um abnimmt. Der
Vorteil dieser Methoden ist, dass sie eine schnelle Isolierung der CTCs bieten. Ein Nachteil
dieser Verfahren konnten die Scherkrafte wahrend der Filtration sein, denen die Zellen
ausgesetzt sind und die zur Zerstorung und damit Nichtnachweisbarkeit von CTCs fiihren

kénnen.

1.7.5 Mikrofluidik-basierte Systeme

Um CTCs effektiver erfassen zu konnen, werden in letzter Zeit Mikrofluidikansatze
verfolgt, mit deren Hilfe im Zell-MaRstab Sortierungen und Anreicherungen erreicht werden
konnen (Dong et al., 2013). Ein wichtiger Durchbruch auf diesem Gebiet war die Entwicklung
des sogenannten CTC-Chips (Nagrath et al., 2007). Auf dem CTC-Chip der ersten Generation
befanden sich mit Antikdrpern beschichtete Microposts, welche die Oberflache und somit
die Interaktionsflaiche der Zellen mit den Antikorpern vergroRern. Die Blutprobe eines
Patienten wird unter konstanten Flussbedingungen an den antikorperbeschichteten
Microposts vorbeigefiihrt. CTCs, die z.B. das Oberflaichenmolekiil EpCAM exprimieren,
konnen so auf der Plattform arretieren und von den Ubrigen Zellen getrennt werden
(Nagrath et al.,, 2007). Eine Weiterentwicklung dieser Mikrofluidikmethode ist der
sogenannte herringbone chip. Dieser erhoht die Anzahl der Interaktionen der CTCs mit der
antikorperbeschichteten Oberflache durch passives Durchmischen der Zellen aufgrund eines
veranderten Aufbaus des CTC-Chips (Stott et al., 2010). Vorteile dieser Methoden liegen
darin, dass die Zellen nicht fixiert werden missen und somit nach der Behandlung noch
kultiviert werden kdnnen (Zhang et al., 2014). Nachteile dieser Methoden liegen im geringen
prozessierbaren Probenvolumen von maximal 5ml und in einer maximalen
Durchflussgeschwindigkeit von 2.5 ml/h fir eine gute Wiederfindungsrate (Nagrath et al.,
2007; Stott et al., 2010).
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Ein weiteres Verfahren, bei dem Mikrofluidik mit klassischer immunomagnetischer
Anreicherung kombiniert wird, ist das automatisierte Isoflux-System der Fa. Fluxion (Harb et
al., 2013). Der Mikrofluidikansatz sorgt dafir, dass mit Magnetpartikeln beladene Zellen
effektiver dem magnetischen Feld ausgesetzt werden und so besser aus dem Blut isoliert
werden konnen. Die angereicherten CTCs sind noch lebend und koénnen in
Zellkulturversuchen eingesetzt werden. Mit diesem Verfahren kodnnen verschiedene
Antikorper zur CTC-Isolation eingesetzt und sogar kombiniert werden, wobei der Standard

die EpCAM-basierte Isolation ist.

1.7.6  Detektion liber Immunfluoreszenzfarbung

Da die Anreicherungen Uber die GroRRe oder Dichte sehr unspezifisch sind bzw. positiv
oder negativ immunangereicherte Zellpopulationen immer Zellkontaminationen enthalten,
werden mithilfe nachgeschalteter Verfahren die CTCs innerhalb der angereicherten Zellen
bestimmt.

Das sehr haufig verwendete CellSearch®-System, an dessen Versuchsaufbau sich viele
andere Verfahren orientieren, kombiniert die immunomagnetische Anreicherung von CTCs
Uber EpCAM (1.7.2) mit der anschlieRenden Detektion der Expression von Cytokeratinen.
Nach der Fixierung und immunomagnetischen Anreicherung Uber magnetische
EpCAM-Partikel werden die Zellen permeabilisiert und gegen Cytokeratine gefarbt. Um
restliche Leukozyten erkennen und von epithelialen Zellen differenzieren zu kénnen, werden
die Zellen mit einem CD45-Antikorper gegengefarbt (Yu et al., 2011). Durch eine zusatzliche
Kernfarbung mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) kénnen falsch-positive Signale, die nicht
von Zellen ausgehen, ausgeschlossen werden (Cristofanilli et al., 2004). Bei der
anschlieenden semiautomatischen Fluoreszenzmikroskopie miissen die vom System
vorgeschlagenen CTCs vom Anwender noch einmal tberprift werden (Franken et al., 2012).
Ein moglicher Nachteil dieser Methode ist, dass aufgrund der Fixierung keine lebenden
Zellen detektiert werden kdonnen. Darliber hinaus werden Zellen von der anschliefenden
Analyse ausgeschlossen, die EpCAM-negativ sind (Sieuwerts et al., 2009) (siehe 1.7.1).
Anreicherungen und molekulare Analysen von CTCs, die auf diesen Markern basieren,
erfassen womaoglich viele CTCs nicht. Dadurch kdnnten wertvolle Zellen und Informationen,

die aus dieser Zellpopulation gezogen werden kdnnen, verloren gehen.
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1.7.7 PCR-basierte Detektionsverfahren

Der sogenannte AdnaTest kombiniert die immunomagnetische Zellseparation mit einer
anschlielRenden Gen-Expressionsanalyse der potentiell angereicherten CTCs in einer
Multiplex-RT-PCR. An Magnetpartikel gekoppelte Antikérper binden an epitheliale und
tumorassoziierte Marker von CTCs, so dass diese in einem Magnetpartikelkonzentrator von
unmarkierten Blutzellen in einer Patientenprobe getrennt und isoliert werden kdnnen (Aktas
et al., 2009). Nach der Lyse der CTCs wird die mRNA in cDNA umgeschrieben und die
Expression epithel- und tumorassoziierter Gene in einer Multiplex-PCR untersucht (Tewes et
al., 2009; Zieglschmid et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass die Spezifitdat des
AdnaTests sehr hoch ist, da in Kontrollproben ohne Tumorzellen keine Expression
tumorassoziierter Transkripte nachgewiesen werden konnte (Zieglschmid et al., 2005). Die
Expressionsanalyse tumorassoziierter Gene kann u. a. bei der Auswahl der richtigen Therapie
helfen. Bei Mammakarzinom-Patientinnen konnte gezeigt werden, dass CTCs ein anderes
Expressionsprofil aufwiesen als der Primartumor. Bei Patienten mit HER2-negativen
Primartumoren wurden HER2-positive CTCs detektiert (Fehm et al., 2010). Die Umstellung
auf eine anti-HER2-Therapie aufgrund solch eines Befundes kénnte zu einer Verbesserung
der Therapie des Patienten beitragen. Ein Nachteil des AdnaTests ist, dass die Zellen nach
der Anreicherung fir die weitere Analyse lysiert werden missen und somit fir

Untersuchungen lebender Zellen nicht mehr zur Verfligung stehen.

1.7.8 Alternative Detektionsverfahren fiir CTCs

Viele der erwdhnten Methoden verwenden EpCAM zur Anreicherung der CTC-haltigen
Zellpopulation aus Patientenproben. EpCAM ist zwar auf den meisten Tumoren exprimiert,
doch da auch Tumoren heterogen sind (Giaretti et al., 1996; Macintosh et al., 1998), ist es
moglich, dass nicht alle CTCs EpCAM-positiv sind. Darliber hinaus kann die EMT oder die
Methylierung des EpCAM-Promotors zu einer verminderten EpCAM-Expression fiihren
(1.7.1). Anreicherungsmethoden, die ohne die Verwendung epithelialer Marker auskommen,
sind zu unspezifisch, so dass diese Einschrankungen in den Methoden die Entwicklung
markerunabhangiger Verfahren fordern. Neben den relativ neuen filterbasierten Systemen,
die noch weiterentwickelt werden, gibt es derzeit virusbasierte Detektionssysteme, die auf
diesem Forschungsgebiet etabliert werden. Viren finden bereits in der Gentherapie ein

grofles Anwendungsgebiet. Bei der Gentherapie haben die Viren die Aufgabe bestimmte
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Zelltypen zu infizieren, vergleichbar mit der Detektion von gestreuten Tumorzellen im Blut.

Zu den wichtigsten eingesetzten Virustypen gehéren Adenoviren.

1.7.8.1 Humane Adenoviren

Humane Adenoviren, wie in Abbildung 1.3 dargestellt, sind nichtbehiillte,
doppelstrangige DNA-Viren. Das Capsid besteht hauptsachlich aus Hexonproteinen,
Pentonbasisproteinen und Fiberproteinen, an deren Ende die sogenannte Knob-Domane
sitzt (Arnberg, 2012; Benihoud et al., 1999; Russell, 2000, 2009). Es wurden bisher 54
humanpathogene Adenoviren identifiziert und in sieben Subtypen (A-G) unterteilt
(http://www.vmri.hu/~harrach/AdVtaxlong.htm). Sie rufen Gberwiegend Erkrankungen der
Atemwege, des Gastrointestinaltrakts, der Harnwege und der Bindehaut des Auges hervor
(Bergelson et al., 1997; Persson et al., 2009).

In der Gentherapie werden bevorzugt adenovirale Vektoren eingesetzt. Sie besitzen ein
breites Wirtszellspektrum, was fir ihre unterschiedlichen Anwendungsgebiete von Vorteil ist
(Cupelli and Stehle, 2011). Sie koénnen in hohen Titern hergestellt werden, kénnen viel
Fremd-DNA aufnehmen und infizieren im Gegensatz zu anderen Viren sowohl sich teilende
als auch sich nichtteilende Zellen (Arnberg, 2012; Mathis et al., 2006). Darliber hinaus
integrieren Adenoviren nicht in das Genom der Zelle, so dass das virale Genom episomal
bleibt (Thomas et al., 2003). Somit wird das eingebrachte Transgen nur transient exprimiert

(Robbins et al., 1998).

Pentonbase
terminales Protein .
Knob-Doméne

~

Hexon

lineare dsDNA

- Fiberprotein

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung eines Adenovirus. Das Capsid des Adenovirus hat keine Hille und
weist eine ikosaedrische Struktur auf. Es besteht hauptsdchlich aus Hexonproteinen. Aus jeder Pentonbase
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entspringt ein Fiberprotein, an dessen Ende die Knob-Doméne sitzt. Das Adenovirus besitzt ein lineares,
doppelstrangiges DNA-Molekal.

Die meisten in der Gentherapie verwendeten adenoviralen Vektoren basieren auf dem
Adenovirus Typ 5 (Ad5). Dieses Virus gehort zur Spezies C und bindet wie die Viren der
Spezies A, D, E und F der humanen Adenoviren mit seiner Knob-Domane an den zelluldren
Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR) (Bergelson et al., 1997; Roelvink et al., 1998). CAR
ist ein Transmembranprotein, welches an den tight und adherens junctions von Epithelzellen
lokalisiert ist und dort als Zelladhdsionsmolekiil wirkt (Cohen et al., 2001; Morton et al.,
2013). Somit besitzt das Ad5-Virus einen natdrlichen Tropismus fiir epitheliale Zellen (Reeh
et al.,, 2013). Diese Eigenschaften kann man sich bei der Detektion von CTCs zu Nutze
machen, so dass CTCs markerunabhdngig detektiert werden konnen. Zwar wurde in
Tumoren der Brust und der Lunge eine Zunahme der CAR-Expression gezeigt (Martin et al.,
2005; Wang et al., 2006), dennoch kann die Expression von CAR in einigen Tumorentitdten
auf den Tumorzellen herunterreguliert sein, insbesondere wenn die Erkrankung weiter
fortgeschritten ist (Anders et al., 2009; Korn et al., 2006; Matsumoto et al., 2005; Wunder et
al., 2012). Um dieses Problem zu umgehen und die Effektivitat der Infektion mit diesen Viren
zu verbessern, wurde hierflir der Tropismus der Viren verdndert. So wurde beispielsweise
die Knob-Domane des Ad5-Virus durch die Knob-Domane des Adenovirus Typ 3 substituiert
(Ad5/3) (Kanerva et al., 2002; Kawakami et al., 2003). Dieses tropismusmodifizierte Virus
bindet Gber die Knob-Domane von Ad3 an Desmoglein 2 (DSG2) (Sirena et al., 2004; Trinh et
al., 2012; Wang et al., 2011, 2012). DSG2 ist ein Bestandteil der Desmosomen, die eine
Struktur der Zell-Zell-Kontakte sind (Yashiro et al., 2006). Die Desmosomen und somit auch
DSG2 kommen vornehmlich in Epithelzellen vor (Wang et al., 2012). Es konnte jedoch auch
hier gezeigt werden, dass eine verminderte Expression von DSG2 beim Magen- und
Prostatakarzinom auftreten kann (Barber et al., 2014; Biedermann et al., 2005; Yashiro et al.,
2006). Beim Osophaguskarzinom hat die Expression von DSG2 hingegen keine prognostische
Relevanz (Fang et al.,, 2014). Eine verstarkte DSG2-Expression wurde in invasiven
Plattenepithelkarzinomen der Haut und in Prostatakarzinom-Zelllinien mit hohem
metastatischen Potential gefunden (Kurzen et al., 2003; Trojan et al., 2005). Darliber hinaus
gibt es widerspriichliche Arbeiten lGber CD46 (auch bekannt als Membran-Kofaktor-Protein,
MCP) als weiteren moglichen Rezeptor fir Ad3 (Sirena et al., 2004; Trinh et al., 2012; Tuve et

al.,, 2006; Wang et al, 2011). CD46 ist ein Transmembranprotein, welches als
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Kofaktorprotein wirkt und ubiquitar auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird (Seya et al.,
1999). In Kolonkarzinomen ist CD46 hochreguliert (Shang et al., 2014) und
Mammakarzinome exprimieren ebenfalls hohe CD46-Level (Madjd et al., 2005).

Da es moglich ist, dass CTCs sich in der Zirkulation in einem ruhenden Zustand befinden
(Mdller et al., 2005), konnten mit Adenoviren auch speziell solche ruhenden Tumorzellen
detektiert werden, die durch konventionelle Chemotherapien nicht eliminiert werden
kénnen (Braun et al., 2000). Tatsachlich wurde bereits tber erste Versuche der Detektion
von CTCs mit viralen Vektoren berichtet. So hat die Gruppe um Kojima zur Detektion von
CTCs ein GFP-tragendes Adenovirus verwendet. Hier wurde durch einen
Telomerasepromotor gewahrleistet, dass die Expression von GFP nur in Tumorzellen
stattfindet (Kojima et al., 2009). Der Vorteil dieser Detektionsmethode liegt darin, dass die
Expression des Transgens nur in lebenden Zellen stattfinden kann. Ein weiteres virus-
basiertes Nachweissystem wurde von der Gruppe um Wang verwendet. Hier kam kein
adenovirales System zur Anwendung, sondern ein Kuhpockenvirus (Wang et al., 2013). In
diesen beiden neuartigen Verfahren wurden zur Detektion von CTCs also nicht die
bekannten epithelialen Marker verwendet, sondern es wurden die natlirlichen
Eigenschaften von Viren ausgenutzt. Jedoch hatten beide bislang publizierten virusbasierten
Systeme den Nachteil, dass die Viren replikativ sind, d. h. sich in den Zielzellen vermehren
konnen. Infizierte Zellen werden somit durch den lytischen Zyklus der Viren im Zuge der
Virusvermehrung zerstort. Damit sind die Kultivierungsversuche oder andere Experimente,
bei denen vitale Zellen benétigt werden, ausgeschlossen. Durch rechtzeitige Fixierung kann

mit diesen Ansatzen zunachst nur die Anzahl infizierter CTCs bestimmt werden.
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1.8 Ziele dieser Arbeit

Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) im Blut gelten als Vorlauferzellen der Metastasen.
Daher ermoglicht deren Analyse einen direkten Zugang zur systemischen Erkrankung. CTCs
eroffnen die Perspektive, den systemischen Verlauf einer Krebserkrankung moglichst frih,
schon vor dem Auftreten einer manifestierten Metastase, zu erkennen. Darliber hinaus
bietet die sequenzielle Analyse der CTCs die Moglichkeit, den Verlauf einer systemischen
Therapie zu beobachten, zu bewerten und gegebenenfalls die bereits angewendete Therapie
zu andern. Durch molekulare Analysen von CTCs kdnnten die biologischen Eigenschaften
dieser Zellen untersucht und somit neue therapeutische Ziele zur Bekdampfung der
systemischen Tumorerkrankung entdeckt werden. Jedoch ist die Detektion und Isolation der
CTCs nach wie vor sehr herausfordernd, was in der extremen Seltenheit dieser Zellen
begriindet ist. Keines der bislang etablierten Nachweissysteme kann als optimal bezeichnet
werden und es ist nach wie vor kaum moglich, CTCs vital zu isolieren und ex vivo zu
kultivieren. Darliber hinaus ist EpCAM, das am haufigsten verwendete epitheliale Antigen
zur Isolation von CTCs aus dem Blut, haufig auf CTCs herunterreguliert.

Ziel dieser Arbeit war es daher, ein neues, EpCAM-unabhangiges Isolationsverfahren fir
vitale CTCs zu etablieren. Dies sollte mithilfe von Adenoviren erreicht werden, die einen
natlirlichen Tropismus fiir epitheliale Zellen aufweisen. Hierfir wurden zwei humane
Adenoviren, die aus der Gentherapie bekannt sind, verwendet. Das Ad5-Virus, welches
Epithelzellen Gber CAR infiziert, und das tropismusmodifizierte Ad5/3-Virus. Zur Markierung
der CTCs sollte Uber die viralen Vektoren EGFP bzw. GFP in den infizierten Zellen exprimiert
werden. Da diese Proteine nur in lebenden Zellen exprimiert werden, sollten mithilfe der
Adenoviren nur Zellen markiert werden, die zum Zeitpunkt der Infektion vital waren. Um
eine  weitere  Kultivierung infizierter Zellen zu ermoglichen, sollten hier
replikationsinkompetente Viren getestet werden, die keinen lytischen Zyklus aufgrund einer

Virusvermehrung in den CTCs verursachen.
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2 MATERIAL

2.1 Verbrauchsmaterialien

6-Well Platten

24-Well Platten

96-Well PCR-Platten

96-Well Platten
Bakterienkulturschalen
Blutentnahmerohrchen, heparinhaltig
Blutentnahmerohrchen, EDTA-haltig
CellTrics® Filter, 50 um

Chamber Slides

Kryogefald

Deckglaser

Dispenser

FACS-Rohrchen, 5 ml
Mikro-Hamatokrit-Kapillare
Injektionskanile Gr.1, 20 G
Objekttrager

Omnifix®-Spritze, 10 ml
Omnifix®-Feindosierungsspritze, 1 ml
Pipettenspitzen (10, 100, 200, 1000 pl)
Pipettenspitzen, 2.5 pl
Reaktionsgefals, 0.2 ml
Reaktionsgefalie, 1.5 ml
ReaktionsgefdlRe ambra, 1.5 ml
ReaktionsgefdfRe, 15 ml und 50 ml
Reaktionsgefalie, 2 ml

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml)
Spritzenfilter, 0.2 um

Spritzenfilter, 0.45 um
Zellkulturflaschen

Corning
Corning
Bio-Rad
Corning
Greiner bio-one
BD

BD

Partec

Nunc™

Nunc™
Engelbrecht
Starlab

BD

BRAND

Braun
Engelbrecht
Braun

Braun

Sarstedt
Biozym
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

BD

Eppendorf
Sarstedt

Merck Millipore
Merck Millipore
Greiner bio-one
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2.2 Chemikalien, gebrauchsfertige Reagenzien und Puffer

1-Butanol
2-Mercaptoethanol
AB-Serum

Acetonitril

Agar

Agarose

Ammoniumchlorid
Ampicillin

Agua dest. (Delta Select)
ATP, 100 mM

DMSO

dNTP Mix, 10 x

dNTP Mix, 10 mM

dNTPs, 100 mM

DPBS (PBS), 1 x

Ethanol, 99 %, unvergallt
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FACS-Clean

FACS-Flow

FACS-Rinse

Ficoll-Paque™ Plus
GelRed™, 10,000 x

Glo Lysis Puffer, 1 x

Glukose

Glycerin

Hefeextrakt

Human Reference DNA Female
Human Reference DNA Male

Merck
Sigma-Aldrich®
Biotest
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Apotheke Universitatsklinikum Disseldorf
Sigma-Aldrich®
Braun

Roche
Sigma-Aldrich®
Agilent

Roche

GE healthcare
Gibco®

Merck

Carl Roth®
Serva

BD

BD

BD

GE Healthcare
Biotium
Promega
Sigma-Aldrich®
Merck

BD

Agilent

Agilent

Humanalbumin (Human Serum Albumin, HSA) Octapharma

Igepal CA-630

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kanamycin

Magnesiumacetat

Magnesiumchlorid hexahydrat
Magnesiumsulfat heptahydrat

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 1
Oligo aCGH/ChlIP-on-Chip Wash Buffer 2
Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich®
Fluka®

Merck
Sigma-Aldrich®
Fluka®

Merck

Merck
Sigma-Aldrich®
Polysciences
Sigma-Aldrich®
Agilent Technologies

Agilent Technologies
Merck
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Propidiumiodid (PI) Invitrogen®
Proteinase K Roche
Salzsdure, 5 mol/I Merck
SeaPlaque® Agarose Lonza

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Merck
Stabilisation and Drying Solution Agilent Technologies
Tris-EDTA (TE), 1 x, pH 8.0 Promega
Tris-Acetat Fluka®
Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE), 10 x Sigma-Aldrich®
Trypanblau Farbelésung, 0.4 % Gibco®
Trypton BD

Tween-20 Sigma-Aldrich®
Wasser, nukleasefrei Gibco®
X-tremeGENE HP Transfektion Reagent Roche

2.3  Angesetzte Losungen und Puffer

AB-Serum, 10 %
AB-Serum, 20 %
Ammoniumchloridlésung

Ethanol, 70 %
Ethidiumbromidfarbelésung
Glycerin, 10 %

Igepal, 10 %

Kryolésung

LB-Agar

LB-Medium nach Lennox
MTT-Fixierungslosung
MTT-Reagenz

One Phor All Buffer (OPA)

PBS-Puffer
PFA, 4 %

SOC-Medium

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE), 1 x

1 x DPBS, 10 % (v/v) AB-Serum

1 x DPBS, 20 % (v/v) AB-Serum

8.29 mg/ml NH,4Cl,

1 mg/ml KHCO3, 0.0375 mg/ml Na-EDTA, H,0, pH 7.4
70 % (v/v) Ethanol (unvergillt), H,O

0.1 %o in H,0

10 % (v/v) Glycerin, H,0

Igepal 1:10 mit H,0 verdiinnen

70 % (v/v) Wachstumsmedium, 20 % (v/v) FBS und

10 % (v/v) DMSO

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 8 g Agar,
H,0, pH 7.3, autoklavieren, abkihlen lassen,
Antibiotikum hinzufiigen

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, H,0, pH 7.3,
autoklavieren

5 % (v/v) 1-Butanol, 95 % (v/v) SDS (10 %), 0.01 M HCL
5 mg/ml in 1 x DPBS, steril filtriert

12.5 g Tris-Acetat, 50 ml Magnesiumacetat, 50 ml
Kaliumacetat, auf 500 ml H,0, steril filtriert

1 x DPBS, 2 mM EDTA, 0.5 % HSA

4 g PFA in 50 ml H,0 + 1 ml 1 M NaOH, bei 65°C |6sen,
10 ml 10 x PBS hinzufiigen und abkiihlen lassen, pH-Wert
auf 7.4 mit 1 M HCL einstellen und mit H,O auf 100 ml
auffillen, durch 0.45 um Filter filtrieren

0.5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 2 % (w/v) Trypton, 10 mM
NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl, 6H,0,

10 mM MgS04 7H,0, 20 mM Glukose

1:10 mit H,0 verdiinnen
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Tween, 10 % Tween-20 1:10 mit H,O verdiinnen
Viruslysispuffer 0.5 % (w/v) SDS in 1 x TE

2.4  Zellkulturmedien, Zusatze, Puffer

Alle in der Zellkultur verwendeten Losungen wurden von der Fa. Gibco® bezogen. Das in
den Versuchen verwendete 1 x DPBS wird im Folgenden als PBS bezeichnet.

DMEM (1 x), GlutaMAX™-1, 1 g/l Glukose
DMEM (1 x), GlutaMAX™:-1, 4.5 g/ Glukose
DPBS, 1 x

FBS

McCoy’‘s 5A (1 x), L-Glutamin

MEM Vitamine

RPMI 1640 (1 x), GlutaMAX™-|

Trypsin 0.05 % (w/v)/EDTA 0.02 % (w/v)

2.5 Kits

AdEasy™ Adenoviral Vector System Agilent Technologies
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies
Amicon® Ultra 0.5 Kit Millipore
Bright-Glo™ Luciferase Assay System Promega

EndoFree® Plasmid Maxi Kit Qiagen

Expand Long Template PCR System Roche

NucleoSpin® Plasmid Kit Macherey-Nagel
Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Hybridization Kit Agilent Technologies
PCR Mycoplasma Test Kit I/C PromoKine
QlAamp® DNA Blood Midi Kit Qiagen

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen

RNase-Free DNase Set Qiagen

RNeasy® Mini Kit Qiagen

SureTag DNA Complete Labeling Kit Agilent Technologies
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche

ViraBind™ Adenovirus Purification Kit Cell Biolabs

Zenon® Alexa Fluor® 555 Mouse IgG1 Labeling Kit  Life Technologies®
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2.6 Enzyme
Tabelle 2.1: Auflistung der verwendeten Restriktionsenzyme.
Name Erkennungssequenz Firma
Hindlll AMAGCTT Roche
BamHlI GAGATCC Roche
Notl GCAGGCCGC Roche
EcoRl G/AAATTC Roche
Pacl TTAATATAA NEB
Pmel GTTTAAAAC NEB
Msel TATAA NEB
Sall GATCGAC Roche

Tabelle 2.2: Auflistung der verwendeten Enzyme.

Name Firma
Antarktische Phosphatase (5 U/ul) NEB
DreamTag™ Green PCR Master Mix (2 x) Thermo Scientific

Exo (-) Klenow Fragment Agilent Technologies

T4 DNA-Ligase (1 U/ul) Roche

T4 DNA-Ligase (5 U/pl) Roche

Proteinase K Roche

Protease Qiagen

2.7 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Fa. Eurofins MWG
Operon bezogen. Alle Primer fiir die Real-Time-PCR wurden mithilfe des Universal Probe
Library Assay Design Center, Probe Finder Version 2.45 der Fa. Roche entwickelt.

Tabelle 2.3: In der quantitativen Real-Time RT-PCR eingesetzte Oligonukleotide. bp: Basenpaare; for:
Vorwadrtsprimer, rev: Rickwartsprimer, #: Nummer.

Oligonukleotid Sequenz 5‘—3’ Produkt (bp) Sonde
CXADR for TGTCGTAAAAAGCGCAGAGA 103 410
CXADR rev AGCTTCTGGCAGTGGACGTA
HPRT1 for TGACCTTGATTTATTTTGCATACC 102 473
HPRT1 rev CGAGCAAGACGTTCAGTCCT

TBP for CGGCTGTTTAACTTCGCTTC 78 #3
TBP rev CACACGCCAAGAAACAGTGA
GAPDH for AGCCACATCGCTCAGACAC 66 460
GAPDH rev GCCCAATACGACCAAATCC
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Tabelle 2.4: In der primédren, Kontroll- und Multiplex-PCR eingesetzte Oligonukleotide. bp: Basenpaare; for:
Vorwartsprimer, rev: Rickwartsprimer.

Oligonukleotid Sequenz 5'—3’ Produkt (bp)
LIB1 AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT
ddMSE11 TAACTGACAGCdd
CK19 for GAAGATCCGCGACTGGTAC 621
CK19 rev TTCATGCTCAGCTGTGACTG
TP53 2/3 for GAAGTGTCTCATGCTGGATC 301
TP53 2/3 rev CAGCCCAACCCTTGTCCTTA
CADPS for CCCCACCCTTCTTCACTACA 175
CADPS rev GTGTGCACATACCACCGAAG
DNAH9 for GGGTCTCATCACCAGCATTT 201
DNAH9 rev GCCATCTTCCACATGGTCTT
GRIKS5 for CTAGCTCCCACCAACCTCAG 232
GRIKS5 rev CTCGATGATCCCGTTGATCT
LAMC1 for TCTGCTTTGGGCATTCTTCT 111
LAMC1 rev TTCTAACAGGTTGGGGGATG
NEK9 for GCAGGAGGGAACCTGTATGA 788
NEK9 rev CAGGAAAGAAAGCCCACAGA
PICK1 for TCGTATGCTGGAGTCCTGTG 358
PICK1 rev GGGATGGCTTTGTTGAGGTA

Tabelle 2.5: Primerkonzentrationen fiir den Primer-Mix (10 x) der Multiplex-PCR.

Oligonukleotid Konzentration
CADPS rev
DNAH9 rev
GRIKS5 rev
LAMC1 for
LAMCL rev 2 UM
NEK9 for
NEK9 rev 1M
PICK1 for
PICK1 rev 0-8 uM

Dartiber hinaus wurden bei der cDNA-Synthese Oligo(dT)i,.15-Primer der Fa. Invitrogen

eingesetzt.
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2.8 Antikorper

In Tabelle 2.6 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper aufgelistet.

Tabelle 2.6: Verwendete Primar- und Sekundarantikorper.

Antikorper Verwendung als Firma

CAR, mouse, anti-human (1 mg/ml) Primarantikorper Abcam

CD45, mouse, anti-human (1 mg/ml) Primarantikorper Exbio
Alexa Fluor® 488, goat, anti-mouse (2 mg/ml) Sekundarantikorper Life Technologies™

Zum Konjugieren des CD45-Antikdrpers mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 555
wurde das Zenon® Alexa Fluor® 555 Mouse IgG1 Labeling Kit der Fa. Life Technologies™

verwendet.

2.9 Agarose-Gele und DNA-Leitern

2.9.1 Agarose-Gele

0.8 %iges Agarose-Gel 1 x TBE-Puffer + 0.8 % Agarose, aufkochen, nach Elektrophorese
Inkubation in Ethidiumbromid-Farbelésung (0.1 %o in H,0) fiir
10 min, 60°C

1.5 %iges Agarose-Gel 1 x TBE-Puffer + 1.5 % Agarose, aufkochen, mit 0.1 %o GelRed™
versetzen

1.5 %iges Agarose-Gel 1 x TBE-Puffer + 1.5 % Agarose, aufkochen, nach Elektrophorese
Inkubation in Ethidiumbromid-Farbelosung (0.1 %o in H,0) fir
10 min, 60°C
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2.9.2 DNA-Leitern

In dieser Arbeit wurden die in Abbildung 2.1 dargestellten DNA-Leitern der Firmen

Eurogentec und Fermentas verwendet.

A) ~ Bandsize ng/band B) bp ng/0.5 pg bp ng/0.5p0
> ~10000 100 S
N\ 8000 80 /, 2000 280 W' N0
\\\,"6000 60 1500 280 W0 00
N w0 B w B
- 8 AT -
\ 1000 30 Z 0 970 i;u g:l_lj
\ = B ¥ — 300 IX
\'2500 25 R 20 2% 750
\,'2000 20 B 400 300 200 350
\ 1500 15 30 300 W ::'” 2"'1
k — 100 35
.'1000 100 - 20 300
- 50 3B.0
800 80 - 100 300
600 60
400 40
200 20

Abbildung 2.1: Darstellung der verwendeten DNA-Leitern in dieser Arbeit. A) SmartLadder (Eurogentec) B)
GeneRuler™ 100 bp Plus (Fermentas) C) GeneRuler™ 50 bp (Fermentas).

2.10 Bakterienstamme

Tabelle 2.7: Auflistung der verwendeten E. coli-Stamme und ihr Genotyp.

Stamm Genotyp Bezugsquelle

BJ5183 endA1l sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdR (Str") AG Niederacher

DH5 « F- ¢ 80lacZz AM15 A (lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 AG Niederacher
(r., m.") phoA supE44 A thi-1 gyrA96 relAl

JM101 F’ traD36 proA’B” lacl’ A (lacZ)M15/ A (lac-proAB) ginV thi AG Niederacher

2.11 Plasmide

Tabelle 2.8: Auflistung der Plasmide, die in den Klonierungsversuchen verwendet wurden.

Plasmidname Beschreibung Bezugsquelle
S11EG Spenderplasmid, liefert EGFP AG Niederacher
pShuttle-CMV Transferplasmid, bringt EGFP Giber homologe Rekombination AG Niederacher
in pAdEasy-1
pAdEasy-1 adenovirales Empfangerplasmid, beruht auf Adenovirus Typ 5, Agilent Technologies

AE1AE3, Grundlage zur Herstellung adenoviraler Partikel
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2.12 Adenoviren

Tabelle 2.9: Auflistung der verwendeten Adenoviren.

Virus Beschreibung

Bezugsquelle

Ad5/3GFP basierend auf Adenovirus Typ 5, Knob-Domane durch die
von Adenovirus Typ 3 ausgetauscht, GFP unter CMV-Kontrolle

Ad5/3CMVLuc basierend auf Adenovirus Typ 5, Knob-Domane durch die
von Adenovirus Typ 3 ausgetauscht, Luc (Luziferase)

unter CMV-Kontrolle

Ad5EGFP basierend auf Adenovirus Typ 5, aus den in Tabelle 2.8 beschriebenen

Plasmiden hergestellt (Plasmidname: pAdEasy-1-CMV-EGFP)

Igor Dmitriev und David
Curiel (Washington
University, St. Louis)
AG Niederacher

2.13 Zelllinien

Tabelle 2.10: Beschreibung der verwendeten Tumorzelllinien und der Zelllinie HEK293. DSMZ = Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, ATCC = American

ECACC = European Collection of Cell Cultures, FBS = Fetal Bovine Serum.

Type Culture Collection,

Zelllinie Herkunft

Medium

Zusatz

Bezugsquelle

MDA-MB-231 Mamma DMEM (1 g/ Glukose)

10 % (v/v) FBS,
1 % (v/v) Vitamine

ATCC

Drs. Judy Wolf and Janet Price

SK-OV-3.ip Ovarial RPMI1640 10 % (v/v) FBS (The University of Houston, TX)
CACO-2 Kolorektal RPMI1640 10 % (v/v) FBS DSMZ
COLO205 Kolorektal RPMI1640 10 % (v/v) FBS ECACC
PC-3 Prostata RPMI1640 10 % (v/v) FBS ATCC
DU-145 Prostata RPMI1640 10 % (v/v) FBS ATCC
KYSE-30 Osophagus RPMI1640 10 % (v/v) FBS DSMZ
HEK293 Niere DMEM (4.5 g/l Glukose) 5% (v/v) FBS ATCC

2.14 Oligonukleotid-Arrays und Zubehor

Human Genome CGH Microarray, 4 x 180 k

Hybridization Backing Slide
Hybridization Chamber SureHyb

Ozone-Barrier Slide Cover and Slide Holder

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
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2.15 Gerate

2.15.1 Waagen

Analysenwaage Kern & Sohn GmbH
Feinwaage Voyager® Pro Pro Ohaus

2.15.2 Zentrifugen

5417R Eppendorf

5810R Eppendorf

Fresco 17 Thermo Heraeus
Megafuge 1.0 R Heraeus Instruments
MiniSpin®Plus Eppendorf
Multifuge 4 KR Heraeus Instruments
Universal 30RF Hettich

2.15.3 Inkubatoren, Brutschranke, Sterilbanke

Brutschrank 6000 Heraeus Instruments
Hybridisierungsofen Agilent Technologies
Inkubatoren HERA

Schiittelinkubator 3033 GFL

Sterilbank Thermo Electron Corporation
Sterilbank Lamin Air Holten

2.15.4 PCR-Zykler

ci1o000™ Bio-Rad
Dyad Discipline Bio-Rad
PTC-200 MJ Research
sio000™ Bio-Rad

2.15.5 Mikroskope

Axiovert 200 Carl Zeiss
DMIL Leica
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2.15.6 Sonstige Laborgeriate

Autoklav

Agilent 2100 Bioanalyzer Instruments
CellTram

Chip Priming Station

Dispenser Pipetten

DMZ-Universal Puller
Elektrophoresekammer GENEMate®
Elektroporationsgerat Gene Pulser
Elektroporationskivette
ELISA-Reader Tecan Sunrise
FACSCanto™ Durchflusszytometer
Gefrierschranke

Heizblock

IKA Vortex Mixer

Infinite®200 Pro NanoQuant
Kihlschranke

Luminoskan Ascent Microplate Reader
Magnetriihrer

Microarray Scanner G2565CA
Mikromanipulator

MoFlo™ XDP Sorter

Molecular Imager®VersaDoc™ MP
Mr. Frosty™ Freezing Container
Neubauer Zahlkammer

pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Power Pac 300

Stickstofftank

Thermomixer comfort
TransferMan NK2

Vortex Mixer

Wasserbad

2.16 Software

2100 Expert V B.02.08.51648(SR2)
Ascent Software V 2.4.2
AxioVision V 4.8.1

Disciple™ Desktop V 2.00
FACSDiva™ V 6.1.3

Feature Extraction vV 11.5.1.1
Genomic Workbench V 7.0.4.0

D-65 Systec

Agilent Technologies
Eppendorf

Agilent Technologies
Eppendorf

Zeitz

Starlab

Bio-Rad

Bio-Rad

Tecan

BD

Thermo

Eppendorf

IKA

Tecan

Thermo

Labsystem

IKA Labortechnik
Agilent Technologies
Eppendorf
Beckman-Coulter
Bio-Rad

Thermo Scientific
Brand

HANNA Instruments
Eppendorf

Hirschmann Laborgerate

Bio-Rad
Cryotherm
Eppendorf
Eppendorf
Neolab
Neolab

Agilent Technologies
Luminoskan

Carl Zeiss Mikrolmaging

MJ Research

BD

Agilent Technologies
Agilent Technologies
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GraphPad Prism V 6.03 GraphPad Software
i-control™ V 1.9 Tecan

LASV3.7.0 Leica

Magellan Software V 6.6 Tecan

Microsoft® Excel V 2011 Microsoft Cooperation
Microsoft® PowerPoint V 2011 Microsoft Cooperation
Microsoft® Word V 2011 Microsoft Cooperation
Opticon Monitor V 3.1.32 Bio-Rad

Probefinder V 2.45 Roche

Quantity One V 4.5.0 Bio-Rad
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3 METHODEN

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von humanen Zelllinien

Alle in den Versuchen verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C, 5 % (v/v) CO;, und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, in 75 cm?’
Zellkulturflaschen in 0.2 ml Medium/cm? kultiviert. Das in Tabelle 2.10 angegebene Medium
wird in dieser Arbeit als Wachstumsmedium bezeichnet. Als Infektionsmedium wird Medium

bezeichnet, welches nur 2 % (v/v) FBS enthielt.

3.1.2 Passagieren von Zelllinien

Um die Zellen zu passagieren, wurden die adhdarent wachsenden Zellen zunachst mit PBS
gewaschen und anschlieRend mit einer Trypsinlésung (0.05 % (w/v)/EDTA (0.02 % (w/v)) im
Brutschrank fiir 2-10 min inkubiert. Trypsin ist eine Serinprotease, welche die Spaltung von
Proteinen und Peptiden katalysiert (Evnin et al., 1990). Dies fuhrt zur Ablosung der Zellen
vom ZellkulturgefaR. Die Wirkung der Trypsinlosung wurde durch Zugabe des gleichen
Volumens Wachstumsmedium abgestoppt und die Zellsuspension wurde mittels
Zentrifugation flr 5 min, 400 x g, Raumtemperatur (RT) sedimentiert, durch Resuspendieren
vereinzelt und ihrem Wachstum entsprechend neu ausgesat bzw. nach der Bestimmung der

Zellzahl (3.1.4) die entsprechende Anzahl der Zellen in die Versuche eingesetzt.

3.1.3 Kryokonservierung von Zelllinien

Die Kryokonservierung in flissigem Stickstoff ermoglicht eine nahezu dauerhafte
Lagerung von Zellkulturzellen. Diese kdnnen im Bedarfsfall wieder aufgetaut und erneut

kultiviert werden.
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3.1.3.1 Einfrieren von Zelllinien

Die Zellen wurden wie unter 3.1.2 beschrieben vom ZellkulturgefaR abgel6st und
anschlielend bei 4°C fir 10 min und 400 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml
Kryol6sung resuspendiert, in ein Kryogefall iberfiihrt und in einem Einfrierbehélter nach
Herstellerangaben bei -80°C langsam eingefroren. Im Anschluss daran wurden die Zellen

dauerhaft in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

3.1.3.2 Auftauen von Zelllinien

Das KryogefaR mit den gewlinschten Zellen wurde dem Stickstoffbehalter entnommen
und fiir ca. 1 min in der Hand aufgetaut. Diese Zellsuspension wurde in ein 15 ml
Reaktionsgefal, in dem 9 ml Wachstumsmedium vorgelegt waren, tUberflhrt. AnschlieBend
wurde die Zellsuspension bei RT fir 5 min und bei 400 x g zentrifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde mit 7 ml Wachstumsmedium in einer 25 cm? Zellkulturflasche ausgesit.
Sobald die Zellen eine ausreichende Dichte vorwiesen, wurden sie, wie unter 3.1.2

beschrieben, komplett in eine 75 cm? Flasche tiberfiihrt.

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl mittels Himozytometer

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde nach Ernte der Zellen ein Aliquot der Zellsuspension
entnommen und in einer Neubauer-Zdahlkammer quantifiziert. Zur Unterscheidung von toten
und lebenden Zellen wurden die Zellen im Verhaltnis 1:2 mit einer Trypanblaulésung (0.4 %)
gemischt. Tote Zellen erscheinen im Mikroskop blau, da die Trypanblaulésung durch die
geschadigte Zellmembran dieser Zellen ins Zytosol gelangen kann. Lebende Zellen mit einer
intakten Zellmembran erscheinen hell und wurden gezahlt. Hierzu wurden die Eckquadrate
der Neubauer-Zahlkammer gezahlt und die Zellzahl pro Milliliter der Zellsuspension mithilfe

der nachstehenden Formel berechnet:

Zellzahl/ml = n/z x 10" x Verdiinnungsfaktor

n = Gesamtmenge gezahlter Zellen
z = Anzahl gezdhlte Eckquadrate
Verdinnungsfaktor = Verhaltnis Zellsuspension zu Trypanblau
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3.2 RNA-/DNA-Analytik

3.2.1 RNA-Isolation

Zur Isolierung von RNA (ribonucleic acid, Ribonukleinsdure) aus humanen Zelllinien, die
als Grundlage fiir Gen-Expressionsanalysen diente, wurde das RNeasy® Mini Kit der Fa.
Qiagen verwendet. Die RNA-Isolation wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Zusatzlich wurde nach dem ersten Waschschritt eine
Desoxyribonuklease(DNase)-Behandlung mit dem Ribonuklease(Rnase)-Free DNase Set der
Fa. Qiagen auf der Silicamembran der Aufreinigungssdule nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Dies sollte sicherstellen, dass die gesamte genomische DNA, die falsche
Rickschlisse in den anschlieRenden Expressionsanalysen zulieBe, eliminiert wurde. Die RNA
wurde mit 30-50 pl nukleasefreiem Wasser von der Aufreinigungssaule eluiert und auf Eis
gestellt. AnschlieBend wurde die Konzentration der RNA photometrisch bestimmt (3.2.4).

Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.2 cDNA-Synthese

Fiir die Erststrangsynthese der cDNA (complementary DNA, komplementdre DNA) wurde
das Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit der Fa. Roche verwendet. Als Template
diente RNA, die aus unbehandelten Zelllinien gewonnen wurde (3.2.1). Aus
TGF-B1-behandelten Zellen und korrespondierenden unbehandelten Kontrollzellen isolierte
RNA wurde durch die AG Gires (Prof. Dr. rer. nat. Olivier Gires, Klinik und Poliklinik fiir Hals-
Nasen-Ohren-Heilkunde, HNO-Forschung, Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen) zur
Verfigung gestellt. Die cDNA wurde aus RNA mithilfe einer RNA-abhdngigen
DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase, synthetisiert. Hierfir = wurden
Oligo(dT)12.18-Primer der Fa. Invitrogen genutzt, die komplementar zum Poly(A)-Schwanz der
MRNA (messenger RNA, Boten-RNA) sind. Der zugefiigte Protector RNase Inhibitor sollte die
Spaltung von RNA durch eventuell vorhandene RNasen verhindern. Im verwendeten dNTP-
Mix der Fa. Roche waren alle Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) zu gleichen Anteilen

(je 10 mM) vorhanden.
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Fir die Erststrangsynthese wurden maximal 2pg RNA umgeschrieben. Die
entsprechende RNA-Menge wurde zundchst mit nukleasefreiem Wasser auf 11 ul

Gesamtvolumen verdinnt.

Folgender Reaktionsansatz wurde gewahlt:

Komponente 1 x Ansatz (pl)
RT-Puffer (5 x) 4
Protector RNase Inhibitor (40 U/ul) 0.5
dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) 2
Oligo(dT)1,.18-Primer (0.05 pg/ul) 2
Reverse Transkriptase (20 U/ul) 0.5
RNA-L6sung 11

Die Erststrangsynthese wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Temperatur Dauer (min) Schritt
RT 10 Annealing der Primer
55°C 30 Elongation der Primer
85°C 5 Inaktivierung der Reversen Transkriptase
auf Eis >5

3.2.3 Isolation genomischer DNA aus Zellkulturzelllinien

Fiir die unter 3.2.7 beschriebene STR-Analyse wurde DNA aus den in dieser Arbeit
verwendeten Zelllinien isoliert. Fiir die Isolation wurde das QlAamp® DNA Blood Midi Kit der
Fa. Qiagen verwendet. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei RT durchgefiihrt. Zellen
wurden von einer 75 cm? Zellkulturflasche geerntet und in 2 ml PBS resuspendiert. Jeweils
1 ml dieser Probe wurde zu 200 pl Protease gegeben und gemischt. Fir optimale
Lysebedingungen wurden der Probe 2.4 ml Puffer AL hinzugefigt, 15-mal invertiert und ca.
1 min mittels Reagenzglasmixer vermischt, bis sich eine homogene Losung bildete. Diese
Suspension wurde 10 min bei 70°C im Wasserbad inkubiert. Fiir eine optimale Bindung der
DNA auf der Membran wurde das Lysat mit 2 ml 100 %igem Ethanol vermischt. Aus
Kapazitatsgriinden wurde das Lysat in zwei Schritten auf die Sdule geladen und jeweils bei
1,810 x g fur 3 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde 1-mal mit 2 ml Puffer AW1 bei
3,220 x g fur 3 min und 1-mal mit 2 ml Puffer AW2 bei 3,220 x g fiir 15 min gewaschen. Nach
Zugabe von 150-200 pl Elutionspuffer AE wurde die Sdule zundchst 5 min inkubiert und

anschlieRend fir 3 min bei 3,220 x g eluiert. Die DNA-Konzentration wurde wie unter Punkt
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3.2.4 beschrieben am NanoQuant gemessen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

3.2.4 Reinheits- und Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsauren

Um die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA und DNA zu bestimmen, wurde
eine photometrische Messung bei 260 nm und 280 nm an einem Spektralphotometer
durchgefiihrt. Hierzu wurden 2 ul der RNA-Probe bzw. 1.5 ul der DNA-Probe auf die
NanoQuant-Platte aufgetragen. Die Messung bei 260 nm erlaubt die Berechnung der
Nukleinsdure-Konzentration. Eine optische Dichte von 1 (OD,g = 1) entspricht ca. 40 pg/ml
einzelstrangiger RNA und 50 pg/ml doppelstrangiger DNA. Das Verhaltnis der Absorption bei
260 nm zu 280 nm gibt Aufschluss liber die Reinheit der extrahierten Nukleinsduren und eine
eventuelle Kontamination mit Proteinen. Der Wert sollte zwischen 1.8 und 2.0 liegen

(Sambrook and Russell, 2001).

3.2.5 Uberpriifung der Qualitit des WGA-Produkts mittels
Fragmentlangenanalyse

Eine weitere Moglichkeit die Qualitdit des WGA (whole genome amplification,
gesamtgenomische Amplifikation)-Produkts zu bestimmen, liegt in der Analyse der
MSE-Fragmentlangen mithilfe des Bioanalyzer-Systems der Fa. Agilent Technologies. Es
wurde das Agilent RNA 6000 Nano Kit verwendet. Die Analyse der Einzelzell-DNA wurde
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Da die im Herstellerprotokoll angegebene
Geschwindigkeit zum Mischen der Proben mit 2,400 UpM zu hoch war und ein Verschitten
der Proben verursachte, wurde eine reduzierte Geschwindigkeit von 2,000 UpM
angewendet. In die Analysen wurden 1 ul der amplifizierten Einzelzell-DNA eingesetzt. Die

Ergebnisse wurden mithilfe der 2100 Expert-Software ausgewertet.

3.2.6 Quantitative Real-time-PCR

Die quantitative Real-time-PCR (gRT-PCR) stellt eine moderne Vervielfaltigungsmethode

von Nukleinsduren dar, die auf dem grundlegenden Prinzip der konventionellen PCR beruht.
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Zusatzlich zum qualitativen Nachweis der Amplifikationsprodukte ermoglicht diese Methode
eine Aussage Uber die Ausgangsmenge der zu untersuchenden Probe. Sie wird insbesondere
zur Analyse von Gen-Expressionen eingesetzt. Durch ihre hohe Sensitivitat ist sie besonders
geeignet, wenn wenig Ausgangsmaterial zur Verfiigung steht oder geringe Anderungen in
der Gen-Expression vorliegen (Pfaffl, 2001; Vandesompele et al., 2002). Sie wird z. B. zur
Amplifikation von cDNA eingesetzt, die zuvor revers aus der RNA, die das Transkriptom
darstellt, transkribiert wurde (Pfaffl, 2001).

In diesen Versuchen wurden Hydrolysesonden der Fa. Roche im sogenannten
5-Nuklease-Assay verwendet. Diese nur 8 bis 9 Nukleotide langen Sonden sind am 3’-Ende
phosphoryliert, so dass sie nicht als Primer erkannt werden und nicht verlangert werden
konnen. Am 5‘-Ende sind die Sonden mit dem Reporterfarbstoff Fluoreszein (FAM) markiert
und am 3‘-Ende mit einem Quencher (Lee et al.,, 1993). Die Fluoreszenzemission des
Reporters wird in der intakten Sonde durch rdaumliche Ndhe zu dem an ihrem 3‘-Ende
sitzenden Quencher unterdriickt (Livak et al., 1995). Der Reporter transferiert dabei Energie
schneller auf den benachbarten Quencher als selbst zu fluoreszieren. Dieses Prinzip wird
Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) genannt (Chen et al.,, 1997; Hiyoshi and Hosoi,
1994). Wenn nun die Tag-Polymerase an die cDNA bindet und die Elongation durchfiihrt,
spaltet sie die noch gebundene Hydrolyse-Sonde durch ihre 5‘—3‘ Exonukleaseaktivitat
(Holland et al., 1991). Dadurch wird die rdumliche Nahe des Reporters zum Quencher
aufgehoben und die emittierte Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs kann nach jedem
PCR-Zyklus gemessen werden (Heid et al., 1996; Livak et al., 1995). Diese ist proportional zur
Menge des amplifizierten Produktes. Der Verlauf der PCR-Reaktion kann durch die
kontinuierliche Fluoreszenzmessung direkt verfolgt werden, weshalb man diese Methode als
Echtzeit-PCR (real-time-PCR) bezeichnet.

Fiir die Expressionsanalyse der zu untersuchenden Gene und der entsprechenden

Referenzgene wurde folgender Reaktionsansatz gewahlt:

Komponente 1 x Ansatz (pl)
FastStart TagMan® Probe Master (2 x) 12.5
Sonde (10 uM) 0.25
Forward Primer (20 uM) 0.25
Reverse Primer (20 uM) 0.25
H,0 9.25
cDNA-L6sung (1 ng/ul) 2.5
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Die Amplifikationsbedingungen wurden wie folgt festgelegt:

Temperatur Dauer Wiederholung
95°C 10 min
95°C 15 sec
60°C 1 min x 39

Fluoreszenzmessung der Platte

Fiir die Auswertung und genaue Quantifizierung der Expression der Zielgene wurden
zunéchst die C(t)-Werte (cycle threshold, Zyklusschwellenwert) dieser durch die Werte eines
Referenzgens, welches in seiner Expression unter den experimentellen Bedingungen

unverandert bleibt, normalisiert.

Delta C(t) = C(t) Zielgen - C(t) Referenzgen

Der C(t)-Wert gibt den Zeitpunkt an, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant Gber die
Hintergrundfluoreszenz steigt. Hier befindet sich die Reaktion in der exponentiellen Phase, in

der optimale Reaktionsbedingungen herrschen.

3.2.7 Short Tandem Repeat-Analyse

Um gewadhrleisten zu konnen, dass die verwendeten Zelllinien nicht durch andere
Zelllinien ,kontaminiert” oder durch zu lange Kulturdauer verdndert waren, wurde eine
sogenannte Short Tandem Repeat-Analyse (STR-Analyse) aller verwendeten Zelllinien
durchgefiihrt (Nims et al., 2010). Es wurden die Kits genRES® MPX-2 und MPX-3 der Fa. Serac
verwendet, sowie das Identifier-1 Kit der Fa. ABI und das ESI17-Kit der Fa. Promega (Luca et
al., 2013). Die STR-Analysen wurden von PD Dr. med. Wolfgang Huckenbeck, Institut fir
Rechtsmedizin des Universitatsklinikums Disseldorf, im Rahmen einer Kooperation

angefertigt. Die Ergebnisse der STR-Analysen sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

41



[47

0T'LT z'61 7’8 81 1z €7'te 6T9T'ST 8191 €3S
1261 T7'8T 114 ST €T'LT 71T 07'8T 16€S71a
ST'TT V16 1101 T1°0T ST0T €TT0T y10T Tv¥Sza
T €T'ZT 91 STVT ST'ET LTOT'ET 1 8vZ1S0Td
€LT'ST €LT'9T'ST 9T'zT ST'TT 9T'sT €LT'E9TTT €ST'TT 9591S1Q
91 91 ST 91 9T'sT 9T'TT 9T'ST Sy0TSTZA
€7 144 1z €7'1C 6T vz 97'sT'VT ST'ET Vo4
8 €1°0T €T €1°0T €Tt T 1 (AR 818550
XX A'X X X X X X‘X XX uluagojpwy
LT 4 STVI 81 4 1 8TLT9T 91 155810
1 T 6'8 T 116 6 11'8 6'8 X0OdL
6191 8TLT LT ST 8191 8191 6T8TLT ST VMA
8T'ST €1 1 YI€T ST TSTTYT YIVTTET'E AN €EVS61A
61 L19T 028t 8TLT ST'LT €z €7'7T'8T 1202 8e€152a
€T'6 €T'TT T €1zt €T'CT 40} 14 48 6€55910
N4 TANA? T Z1'ot A 6 11'8 €1 LTESETA
€6'L L L'9 6'8 9 6 €66 €6'L TOHL
LT'ST 91 91 91 T 9T'sT T 91 85ETSEQ
4 T1°0T T ZITT T o1 1101 €T 0d145D
T TT0T'L 8 01’6 AR (AR YTET 6'8 078s.a
z0g gg'0g T1E'6T TEETOE o€ 87 TTETET0E0E 433 115120
A4 YTET €T V16 14 ST'ZT STYT €T 6LT1580
€62)13H SyI-na €-2d 5020102 Z-00V) 0€-3SAN di'e-nO-NS TE€2-9N-VAN IDIBN-YLS

*Ud1ul|||9Z USUEBWINY UIIBPUIMIIA J3p 3sAjeuy-(YLS) 1eaday wapue] 1oYS J3p 3ssiugqasia alp 4aqn Ydisiaqn :T°€ 3||dqeL

USPOYI3IN



Methoden

3.2.8 Mykoplasmen-PCR

Mykoplasmen sind die kleinsten sich selbststdndig vermehrenden Organismen (Razin et
al., 1998), die dariiber hinaus auch keine Zellwand besitzen (Maniloff and Morowitz, 1972;
Razin et al., 1998). Aufgrund ihrer starken Verbreitung in der Natur (Razin et al., 1998)
verursachen sie haufig Kontaminationen von Zellkulturen. Dies flihrt zu dramatischen
Anderungen der biologischen Charakteristika der betroffenen Zellen (Rottem and Barile,
1993). Damit die Ergebnisse der Versuche nicht durch eine eventuelle Kontamination mit
Mykoplasmen verfalscht wurden, wurden die verwendeten Zelllinien nach jedem Auftauen
getestet. Hierfir wurde das PCR Mycoplasma Test Kit I/C der Fa. PromoKine verwendet. Die

Proben wurden nach Herstellerangaben gewonnen und bearbeitet.

3.2.9 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren in
einem Agarose-Gel

Mittels Gel-Elektrophorese kdnnen Nukleinsduren in einem elektrischen Feld der GréRe
nach aufgetrennt werden. Dabei bewegen sie sich durch die Poren des Gelnetzwerks in
unterschiedlicher Geschwindigkeit. Kurze Stlicke wandern schneller durch das Gel als lange.
Aufgrund ihrer negativen Ladung bei pH 7 wandern sie in Richtung der Anode.

Je nach GroRe der aufzutrennenden Nukleinsduren wurden Agarose-Gele in
Konzentrationen zwischen 0.8 % und 1.5 % verwendet. Die benétigte Menge Agarose wurde
hierzu in entsprechender Menge 1 x TBE-Puffer unter Kochen im Mikrowellengerat geldst.
Entweder wurde das Gel nach einer kurzen Abkihlphase mit 0.1 %0 GelRed™ versetzt oder
nach der Elektrophorese fiir 10 min bei 60°C in einer Ethidiumbromidfarbelésung (0.1 %o in
H,0) inkubiert (2.9.1). Die Auftrennung der Produkte erfolgte bei 100-130 V. Die Analyse der
aufgetrennten Banden erfolgte mithilfe einer adaquaten DNA-Leiter durch

UV-Licht-Exposition im VersaDoc™ der Fa. Bio-Rad.
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3.3 Immunbiologische Methoden

3.3.1 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie konnen physikalische Eigenschaften einzelner Partikel
bzw. Zellen gemessen und analysiert werden. Die Zellen, die sich in einem Flissigkeitsstrom
befinden, passieren einzeln einen Laserstrahl. Dabei werden zunadchst Charakteristika wie
ihre relative GroRRe und relative Granularitat bzw. interne Komplexitat gemessen (Brown and
Wittwer, 2000). Diese Messungen beruhen darauf, dass diese Eigenschaften die Streuung
des einfallenden Laserlichts beeinflussen. Das vorwartsgestreute Licht (forward scatter, FSC)
ist proportional zur Zelloberfliche bzw. zur GroRe. Diese Messung hilft bei der
Immunophanotypisierung, da sie unabhangig von der Fluoreszenz ist. Das seitwartsgestreute
Licht (side scatter, SSC) ist proportional zur Zellgranularitdt bzw. internen Komplexitat
(Gamucci et al., 2014). In heterogenen Zellpopulationen kann man durch die zeitgleiche
Messung von FSC und SSC verschiedenen Zelltypen morphologisch voneinander
unterscheiden.

Wird ein Fluoreszenzfarbstoff an einen monoklonalen Antikérper gebunden, kann er
dazu benutzt werden, einen bestimmten Zelltyp zu identifizieren, der die spezifischen
Antigene auf seiner Oberflache tragt. Auf diese Weise kann eine immunologische
Charakterisierung der Zellen durchgefiihrt werden. Um dariber hinaus lebende von toten
Zellen unterscheiden zu koénnen, ist es moglich die toten Zellen mit dem
Nukleinsdureinterkalator Propidiumiodid (PI) anzufarben. Pl kann nur durch die nicht mehr
intakte Zellmembran von toten Zellen in das Innere der Zelle gelangen.

Die unter Punkt 3.12 beschriebene Zellsortierung wurde mithilfe von Frau Katharina
Raba, Institut fur Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika (ITZ, Dr. med. Johannes

Fischer, Universitatsklinikum Disseldorf), durchgefiihrt.

3.3.1.1 Messung der CAR-Proteinexpression

Um eine Ubersicht iber die CAR-Proteinexpression auf der Oberfliche der
verwendeten Zelllinien zu bekommen und daraus Riickschlisse auf die Infektion mit dem
CAR-abhangigen Ad5-Virus zu ziehen, wurden die Zelllinien mit einem unkonjugierten

CAR-Antikérper markiert, der in einem zweiten Schritt mit dem Fluoreszenzfarbstoff
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Alexa Fluor® 488 gekoppelt wurde. Zur Vorbereitung auf die Immunfluoreszenzfarbung
wurden die Zellen wie unter 3.1.2 beschrieben geerntet und mit PBS gewaschen. Zunachst
wurden die unspezifischen Bindungsstellen auf den Zellen abgesattigt. Hierflir wurde die
Zellsuspension in 750 ul 20 %igem AB-Serum bei RT fiir 20 min inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei 400 x g wurden die Zellen mit dem CAR-Antikorper im
Verhaltnis 1:50 (nach Herstellerempfehlung) fir 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, um ungebundene Antikdrper zu entfernen. Um die
Antigen-Antikorperreaktion zu visualisieren, wurde der sekundare Fluoreszenzantikorper
Alexa Fluor® 488 in einer Konzentration von 0.1 pug/1 pl Zellsuspension eingesetzt und fir
45 min lichtgeschitzt inkubiert. Danach wurden die Zellen 2-mal mit PBS gewaschen und
schlieBlich in 200 bis 300 ul PBS aufgenommen. Zur Auflosung von Zellaggregaten wurde die
Zellsuspension Uber einen 50 um Filter gegeben und anschlieRend am Durchflusszytometer
Canto™ der Fa. BD hinsichtlich der CAR-Proteinexpression analysiert. Als Negativkontrolle
wurden ungefarbte Zellen verwendet und als Isotypkontrolle des Primarantikérpers wurde
ein 1gG1-Antikorper in gleicher Konzentration wie der Primdrantikérper verwendet. Die

verwendeten Antikorper wurden in 10 %igem AB-Serum angesetzt.

3.4 Mikrobiologische Methoden

3.4.1 Bakterienstamme

Zur Vermehrung und Rekombination der verwendeten Plasmide wurden folgende, in
Tabelle 2.7 aufgelisteten Escherichia coli (E. coli)-Stamme verwendet:

BJ5183 ist ein Bakterienstamm, der die Rekombinase recA exprimiert und somit die
notige Maschinerie liefert, um das Rekombinationsereignis zwischen dem pShuttle-Vektor
und dem pAdEasy-1-Plasmid durchzufiihren. Dieser Stamm weist eine hohe Effizienz in
Transformation- und Rekombinationsfahigkeiten auf (He et al., 1998).

Des Weiteren wurde der Stamm DH5 « verwendet. Dieser besitzt eine recA1-Mutation
und kann deshalb nicht fiir die Rekombinationsereignisse genutzt werden. Darliber hinaus
besitzt dieser Stamm eine endAl-Mutation, so dass kein unspezifischer Verdau von
Plasmiden durch die Endonuklease stattfinden kann (Carnes et al., 2006). Da in den

BJ5183-Zellen keine ausreichende Menge Plasmid-DNA produziert wird (Renaut et al., 2002),
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wurde ein Klon der Rekombination in den DH5 a -Stamm transformiert, da dieser fiir eine
hohe Ausbeute bei der DNA-Produktion sorgt (Taylor et al., 1993).

Der Stamm JM101 wurde zur Vermehrung des pShuttle-CMV-EGFP-Vektors verwendet.

3.4.2 Medium und Aufzucht von E. coli

Die E. coli-Kulturen wurden in lysogeny broth(LB)-Medium bei 37°C und 200 UpM
kultviert. Fir die Selektion transformierter E. coli-Kulturen wurden dem LB-Medium nach
Autoklavierung Kanamycin (30 pg/ml) oder Ampicillin (100 pug/ml) zugesetzt. In diesem
Selektionsmedium konnte eine Selektion der transformierten von den nicht-transformierten

Bakterien stattfinden. Feste Nahrmedien enthielten zusatzlich 2 % Agar.

3.4.3 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.8 aufgelistet. Aus dem
Plasmid S11EG wurde das EGFP verwendet, welches zur Markierung der Zielzellen benotigt
wird. Das Plasmid pShuttle-CMV weist eine multiple Klonierungsstelle (Multiple Cloning Site,
MCS) zwischen dem sehr starken Cytomegalovirus (CMV)-Promotor, der fiir konstitutive und
hohe Expressionslevel sorgt, und dem SV-40 Polyadenylierungssignal auf. Die MCS eignet
sich sehr gut flr die Insertion grofRer Stiicke Fremd-DNA von bis zu 6.6 kb (AdEasy™
Adenoviral Vector System Manual). Die Regionen, die als linker und rechter Arm bezeichnet
werden, sind die DNA-Abschnitte des pShuttle-Plasmids, die eine Sequenzhomologie mit
dem pAdEasy-1-Plasmid aufweisen. An diesen Stellen findet die homologe Rekombination
statt (He et al.,, 1998). Das Plasmid pShuttle-CMV ermoglicht in seiner Funktion als
Transfervektor den Einbau von EGFP und des CMV-Promotors in das adenovirale Plasmid
pAdEasy-1. Darilber hinaus besitzt das Plasmid pShuttle-CMV fiir die Selektion eine
Kanamycinresistenz.

Um replikationsinkompetente, rekombinante Adenoviren herzustellen, wurde das
AdEasy™ Adenovirale Vektorsystem der Fa. Agilent Technologies verwendet. Das
adenovirale Plasmid pAdEasy-1 umfasst anndhernd das gesamte Genom des humanen
Adenovirus Serotyp 5. Einzig die Regionen fiir die viralen Gene E1 und E3 wurden deletiert.
Die El-Deletion sorgt dafiir, dass keine Selbstreplikation mehr stattfinden kann und in

Zielzellen keine infektidsen, Viruspartikel produziert werden kénnen (He et al., 1998). Das
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E3-Gen kodiert firr Proteine, die daran beteiligt sind, der Wirtsimmunitat zu entkommen und
ist somit entbehrlich (Benedict et al., 2001; He et al., 1998). Durch diese beiden Deletionen
kann bis zu 7.5 kb-groRe Fremd-DNA in das Virusgenom eingebracht werden (AdEasy™
Adenoviral Vector System Manual). Wie pShuttle enthilt auch pAdEasy-1 homologe
Sequenzabschnitte, die der Rekombination mit pShuttle dienen. Zusatzlich tragt pAdEasy-1
ein Ampicillinresistenzgen, welches nach der Rekombination mit dem pShuttle-Vektor
verloren geht. Um nach der Klonierung rekombinante Viren herzustellen, wurde als
Verpackungszelllinie die humane embryonale Nierenzelllinie 293 (human embryonic kidney
293, HEK293) verwendet, welche fiir die Vermehrungsphase defizientes E1 der Viren trans-

komplementieren (Graham et al., 1977; Kovesdi and Hedley, 2010).

3.5 Klonierung

3.5.1 Restriktionsverdau

Die Restriktionen wurden nach den Herstellerangaben der jeweiligen
Restriktionsenzyme unter Verwendung der zugehdorigen Reaktionspuffer durchgefiihrt. In die
Reaktionen wurden zwischen 0.2 bis 3 ug Template-DNA eingebracht und mit 1 U der
entsprechenden Restriktionsenzyme pro pg DNA versetzt. Die Restriktionen wurden in
20-50 pul Ansatzen durchgefiihrt und bei 37°C fir 2 h inkubiert. Die Analyse der Restriktion
erfolgte Uber die Auftrennung in einem 0.8 oder 1.5 %igem Agarose-Gel + Ethidiumbromid

(3.2.9). Als GroRenstandard diente eine 200 bp DNA-Leiter.

3.5.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Um fir die Klonierung relevante DNA-Banden wie Vektor und Insert zu isolieren und
aufzureinigen, wurde nach einer Restriktion eine Auftrennung der Fragmente in einem
1.5 %igen Agarose-Gel durchgefiihrt. Die relevanten DNA-Banden wurden unter
UV-Exposition nach Ethidiumbromidfarbung mithilfe eines Skalpells ausgeschnitten und mit
dem QIAquick® Gel Extraction Kit der Fa. Qiagen nach Herstellerangaben extrahiert und Gber

die Bindung an eine Silicamembran aufgereinigt. Das Produkt wurde abschliefend in
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30-50 pl Elutionspuffer eluiert. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde wie unter 3.2.4

beschrieben gemessen.

3.5.3 Dephosphorylierung

Um nach einer Restriktion die Selbstligation des Vektors zu verhindern, wurde dieser
mittels Antarktischer Phosphatase dephosphoryliert (Sambrook and Russell, 2001). Hierbei
wurden die Phosphatgruppen am 5’-Ende des Vektors durch Hydrolyse entfernt. Fiir eine
anschlieRende Ligation reichen die Phosphatgruppen des Inserts aus. Die Vektoren wurden
pro 20 pl Reaktionsansatz mit 5 U Phosphatase pro 1-5 ug Vektor-DNA und 1/10 Volumen
Phosphatasepuffer (10 x) fir 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Phosphatase

wurden die Proben 10 min bei 65°C inkubiert und anschlieRend auf Eis abgekihlt.

Komponente 1 x Ansatz (pl)
Vektor (1-5 ug) 17
Antarktische Phosphatase (5 U/ul) 1
Puffer (10 x) 2

3.5.4 Ligation

Die Ligation von Vektor und Insert wurde im Anschluss an eine Dephosphorylierung
des Vektors (3.5.3) durchgefiihrt. Dazu wurden Vektor und Insert in einem Verhaltnis 1:4 in
einem Gesamtvolumen von 20 pl angesetzt und tber Nacht (UN) bei 16°C inkubiert.

Folgender Reaktionsansatz wurde pipettiert:

Komponente 1 x Ansatz (ul)
Vektor 3
Insert 12
Puffer (10 x) 2
T4 DNA-Ligase (1 U/pl) 1
H,0 2

3.5.5 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Fir die Herstellung elektrokompetenter BJ5183-Zellen, die das pAdEasy-1-Plasmid fir
das anschlieRende Rekombinationsereignis tragen sollten, wurden in einem ersten Schritt

200 ng von pAdEasy-1 in BJ5183-Zellen transformiert (3.5.6) und unter Ampicillin
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selektioniert. Eine UN-Vorkultur (5 ml) von einem Klon diente zur Animpfung von 500 ml
LB-Selektionsmedium fir eine Hauptkultur (Verhéltnis 1:100). Die Zellen wurden
anschliefend bei 37°C und 180 UpM fiir 1.5-3 h inkubiert. Das Zellwachstum wurde laufend
bei einer Wellenldnge von A =600 nm photometrisch Uberwacht. Bei einer optischen Dichte
(ODgoo) von 0.5 bis 0.7 wurden die Zellen geerntet und fir 15-30 min auf Eis gestellt.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 4°C und 4,000 x g fiir 15 min zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde zunichst in 3 ml eiskaltem, sterilem Aqua dest.
resuspendiert und dann 2-mal in jeweils 250 ml und 100 ml eiskaltem Aqua dest. gewaschen
und zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt in 5ml eiskaltem, 10 %igem Glycerin.
AbschlieBend wurde das Pellet in 600 pl 10 %igem Glycerin aufgenommen, auf Trockeneis in

40 pl Aligquots abgefiillt und bei -80°C gelagert.

3.5.6 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Die Transformation von Plasmid-DNA in E. coli innerhalb eines Klonierungsvorgangs
dient zur Selektion korrekter Klone und zur Vermehrung der Plasmid-DNA . Hierzu wurden
elektrokompetente E. coli-Zellen (40 pl) langsam auf Eis aufgetaut. Diese wurden mit 1-2 pl
Vektor-DNA (aus Ligationsschritt bzw. fertige Plasmide) bzw. bei der homologen
Rekombination mit zunachst 200 ng pAdEasy-1 und anschliefend 1 pg pShuttle-CMV-EGFP
gemischt. Dieser Ansatz wurde in eine 2 mm Elektroporationskiivette Uberfiihrt. Die
Elektroporation wurde bei 200 Q, 2.5 kV und 25 yF in einem Gene Pulser der Fa. Bio-Rad
durchgefiihrt. Hierbei werden die Bakterien kurzen elektrischen Pulsen ausgesetzt, wodurch
kurzzeitig Poren in der Plasmamembran entstehen und die Plasmid-DNA in die Bakterien
eindringen kann. AnschlieRend wurden die Bakterien zur Regeneration in 1 ml SOC (super
optimal broth with catabolite repression)-Medium Uberfihrt und in einem 1.5 ml
ReaktionsgefaRR fir 1-2 h bei 37°C und 200 UpM geschiittelt. AnschlieRend wurden die
Bakterien fiir 2 min bei 2,150 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und mit
dem Rest, der im Reaktionsgefal zuriickblieb, wurde das Pellet durch Resuspendieren gelost

und auf Selektions-Agarplatten ausplattiert. Es folgte eine Inkubation bei 37°C UN.
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3.5.7 Plasmidisolation

Um die Plasmid-DNA der positiven, transformierten Klone zu isolieren, wurden
zunachst mehrere Klone mit einer 10 pl Pipettenspitze von einer Selektions-Agarplatte
gepickt und jeweils 3-5 ml LB-Selektionsmedium fiir eine Ubernachtkultur (UN-Kultur) damit
angeimpft.

Zur Plasmid-DNA-Isolation kleiner Plasmid-DNA-Mengen wurde das Nucleospin®
Plasmid Kit der Fa. Macherey-Nagel verwendet. Das Prinzip der Isolation beruht auf einer
alkalischen Lyse, um die Plasmid-DNA aus E. coli zu isolieren und von chromosomaler DNA
und weiteren Zellbestandteilen zu trennen. Die Bakterien der UN-Kultur wurden zunéchst fiir
30sec bei 11,000xg pelletiert. Das Pellet wurde in einen Resuspensionspuffer
aufgenommen. Nach Zugabe eines alkalischen Lysepuffers wurden die Zellen bei RT fir
5 min inkubiert. Mit einem weiteren Puffer wurde das Lysat neutralisiert und geeignete
Bedingungen fiir die Bindung an die Silicamembran geschaffen. AnschlieRend wurden
prezipitierte Proteine und Zelldebris durch Zentrifugation fiir 5 min bei 11,000 x g pelletiert.
Der Uberstand wurde auf eine Siule gegeben, an deren Silica-Membran die Plasmid-DNA
bindet. Durch einen Waschschritt mit einem Puffer, dem nach Herstellerangaben Ethanol
zugesetzt wurde, wurden Salze und weitere storende Faktoren ausgewaschen. Mit 50 ul des
mitgelieferten Elutionspuffer wurde die Plasmid-DNA isoliert.

Flir eine Plasmid-DNA-Aufreinigung groRer Plasmid-DNA-Mengen wurden 250 ml einer
Hauptkultur mit 4 ml einer UN-Vorkultur angeimpft und UN bei 37°C und 200 UpM inkubiert.
Zur Aufreinigung wurde das EndoFree® Plasmid Maxi Kit der Fa. Qiagen verwendet. Die
Aufreinigung beruht ebenfalls auf einer alkalischen Lyse mit der Bindung der DNA auf eine
Anionenaustauschersiule. Zunichst wurde die UN-Kultur bei 6,000 x g fir 15 min bei 4°C
geerntet. AnschlieBend fand ebenfalls eine alkalische Lyse der Bakterien fiir 5 min bei RT
statt. Das Lysat wurde anschliefend von Zelldebris und Proteinen durch Filtration befreit.
Das gefilterte Lysat wurde fiir 30 min mit einem Endotoxin-Entfernungspuffer auf Eis
inkubiert. Wahrenddessen wurde die Sdule mit einem isopropanolhaltigem Puffer
equilibriert. Das Lysat wurde nach der Inkubation auf die so vorbereitete Saule geladen.
Nach zweimaligem Waschen der Sdule wurde die Plasmid-DNA mit 15 ml Elutionspuffer
eluiert. Mit 10.5 ml Isopropanol wurde die DNA bei 15,000 x g fiir 30 min bei 4°C prazipitiert

und das Pellet anschlieBend mit 5 ml Ethanol (70 %) bei 15,000 x g fir 10 min gewaschen
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und abschlieBend nach Trocknung des Pellets in angemessener Menge TE-Puffer

aufgenommen.

3.6  Herstellung rekombinanter Adenoviren

Die Herstellung rekombinanter Adenoviren kann auf zwei Wegen geschehen. Die erste
Moglichkeit ist, eine direkte Ligation des Kandidatengens in das adenovirale Genom
durchzufiihren. Da das adenovirale Virusgenom sehr grolR ist (=36 kb), multiple
Erkennungssequenzen hat, jedoch nur wenige geeignete Schnittstellen aufweist, ist dieser
Ansatz ungeeignet (He et al., 1998).

Eine zweite Moglichkeit bietet die Methode der homologen Rekombination, die hier
angewendet wurde (Abbildung 3.1). Hierbei wurde zunachst die DNA-Sequenz von EGFP aus
dem Plasmid S11EG in den Transfervektor pShuttle-CMV kloniert. Parallel wurde das
pAdEasy-1-Plasmid in den replikationskompetenten Stamm BJ5183 transformiert und davon
anschlieRend elektrokompetente Zellen hergestellt. Der Transfervektor wurde anschlieRend
in die BJ5183pAdEasy-1-Zellen transformiert. Im darauffolgenden Schritt wurde in diesen
Bakterien die heterologe DNA-Sequenz liber homologe Rekombination in den adenoviralen
Vektor eingebaut. Da das adenovirale Plasmid pAdEasy-1-CMV-EGFP in den BJ5183-Zellen
nicht stabil ist, wurde es in den E. coli-Stamm DH5a transformiert. Abschliefend wurde das
rekombinante adenovirale Plasmid zur Virusproduktion in die Verpackungszelllinie HEK293

transfiziert.
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Plasmid S11EG und

adenovirales Plasmid pAdEasy-1
. o Transfervektor pShuttle-CMV

Transformation und Herstellung: Klonierung:
elektrokompetente EGFP aus S11EG in pShuttle-CMV
BJ5183pAdEasy-1-Zellen kloniert

Transformation und homologe Rekombination:
pAdEasy-1-CMV-EGFP

Transformation:
pAdEasy-1-CMV-EGFP in DH5a

Transfektion und Virusproduktion:
pAdEasy-1-CMV-EGFP in HEK293

Abbildung 3.1: Uberblick iiber die Arbeitsschritte zur Herstellung rekombinanter Adenoviren. Zunichst wurde
das adenovirale Plasmid in den Stamm BJ5183 kloniert und davon elektrokompetente Zellen
(BJ5183pAdEasy-1) hergestellt. Parallel wurde die DNA-Sequenz von EGFP aus dem Plasmid S11EG in den
Transfervektor  pShuttle-CMV  kloniert.  Fir die homologe Rekombination zwischen dem
pShuttle-CMV-EGFP-Vektor und dem pAdEasy-1-Plasmid wurde ersterer in die BJ5183-Zellen transformiert. Da
das pAdeasy-1-CMV-Plasmid im BJ5183-Stamm nicht stabil ist, wurde es zur Plasmidproduktion in den
DH5a-Stamm transformiert. Nach Transfektion in die Verpackungszelllinie HEK293 wurden rekombinante
Adenoviren produziert.

In Abbildung 3.2 sind die einzelnen Klonierungsschritte zur Herstellung rekombinanter
Adenoviren bildlich dargestellt. Zur Vorbereitung auf die homologe Rekombination wurde
der Transfervektor pShuttle-CMV-EGFP zundchst mit Pmel linearisiert. Die homologe
Rekombination fand zwischen den rechten und linken Armen des pAdEasy-1-Plasmids und
denen des pShuttle-CMV-EGFP statt. Zusatzlich zum EGFP wurden auch der CMV-Promotor
und die Kanamycinresistenz (ibertragen. Das adenovirale Plasmid pAdEasy-1-CMV-EGFP

wurde zur Vorbereitung auf die Transfektion in die HEK293-Zellen mit Pacl linearisiert.
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Abbildung 3.2: Prinzip der Herstellung rekombinanter Adenoviren mittels homologer Rekombination. In den
Transfervektor pShuttle-CMV wurde EGFP hinter den CMV-Promotor kloniert. Nach Linearisierung des
pShuttle-Vektors wurde das EGFP Uber homologe Rekombination in das adenovirale Plasmid pAdEasy-1
kloniert. Nach Linearisierung mit Pacl wurde das fertige adenovirale Plasmid fiir die Virusproduktion in
HEK293-Zellen transfiziert (pAdEasy™ Vector System, Application Manual, QBiogene, Version 1.4).

3.6.1 Klonierung von EGFP in den Transfervektor pShuttle-CMV

Um Adenovirus-infizierte Tumorzellen identifizieren und weiter analysieren zu kénnen,

wurde ein Markerprotein bendétigt, welches unter UV-Exposition fluoresziert und somit die
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infizierte Zelle sichtbar macht. Die einzelnen Klonierungsschritte sind in Abbildung 3.3
dargestellt. Zunachst wurde EGFP in einen pShuttle-Vektor eingebaut, in dem EGFP unter der
Kontrolle eines CMV-Promotors ist. Hierzu wurden pShuttle-CMV und S11EG (liefert EGFP)
mit den Restriktionsenzymen Notl und Hindlll geschnitten (3.5.1). Nach Insertion von EGFP in
den dephosphorylierten pShuttle-Vektor wurde zur Amplifikation der Plasmid-DNA der
pShuttle-CMV-EGFP-Vektor mittels Elektroporation in den E. coli-Stamm JM101
transformiert (3.5.6). Erfolgreich transformierte Klone wurden unter Kanamycin selektiert.
Die daraus entstandenen Klone wurden nach Selektion mit Kanamycin mittels
Restriktionsanalyse auf den richtigen Einbau der EGFP-Sequenz hin analysiert. Von einem

korrekten Klon wurde eine Plasmid-Aufreinigung durchgefiihrt (3.5.7).

pShuttle-CMV und .
S11EG mit Notl und pShuttle-CMV und

Hindlll EORE

Selektion:

: pShuttle-CMV-EGFP in
unter Kanamycin

JM101

Kontrollrestriktion:
pShuttle-CMV-EGFP

Plasmidaufreinigung

Abbildung 3.3: Ubersicht iiber die Klonierungsschritte zur Herstellung des pShuttle-CMV-EGFP-Vektors.
Zunachst wurden der pShuttle-CMV-Vektor und der S11EG-Vektor mit den Restriktionsenzymen Notl und
Hindlll geschnitten. AnschlieBend wurde der pShuttle-CMV-Vektor mit dem Insert EGFP ligiert. Der fertige
pShuttle-CMV-EGFP-Vektor wurde in den Bakterienstamm JM101 transformiert und unter Kanamycin
selektiert. Um den Einbau von EGFP zu kontrollieren, wurde eine Kontrollrestriktion durchgefiihrt.
Abschliefend wurde eine Plasmidaufreinigung durchgefihrt.

3.6.2 Klonierung rekombinanter adenoviraler EGFP-
Expressionsvektoren

Zur Vorbereitung auf die homologe Rekombination zwischen dem pAdEasy-1-Vektor und

pShuttle-CMV-EGFP-Vektor wurde letzterer mit Pmel linearisiert (3.5.1), dephosphoryliert
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(3.5.3) und anschlieBRend Uber ein Agarose-Gel und anschlieBender Gelextraktion
aufgereinigt (3.5.2).

Um eine hohe Effizienz in der homologen Rekombination zu erreichen, wurde das
Zwei-Schritt-Protokoll zur Transformation nach Zeng et al. angewendet (Zeng et al., 2001).
Der Ablauf dieses Protokolls ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Hierbei wurden der
pShuttle-Vektor und das Plasmid pAdEasy-1 nicht ko-transformiert, sondern nacheinander in
den rekombinationskompetenten E. coli-Stamm BJ5183 transfiziert. Dabei wurden zunachst
das adenovirale Plasmid pAdEasy-1 mittels Elektroporation (3.5.6) in den BJ5183-Stamm
eingebracht und Klone, die das Plasmid enthielten, Gber ihre Ampicillinresistenz selektiert.
Einer dieser Klone wurde fiir die Herstellung elektrokompetenter BJ5183pAdEasy-1-Zellen
herangezogen, es wurde wie unter 3.5.5 beschrieben vorgegangen. In diese Zellen wurden
nun ebenfalls mittels Elektroporation der mit Pmel linearisierte pShuttle-CMV-EGFP-Vektor
eingebracht.  Diese  transformierten  Zellen  wurden auf Agarplatten mit
Kanamycinselektionsmedium aufgebracht, da nach einer erfolgreichen Rekombination das
Kanamycinresistenzgen aus dem pShuttle-Vektor in das pAdEasy-1-Plasmid integriert wurde.
Nach einer Plasmidisolation wurden durch Restriktionen (3.5.1) die positiven,
rekombinanten Klone verifiziert.

Da pAdEasy-1-CMV-EGFP in den BJ5183-Zellen nicht stabil ist, wurde das Plasmid in den
E. coli-Stamm DH5 « transformiert. Durch eine Plasmidaufreinigung wurde die Plasmid-DNA
gewonnen und von Endotoxinen befreit, damit diese keinen Einfluss auf die
Transfektionseffizienz und die Zellen in spateren Versuchen haben (3.5.7).

Zur Vorbereitung auf die Transfektion in die Verpackungszelllinie HEK293 wurde der

fertige adenovirale Vektor pAdEasy-1-CMV-EGFP mit Pacl 30 min bei 65°C linearisiert.
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Herstellung:
Transformation: Selektion: elektrokompetente

pAdEasy-1in BJ5183 unter Ampicilin BJ5183pAdEasy-1-
Zellen

Transformation:

Selektion: pShuttle-CMV-EGFP
Uber Kanamycin in BJ5183pAdEasy-1-
Zellen

Kontrollrestriktion:

pAdEaysy-1-CMV-
EGFP

Transformation: Linearisierung:

pAdEasy-1-CMV- pAdEasy-1-CMV-
EGFP in DH5a EGFP mit Pacl

Abbildung 3.4: Ubersicht {iber die Klonierungsschritte zur Herstellung rekombinanter Adenoviren. Der
pAdEasy-1-Vektor wurde zunachst in den E. coli-Stamm BJ5183 transformiert und unter Ampicilin selektioniert.
Aus diesen Zellen wurden elektrokompetente Zellen hergestellt. In diese Zellen wurde wiederum der
pShuttle-CMV-EGFP-Vektor transformiert, so dass EGFP iber homologe Rekombination in den viralen Vektor
eingebaut werden konnte. Es fand eine Selektion unter Kanamycin statt, da durch die homologe
Rekombination auch die Kanamycinresistenz aus dem pShuttle-Vektor lbertragen wurde. Um die homologe
Rekombination zu kontrollieren, wurde eine Kontrollrestriktion durchgefiihrt. Da pAdEasy-1 in den
BJ5183-Zellen nicht stabil ist, wurde ein Klon in den DH5a-Stamm transformiert und anschliefend eine
Plasmidpradparation durchgefihrt. Flr die anschlieBRende Transfektion des fertigen Vektors in HEK293-Zellen,
wurde der pAdEasy-1-CMV-EGFP-Vektor mit Pacl linearisiert.

3.6.3 Transfektion rekombinanter adenoviraler DNA in
HEK293-Zellen

Es sind mehrere Arbeitsschritte notwendig, um aus den rekombinanten Plasmiden
adenovirale Partikel zu machen. Da die adenoviralen Plasmide durch die Deletion des viralen
E1-Gens replikationsdefiziente, Viruspartikel hervorbringen wiirden, miissen die Plasmide
zunachst in eine sogenannte Verpackungszelllinie transfiziert werden. Hier wurde die
HEK293-Zelllinie verwendet. Sie trdagt im Genom das fiir die virale Replikation wichtige
E1-Gen und kann somit die Deletion in den Plasmiden ausgleichen (Graham et al., 1977).

HEK293-Zellen wurden am Vortag in 6-Well Platten in einer Dichte von
7.5x10° Zellen/Well in Wachstumsmedium ausplattiert. Drei Stunden vor der Transfektion

wurde das Medium der Zellen durch frisches ersetzt. Fur die Transfektion wurde das
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X-tremeGENE HP DNA Transfektionsreagenz der Fa. Roche verwendet. Es wurden 1 pg, mit
Pacl linearisierte Plasmid-DNA (pAdEays-1-CMV-EGFP) eingesetzt und wie vom Hersteller
empfohlen vorgegangen. Die nun hergestellten Viren werden im Weiteren als Ad5EGFP

bezeichnet.

3.6.4 Produktion der Viruspartikel

Einen Tag nach der Transfektion des adenoviralen Plasmids in HEK293-Zellen wurden
die Zellen 1-mal vorsichtig mit PBS gewaschen, wie unter 3.1.2 beschrieben mit
Trypsin/EDTA abgel6st und auf vier Wells einer 6-Well Platte aufgeteilt. Flir 6 h wurden die
Zellen bei 37°C, 5 % (v/v) CO, im Brutschrank inkubiert, damit sie an der Plastikoberfldche
anhaften. Um eine Diffusion der Viruspartikel (VP) zu minimieren, wurden die Zellen
anschlieffend mit Agarose Uberschichtet. Hierflir wurden 10 ml einer 5 %igen SeaPlaque®
Agarose in einem 50 ml Reaktionsgefdll vorsichtig in Wasser (100°C) gestellt, bis sie
geschmolzen war. Dann wurde die Agarose auf 45°C abgekihlt und mit 30 ml
Wachstumsmedium (auf 37°C erwarmt) gemischt, um eine Agarose-Endkonzentration von
1.25 % zu erreichen. Direkt im Anschluss wurden 3 ml dieser Losung auf die Zellen gegeben,
von denen vorher das Medium aspiriert wurde. Die Uberschichtung mit Agarose wurde bis
zum Erscheinen adenoviraler Plaques alle 4-5 Tage mit 1.5 ml/Well wiederholt.

Die Plagues wurden innerhalb von 10-21 Tagen durch den sogenannten
zytopathischen Effekt (cytopathic effect, CPE) sichtbar. Der CPE, der durch den lytischen
Zyklus der Viren ausgel6st wird, dient dazu, eine erfolgreiche Virusproduktion zu erkennen
und den Zeitpunkt der Zellernte zu bestimmen. Er zeichnet sich durch Abrunden der Zellen
und Verlust des Zell-Zell-Kontakts aus (AdEasy™ Vector System Application Manual,
Qbiogene Version 1.4). Um die Viren aus der Agarose zu eluieren, wurden sie mit einer
Pipette gepickt und in einem 24-Well in 0.5 ml Wachstumsmedium fiir 24 h im Brutschrank
bei 37°C und 5 % (v/v) CO; inkubiert. Daraufhin wurden 100 pl eines eluierten Plaques zu
neuen HEK293-Zellen in einem 24-Well gegeben, 1.5h bei 37°C und 5% (v/v) CO, im
Brutschrank inkubiert, dann mit 900 pul Wachstumsmedium {iberschichtet und bis zum CPE
5-10 Tage bei 37°C und 5 % (v/v) CO, inkubiert. Danach wurden die Zellen geerntet, bei 4°C,
bei 540 x g fur 5 min zentrifugiert und in 1 ml Infektionsmedium resuspendiert. Daraufhin
folgte ein Gefrier-Tau-Zyklus, der wie unter Punkt 3.6.5 beschrieben durchgefiihrt wurde.

Der virushaltige Uberstand wurde bei -80°C eingefroren oder es wurde fiir weitere
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Virusamplifikationen zunichst eine 25cm” Flasche und mit dem daraus gewonnenen
Virusiiberstand eine 75 cm?® Flasche infiziert. AbschlieRend wurde wie unter Punkt 3.6.7
beschrieben der Titer der gewonnenen Viruspartikel bestimmt.

Fir die Herstellung groBer Mengen Viruspartikel (Ad5EGFP, Ad5/3GFP), die zur
Infektion humaner Tumorzellen und Patientenproben verwendet werden sollten, wurden
HEK293-Zellen in vier 75 cm?® Flaschen a 5 x 10° Zellen ausgesat und Uber Nacht bei 37°C,
5% (v/v) CO;, im Brutschrank inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen bei 90 %
Konfluenz zunachst auf Infektionsmedium gebracht. AnschlieBend wurden die Zellen mit
dem Virusuberstand einer vorherigen Virusamplifikation eines kleineren MaRstabs
(1x 75 cm?) infiziert. Es wurde eine Konzentration von 0.5 plaque forming units (PFU)
gewadhlt, so dass die infizierten Zellen innerhalb von 48 h einen CPE zeigten. Die Zellen
wurden durch Resuspendieren und Abschaben geerntet, solang der CPE noch nicht
vollstéandig ausgepragt war. So war sichergestellt, dass sich die meisten Viren noch in den
Zellen befanden. Die Zellen wurden anschliefend bei 1,000 x g fiir 5 min bei RT sedimentiert.
Der Uberstand wurde bis auf 15 ml abgenommen. Im Anschluss daran wurden die Zellen
mittels Gefrier-Tau-Zyklus (3.6.5) aufgeschlossen und mithilfe eines filterbasierten Systems

von zelluldren Proteinen und Zellkulturmedien-Komponenten getrennt (3.6.6).

3.6.5 Gefrier-Tau-Zyklus

Der Gefrier-Tau-Zyklus dient dazu, die Zellen zu zerstéren, um die darin befindlichen
Viruspartikel freizusetzen und in Losung zu bringen. Die Zellen wurden je 3-mal in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei 37°C im Wasserbad wieder aufgetaut. Abschliefend wurden
die Zelltrimmer bei 3,000 x g fiir 10 min bei RT sedimentiert und der virushaltige Uberstand

bei -80°C eingefroren oder direkt aufgereinigt (3.6.6).

3.6.6 Aufreinigung der Viruspartikel

Zur Trennung der Viruspartikel von zellularen Proteinen und
Zellkulturmedien-Komponenten wurde das ViraBind™ Adenovirus Purification Kit der Fa. Cell
Biolabs verwendet. Es ist ein filterbasiertes System, welches die Oberflachenladung der
Viren und deren GrofRe nutzt. Zunachst wurden der mitgelieferte Waschpuffer (10 x) 1:10

und der Elutionspuffer (2 x) 1:2 mit Wasser verdiinnt.
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Der virale Uberstand aus dem Gefrier-Tau-Zyklus (3.6.5) wurde zunéichst (iber einen
sterilen 0.45 um Filter gegeben und von eventuell noch vorhandenen Zelltrimmern
getrennt, um u.a. ein Verstopfen des Aufreinigungsfilters zu verhindern. Auf den
Aufreinigungsfilter wurde eine 10 ml Spritze gesteckt. Der Filter wurde mit 5ml des
Waschpuffers (1 x) equilibriert. AnschlieRend wurde der gefilterte, virale Uberstand auf den
Aufreinigungsfilter gegeben. Das Filtrat wurde aufgefangen und fiir eine maximale Ausbeute
erneut Uber den Aufreinigungsfilter gegeben. Dieser wurde anschliefend 3-mal mit je 10 ml
Waschpuffer (1 x) gewaschen. Mit 2 ml eines Elutionspuffers (1 x) wurden die aufgereinigten
Viren eluiert. Die aufgereinigte Virussuspension wurde mit Glycerin in einer

Endkonzentration von 10 % versetzt. Die Viren wurden aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.6.7 Titerbestimmung

Um eine Aussage Uber die Konzentration der gewonnenen Viren zu erhalten, wurde

die Anzahl der Viruspartikel Gber zwei unterschiedliche Methoden bestimmt.

3.6.7.1 Physikalische Titerbestimmung

Diese Methode basiert auf der Bestimmung der Viruspartikel in Lésung im Verhaltnis
zum DNA-Gehalt. Hierbei wurde die Menge an viraler DNA mittels photometrischer Messung
bei einer ODgp bestimmt. Das Virus wurde in den Verhdltnissen 1:3, 1:5, 1:10, 1:50 und
1:100 mit Viruslysispuffer (viral lysis buffer, VLB) gemischt und unter Schiitteln fiir 20 min bei
56°C inkubiert. Als Leerwert wurde der VLB herangezogen. Die Anzahl der Viruspartikel in

Losung wurde nach folgender Formel berechnet:

ODZGQ = A(ZGO)'A(320)
0Dy X Verdiinnungsfaktor x 1.1 x 10'?= Titer in VP/ml

A = Absorption
VP = Viruspartikel

Die Absorption bei 320 nm entspricht der Absorption der Losung ohne Viruspartikel.
Die Extinktion von 1 bei OD,g entspricht 1.1 x 10 Viruspartikeln (AdEasy™ Vector System

Application Manual, Qbiogene Version 1.4).
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3.6.7.2 Biologische Titerbestimmung

Die Tissue Culture Infection Dose 50 (TCIDsp)-Methode beruht auf der Induktion des CPE
in HEK293-Zellen nach einer End-Punkt-Verdliinnung der aufgereinigten Adenoviruslosung
(AdEasy™ Vector System Application Manual, Qbiogene Version 1.4). Es wurde eine
Doppelbestimmung in einer 96-Well Platte durchgefihrt. Die HEK293-Zellen wurden in einer
Dichte von 1x 10 Zellen/Well in 100 pl Infektionsmedium ausplattiert. Es wurde eine
serielle Verdinnungsreihe des Virusstocks im Bereich von 107 bis 10 jeweils fiir eine
Zehnfachbestimmung in Infektionsmedium angesetzt. Direkt im Anschluss an das
Ausplattieren wurden die Zellen mit 100 ul der Virusverdiinnung infiziert. Der Bereich der
Verdiinnungen wurde so gewahlt, dass die niedrigste Verdiinnung in allen Wells einen CPE
zeigte, wohingegen in der hochsten Verdiinnung kein CPE induziert werden sollte. Zwei
Spalten auf der Platte wurden nicht infiziert, und dienten somit als Negativkontrollen. Die
Zellen wurden fur 10 Tage bei 37°C, 5 % (v/v) CO, im Brutschrank inkubiert. Die Auswertung
erfolgte durch Zahlen der CPE-positiven Wells pro Reihe am Mikroskop. In Abbildung 3.5 ist

ein exemplarische Ergebnis eines TCIDsg-Versuchs dargestellt.

Verdiinnungsstufe Kontrollen
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Abbildung 3.5: Exemplarisches Ergebnis eines TCIDso-Versuchs. Der Versuch wurde in einer 96-Well Platte
durchgefihrt. Die Spalten 1-10 wurden mit steigenden Virusverdinnungen infiziert. Die Konzentrationen
nahmen von Reihe A nach Reihe H ab. Die Spalten 11 und 12 dienten als Negativkontrollen und wurden nicht
infiziert. Der Test konnte nur ausgewertet werden, wenn die niedrigste Verdiinnung (Reihe H) in allen Wells
einen CPE zeigte und die hochste Verdiinnung (Reihe A) in keinem Well einen CPE induzierte.
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Zur Berechnung des Virustiters T (TCIDso/ml) wurde die statistische Methode nach KARBER
angewendet (AdEasy™ Vector System Application Manual, Qbiogene Version 1.4). Fiir 100 pl

der Viruslosung betragt der Titer:

T=10t*9(s-05)

d = Log 10 der Verdiinnung
S= X CPE-positive Wells/10

Der TCIDso.Titer konnte nach folgender Formel in die Einheit plaque forming units pro ml

(PFU/mI) umgewandelt werden:

PFU/ml = TCID5o/ml - 0.7 Log

3.7 Isolierung von PBMCs

Zur Gewinnung mononukledrer Zellen des peripheren Bluts (peripheral blood
mononuclear cells, PBMCs) wurden vendses peripheres Blut oder Buffy-Coats von
anonymisierten gesunden Spendern verwendet. Buffy-Coats sind Konzentrate aus
Leukozyten und Thrombozyten und wurden von der Blutspendezentrale des
Universitatsklinikums Disseldorf bezogen. Zusatzlich wurde vendses, peripheres Blut von
gesunden, freiwilligen Spendern in heparinhaltigen Blutentnahmerdhrchen abgenommen.
DLA-Proben wurden von Patienten und gesunden Spendern im ITZ gewonnen. Blut von
Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom wurde im Interdisziplindren Zentrum fir
ambulante Chemotherapie (IAC) des Universitatsklinikums Disseldorf in EDTA-haltige
Blutentnahmeréhrchen abgenommen. Fir die entsprechenden Probenentnahmen und
Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf positive Voten erteilt. Alle Patienten und gesunden Spender haben vor der
Blutentnahme bzw. der DLA schriftlich zur Verwendung des Korpermaterials fir
Forschungszwecke zugestimmt.

Die CellSearch®-Analysen der Blut- und DLA-Proben erfolgten im Rahmen einer
Kooperation mit Dr. Dieter Niederacher im Molekulargenetischen Labor der

Universitatsfrauenklinik Dusseldorf.
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3.7.1 Isolierung von PBMCs aus peripherem Blut

Die PBMCs aus dem peripheren Blut wurden Uber eine
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation angereichert. Hierzu wurden jeweils 10 ml Blut in ein
50 ml Reaktionsgefall tGberfiihrt und mit 20 ml PBS aufgefillt. In ein neues Reaktionsgefald
wurden 15-20 ml Ficoll der Fa. GE Healthcare vorgelegt und mit der Zellsuspension langsam
Uberschichtet, so dass zwei getrennte Phasen erkennbar waren. Der Gradient wurde bei
550 x g fur 30 min ohne Bremse bei RT zentrifugiert. Die PBMC-haltige Interphase wurde
vorsichtig abgenommen und mit 20 ml PBS gemischt. Die Zellsuspension wurde bei 365 x g
fir 10 min bei RT pelletiert. Dieser Schritt wurde 1 bis 2-mal wiederholt. Abschlieend
wurden die Zellen in entsprechendem Wachstumsmedium resuspendiert und direkt

weiterverwendet.

3.7.2 Isolierung von PBMCs aus Buffy-Coat-Praparaten

Es wurden hoéchstens 12.5 ml des Buffy-Coat-Praparats in ein 50 ml Reaktionsgefal
Uberfihrt und zur Lyse der restlichen Erythrozyten mit 37.5 ml Ammoniumchloridlésung
aufgefiillt. Die Erythrozytenlyse fand fir 10 min bei 4°C statt. Hierauf folgte ein
Zentrifugationsschritt fiir 7 min bei 500 x g und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet 2-mal mit PBS bei 200x g, 4°C und 10 min gewaschen. Das Pellet wurde in

entsprechender Menge Wachstumsmedium aufgenommen und weiterverarbeitet.

3.7.3 Aufarbeitung von frischen Blutproben

Blut von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom wurde in EDTA-haltige
Réhrchen abgenommen. Um eine Aktivierung der Blutzellen zu verhindern, wurden alle
weiteren Schritte bei 4°C durchgefiihrt. Das Blut wurde in ein 15 ml Reaktionsgefald
Uberfihrt und flir 10 min bei 200 x g ohne Bremse zentrifugiert, um den groflten Anteil der
unerwiinschten Thrombozyten abzutrennen. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer
Pipette abgenommen, ohne die rote WBC-haltige (white blood cells, weilRe
Blutk6érperchen/Leukozyten) Schicht zu zerstéren. Flr eine Erythrozytenlyse wurde das
Zellpellet mit dem dreifachen Volumen der Ausgangsprobenmenge Ammoniumchloridldsung

versetzt und fiir 10 min inkubiert. Danach wurde die Suspension mit HSA (human serum
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albumin, Humanalbumin)- und EDTA-haltigem PBS-Puffer aufgefiillt und fiir 7 min bei 500 x g
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Die Zellen wurden
anschlieBend 2-mal mit diesem PBS-Puffer bei 500 x g fur 7 min gewaschen. Nach dem
Waschen wurden die Zellen in 5 ml RPMI-Wachstumsmedium aufgenommen und, wie unter
3.1.4 beschrieben, gezdhlt. Es wurden 1x 10’ Zellen in 12 ml RPMI-Wachstumsmedium
aufgenommen und auf einer 6-Well Platte verteilt. AnschlieRend wurden die Zellen bei 37°C

im Brutschrank inkubiert und am nachsten Tag mit Adenoviren (Ad5/3GFP) infiziert.

3.7.4 Aufarbeitung von frischen DLA-Proben

Ublicherweise werden zirkulierende Tumorzellen in Proben peripheren Bluts von
Patienten detektiert. Da in diesen Proben die Zahl der CTCs ziemlich gering ist, wurden in
dieser Arbeit DLA-Proben von Tumorpatienten zur Detektion von CTCs verwendet. Zur
Gewinnung der in dieser Arbeit analysierten DLA-Proben wurde etwa die Hilfte des
Blutvolumens der Patienten prozessiert. Wie in Abbildung 3.6 dargestellt, flieSt das Blut vom
Patienten bzw. dem gesunden Spender zunachst in den Zellseparator, in dem die
Auftrennung der einzelnen Blutzellen mittels Zentrifugation durchgefiihrt wird. Die
CTC-haltige Schicht wird abgetrennt und in einem separaten Sammelbeutel aufgefangen.
AnschlieBend werden die restlichen Blutbestandteile wieder in den Patienten bzw. den
gesunden Spender zurlickgefiihrt. Um zu verhindern, dass das Blut im Schlauchsystem
gerinnt, wurden dem Zellseparator der gerinnungshemmende Stoff ACDA (Acid Citrate

Dextrose solution A, saure Citrat-Dextroselosung A) zugesetzt.
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ACDA Leukapheresat

Gesamtmenge
30-50 ml

Zentrifuge

Blutplasma

Erythrozyten
CTCs, Leukozyten, Stammzellen,

Thrombozyten

Abbildung 3.6: Ablauf der DLA zur Gewinnung von CTCs. Wahrend der DLA findet eine Blutzellseparation statt.
Hierzu werden zwei Drittel des Gesamtblutvolumens des Patienten durch Zentrifugation zunachst in seine
Bestandteile aufgeteilt. Die CTC-haltige Schicht wird hierbei abgetrennt und in einem Sammelbeutel
aufgefangen. Das restliche Blut wird dem Patienten wieder zurickgefiihrt. Um eine Blutgerinnung im
Schlauchsystem zu verhindern, wird der gerinnungshemmende Stoff ACDA zugesetzt. ACDA = Acid Citrate
Dextrose solution A (saure Citrat-Dextroselésung A), CTCs = circulating tumor cells (zirkulierende Tumorzellen)
(modifiziert nach: http://www.cellex.me/informationen-fuer-spender/entnahme/periphere-
stammzellennahme).

Insgesamt wurden durch die DLA pro Patient zwischen 30 ml und 50 ml Probenmaterial
gewonnen. Fiir diese Versuche wurden 1 x 10’ oder 2 x 10’ WBCs der DLA-Probe verwendet.
Im Folgenden wurden alle Inkubations- und Zentrifugationsschritte bei 4°C durchgefihrt. Die
gewiinschte Menge frischer DLA-Proben wurde in ein 15 ml Reaktionsgefal} Gberfiihrt. Um
den grolRten Teil der unerwiinschten Thrombozyten aus der Probe zu entfernen, wurde diese
bei 200xg fir 10min ohne Bremse zentrifugiert. Der Uberstand und die
thrombozytenhaltige weille Schicht wurden vorsichtig mit einer Pipette abgenommen, ohne
die rote WBC-haltige Schicht zu zerstoren. Fir eine Erythrozytenlyse wurde das Zellpellet mit
dem dreifachen Volumen der Ausgangsprobenmenge Ammoniumchloridlésung versetzt und
fir 10 min inkubiert. Danach wurde die Suspension mit HSA (human serum albumin,
Humanalbumin)- und EDTA-haltigem PBS-Puffer aufgefillt und fiir 7 min bei 500xg

zentrifugiert. Die Zellen wurden anschlieBend 2-mal mit diesem PBS-Puffer bei 500 x g fir
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7 min gewaschen. Die Zellen wurden in 12 ml RPMI-Wachstumsmedium aufgenommen und
auf einer 6-Well Platte verteilt. Bis zur Infektion mit Adenoviren wurden die Zellen im

Brutschrank bei 37°C inkubiert.

3.8 Messung der Transgen-Expression mittels Luziferase-
Assay

Ob PBMCs durch rekombinante Adenoviren infiziert werden kénnen, wurde zunachst
mithilfe eines Ad5/3CMVLuc-Virus in einem Luziferase-Reportgen-Assay untersucht. Hierbei
wurde das Bright-Glo™ Luciferase Assay-System der Fa. Promega verwendet. Im hier
verwendeten rekombinanten Virus wurde die Luziferase des Amerikanischen Leuchtkafers
(Photinus pyralis), die sogenannte Firefly-Luziferase eingesetzt. Bei der Reaktion, die zur
Emission von Lumineszenz fiihrt, wird Luziferin in Anwesenheit von ATP und Mg2+ Zu

Oxyluziferin monooxygeniert. Die Reaktion wird durch die Luziferase katalysiert (Abbildung

3.7).
HO COOH Firefly Luciferase =0 0~
N/>_<S +ATP+0, B N/>_ <S + AMP + PP, + CO, + Light
M92+
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 3.7: Die Luziferase-Reaktion. In Anwesenheit von ATP und Mg2+ katalysiert die Firefly-Luziferase die
Mono-Oxygenierung von Luziferin zu Oxyluziferin (Datenblatt Bright-Glo™ Luciferase Assay System, Promega).

Es wurden 1 x 10* Zellen pro Well in einer 96-Well Platte ausplattiert und mit steigenden
Viruskonzentrationen im Bereich von 1 x 10°-1 x 10° VP/Zelle (VP/Z) als Dreifachbestimmung
infiziert. Als Negativkontrolle dienten nichtinfizierte Zellen, deren Eigenfluoreszenz vom
Messwert subtrahiert wurde. Im ersten Ansatz wurden die Tumorzelllinie MDA-MB-231 und
PBMCs von gesunden Spendern in getrennten Wells ausplattiert (Abbildung 3.8A), in einem
zweiten Versuchsansatz wurden beide Zelltypen in einem Well zusammen ausplattiert,

wobei die Gesamtzellzahl pro Well gleich blieb (Abbildung 3.8B).
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Abbildung 3.8: Pipettierschema eines Luziferase-Assays. Die Viruskonzentrationen wurden als
Dreifachbestimmung angesetzt. Als Blank wurden Zellen verwendet, die nicht infiziert wurden. A) MDA-MB-231
und PBMCs wurden getrennt ausplattiert. MDA-MB-231-Zellen wurden in den Reihen A und B und die PBMCs
gesunder Spender wurden in den Reihen E und F ausplattiert. Von beiden Zelltypen wurden jeweils 1 x 10*
Zellen pro Well ausplattiert. B) MDA-MB-231 und PBMCS eines gesunden Spenders wurden gemeinsam in
einem Well ausplattiert. Pro Well wurden jeweils 5 x 10> MDA-MB-231 und PBMCs ausplattiert, so dass die
Gesamtzellzahl 1 x 10* Zellen pro Well betrug. VP/Z = Viruspartikel pro Zelle.

Nach 24 h wurden die Zellen fiir 3 min bei 400 x g und RT abzentrifugiert und das Medium
vorsichtig aspiriert und verworfen. Die Zellen wurden mit 50 pl der entsprechenden
Virusverdiinnung, angesetzt in Infektionsmedium, infiziert und 2 h bei 37°C, 5 % (v/v) CO, im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden 100 ul Wachstumsmedium pro Well
dazugegeben und die Platten fiir weitere 48 h bei 37°C, 5% (v/v) CO, im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde das Medium nach einer kurzen Zentrifugation abgenommen und

die Zellen durch Zugabe von 100 pl Glo Lysis-Puffer pro Well fir 5 min bei RT lysiert.
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AnschlieBend wurden 100 ul Bright-Glo™ Assay Reagenz pro Well dazugegeben. Die
Luziferase-Aktivitdit wurden in einem Plattenluminometer der Fa. Labsystem als

Lichtemission pro Well pro Sekunde gemessen.

3.9 Messung der Zellviabilitat mittels MTT-Assay

Um eine moglichst hohe und fir die eingesetzten Zellen tolerierbare Virusmenge zu
bestimmen, wurde die Viabilitit der Zellen nach Infektion mit ansteigenden
Viruskonzentrationen mittels MTT-Assay gemessen. MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazol)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazoliumbromid) ist ein gelbes, wasserlosliches Tetrazoliumsalz, welches von
lebenden Zellen durch Dehydrogenase-Enzyme in das unlosliche, violette Formazan
umgewandelt wird (Abbildung 3.9, (Mosmann, 1983; Stockert et al., 2012)). Durch Zugabe
einer sauren, alkoholischen Fixierungslosung wird das unl6sliche Salz in Lésung gebracht
(Mosmann, 1983) und die Absorption kann anschlieBend spektrophotometrisch bei einer

Wellenldange von 540 nm bestimmt werden.
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Abbildung 3.9: MTT-Reaktion. Reduktion des wasserldslichen MTT in ein unl6sliches Tetrazoliumsalz (Stockert
et al., 2012).

Wie in Abbildung 3.10 dargestellt wurden pro 96-Well-Platte je nach verwendeter Zelllinie
aufgrund unterschiedlichen Wachstumsverhaltens 0.3 x 10*-1.4 x 10 Zellen/Well in 100 ul
Wachstumsmedium ausplattiert und im Brutschrank bei 37°C, 5% (v/v) CO, fiur 24h
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit den entsprechenden Virusmengen
in je 50 pl Infektionsmedium inkubiert und 2 h spater mit 50 ul Wachstumsmedium
Uberschichtet. Dann wurden die Zellen 48 h im Brutschrank bei 37°C, 5 % (v/v) CO; inkubiert.

Danach erfolgte die Zugabe von 20 pl MTT-Reagenz pro 100 ul Mediumvolumen und eine
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Inkubation im Brutschrank unter lichtgeschiitzten Bedingungen. Nach 4 h wurden 50 pl
Fixierungslosung pro 20 ul MTT-Reagenz auf die Zellen gegeben. Nach einer weiteren
Inkubation im Brutschrank fiir genau 24 h wurde die Messung der Extinktion bei 540 nm an

einem ELISA-Reader der Fa. Tecan durchgefiihrt.
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Abbildung 3.10: Pipettierschema eines MTT-Assays. In einer 96-Well-Platte wurden je nach Zelllinie
0.3x10%1.4x 10 Zellen/Well ausplattiert und mit Viruskonzentrationen im Bereich von 1 x 10%5x 10° VP/Z
infiziert. Fur jede Viruskonzentration wurde eine Vierfachbestimmung angesetzt. In den als Blank markierten
Wells wurden alle Reagenzien eingesetzt, aber keine Zellen. VP/Z = Viruspartikel pro Zelle.

3.10 Infektion von Zelllinien mit AASEGFP und Ad5/3GFP

Um zunichst einen Uberblick Uber die Effizienz der Infektion mit beiden
Viruskonstrukten (Ad5EGFP und Ad5/3GFP) zu erhalten, wurden alle unter Punkt 2.11
aufgelisteten Tumorzelllinien mit diesen infiziert und 24 h sowie 48 h spater die Positivitat
der Zellen unter dem Mikroskop beurteilt. Es wurden ansteigende Viruskonzentrationen
verwendet, um abschatzen zu konnen, in welchem Konzentrationsbereich man in
nachfolgenden Versuchen arbeiten kann. Je nach Wachstumsverhalten der Zelllinien wurden
Zellen im Bereich von 3x10°-1.4x10" Zellen pro 96-Well als Dreifachansatz in
Wachstumsmedium ausplattiert und bei 37°C, 5 % (v/v) CO, inkubiert. Am darauffolgenden
Tag wurden die Zellen mit ansteigenden Viruskonzentrationen von 1 x 10*5 x 10° VP/Z in
50 pl Infektionsmedium infiziert und fur zwei Stunden bei 37°C, 5 % (v/v) CO, im Brutschrank

inkubiert. AnschlieRend wurden die Wells mit 150 pul Wachstumsmedium aufgefillt und bis
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zur Auswertung bei 37°C, 5 % (v/v) CO; inkubiert. Der Verlauf der Infektion wurde 24 h und

48 h nach der Infektion an einem Fluoreszenzmikroskop beobachtet und bewertet.

3.11 Transiente Virusinfektion

Die zirkulierenden Tumorzellen von Patienten sollten nach der Isolierung aus
Patientenproben am besten in einem moglichst originalen Zustand analysiert werden, um
unverfalschte Eigenschaften dieser Zellen zu erhalten. Um dies im Modellsystem zu testen,
wurde der transiente Charakter der Infektion mit Adenoviren an einer Zelllinie untersucht.
Da Adenoviren epichromosomal im Zellkern vorliegen, somit deren rekombinante DNA den
lysosomalen Abbauprozessen der Zelle unterliegt und dartber hinaus die hier verwendeten
rekombinanten Viren auch replikationsinkompetent sind, sollten die Viren nach einiger Zeit
aufgrund von Zellteilungen ,verdiinnt” werden.

Fir diesen Versuch wurde die Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3.ip mit beiden Viren
(AdSEGFP und Ad5/3GFP) in 6-Well-Platten infiziert. Zu diesem Zweck wurden 1 x 10° Zellen
pro Well in 3 ml Wachstumsmedium ausplattiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen
mit 1 x 10* VP/Z in hochstens 500 pl Infektionsmedium infiziert. Nach 2 h wurde den Zellen
3 ml Wachstumsmedium zugesetzt. Im Zeitraum von 3-15 Tagen nach der Infektion wurden
die Zellen nahezu taglich im Durchflusszytometer auf ihre EGFP/GFP-Expression hin
untersucht. Alle Inkubationsschritte wurden bei 37°C, 5 % (v/v) CO, im Brutschrank
durchgefiihrt. Als Negativkontrollen dienten nichtinfizierte Zellen. Um den Anteil an toten
Zellen beurteilen zu kénnen, wurden die Zellen vor der Analyse mit Pl im Verhaltnis 1:200

versetzt.

3.12 Zellsortierung mittels FACS fiir Einbringungsversuche

Um herauszufinden, wie spezifisch und sensitiv die Infektion von epithelialen Zellen vor
einem hohen Hintergrund von PBMCs ist, wurden MDA-MB-231-Zellen in definierten
Zellzahlen per fluorescence activated cell sorting (FACS) an einem MoFlo™ XDP-Sorter der Fa.
Beckman Coulter als Zwolffachbestimmung in eine 96-Well-Platte sortiert. In jedem Well

waren 1x10° PBMCs in 200 pl Wachstumsmedium vorgelegt. Die Zahl der CTCs in einer
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Blutprobe kann zwischen 0 und 100,000 pro ml Blut liegen (Pachmann et al., 2008). Die
Anzahl von 1 x 10° PBMCs entspricht in etwa der Menge von 0.01 ml Blut. Somit kdnnte man
annehmen, dass pro 1 x 10° PBMCs/Well bis zu 1,000 CTCs vorkommen kdnnten. Jede
potentielle CTC sollte mit je 1x 10% VP/Z infiziert werden. Diese Konzentration wurde in
vorangegangenen Versuchen ermittelt (3.8, 3.9, 3.10, 3.11). Die sortierten Zellen konnten
UN bei 37°C, 5 % (v/v) CO, im Brutschrank anwachsen. Am darauffolgenden Tag wurden die
Zellen mit Ad5/3GFP in einer Konzentration von 1 x 10’ VP/Well in 50 pl Infektionsmedium
infiziert. Nach 2 h wurden 150 pl Wachstumsmedium zugegeben. Nach 24 h, 48 h und 72 h

wurde die Anzahl GFP-positiver Zellen fluoreszenzmikroskopisch bestimmt.

3.13 Infektion von Blut- und DLA-Proben

Fur die virale Transduktion zirkulierender Tumorzellen mit Ad5/3GFP wurden Blut- und
DLA-Proben von Tumorpatienten frisch aufgearbeitet (3.7.3 und 3.7.4). Die aufgearbeiteten
Zellen wurden auf eine 6-Well-Platte aufgeteilt und im Brutschrank bei 37°C, 5 % (v/v) CO,
UN inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Zellen geerntet und mittels Zentrifugation bei RT
und 400 x g fir 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 1.5 ml
Virusverdiinnung aufgenommen und in 250 pl/Well wieder auf die 6-Well-Platte aufgeteilt.
Die Virusverdiinnung wurde in Infektionsmedium angesetzt und auf 3 x 10% VP/Well
eingestellt. Zwei Stunden nach der Infektion wurden in jedes Well 1.75ml
Wachstumsmedium dazugegeben und 2-4 Tage im Brutschrank inkubiert. Anschliefend
wurden die Zellen wie unter Punkt 3.15 beschrieben fixiert und auf GFP-positive Zellen hin
untersucht. Einige Proben wurden vor der Fixierung noch mit einem CD45-Antikorper

gefarbt (3.14).

3.14 CDA45-Farbung der mit Ad5/3GFP infizierten DLA- und
Blutproben

Vor der Einzelzellisolierung (3.15) wurde die mit Ad5/3GFP infizierte Zellsuspension der
DLA- bzw. der Blutproben (3.13) mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einem

CD45-Antikorper gefarbt. Der CD45-Antikorper wurde zunachst mit einem Alexa Fluor® 555
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Sekundarantikorper selbstkonjugiert. Hierzu wurde das Zenon® Alexa Fluor® 555 Mouse IgG1
Labeling Kit der Fa. Life Technologies™ verwendet. Zu Beginn wurde 1 pg CD45-Antikorper in
19 ul PBS vorbereitet. Zu der Antikorperlésung wurden 10 pl der Komponente A hinzugefiigt
und fur 5 min bei RT inkubiert. Anschlieffend wurden 10 pl der Komponente B dazugegeben
und ebenfalls fir 5 min bei RT inkubiert. Der selbstkonjugierte CD45 Alexa Fluor® 555
Antikorper wurde im Verhaltnis 1:20 zu der Zellsuspension gegeben und fir 30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Die gefarbte Probe wurde 3-mal mit PBS gewaschen. AnschlieRend

wurden die Zellen wie unter 3.15 beschrieben fixiert.

3.15 Einzelzellisolierung aus DLA- und Blutproben

Die Zellen der DLA- und Blutproben wurden vor der Untersuchung auf GFP-positive
Zellen in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fiir 30 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen
3-mal mit PBS gewaschen und abschlieRend in 1 ml PBS resuspendiert. Ein Chamber Slide
wurde mit FBS beschichtet und die fixierten Zellen anschlieRend aufgebracht. Nach
Sedimentation der Zellen wurden GFP-positive Zellen mithilfe einer Glaskapillare und eines
Mikromanipulators auf einen mit FBS beschichteten und mit PBS befillten neuen Chamber
Slide Uberflihrt. Von dort aus wurde die gepickte Zelle unter Sicht mit einer Pipette in einem
Volumen von 1 pl aufgenommen und in ein 200 pl Reaktionsgefdall mit vorbereitetem

Proteinase K-Mix liberfuhrt (3.16.1).

3.16 MSE-PCR

Fiir die gesamtgenomische Amplifikation (WGA, whole genome amplification) der
Einzelzell-DNA, wurde die von Klein et al. etablierte MSE-PCR (Klein et al.,, 1999) mit
Modifikationen nach Stoecklein et al. (Stoecklein et al., 2002) durchgefiihrt. Diese beruht auf
dem Prinzip einer Adapter-Linker-PCR. Alle Reaktionsschritte wurden in PCR-Zyklern

durchgefiihrt.
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3.16.1 Proteinase K-Verdau

Die aufgenommene Zelle wurde wie unter 3.15 beschrieben in ein 200 pl
Reaktionsgefal® Uberfiihrt, in welchem 2 pul Proteinase K-Mix vorgelegt waren. Dieser

bestand aus folgenden Komponenten:

Komponente 1 x Ansatz (ul)
OPA 0.2
Tween (10 %ig) 0.13
Igepal (10 %ig) 0.13
Proteinase K (10 mg/ml) 0.26
H,0 1.28

Durch diesen Proteinase K-Verdau wird die DNA von Membran- und Zellproteinen befreit.
Der Proteinase K-Verdau wurde bei 42°C fir 10h durchgefiihrt. Die anschlieBende
Denaturierung der Proteinase K erfolgte unterhalb des Schmelzpunktes der DNA bei 80°C fiir

10 min, da die DNA fiir die anschliefende Ligation doppelstrangig sein musste.

3.16.2 Msel-Verdau und Preannealing

Das Genom der gepickten Einzelzelle wurde mithilfe des Restriktionsenzyms Msel
fragmentiert. Der enzymatische Verdau wurde bei 37°C fir 3 h durchgefiihrt. Folgender

Reaktionsansatz wurde pipettiert:

Komponente 1 x Ansatz (ul)
OPA 0.2

Msel (50 U/ul) 0.2
H,0 1.6

Das Msel-Restriktionsenzym wurde abschlieRend bei 65°C fiir 5 min inaktiviert. Durch den
Verdau wurden 5'TA Uberhinge generiert, sogenannte sticky ends (klebrige Enden). An diese
wurden Adapter ligiert, die aus den Oligonukleotiden LIB1 und ddMSE11 generiert wurden.

Hierflr wurde folgender Versuchsansatz gewahlt:

Komponente 1 x Ansatz (pl)
OPA 0.5
LIB1 (100 uM) 0.5
ddMse11 (100 M) 0.5
H,0 1.5
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Die Basenpaarung des Adapters wurde durch langsames Abkihlen erreicht. Hierzu wurde ein
Temperaturgradient von 65°C-15°C gewahlt, bei dem jeder Temperaturschritt von 1°C fir

1 min gehalten wurde.

3.16.3 Ligation

Die Ligation der Adapter und der Msel-fragmentierten DNA wurde (iber Nacht bei 15°C
durchgefiihrt. Zu 3 ul der preannealten Adapter wurden je 1ul ATP (10 mM) und 1 pl
T4 DNA-Ligase (5 U/ul) pipettiert und diese 5 pl zu der Msel-verdauten Zelle gegeben.

3.16.4 Primadre PCR

Wahrend der primdren PCR findet eine globale Genomamplifikation der Einzelzelle statt.
Zunachst wurden dazu die Hilfsprimer ddMsell entfernt. Hierzu wurde ein initialer Schritt
von 68°C fir 3 min eingefligt. Die Temperatur liegt Gber dem Schmelzpunkt der
ddMsel1-Primer. Diese haben keine Phosphatreste, wodurch diese nicht so fest gebunden
sind wie LIB1, so dass sie bei den gegebenen Bedingungen von der DNA dissoziieren. LIB1
hingegen dient hier als universelle Primerbindungsstelle fir die Amplifikation des gesamten
Genoms der Einzelzelle. Es folgt eine Auffillreaktion der 3’-rezessiven Enden der
Fragment-Adapter-Konstrukte, wodurch  komplementdre LIB1-Primerbindungsstellen
entstehen. Der im Uberschuss im Reaktionsmix vorliegende Primer LIB1 lagert sich
anschlieffend an die geschaffenen Bindungsstellen an und in den folgenden PCR-Zyklen wird
das Genom der Einzelzelle amplifiziert. Hierflir wurde das Expand Long Template PCR System
der Fa. Roche verwendet. Das Produkt dieser Amplifikation wird im Folgenden als
WGA-Produkt bezeichnet.

Folgender Reaktionsansatz wurde pipettiert:

Komponente 1 x Ansatz (ul)
Expand Long Template Puffer 1 (10 x) 3
dNTPs (10 mM) 2
Expand Long Template Enzyme Mix (5 U/pl) 1
H,0 35
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Folgendes Amplifikationsprotokoll wurde angewendet:

Tabelle 3.2: Amplifikationsprotokoll der primaren PCR. Z = Zyklus, ’ = Minute, ’’ = Sekunde

1x 14 x 8 x 22 x 1x
68°C 3’ 94°C 40” 94°C 40” 94°C 40" 68°C 3" 40”
57°C 30” 57°C 30” +1°C/Zz | 65°C 30” 4°C halten

68°C 130" +1"/z 68°C | 145" +1”/2 | 68°C | 153" +1"/z

3.16.5 Kontroll-PCR

Um die Qualitat des WGA-Produkts zu bestimmen, wurden bestimmte genomische
MSE-Fragmente amplifiziert. Als Primerpaare wurden im Folgenden verwendet: TP53 Exon
2/3 und CK19. Als Positivkontrolle wurde ein Pool von WBCs des Patienten mitgefiihrt. Die
Negativkontrolle enthielt keine DNA. Von einem qualitativ guten primaren PCR-Produkt kann
man sprechen, wenn zwei spezifische Fragmente amplifiziert werden konnten. Der Nachweis
von TP53 kann erfolglos sein, da in Tumorzellen ein Verlust von TP53 moglich ist. Folgender

Ansatz wurde pipettiert:

Komponente 1 x Ansatz (ul)
DreamTag™ Green PCR Master Mix (2x) 5
CK19 for (10 pM) 0.1
CK19 rev (10 uM) 0.1
TP53 2/3 for (5 uM) 0.3
TP53 2/3 rev (5 uM) 0.3
H,0 4.2

Es wurden 9.5 ul des Mastermixes mit 0.5 pl des Produkts der primaren PCR gemischt und

die Amplifikation mit nachfolgendem Programm durchgefiihrt:

Temperatur 1x 14 x 24 x 1x
94°C 2 min 15 sec 15 sec
65°C 30 sec 30 sec 30 sec
72°C 2 min 20 sec 30 sec 2 min

Im Anschluss wurden die WGA-Produkte der Kontroll-PCR in einem 1.5 %igen
Agarose-Gel + GelRed™ ihrer GroRe nach aufgetrennt (3.2.9). Bei einer Spannung von 130V
wurden die Proben lber einen Zeitraum von 45 min aufgetrennt. Als GrofRenstandard diente

eine 50 bp DNA-Leiter (Abbildung 2.1)
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3.17 Molekularzytogenetik

3.17.1 Vergleichende genomische Hybridisierung auf
DNA-Microarrays

Die vergleichende genomische Hybridisierung (comparative genomic hybridisation, CGH)
auf DNA-Microarrays (Array-CGH, aCGH) ist eine molekularzytogenetische Methode, um
hochauflésend das gesamte Genom auf Kopienzahlverdanderungen (copy number alterations,
CNAs) in einer Probe hin analysieren zu konnen. Der Arbeitsablauf der aCGH ist in Abbildung
3.11 dargestellt. Hierzu wird die zu untersuchende genomische DNA (gDNA) einer Einzelzelle
sowie eine Einzelzell-Referenz-DNA unterschiedlich farblich markiert und auf einen Array
(Glasobjekttrdger) hybridisiert. Je nach Genotyp der Probe wurde ein weiblicher oder
mannlicher Genotyp der Referenz-DNA verwendet. Auf dem Objekttrager ist das gesamte
Genom durch synthetisch hergestellte 180,000 DNA-Oligonukleotide mit einer Lange von
60 bp reprasentiert. In dieser Arbeit wurden 4 x 180 k Arrays der Fa. Agilent Technologies
verwendet. Die aCGH-Analysen wurden basierend auf dem von Mohlendick et al.
entwickelten Protokoll durchgefiihrt (Méhlendick et al., 2013). Die Proben auf den Arrays
sind mit der Annotation der Gene der Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) Version 36 bzw. mit der Datenbank der Universitat von Kalifornien (UCSC,
Version hgl8, Marz 2006) abgeglichen (Agilent Technologies). Die Proben sind auf dem Array
nicht in der Reihenfolge aufgetragen, wie sie auf den Chromosomen vorliegen. Sollte ein Teil
der Proben ausfallen, z. B. durch schlechte Hybridisierung oder Verschmutzung, sind keine
ganzen Chromosomen betroffen, so dass der Array dennoch ausgewertet werden kann. In
die aCGH-Versuche wurde die DNA der gepickten Einzelzellen der Patienten nach

ausreichender Kontrolle der DNA-Qualitat eingesetzt (3.16.5 und 3.17.1.1).
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Isolierungund ~ Isolierung und
Amplifizierung der Amplifizierung der
Proben-DNA Referenz-DNA

: Markierung der gDNA : A Markierung der gDNA :
mit Cyanin 5 mit Cyanin 3

7Aufreir;igh;|g der ' Aufreinigung der
markierten DNA markierten DNA

, ‘Vorbereitung der Proben auf die ,
Hybridisierung

Hybridisierung (24 h, 65°C,
20 UpM)

Waschen des DNA-Microarrays

Scannen des DNA-Microarrays

Extraktion der Daten

Analyse der Daten

Abbildung 3.11: Arbeitsablauf der aCGH. Die ersten Arbeitsschritte bei der Aufbereitung der Proben- und
Referenz-DNA laufen getrennt voneinander ab. Zunachst wurde aus Einzelzellen die gDNA isoliert und
amplifiziert. AnschlieRend wurde die DNA mit dem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff markiert und
aufgereinigt. Die beiden markierten gDNAs wurden vereint und auf einen DNA-Microarray hybridisiert. Nach
24 h wurde der Array gewaschen und gescannt. AbschlieRend erfolgte die Datenextraktion und -analyse.

3.17.1.1 Multiplex-PCR zur Kontrolle der Qualitat von Einzelzellamplifikaten

Bevor die DNA einer Einzelzelle auf einen Array hybridisiert wurde, musste zunachst die
Qualitdt des WGA-Produkts kontrolliert werden. Zusatzlich zur Kontroll-PCR (3.16.5) wurde
eine Multiplex-PCR durchgefiihrt. Hierbei wurden Primer fiir sechs verschiedene Genloci
(LAMC1, CADPS, GRIK5, NEK9, PICK1, DNAH9) verwendet, die auf sechs verschiedenen
Chromosomen lokalisiert sind (Tabelle 2.4) (Knijnenburg et al., 2007). Als Template diente
die unter Punkt 3.16.4 amplifizierte DNA einer Einzelzelle. Als Positivkontrolle wurde ein
Pool einer gesamtgenomischen DNA verwendet und als Negativkontrolle ein Ansatz ohne

DNA.
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Folgender Reaktionsansatz wurde pipettiert:

Komponente 1 x Ansatz (ul)
DreamTag™ Green PCR Master Mix (2 x) 5
Primer-Mix (10 x) 1
Template-DNA 0.5
dH20 3.5
Gesamtvolumen 10

Das Amplifikationsprotokoll wurde wie folgt gewahlt:

Temperatur Dauer Wiederholung
95°C 2 min
95°C 30 sec
60°C 40 sec 33 x
72°C 1 min
72°C 5 min
4°C 0o

Die Auftrennung der Amplifikationsprodukte erfolgte Uber ein 1.5 %iges Agarose-Gel mit
GelRed™ (2.9.1, 3.2.9) bei 130V fiir 60 min. Als GroRenstandard diente eine 100 bp
DNA-Leiter (Abbildung 2.1). Ein Einsatz der Proben fiir die aCGH erfolgte bei einer

erfolgreichen Amplifikation von mindestens drei Genloci.

3.17.1.2 Aufreinigung der amplifizierten DNA fiir die Array-CGH

Um die amplifizierte DNA der Einzelzelle von Primerresten zu befreien, den Puffer
auszutauschen und das Produkt zu konzentrieren, wurde das Amicon® Ultra 0.5 Kit der Fa.
Millipore verwendet.

Die gesamte Probe der Einzelzellamplifikation wurde zu Beginn kurz abzentrifugiert und
dann mit 430 pl 1 x TE-Puffer, pH 8.0 versetzt. Die Probe wurde auf einen Dialysefilter
gegeben und 10 min bei 14,000 x g zentrifugiert und das Filtrat anschlieRend verworfen. Auf
den Filter wurden 480 ul 1 x TE-Puffer gegeben und erneut zentrifugiert. Das Filtrat wurde
erneut verworfen, der Filter daraufhin invertiert und in ein neues 2 ml Reaktionsgefald
gestellt. Die Probe wurde 1min bei 1,000xg zentrifugiert und im ReaktionsgefaR

aufgefangen. Die DNA-Konzentration wurde im Spektralphotometer gemessen (3.2.4).

3.17.1.3 Fluoreszenzmarkierung der genomischen Einzelzell-DNA

Die Tumorzell-DNA wurde mit Cyanin 5 und die Referenz-DNA mit Cyanin 3 markiert. Fr

diese Fluoreszenzmarkierung wurde das SureTag Complete DNA Labeling Kit der Fa. Agilent
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Technologies verwendet. In die Markierung wurden 1.5 pg DNA eingesetzt und mit Wasser
auf ein Volumen von 24 ul aufgefillt. Im sogenannten random priming werden als Primer
Hexaoligonukleotide mit zufalliger Sequenz verwendet, die sich an die denaturierte DNA
anlagern und dem Exo (-) Klenow-Fragment als Startstelle fiir die Synthese des
komplementdren DNA-Strangs dienen. Das Klenow-Fragment besitzt die Polymerase-
Aktivitat der DNA-Polymerase |, aber nicht mehr ihre 5’—3’ und 3’—5’ Exonukleaseaktivitat.
Das Fehlen der 3’—5" Exonukleaseaktivitat ist wichtig, da in der Reaktion nicht nur
unmarkierte Nukleotide in die DNA eingebaut werden, sondern auch die markierten
Nukleotide Cyanin 3-dUTP bzw. Cyanin 5-dUTP. Diese wiirden durch die Exonukleaseaktivitat
wieder entfernt werden. In einem 200 pl ReaktionsgefdR wurden der DNA zunachst 5 pl
Random Primer zugefligt. Dieser Ansatz wurde fir 3 min bei 95°C im Thermozykler
denaturiert. AnschlieRend wurde die Probe fiir 5 min auf Eis inkubiert. Folgender Mastermix

wurde angesetzt:

Komponente 1 x Ansatz (ul)
nukleasefreies H,0 2
Puffer (5 x) 10
dNTPs (10 x) 5
Cyanin 3-dUTP/ Cyanin 5-dUTP 3
Exo (-) Klenow-Fragment 1
Gesamtvolumen 21

Zu der Proben-DNA wurden 21 ul des Cyanin 5-Mastermixes gegeben und zur Referenz-DNA
jeweils die gleiche Menge des Cyanin 3-Mastermixes. AnschlieRend wurden die Proben fiir
2 h bei 37°C im Thermozykler inkubiert. Die Reaktion wurde durch einen 10-minitigen
Schritt bei 65°C gestoppt. Die Probe wurde entweder direkt weiterbearbeitet oder bei -20°C

bis zu einen Monat lang gelagert.

3.17.1.4 Aufreinigung der fluoreszenzmarkierten DNA und Bestimmung der
spezifischen Aktivitat
Die fluoreszenzmarkierte DNA wurde erneut wie unter Punkt 3.17.1.2 beschrieben

aufgereinigt. Um die Einbaurate der markierten Nukleotide in die DNA zu Uberprifen, wurde

die spezifische Aktivitat bestimmt. Die spezifische Aktivitat ist wie folgt definiert:

Spez. Aktivitat (pmol/ug) = [ (pmol/ul Farbe / (ug/ul gDNA)]
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Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat wurde die Absorption der beiden Farbstoffe
Cyanin 3 und Cyanin 5 im Spektralphotometer gemessen. Die Fa. Agilent Technologies gibt
die in Tabelle 3.3 aufgeflihrten Werte bei einer erfolgreichen Markierung der gDNA an.
Proben, bei denen keine Konzentrationserhohung oder eine zu schlechte Aktivitdt gemessen
wurde, wurden in den folgenden Schritten nicht weiterprozessiert, da keine gute Qualitat
auf dem Array zu erwarten gewesen ware.

Tabelle 3.3: Angaben der Fa. Agilent Technologies der zu erwartenden Werte fiir Ausbeute und spezifische
Aktivitat auf Einzelzellebene. gDNA = genomische DNA, spez. = spezifische, Cy3 = Cyanin 3, Cy5 = Cyanin 5

Menge eingesetzte gDNA Ausbeute Spez. Aktivitat Cy3 Spez. Aktivitat Cy5
(ng) (mg) (pmol/pg) (pmol/pg)
1.5 9-12 25-40 20-35

3.17.1.5 Vorbereitung der fluoreszenzmarkierten DNA auf die Hybridisierung

Nach der Bestimmung der spezifischen Aktivitat wurden die markierte Proben-DNA und
die markierte Referenz-DNA (aus Punkt 3.17.1.3) in einem lichtgeschitzten 1.5 ml
Reaktionsgefald vereinigt. Fur die Hybridisierungsreaktion wurde das
Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Hybridization Kit der Fa. Agilent Technologies verwendet. Vor einer
erneuten Denaturierung der DNA wurden 71 pl des folgenden Hybridisierungs-Mastermixes

zur Probe dazugegeben:

Komponente 1 x Ansatz (ul)
Cot-1 DNA (1 mg/ml) 5
Blocking Agent (10 x) 11

Hi-RPM Puffer (2 x) 55
Gesamtvolumen 71

Der Hybridisierungsansatz wurde zunachst fir 3 min bei 95°C im Heizblock denaturiert und
dann fir 30 min bei 37°C im Heizblock inkubiert. AbschlieRend wurde der Ansatz fir 1 min

bei 6,000 x g zentrifugiert.

3.17.1.6 Hybridisierung

Fir die Hybridisierung auf den Oligonukleotidarray wurden zunachst 100 ul der Probe
auf ein sogenanntes Backing pipettiert, das die Probenauftragsfliche durch
Gummidichtungen begrenzt. Eventuell auftretende Luftblasen aufgrund des Auftragens

wurden durch die Ecke eines Deckglases zerstort. Auf das Backing wurde vorsichtig die mit
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Oligonukleotiden bestlickte Seite des Arrays gelegt und beide Objekttrager durch eine
Metallklammer fest miteinander verbunden. Die Hybridisierungsreaktion erfolgte fiir 24 h

bei 65°C und 20 UpM im Hybridisierungsofen der Fa. Agilent Technologies.

3.17.1.7 Waschen des DNA-Microarrays

Alle Waschschritte wurden unter dem Abzug unter Rihren mit einem Rihrfisch
durchgefiihrt. Da Cyanin 5 anféllig fiir eine Ozondegradierung ist (Fare et al., 2003), wurde
mit einer Stabilisierungslosung gearbeitet. Zunachst wurden nach der Hybridisierung
(3.17.1.6) Backing und Array mithilfe einer Pinzette im Oligo aCGH Waschpuffer 1 vorsichtig
voneinander getrennt. Der Array wurde dann fiir 5 min bei RT in Oligo aCGH Waschpuffer 1
gewaschen. AnschlieRBend erfolgte ein Waschschritt fiir 1 min im Oligo aCGH Waschpuffer 2,
der auf 37°C vorgewarmt wurde. Es folgte eine Inkubation in Acetonitril bei RT fiir 10 sec.
AbschlieBend wurde der Array fir 30sec in eine Stabilisierungs- und Trockenldsung
gegeben. Nach diesem letzten Schritt wurde der Array langsam und gleichmaRig aus der
Losung gehoben, um eine Tropfchenbildung auf dem Array zu verhindern. AbschlieRend
wurde der Array in eine Plastikhalterung eingelegt, mit einem Plastikdeckel zum Schutz vor

Ozon versiegelt und direkt im Anschluss gescannt.

3.17.1.8 Scannen des DNA-Microarrays

Das Scannen des Microarrays erfolgte im Institut flir Humangenetik und Anthropologie,
Universitatsklinikum Disseldorf im Scanner G2565CA der Fa. Agilent Technologies. Die
Proben wurden mit einem SHG-YAG-Laser (532 nm) und einem Helium-Neon-Laser (633 nm)
angeregt. Die beiden Fluorochrome Cyanin 3 und 5 absorbieren das Licht des Lasers. Die von
den Fluorochromen emittierten Lichtsignale werden Uber spezifische Filter zu einem
Photomultiplier geleitet. Hier werden die Signale digitalisiert und eine Bilddatei erstellt, die

mit einem speziellen Programm verarbeitet werden kann.

3.17.1.9 Auswertung der gewonnenen aCGH-Daten

Die aCGH-Daten wurden mithilfe des Programms Feature Extraction (Version 11.5.1.1)
der Fa. Agilent Technologies extrahiert. In einem Qualitatsbericht, dem sogenannten QC
report, erhalt man Auskunft Giber die Qualitat des Arrays und den Verlauf der Analyse. Da

viele Faktoren die Qualitat der aCGH beeinflussen kdnnen, wie das Array-Format,
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Probenquelle, Qualitat der gDNA und der Verlauf des Experiments, gibt die Fa. Agilent
Technologies Richtwerte fir die Qualitatsbeurteilung der aCGH an, die in Tabelle 3.4
aufgelistet sind. Der sogenannte DLRSD-Wert (Derivative Log Ratio Standard Deviation)
sollte hierbei unter 1 liegen, um eine hohe Genauigkeit der Analyse zu erreichen.

Tabelle 3.4: Richtwerte und Qualititsparameter zur Beurteilung der aCGH-Hybridisierung von Einzelzellen

laut Revision A0.2012 des Protokolls der Fa. Agilent Technologies. DLRSD = Derivative Log Ratio Standard
Deviation

Parameter empfohlen
BGNoise <10
Signalintensitat >50
Signal-zu-Rauschen >30
Reproduzierbarkeit <0.2
DLRSD <1

Die extrahierten Daten wurden mithilfe des Programms Genomic Workbench (V 7.0.4.0)
visualisiert und analysiert. Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen wurden folgende

Parameter gewahlt:

¢ Auswerte-Algorithmus: ADM-2, Schwellenwert 5.5
* Gleitender Mittelwert: lineares Fenster: 5 Mb
* Zentralisierung: aus
* Aberrationsfilter:
o mindestens flnf konsekutive Oligonukleotide

o minimale log,-Ratio: +/- 0.25

3.18 Statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit generierten Daten wurden, sofern nicht anders aufgefiihrt, in drei
voneinander unabhangigen Versuchen erhoben. Die Ergebnisse sind als Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt, sofern nicht anders vermerkt. Die Berechnung der
Signifikanzen wurde mittels Mann-Whitney-Test durchgefihrt. Das BestimmtheitsmaR r?
wurde aus dem nach Pearson berechneten Korrelationskoeffizienten r errechnet. Alle

statistischen Tests wurden mit dem Programm GraphPad Prism (V 6.03) durchgefiihrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 CAR-Expression in Tumorzelllinien

In dieser Arbeit sollten sowohl das CAR-abhangige Viruskonstrukt AA5EGFP als auch das
CAR-unabhéangige Virus Ad5/3GFP als CTC-Detektionssysteme getestet werden. Daher wurde
zunachst die CAR-Expression auf mRNA- und Proteinebene (CAR) in den hier verwendeten
Zelllinien untersucht. In Abbildung 4.1 ist die mittels gRT-PCR analysierte mRNA-Expression
von CAR in verschiedenen Tumorzelllinien dargestellt. Es ergaben sich deutliche
Unterschiede in der Gen-Expression zwischen den verschiedenen Tumorzelllinien (Abbildung
4.1). So zeigte die Kolonkarzinom-Zelllinie COLO205 die niedrigste und die Prostatakarzinom-
Zelllinie DU-145 die hochste CAR-Expression. Selbst Zelllinien des gleichen Zelltyps zeigten
Unterschiede in der Expression von CAR, wie z. B. die Kolonkarzinom-Zelllinien CACO-2 und

COLO205 bzw. die Prostatakarzinom-Zelllinien DU-145 und PC-3.

12
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Delta C(t)

H B B B &
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COLO205 MDA-MB-231 SK-OV-3.ip CACO-2 KYSE-30 PC-3 DU-145

Abbildung 4.1: mRNA-Expression von CAR in verschiedenen Tumorzelllinien. Die Expressionsdaten wurden
mittels qRT-PCR erhoben. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung des Delta C(t)-Werts von drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen.
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In einem nachsten Schritt sollte nun Uberprift werden, ob die CAR-Expression auf
Proteinebene ein adhnliches Bild zeigt. Hierfir wurden Immunfluoreszenzfarbungen
durchgefiihrt, welche anschlieRend mittels FACS analysiert wurden. Vor der FACS-Analyse
wurden die Zelllinien mit einem primdren CAR-Antikorper und dem Sekundarantikorper
Alexa Fluor® 488 markiert. In Abbildung 4.2 ist die CAR-Expression in verschiedenen
Tumorzelllinien dargestellt. Vergleichbar zur mRNA-Expression (Abbildung 4.1) war auch bei
der Proteinexpression eine starke Varianz zwischen den Tumorzelllinien verschiedener
Zelltypen zu beobachten (Abbildung 4.2). Die Zelllinie DU-145 hatte analog zur
MRNA-Expression auf Proteinebene ebenfalls die starkste CAR-Expression. COLO205 wies
auch hier die niedrigste CAR-Expression auf. Verglichen mit der CAR-Expression zeigte die
Zelllinie MDA-MB-231 nun auf Proteineben eine hohere CAR-Expression als SK-OV-3.ip auf.
4500
4000
3500

3000

2500

2000

CAR-Expression

1500

1000

500 . I I N
— mi m— " i

0
DU-145 CACO-2 MDA-MB-231 PC-3 KYSE-30 SK-OV-3.ip  COLO205

Abbildung 4.2: Proteinexpression von CAR in verschiedenen Tumorzelllinien. Die Expression von CAR wurde
durch FACS-Analyse ermittelt. Hierzu wurden die Zelllinien mit einem primdren CAR-Antikérper und dem
sekundaren Antikorper Alexa Fluor® 488 markiert. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung der
CAR-Expression von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Analysen.

4.2 Einfluss der EMT auf die CAR-Expression

EMT scheint ein wichtiger Mechanismus fir die Herunterregulation von EpCAM und
anderen epithelialen Markern bei CTCs zu sein (Gires and Stoecklein, 2014) und erschwert
dadurch deren effektive Isolation und Detektion. Im Hinblick auf die Verwendung von
CAR-abhangigen viralen CTC-Nachweissystemen war von groBem Interesse, ob die
CAR-Expression durch EMT beeinflusst wird. Um dies in einem Modellsystem unter

kontrollierten Bedingungen testen zu kénnen, wurde die mRNA-Expression von CAR bei
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Zelllinien analysiert, bei denen eine EMT induziert wurde. Fir diese Experimente wurde von
der AG Gires aus Minchen RNA aus Zelllinien zur Verfligung gestellt, die mit dem
EMT-Induktor TGF-B1 behandelt wurden, sowie aus unbehandelten Vergleichszellen. Fiir
eine Expressionsanalyse mittels gRT-PCR wurde RNA aus solchen Zelllinien verwendet, die
bereits in dieser Arbeit flr Versuche herangezogen wurden. Interessanterweise zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede der CAR-Expression zwischen TGF-B1-behandelten und

unbehandelten Zellen (Mann-Whitney-Test, p > 0.05) (Abbildung 4.3).

Delta C(t)
[y

-TGF-B1 +TGF-B1 -TGF-B1 +TGF-B1 -TGF-B1 +TGF-p1

KYSE-30 CACO-2 PC-3

Abbildung 4.3: Einfluss der EMT auf die mRNA-Expression von CAR nach TGF-B1-Behandlung in
Tumorzelllinien. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung der Delta C(t)-Werte von drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen.

4.3 Einfluss der Viruskonzentration auf die Zellviabilitat

Da CTCs sehr selten sind und in nur sehr geringer Konzentration im Blut vorkommen,
sollte sichergestellt sein, dass bei einer adenoviralen Infektion einer Patientenprobe ex vivo
jede CTC von wenigstens einem Viruspartikel infiziert wird. Aus diesem Grund sollten
moglichst hohe Viruskonzentrationen in den Versuchen eingesetzt werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Viren wurden urspriinglich fiir die Gentherapie
entwickelt (Benihoud et al.,, 1999; Kanerva et al.,, 2002). Dort gilt es, moglichst geringe
Viruskonzentrationen einzusetzen, um eine Immunantwort des Korpers zu verhindern

(Bessis et al., 2004; Liu and Muruve, 2003; Muruve et al., 1999). Fir die Applikation der Viren
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im Rahmen der CTC-Detektion sind ausschliefllich ex-vivo-Versuchsansatze vorgesehen, so
dass der Aspekt der Immunantwort vernachlassigt werden konnte. Da Teramoto et al. aber
einen Einfluss der Viruskonzentration auf die Viabilitdit primarer Lungenepithelzellen
beschrieben haben (Teramoto et al., 1995), war es notwendig zu untersuchen, ob sehr hohe
Viruskonzentrationen ebenfalls einen Einfluss auf die Zellviabilitdit in diesem
Versuchskontext haben kénnten und ob AJS5EGFP und Ad5/3GFP sich unterschiedlich auf die
Viabilitat auswirken.

Um zu Uberprifen, welche maximalen Konzentrationen in  spateren
Detektionsexperimenten eingesetzt werden kdnnten, ohne einen Effekt auf die Viabilitat der
behandelten Zellen zu haben, wurden verschiedene Tumorzelllinien mit steigenden
Viruskonzentrationen von AdS5EGFP und Ad5/3GFP infiziert. Genau 48 h nach der Infektion
wurde die Viabilitat der infizierten Zellen mittels MTT-Assay analysiert. In Abbildung 4.4 ist
ein reprasentativer Versuch von drei voneinander unabhangig durchgefiihrten Analysen
dargestellt. Die Viabilitdat der Zellen, die mit Ad5EGFP infiziert wurden, blieb (iber den
gesamten Konzentrationsbereich stabil (Abbildung 4.4A). Wurden die Zellen jedoch mit dem
tropismusmodifizierten Virus Ad5/3GFP infiziert, zeigten einige Zelllinien, darunter
MDA-MB-231, SK-OV-3.ip, CACO-2 und DU-145, eine leichte Abnahme (*p <0.05) der

Zellviabilitat unter dem Einfluss sehr hoher Viruskonzentrationen (Abbildung 4.4B).

85



Ergebnisse

A)

0,9

0,8
T i
§ 0,7 I
1 0,6 I VPIZ
g 05 11 , ¥ 1x1013
a " 5x10°3
g 04 ¥ 1x10°4
% | " 5x10°
5 03 1x1005
g 02 - 5x10°5

01 -

0,0 - . : : .

B)

MDA-MB-231 SK-OV-3.ip  KYSE-30 CACO-2 COLO205  DU-145
0,7
0,6

*
m
" VPIZ
¥ 1x10A3
* ® 5x1013
0,5 I
' ? ¥ 1x1074
0,4 ¥ 5x10M4
03 1 1x105
L)
1 5x10A5
0,2
0,1
0,0 T T T

MDA-MB-231 SK-OV-3.ip KYSE-30 CACO-2 COLO 205 DU-145

Absoluter Messwert (540 nm)

Abbildung 4.4: Untersuchung der Zellviabilitit unter dem Einfluss steigender Viruskonzentrationen.
Dargestellt ist jeweils ein reprdsentativer Versuch von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Analysen.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung der absoluten Messwerte. A) Infektion der
Tumorzelllinien mit steigenden Viruskonzentrationen von AdSEGFP. B) Infektion der Tumorzelllinien mit
steigenden Viruskonzentrationen von Ad5/3GFP. (Mann-Whitney-Test, *p < 0.05).

4.4 Transiente Infektion

Um die Eigenschaften von CTCs nicht nur in einer Momentaufnahme zu sehen, sondern
um moglichst viele Informationen aus einer einzelnen Zelle zu erhalten, ist die Kultivierung
dieser Zellen ein wichtiges Ziel in der CTC-Forschung. Hierdurch ware es moglich, viele
Informationen (iber verschiedene Eigenschaften dieser Zellen zu bekommen. Es konnten

Daten auf Genom-, Transkriptom- und Proteomebene gewonnen werden, ebenso Daten zu
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zellbiologischen Merkmalen. Jedoch ist dies bislang kaum moglich. Fir die Kultivierung von
CTCs ware es wichtig, die Eigenschaften der Zellen so wenig wie moglich durch duBere
Einflisse zu verdndern. Die hier untersuchten adenoviralen Detektionssysteme fir CTCs
sollten diese Anforderungen potentiell erfiillen kénnen. Die Voraussetzung hierfiir ist, dass
die Infektion der Zellen nur transient ist und die Adenoviren somit nur einen
vorribergehenden Einfluss auf die Zellen haben. Um dies flr das hier etablierte System zu
testen, wurden 1 x 10° Zellen der Zelllinie SK-OV-3.ip mit beiden Viruskonstrukten und einer
Viruskonzentration von jeweils 1 x 10* VP/Z infiziert. Die infizierten Zellen wurden dann tber
einen Zeitraum von 15 Tagen kultiviert. In regelmaBigen Abstanden wurden Zellen geerntet
und die GFP/EGFP-Expression mittels FACS-Analyse dokumentiert. In Abbildung 4.5 ist der
prozentuale Anteil GFP/EGFP-positiver und GFP/EGFP-negativer Zellen (iber einen Zeitraum
von 15 Tagen nach der Infektion dargestellt. An Tag 3 nach der Infektion lag der Anteil
EGFP-negativer und EGFP-positiver Zellen nach Infektion mit AASEGFP bei 55 % bzw. 45 %.
Der Anteil EGFP-negativer Zellen stieg bereits nach 6 Tagen stark an, bis er schlieRlich nach
13 Tagen 100 % erreichte (Abbildung 4.5A). In Abbildung 4.5B ist der Anteil GFP-positiver
und GFP-negativer Zellen nach Infektion mit Ad5/3GFP dargestellt. Hierbei zeigte sich, dass
an Tag 3 nach der Infektion der Anteil GFP-positiver Zellen mit 69 % hoher war als mit dem
Ad5-Virus (45 %, Abbildung 4.5A). Aber auch hier fiel der Anteil GFP-positiver Zellen bereits

an Tag 6 nach der Infektion stark ab, bis er an Tag 15 bei 4 % lag.

87



Ergebnisse

A)
110

20

70

50 =¢=negative Zellen

Zellzahl (%)

=~positive Zellen

30

10

10 3 6 7 8 9 10 13 14 15
Zeit (Tage)

B)
110

90 l T /I__I/‘X
50 ~#~negative Zellen

\ <@positive Zellen
30 ;f b

10

Zellzahl (%)

3 6 7 8 9 10 13 14 15
Zeit (Tage)

Abbildung 4.5: Uberpriifung der transienten Infektion mit AdSEGFP und Ad5/3GFP. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil GFP/EGFP-positiver und -negativer Zellen der Zelllinie SK-OV-3.ip nach Virusinfektion. tber
einen Kultivierungszeitraum von 15 Tagen. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei
unabhangig voneinander durchgefiihrten FACS-Analysen. A) Infektion mit AASEGFP. B) Infektion mit Ad5/3GFP.

Zur Uberpriifung, ob die Virusinfektion einen Einfluss auf das Zelliiberleben hat, wurden die
infizierten Zellen und die korrespondierenden unbehandelten Kontrollzellen mit dem
Nukleinsdureinterkalator Propidiumiodid (Pl) gefarbt, um zwischen toten und lebenden
Zellen differenzieren zu konnen. In den Abbildung 4.6 undAbbildung 4.7 sind die
prozentualen Anteile der toten und lebenden Zellen Uber einen Zeitraum von 15 Tagen
dargestellt. Aufgetragen sind die Mittelwerte von drei unabhadngig voneinander
durchgefiihrten Versuchen. Der Anteil toter Zellen war bei den Ad5EGFP-infizierten Zellen
(Abbildung 4.6A) nicht signifikant hdher (Mann-Whitney-Test, p =0.2067) als bei den

Kontrollzellen (Abbildung 4.6B). Verglichen mit den unbehandelten Kontrollzellen konnte
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jedoch bei den Ad5/3GFP-infizierten Zellen (Abbildung 4.7A) eine signifikant erhéhte Anzahl
(Mann-Whitney-Test, p <0.0001) toter Zellen beobachtet werden (Abbildung 4.7B). Der
Median der toten Zellen (Abbildung 4.7A) lag bei den Ad5/3-infizierten Zellen bei 27.8 %
gegeniber 17.4 % bei den unbehandelten Kontrollzellen (Abbildung 4.7B).
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Abbildung 4.6: Beobachtung der Zellviabilitat nach adenoviraler Infektion {iber 15 Tage. Angegeben sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhdngig voneinander durchgeflihrten Versuchen.
A) Ad5EGFP-infizierte Zellen. B) Unbehandelte Kontrollzellen.
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Abbildung 4.7: Beobachtung der Zellviabilitat nach adenoviraler Infektion liber 15 Tage. Angegeben sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhdngig voneinander durchgeflihrten Versuchen.
A) Ad5/3GFP-infizierte Zellen. B) Unbehandelte Kontrollzellen.

4.5 Effizienz der adenoviralen Infektion

Die am besten etablierte Methode zur ldentifizierung von CTCs ist die Mikroskopie
(Hoeppener et al.,, 2012). Daher war es wichtig zu Uberprifen, ob mit den verwendeten
Viruskonzentrationen eine ausreichend hohe Expression von GFP/EGFP in den Zielzellen
erreicht werden kann, um diese mittels Fluoreszenzmikroskopie zu identifizieren. Um
herauszufinden, wie effizient die GFP/EGFP-Expression nach Infektion mit beiden
verwendeten viralen Vektoren (Ad5EGFP und Ad5/3GFP) war und ob hier Unterschiede

zwischen beiden viralen Vektoren bestanden, wurden Tumorzelllinien mit steigenden
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Viruskonzentrationen infiziert und anschlieBend die GFP/EGFP-Expression mikroskopisch
bewertet. In Abbildung 4.8 sind die infizierten Zelllinien bei einer eingesetzten
Viruskonzentration von 1 x 10° VP/Z gezeigt. Es konnten alle getesteten Zelllinien mit beiden
viralen Vektoren infiziert werden. Im Gesamtuberblick offenbarte sich zundchst, dass die
Infektion mit Ad5/3 effizienter war als mit Ad5, was sich in einer unterschiedlich starken
GFP/EGFP-Expression widerspiegelte. Darlber hinaus wurde hier deutlich, dass die Zelllinien
unterschiedlich effizient mit den viralen Vektoren infiziert wurden. Die Zelllinien
MDA-MB-231, SK-OV-3.ip und KYSE-30 wurden insbesondere mit Ad5/3 sehr effizient
infiziert, wohingegen COLO205, DU-145 und PC-3 mit diesem viralen Vektor weniger
effizient infiziert wurden. Die geringste Infektionseffizienz zeigte sich fiir beide Vektoren bei

der Zelllinie COLO205.

Ad5EGFP
_ MDA-B-231 SK-OV-3.ip KY530 CACO-2
Ad5/3GFP
COLO205 DU-145 PC-3
Ad5/3GFP

Abbildung 4.8: Vergleich der Effizienz der Infektion mit AASEGFP und Ad5/3GFP in verschiedenen Zelllinien.
Dargestellt sind die verschiedenen Zelllinien zwei Tage nach der Infektion mit AdSEGFP bzw. Ad5/3GFP. Der
eingezeichnete GroRenstandard entspricht 20 um.

In Abbildung 4.9 und Abbildung 4.10 ist der Anstieg der GFP/EGFP-Expression in
Abhangigkeit von der Viruskonzentration dargestellt. Exemplarisch ist die Zelllinie KYSE-30

an Tag 1 (Abbildung 4.9) und Tag 2 (Abbildung 4.10) nach der Infektion mit AdSEGFP bzw.
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Ad5/3GFP dargestellt. Einen Tag nach Infektion mit Ad5 ist die EGFP-Expression bei allen
eingesetzten Viruskonzentrationen kaum zu erkennen. In einigen Zellen, die mit Ad5/3
infiziert wurden, konnte die GFP-Expression hingegen schon bei 1 x 10* VP/Z identifiziert

werden (Abbildung 4.9).

- - - - -
- - - .
1x10% VP/Z 5x10° VP/2Z 1x10° VP/Z 5x10° VP/Z

Abbildung 4.9: Uberpriifung der Effizienz der Virusinfektion. Dargestellt ist exemplarisch die Zelllinie KYSE-30
einen Tag nach Infektion mit AASEGFP und Ad5/3GFP. Es wurden Viruskonzentrationen von 1 x 10%-5 x 10° VP/Z
eingesetzt. Der eingezeichnete GréoRenstandard entspricht 20 um.

An Tag 2 nach der Infektion mit AASEGFP war nur bei der hochsten Viruskonzentration die
EGFP-Expression in den Zielzellen mikroskopisch gut zu erkennen, wohingegen dies bei

Ad5/3GFP bereits ab einer Konzentration von 1 x 10* VP/Z méglich war (Abbildung 4.10).
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1x10* VP/Z 5x10° VP/Z 1x10° VP/Z 5x10°5 VP/2Z

Ad5EGFP

Ad5/3GFP

Abbildung 4.10: Uberpriifung der Effizienz der Virusinfektion. Dargestellt ist exemplarisch die Zelllinie KYSE-30
zwei Tage nach Infektion mit AdS5EGFP und Ad5/3GFP. Es wurden Viruskonzentrationen von
1x 10*5 x 10° VP/Z eingesetzt. Der eingezeichnete GréoRenstandard entspricht 20 um.

Da Ad5/3 zum einen viele unterschiedliche Tumorzelllinien infizieren konnte und zum
anderen bei gleicher Viruskonzentration eine effizientere Infektion aufwies, die zu einer
besseren mikroskopischen Auswertbarkeit dieser Zellen im Vergleich zu Ad5-infizierten

Zellen fuhrte, wurde fiir weitere Versuche ausschlieRlich das Ad5/3-Virus verwendet.

4.6 Spezifitat des adenoviralen Detektionssystems Ad5/3

Aufgrund der duBlerst geringen CTC-Konzentrationen im Blut sollte durch den Einsatz
hoher Viruskonzentrationen die Infektion jeder in einer Patientenprobe befindlichen CTC
gewadhrleistet sein. In der vorliegen Arbeit wurde bereits der Einfluss hoher
Viruskonzentrationen auf die Viabilitdat der Zellen untersucht. Zusatzlich musste nun
Uberpriuft werden, ob die Infektion von Patientenproben auch bei hohen
Viruskonzentrationen epithelspezifisch bleibt und keine hamatopoetischen Zellen infiziert
werden. Eine Infektion von Blutzellen wiirde zur Detektion falsch-positiver Zellen fithren und
somit die Aussagekraft des adenoviralen Detektionssystems in Frage stellen. Neben einer

mikroskopischen Bewertung der Spezifitat bot sich darlber hinaus die Verwendung des
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sensitiven Luziferase-Assays an. Um die Spezifitdat im Luziferase-Assay tberprifen zu kénnen,
wurde der adenovirale Vektor Ad5/3 mit dem Luziferase-Gen Luc (Ad5/3CMVLuc)
verwendet. Eine definierte Zellzahl der Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231 wurde mit
PBMCs gesunder Spender gemischt. Zunichst wurden 1x10°Zellen der Zelllinie
MDA-MB-231 mit steigenden Viruskonzentrationen von 1 x 10°-5 x 10° VP/Z infiziert. Die
Luziferase-Aktivitdt wurde 24 h nach Infektion mittels Plattenluminometer gemessen.
Hierbei zeigte sich ein starker Anstieg der Luziferaseaktivitit bei hoheren
Viruskonzentrationen (Abbildung 4.11A). Bei der Infektion von ebenfalls 1 x 10% PBMCs
gesunder Spender wurde selbst bei hohen Viruskonzentrationen keine Aktivitat der
Luziferase gemessen (Abbildung 4.11B). Dies zeigte deutlich, dass keine Infektion der
Blutzellen stattgefunden hat. In einem nachsten Schritt wurden PBMCs und
MDA-MB-231-Zellen im  gleichen  Verhéltnis  ausplattiert. Diese  gemischte
Tumorzellpopulation wurde ebenfalls mit steigenden Viruskonzentrationen von
1x10°-5x 10° VP/Z infiziert. Anhand der gemessenen Luziferaseaktivitit konnte mittels
Mann-Whitney-Test keine signifikante Veranderung (p = 0.6753) in der Effizienz der Infektion
gegeniber der Infektion der MDA-MB-231-Zellen ohne PBMCs (Abbildung 4.11A)
beobachtet werden (Abbildung 4.11C).
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Abbildung 4.11: Uberpriifung der Spezifitit der adenoviralen Infektion mittels Luziferase-Assay. Fiir die
Infektion wurde das Ad5/3-Virus mit einer Luziferase-Kassette (Ad5/3CMVLuc) verwendet. A) Die Infektion der
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Zelllinie MDA-MB-231. B) Infektion von PBMCs. C) Infektion von PBMCs und MDA-MB-231-Zellen. Dargestellt
sind die Mittelwerte + Standardabweichung der Relative Light Units, die aus der Lichtemission der
Luziferase-Reaktion von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuchen berechnet wurden.

4.7 Sensitivitat des adenoviralen Detektionssystems Ad5/3GFP

Nachdem die vorangegangenen Experimente bewiesen haben, dass das hier etablierte
virale Detektionssystem hamatopoetische Zellen des peripheren Bluts nicht infiziert, war es
in einem nachsten Schritt wichtig die Sensitivitat der Methode analysieren zu kénnen. Um
die Sensitivitdt des Assays zu bestimmen, wurden definierte Zellzahlen (1, 10, 50, 100, 1000
Zellen) der Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231 mithilfe des Zellsortierers MoFlo™ der
Fa. Beckman Coulter in 1 x 10° PBMCs gesunder Spender eingebracht. Die Zellen wurden mit
Ad5/3GFP in einer Konzentration von 1x 10’ VP/Well infiziert. In Abbildung 4.12 sind
exemplarisch einzelne Wells mit steigenden Zellzahlen der MDA-MB-231-Zellen dargestellt.
Es konnte gut zwischen den GFP-positiven Tumorzellen und den GFP-negativen PBMCs

differenziert werden.

m

1 Zelle 5 Zellen 10 Zellen 50 Zellen 100 Zellen 1000 Zellen

Abbildung 4.12: Uberpriifung der Spezifitit und Sensitivitidt der adenoviralen Infektion. MDA-MB-231 Zellen
wurden mit steigender Anzahl in 1x 10° PBMCs mithilfe eines Zellsortierers eingebracht. Zu sehen ist die
GFP-Expression der MDA-MB-231-Zellen zwei Tage nach der Infektion mit Ad5/3GFP. Der eingezeichnete
GroRenstandard entspricht 20 um.

Die GFP-positiven Zellen wurden an Tag 1-3 nach der Infektion am Mikroskop gezahlt. An
Tag1 nach der Infektion war die GFP-Expression noch zu schwach, um eindeutig
GFP-positive Zellen identifizieren zu kénnen (Abbildung 4.13A). Jedoch war dies bereits am
zweiten Tag nach der Infektion moglich, da stark GFP-exprimierende Zellen zu beobachten
waren (Abbildung 4.13B). Bei diesem Experiment zeigte sich erneut, dass die Infektion
keinen Einfluss auf die Viabilitdat der infizierten Zellen hatte. Denn aufgrund der starken
Proliferation der MDA-MB-231-Zellen, die in die Proben eingebracht wurden, konnte die mit

1,000 MDA-MB-231-Zellen versetzte Probe mikroskopisch nicht mehr ausgezahlt werden.
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Daher wurden diese in der weiteren Auswertung nicht mehr bericksichtigt. Wie in
Abbildung 4.13C zu sehen, kam es an Tag 3 nach der Infektion zu einer Abweichung zwischen
beobachteter Zellzahl und der urspriinglich eingebrachten Anzahl MDA-MB-231-Zellen. Dies
spiegelte sich auch im Wert des BestimmtheitsmaRes wieder (r°=0.9817). Das
Bestimmtheitsmall hilft bei der Beurteilung der Wiederfindungsrate der eingebrachten
Tumorzellen. Wie in Abbildung 4.13B zu erkennen ist, lag das BestimmtheitsmaR nach zwei

Tagen bei r? = 0.9994 und war der beste ermittelte Wert in diesem Versuch.
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Abbildung 4.13: Zellzdhlung der eingebrachten MDA-MB-231-Zellen. Dargestellt ist die Anzahl der
eingebrachten Zellen und die Anzahl der am Mikroskop tatsdchlich gezahlten GFP-positiven Zellen. Gezeigt sind
die Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen und das
BestimmtheitsmaR r’. A) Zellzahlung an Tag 1 nach der Infektion. B) Zellzdhlung an Tag 2 nach der Infektion. C)
Zellzdhlung an Tag 3 nach der Infektion.

4.8 Anwendung des virusbasierten Detektionssystems an

DLA-Patientenproben

In der Regel werden zur Detektion und Analyse der CTCs Vollblutproben von
Tumorpatienten verwendet. Um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, mehr CTCs pro Probe zu

detektieren, wurden DLA-Proben von Patienten verwendet (Fischer et al., 2013). Die Proben
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stammten von Patienten mit unterschiedlichen Tumorentititen. Insgesamt wurden
31 DLA-Proben mit dem hier etablierten adenoviralen CTC-Detektionssystem analysiert
(Abbildung 4.14). Hierzu wurden 1 x 10’ oder 2 x 10’ WBCs aus einer DLA-Probe verwendet
und mit Ad5/3GFP infiziert. In 19 dieser Proben wurden GFP-positive Zellen detektiert
(Tabelle 4.1).

Die hochste Anzahl positiver Zellen wurde in Proben von Pankreaskarzinom-Patienten
beobachtet. In Proben von Patienten mit nicht-epithelialen Tumoren wie Melanomen und
Sarkomen und in Proben gesunder Kontrollspender konnten keine GFP-positiven Zellen

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.14: Anzahl der CTCs in adenoviral-infizierten Patientenproben verschiedener Tumorentititen. In
Patientenproben verschiedener Tumorentitdten und Proben gesunder Spender wurden CTCs nach Infektion mit
Ad5/3GFP mit GFP markiert. Dargestellt ist die Anzahl GFP-positiver CTCs pro 1 x 10" WBCs. PC = pancreatic
cancer (Pankreaskarzinome) GEC = gastroesophageal cancer (gastro6sophageale Karzinome), CRC = colorectal
cancer (kolorektale Karzinome), BC = breast cancer (Mammakarzinome), LC = lung cancer (Lungenkarzinome),
CCC = cholangiocellular carcinoma (Cholangiozelluldres Karzinom), MEL/SAR = melanoma (Melanome)/
sarcoma (Sarkome), HC = healthy controls (gesunde Kontrollen).

Als Kontrollen wurden in gleicher Weise verarbeitete DLA-Proben gesunder Spender
analysiert. Hierbei zeigte eine der Kontrollproben GFP-positive Zellen. Auffallig war hierbei,
dass fast alle Zellen dieser Probe GFP-positiv waren. Da alle bislang untersuchten
PBMC-Proben (n = 20) gesunder Spender keine Zellen mit GFP-Expression aufwiesen und die
Ursache fiir die Positivitat fast der gesamten Kontrollprobe nicht geklart werden konnte,
wurde diese aus den weiteren Betrachtungen herausgelassen. Dennoch hat dieser Versuch

die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse verdeutlicht. Als Konsequenz wurde eine
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Immunfarbung mit einem CD45-Antikorper in den Experimentalaufbau eingefihrt, um
sicherer zwischen Blutzellen und CTCs differenzieren zu kénnen. In Abbildung 4.15 ist eine
mit Ad5/3GFP infizierte Patientenprobe dargestellt, die mit einem CD45-Antikorper
gegengefarbt wurde. Im Durchlicht ist die GFP-positive CTC unter GFP-negativen WBCs zu
erkennen (Abbildung 4.15A). Abbildung 4.15B zeigt die GFP-positive CTC im Fluoreszenzlicht.
Aufgrund der CD45-Farbung konnte nachgewiesen werden, dass die GFP-positive Zelle im

Gegensatz zu den umliegenden WBCs keine CD45-Expression aufwies (Abbildung 4.15C).

Abbildung 4.15: CD45 Alexa Fluor® 555-Firbung einer mit Ad5/3GFP-infizierten Patientenprobe. A)
Durchlicht. B) Fluoreszenzlicht. C) CD45-positive WBCs. Der Pfeil markiert die CD45-negative GFP-positive CTC.
Der eingezeichnete GréRenstandard entspricht 50 uM.

4.9 Vergleich der Detektionsraten des adenoviralen Systems mit

CellSearch®

Um einen direkten Vergleich der Detektionsrate zwischen dem adenoviralen
Detektionssystem und dem CellSearch®-System anzustellen, wurden Patientenproben
parallel mit beiden Methoden analysiert. Zum einen wurden 7.5 ml Blut, welches vor der
DLA abgenommen wurde, und zum anderen 2 x 10 WBCs aus der DLA-Probe im
CellSearch®-System untersucht.

In Tabelle 4.1 sind die mit dem adenoviralen Detektionssystem analysierten DLA-Proben
(n =31) den DLA-(n = 31) und Blutproben (n = 29) gegenibergestellt, die mittels CellSearch®

analysiert wurden.

Tabelle 4.1: Aufstellung der analysierten Patientenproben.
Apheresat (Virus) Blut (CellSearch®) Apheresat (CellSearch®)

Anzahl Proben gesamt 31 29 31
Anzahl positiver Proben 19 2 9
Anteil positiver Proben (%) 61 7 29

Von diesen analysierten DLA-Proben wiesen 19 im adenoviralen System (61 %) und neun im

CellSearch® CTCs auf (29 %). Periphere Blutproben wurden nur von 29 dieser Patienten
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untersucht, von denen lediglich zwei positiv (7 %) fir CTCs waren. Das adenovirale
Detektionssystem wies somit eine deutlich hohere Detektionsrate auf als das
CellSearch®-System.

Die Tabelle 4.2 gibt einen Uberblick tiber die analysierten Proben von Patienten mit
verschiedenen Tumorentitdten. Dargestellt ist die Anzahl der CTCs pro Probe in dem
jeweiligen Detektionssystem.

Tabelle 4.2: Uberblick iiber die analysierten Patientenproben. Die Anzahl der CTCs pro Probe, die mit dem
Virus Ad5/3GFP infiziert worden sind, wurden auf 1x 10’ WBCs eingestellt. Die Anzahl der CTCs im
CellSearch®-System aus DLA-Proben wurde auf 2 x 10° WBCs eingestellt. n. a. = nicht analysiert.

Tumorentitit Anza;\hl CTCs Anzahl CTCs anahl CTCs
pro 1 x 10" WBCs (Virus) in 7.5 ml Blut (CellSearch®) pro 2 x 10" WBCs (CellSearch®)

44 0 0

58 0 0

13 0 0

Pankreaskarzinome 8 3 15
4 0 0

0 0 2

1 0 2

0 n. a. 0

Gastroosophageale 13 0 0
Karzinome 4.3 0 0

1 0 0

2 0 0

0 0 2

Kolorektale 4.5 0 0
Karzinome 0 0 0

4 0 0
1 0 1
3 0 2

2 19 202

Mammakarzinome 0 0 0
0 0 1

0 0 0

2 0 0

Lungenkarzinome 3 0 0
1 0 0
6 0 3

Cholanglcfzellulares 0 N a 0

Karzinom

0 0 0

Melanome 0 0 0
Sarkome 0 0 0

0 0 0

In den Proben, die mittels adenoviraler Infektion untersucht wurden, konnten im Vergleich
zu den CellSearch®-Analysen mehr Proben als positiv beschrieben werden (Tabelle
4.1, Tabelle 4.2). Am haufigsten konnten CTCs mittels adenoviraler Infektion in Proben von

Patienten mit einem Pankreaskarzinom detektiert werden. In Proben von
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Brustkrebspatientinnen wurden hingegen mehr Zellen mittels CellSearch® gefunden
(DLA (Virus):  Mittelwert=1, n=5; Blut (CellSearch®): Mittelwert=3.8 n=25;
DLA (CellSearch®): Mittelwert =41, n=5). In Proben von Patienten mit nicht-epithelialen
Tumoren wurden keine CTCs detektiert. Blutproben gesunder Spender wurden mittels
CellSearch® nicht analysiert.

In Abbildung 4.16 sind die Ergebnisse der adenoviralen Analyse des Apheresats
(Abbildung 4.16A) und die Analyse des Bluts mithilfe des CellSearch®-Systems
(Abbildung 4.16B) aus Tabelle 4.2 grafisch gegenlibergestellt. Hier wird erneut deutlich, dass
mehr CTCs in DLA-Proben mittels adenoviraler Infektion gefunden wurden als in den
korrespondieren  Blutproben mittels CellSearch®. Lediglich in Blutproben von
Mammakarzinom-Patientinnen konnten mehr CTCs detektiert werden als in den
korrespondierenden DLA-Proben mittels adenoviraler Infektion. Es wird auch hier noch
einmal deutlich, dass mithilfe des adenoviralen Detektionssystems die meisten Zellen in

Proben von Pankreaskarzinom-Patienten gefunden wurden.
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Abbildung 4.16: Anzahl CTCs in DLA- und Blutprobe. Diesen Abbildungen liegen die Daten aus Tabelle 4.2
zugrunde. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung der Anzahl der CTCs pro Probe. A) Anzahl der
CTCs pro 1 x 10’ WBCs in einer DLA-Probe, analysiert mit dem adenoviralem System. B) Anzahl CTCs in 7.5 ml

Blut, analysiert mittels CellSearch®-System. PC = pancreatic cancer (Pankreaskarzinome)
GEC = gastroesophageal cancer (gastrodsophageale Karzinome), CRC=colorectal cancer (kolorektale
Karzinome), BC = breast cancer (Mammakarzinome), LC = lung cancer (Lungenkarzinome),

MEL/SAR = melanoma (Melanome)/ sarcoma (Sarkome).

Um die gewonnenen Daten beider Systeme noch besser miteinander vergleichen zu
konnen, wurden die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse des virusbasierten Systems auf die
im CellSearch®-System analysierte Zellzahl des Apheresats von 2 x 10® WBCs extrapoliert
dargestellt (Abbildung 4.17). Hierdurch ist noch deutlicher zu erkennen, dass die

Detektionsrate des virusbasierten Systems groRer war als mit dem CellSearch®-System.
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Dariber hinaus wurde durch die Extrapolation der Daten der Unterschied in der Anzahl der

CTCs in Proben von Mammakarzinom-Patientinnen verringert.
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Abbildung 4.17: Grafischer Vergleich der Anzahl an CTCs im virusbasierten System und im
CellSearch®-System in DLA-Patientenproben verschiedener Tumorentitdten. Die Anzahl der CTCs aus den
Virusversuchen wurde auf 2 x 10° WBCs extrapoliert, was der Anzahl der analysierten Zellen im
CellSearch®-System entspricht. PC = pancreatic cancer (Pankreaskarzinome) GEC = gastroesophageal cancer
(gastrodsophageale Karzinome), CRC =colorectal cancer (kolorektale Karzinome), BC =breast cancer
(Mammakarzinome), LC = lung cancer (Lungenkarzinome), CCC = cholangiocellular carcinoma
(Cholangiozellulares Karzinom), MEL/SAR = melanoma (Melanome)/ sarcoma (Sarkome).

4.10 Anwendung des adenoviralen Detektionssystems an
Blutproben von Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom

In den vorangegangenen Analysen hat sich gezeigt, dass die Detektionsrate bei
Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom nach der CellSearch®-Analyse héher war
als mit dem adenoviralen Detektionssystem. Um der Frage genauer nachzugehen, wie sich
das adenovirale System gegeniiber dem etablierten CellSearch®-System verhalt, wurden
ausschlieBlich Blutproben dieser Patientengruppe analysiert. Insgesamt wurden finf
Blutproben gleichzeitig mit dem virusbasierten Detektionssystem und dem
CellSearch®-System untersucht. In Tabelle 4.3 ist die Anzahl der detektierten CTCs im
CellSearch®-System pro 7.5 ml Blut und pro 1x 10’ PBMCs im virusbasierten System
aufgefihrt. Fir eine bessere Vergleichbarkeit wurden die Detektionszahlen des
CellSearch®-Systems ebenfalls auf 1 x 10’ PBMCs normalisiert. In einer Probe konnte das

CellSearch®-System keine CTCs detektieren. Im Vergleich zum CellSearch®-System wiesen
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alle Proben, die mithilfe des adenoviralen Detektionssystems analysiert wurden, CTCs auf.
Beim Vergleich der normalisierten Werte der CellSearch®-Analyse mit den detektierten
Zellzahlen im adenoviralen System, erscheint der Unterschied zwischen den Detektionsraten

beider Systeme stark vermindert.

Tabelle 4.3: Uberblick iiber die analysierten Proben der Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom.

. Anzahl CTCs in 7.5 ml Blut Anzahl CTCs pro 1x 10’  Anzahl CTCs pro 1 x 10’
Patientenprobe

(CellSearch®) PBMCs (CellSearch®) PBMCs (Virus)
1 6 2.7 1
2 15 9 3
3 5 3 2
4 8 4.1 2
5 0 0 2

4.11 Uberpriifung der Qualitit des WGA-Produkts

Ublicherweise ist die Identifikation von CTCs allein auf die phanotypische
Charakterisierung beschrankt. Um nun den malignen Charakter der mittels Ad5/3-Virus
detektierten CTCs zu lberprifen, sollte das Genom einzelner, mit dem adenoviralen System
detektierter, CTC bezlglich ihrer Kopienzahlveranderungen (CNAs) untersucht werden. Um
an diese genetischen Informationen der isolierten CTCs zu gelangen, wurde die
Einzelzell-aCGH angewendet. Diese Methode bietet die Moglichkeit, das gesamte Genom
einzelner CTCs bezlglich ihrer CNAs zu analysieren. Um zu gewdhrleisten, dass nur
WGA-Produkte von guter Qualitdt in den aCGH-Analysen verwendet werden, wurden direkt
im Anschluss an die gesamtgenomische Amplifikation verschiedene Loci mit spezifischen
Kontroll-PCRs nachgewiesen. Hierdurch sollte die erfolgreiche Amplifikation des
WGA-Produkts Uberprift und die gesamtgenomische Reprasentation der amplifizierten
Einzelzell-DNA sichergestellt werden. In einer ersten Kontroll-PCR wurden TP53 und CK19
amplifiziert (Abbildung 4.18A). Nicht alle untersuchten WGA-Produkte wiesen die
Amplifikate fir beide Gen-Loci auf. Zellen in denen lediglich eins oder sogar keins der beiden
Amplifikate nachgewiesen werden konnte, wurden von den weiteren Analysen
ausgeschlossen.

In einer nachsten Kontroll-PCR derselben Proben (Multiplex-PCR) wurden sechs weitere
Gene-Loci (LAMC1, CADPS, GRIK5, NEK9, PICK1, DNAH9) amplifiziert (Abbildung 4.18B).
Dabei sollte bei erfolgreich amplifizierten Einzelzellen das Amplikon von CADPS im
WGA-Produkt nicht nachweisbar sein, da dieses eine Msel-Schnittstelle aufweist. Als

Positivkontrolle wurde in diesem Experiment ein Pool aus genomischer, unfragmentierter
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DNA eingesetzt, wodurch es zur Detektion des Amplikons fiir CADPS in dieser Kontrolle kam.
Die hier analysierten WGA-Proben spiegelten ein sehr heterogenes Bild beziglich der
gesamtgenomischen Reprasentation wider. Die Anzahl der amplifizierten Gen-Loci lag hier
zwischen eins und fiinf. Auffallig war, dass in Spur1 die Amplifikation von CADPS
nachgewiesen wurde. Dies deutet auf einen unzureichenden Msel-Verdau hin. Da eine
erfolgreiche aCGH-Analyse mit Nachweis von mindestens drei Amplikons in der
Multiplex-PCR assoziiert ist (Mohlendick et al.,, 2013), wurden nur Proben, die dieses

Kriterium erfiillten, in die weiteren Versuche eingeschlossen.

A)
bp

— CK19

— TP53

Abbildung 4.18: Qualitdtsanalyse der WGA-Produkte mittels Kontroll- und Multiplex-PCR. In den Spuren 1-5
sind jeweils die gleichen Patientenproben aufgetragen. In Spur 6 ist die Positiv(gDNA, unamplifiziert)- und in
Spur 7 die Negativkontrolle (H,0) aufgetragen. A) Kontroll-PCR. B) Multiplex-PCR.
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4.12 Genomische Analyse GFP-positiver Einzelzellen aus DLA- und

Blutproben mittels aCGH

Im Anschluss an die WGA der Einzelzell-DNA und den Qualitatskontrollen der
WGA-Produkte wurden an finf isolierten CTCs aus DLA-Proben aCGH-Analysen
durchgefihrt. Alle WGA-Produkte dieser CTCs erfiillten die Anspriiche der vorher
durchgefiihrten PCR-basierten Qualitatskontrollen. Wie in Abbildung 4.19 dargestellt, wiesen
jedoch vier dieser Proben, die von unterschiedlichen Tumorentitdten abstammten, ein sehr

ahnliches aCGH-Profil auf.
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Abbildung 4.19: Grafischer Vergleich der genomweiten aCGH-Profile von vier CTCs aus DLA-Proben.
EC = esophageal cancer (Osophaguskarzinom), CRC = colorectal cancer (kolorektales Karzinom), PC = pancreatic
cancer (Pankreaskarzinom), LC = lung cancer (Lungenkarzinom). Die Abbildung wurde mithilfe des Programms
Genomic Workbench erstellt.

Da nicht davon auszugehen war, dass hierbei echte Aberrationen abgebildet wurden,
konnten diese aCGH-Profile nicht weiter berlicksichtigt werden. Somit lieferte lediglich eine
CTC einer Brustkrebspatientin ein auswertbares aCGH-Ergebnis. Bei dieser Probe zeigten sich

zahlreiche chromosomale Verluste (griin) und Zugewinne (rot) (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: Ubersicht iiber die chromosomalen Zugewinne und Verluste der CTC einer
Brustkrebspatienten. Dargestellt sind die chromosomalen Zugewinne (rot) und Verluste (griin) des
Einzelzellgenoms der CTCs. Die Grafik wurde mithilfe des Programms Genomic Workbench erstellt.
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Um zu Uberpriifen, ob diese aufgedeckten Aberrationen typisch fiir das Mammakarzinom
sind, wurde ein Abgleich mit anderen aCGH-Daten durchgefiihrt. In Abbildung 4.21 ist ein
direkter grafischer Vergleich der chromosomalen Veranderungen der isolierten CTC (blaue
Linie) mit den aCGH-Daten von 106 Mammakarzinomen dargestellt (Andre et al., 2009). Die
chromosomalen Zugewinne und Verluste der isolierten CTC sind sehr gut vergleichbar mit
den Aberrationen, die haufig beim metastasierten Mammakarzinom beobachtet werden

(Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Grafischer Vergleich der Frequenz der chromosomalen Zugewinne und Verluste der CTC
einer Brustkrebspatientin mit publizierten Daten. Die Grundlage fur den Vergleich lieferten die aCGH-Daten
von 106 Brustkrebspatientinnen (Andre et al., 2009). Die blaue Linie zeigen die Gewinne und Verluste der CTC
an, die sich mit den Zugewinnen (griin) und Verlusten (rot) der Vergleichsdaten gut decken.

In Abbildung 4.22 sind exemplarisch die aCGH-Profile der Chromosomen 8, 10, 11, 13 und 17
dargestellt. Sie zeigen chromosomale Zugewinne (rot) und chromosomale Verluste (grin).
Das Gen FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1,
Fibroblasten-Wachstumsfaktorrezeptor 1) (8p11.23) wies gleichermafien wie MYC (8q24.21)
eine Amplifikation auf (Abbildung 4.22A). Fir die Gene PTEN (10g23.3, Abbildung 4.22B) und
BRCA2 (13g12.3, Abbildung 4.22D) konnte ein chromosomaler Verlust beobachtet werden,
wohingegen auf Chromosom 11 ein Zugewinn im Gen CCND1 (11q13.3) vorlag (Abbildung
4.22C). Auf Chromosom 17 waren chromosomale Verluste in den Genen TP53 (17p13.1) und
BRCA1 (17921) zu erkennen (Abbildung 4.22E).

105



Ergebnisse

FGFR1 Chr. 8p11.23
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Abbildung 4.22: Detaillierte Ansicht der aCGH-Profile von Chromosom 8, 10, 11, 13 und 17 der CTC aus der
DLA-Probe einer Mammakarzinom-Patientin. A) Chromosom 8 mit chromosomalen Zugewinnen in den Genen
FGFR1 (8p11.23) und MYC (8q24.21). B) Chromosomaler Verlust auf Chromosom 10 fiir PTEN (10g23.3). C)
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Chromosom 11 mit chromosomalem Zugewinn im Gen CCND1 (11q13.3). D) Chromosom 13 mit
chromosomalem Verlust im Gen BRCA2 (13q12.3). E) Chromosomale Verluste auf Chromosom 17 in den Genen
TP53 (17p13.1) und BRCA1 (17g21). Die Abbildungen wurden mithilfe des Programms Genomic Workbench
erstellt.

Die aus den Blutproben von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom isolierten
CTCs wurden ebenfalls mittels aCGH analysiert. In Abbildung 4.23 sind exemplarisch die
aCGH-Profile von Chromosom 17 zweier CTCs einer Patientin dargestellt. Im Vergleich zu der
CTC aus der DLA-Probe (Abbildung 4.22) wiesen die hier dargestellten Zellen auf Chromosom
17 nur wenige subtile chromosomale Verdanderungen auf. Im Gen TP53 konnte in der
Tumorzelle 1 (T1) ein Verlust und in der Tumorzelle 2 (T2) ein Zugewinn festgestellt werden.

BRCA1 wies keine chromosomalen Veranderungen auf (Abbildung 4.23).

Chromosom 17

T1 T2
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Abbildung 4.23: Detaillierte Ansicht der aCGH-Profile von zwei CTCs aus Blutproben von Patientinnen mit
metastasiertem Mammakarzinom. Dargestellt ist Chromosom 17 mit einem Verlust (T1) bzw. Zugewinn (T2)
im Gen TP53 (17p13.1) und ohne erkennbare chromosomale Verdnderung im Gen BRCA1 (17qg21).
T1 =Tumorzelle 1, T2 = Tumorzelle 2. Die Abbildungen wurden mithilfe des Programms Genomic Workbench
erstellt.

In Abbildung 4.24 sind die genomweiten aCGH-Profile exemplarisch von zwei CTCs aus den
Blutproben gezeigt. Im Vergleich dazu ist zusatzlich die CTC aus der DLA-Probe dargestellt,

die in der aCGH-Analyse ein auswertbares Ergebnis lieferte. Es ist deutlich zu erkennen, dass
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die CTCs aus den Blutproben (iber das gesamte Genom verteilt im Gegensatz zur CTC aus der

DLA-Probe keine wesentlichen Veranderungen aufwiesen.
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Abbildung 4.24: Genomweite aCGH-Profile von CTCs aus Blutproben und DLA-Probe. Ausschlage oberhalb der
Mittellinie zeigen Zugewinne und Ausschldge unterhalb zeigen Verluste an. Die blau schraffierten Bereiche
markieren die mittels Aberrationsalgorithmus detektierten Verdnderungen. Die Abbildung wurde mithilfe des
Programms Genomic Workbench erstellt.

Um die aCGH-Experimente besser zu kontrollieren, wurde bei Probe T1 eine Hybridisierung
mit einer mannlichen Referenz-DNA durchgefiihrt (Geschlechtsfehlpaarung, sex mismatch).
Wie in Abbildung 4.24 gut zu erkennen ist, wies die Test-DNA (T1) korrekterweise einen
Zugewinn fiur das X-Chromosom und einen Verlust fiir das (nicht vorhandene) Y-Chromosom
auf. Somit ist davon auszugehen, dass das aCGH-Experiment erfolgreich war und es sich um
ein balanciertes Genom ohne wesentliche chromosomale Verdanderungen handelte.

In Tabelle 4.4 ist eine Auswahl von Genen aufgelistet, die in der CTC aus der DLA-Probe
und exemplarisch in zwei CTCs aus Blutproben von Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom entweder eine Amplifikation (rot), eine Deletion (griin) oder keine
chromosomalen Veranderungen (gelb) zeigten. Deutlich ist auch hier zu erkennen, dass die
zwei Zellen aus der Blutprobe lediglich subtile Veranderungen u. a. im Gen TP53 aufwiesen.
Fir die Gibrigen Gene konnten keine chromosomalen Veranderungen nachgewiesen werden.
In der Zelle der DLA-Probe zeigten alle der hier aufgelisteten Gene chromosomale

Veranderungen.
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Tabelle 4.4: Auflistung einiger Gene, die in der aCGH in der CTC aus der DLA-Probe und exemplarisch in zwei
CTCs aus der Blutprobe einer Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom amplifiziert, deletiert bzw.
unverandert waren. CCNDI1 =Cyclin D1, MYC=C-Myc, FGFR1 = Fibroblasten-Wachstumsfaktorrezeptor 1,
ERBB2 = Humaner epidermaler Wachstumsfaktor 2 (HER2/neu), ESR1 = Ostrogenrezeptor 1,

ESR2 = Ostrogenrezeptor 2, PGR = Progesteronrezeptor, TP53 = Tumorprotein p53, EPCAM = Epitheliales
Zelladhdsionsmolekiil, BRCA1 = Breast Cancer 1, BRCAZ2 = Breast Cancer 2, PTEN = phosphatase and tensin
homolog, CDH1 = E-Cadherin, rot = amplifiziert, griin = deletiert, gelb = unverandert.

CCND1 11g13.3
MYC _ 8q24.21
FGFR1 _ 8p11.23
ereez | 17q12
e 6q25.1
esrz 14q23.2
R 11q22-23
ecav 2p21
Brcar | 17921
BRcaz 13q12.3
ey L 10923.3
CDH1 _ 16q22.1
4.13 Gesamtgenomische Fragmentlangen-Analyse der

WGA-Produkte

Da nicht alle Einzelzellen auswertbare aCGH-Ergebnisse lieferten, waren die
Qualitatskontrollen der WGA-Produkte mittels PCR-Analyse fiir solche Zellen, die mit dem
adenoviralen Detektionssystem isoliert wurden, offenbar unzureichend. Obwohl die
aCGH-Uberpriifung mittels Geschlechtsfehlpaarung funktioniert hat, konnten letzte Zweifel
an den Ergebnissen nicht ganz ausgeraumt werden. Es war anzunehmen, dass Storfaktoren
fir die gesamtgenomische PCR im experimentellen Versuchsaufbau vorlagen. Neben
verschiedenen Moglichkeiten konnte sich vor allem die im Vergleich zu bisher verwendeten
Detektions- und Isolationsverfahren (Binder et al., 2014; Mohlendick et al., 2013; Neves et
al., 2014) starker ausgepragte Fixierung mit PFA ausgewirkt haben. So kdonnte es in Folge der
Fixierung zur DNA-Degradierung kommen (Ross and Shipley, 1980) und in der MSE-PCR
eingesetzte Enzyme konnten durch die verursachte Vernetzung der DNA mit Proteinen

(Magana-Schwencke and Ekert, 1978; Ross and Shipley, 1980; Wilkins and Macleod, 1976)
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keinen ausreichenden Zugang mehr zur DNA bekommen haben (Dietrich et al., 2013). Dies
konnte zu einer unzureichenden Fragmentierung und Amplifikation des Einzelzell-Genoms
gefihrt haben. Um dies zu Uberprifen, wurden die Fragmentlangen des WGA-Produkts
mithilfe des Bioanalyzers Uberprift. Hierzu wurden die WGA-Produkte der
CTC-Einzelzell-DNAs aus DLA-Proben wund aus Blutproben der Patientinnen mit
metastasiertem Mammakarzinom untersucht. Als Referenzproben wurden
gesamtgenomisch amplifizierte Einzelzell-DNAs aus der Arbeitsgruppe Stoecklein verwendet,
die nicht Giber das adenovirale System detektiert wurden und gute Ergebnisse in der aCGH
erzielt haben.

In Abbildung 4.25 sind die Elektropherogramme der Analyse exemplarisch fiir einige
Proben dargestellt. Hierbei zeigte sich schon deutlich, dass die Msel-verdaute Einzelzell-DNA
aus den DLA-Proben (Abbildung 4.25A + C) groRere DNA-Fragmente und auch ein anderes
Erscheinungsbild aufwiesen als die Referenzproben (Abbildung 4.25D). Die Fragmentlangen
und Elektropherogramme der Einzelzell-DNA aus den Blutproben hingegen waren mit den

Referenzproben vergleichbar (Abbildung 4.25B + D).
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Abbildung 4.25: Elektropherogramme der Einzelzell-DNA nach Fragmentlangen-Analyse. A) CTC der
Mammakarzinom-Patientin aus der DLA. B) CTC aus einer Blutprobe. C) CTC aus der DLA eines
Pankreaskarzinom-Patienten. D) Referenzprobe.

In Tabelle 4.5 sind die durchschnittlichen Fragmentldangen der Einzelzell-DNA-Proben
dargestellt. Im Durchschnitt wies die Einzelzell-DNA der DLA-Proben deutlich grofere
Fragmente (Mittelwert =754 bp) auf als die Einzelzell-DNA der Blut (Mittelwert = 536 bp)-

und Referenzproben (Mittelwert = 517 bp).
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Tabelle 4.5: Auflistung der DNA-Fragmentldngen der Einzelzell-DNA nach Analyse mithilfe des Bioanalyzers.

CTCs aus DLA-Proben CTCs aus Blut Einzelzell-DNA Referenz-Proben

600 bp 500 bp
500 bp 450 bp
840 bp 460 bp
750 bp 630 bp
820 bp 640 bp
720 bp
670 bp
670 bp
685 bp
740 bp
900 bp
820 bp
830 bp
940 bp
880 bp
700 bp

400 bp
450 bp
400 bp
750 bp
700 bp
400 bp

Mittelwert 754 bp Mittelwert 536 bp Mittelwert

517 bp

Wie in Abbildung 4.26 zu erkennen ist, waren die Unterschiede in den Fragmentlangen

zwischen den DLA-Proben und den Blut- bzw. Referenzproben statistisch signifikant

(p=0.0012 bzw. p=0.0097). Die Unterschiede in den Fragmentlangen der Blut- und

Referenzproben wiesen hingegen keine statistische Signifikanz auf (p = 0.4545).
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Abbildung 4.26: Gesamtgenomische Fragmentliangen-Analyse der Einzelzell-DNA.
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5 DISKUSSION

Krebserkrankungen waren im Jahr 2008 die haufigste Todesursache weltweit und in
Deutschland, nach den kardiovaskuldaren Erkrankungen, die zweithaufigste Todesursache
(WHO, Statistisches Bundesamt). Dabei sterben die meisten Menschen nicht aufgrund des
Primartumors, sondern an den Folgen der Metastasen (Chaffer and Weinberg, 2011; Gupta
and Massagué, 2006), die auch noch Jahrzehnte nach der Entfernung des Primartumors
auftreten konnen (Hanahan and Weinberg, 2011). Haufig bleiben Mikrometastasen und ihre
Vorlauferzellen durch Ubliche klinische Diagnoseverfahren unentdeckt (Ignatiadis and
Reinholz, 2011). Als Vorladuferzellen der Metastasen gelten disseminierte Tumorzellen (DTCs)
im Knochenmark oder zirkulierende Tumorzellen (CTCs) im Blut. Diese Zellen kdnnen aktiv,
z. B. liber den Mechanismus der EMT, aus dem Zellverband des Primartumors auswandern
oder gelangen durch passives Abschilfern vom Primartumor {ber die Blutbahn und
LymphgefaRe in vom Primartumor entfernte Kérperregionen (Thiery et al., 2009; Tjensvoll et
al., 2014). In den metastatischen Zielorganen kénnen sich die Zellen unter fir sie glinstigen
Bedingungen ansiedeln und zu klinisch relevanten Makrometastasen auswachsen (Valastyan
and Weinberg, 2011).

Obwohl die Resektion von Metastasen die einzige kurative MalRnahme darstellt, kbnnen
Metastasen nur in wenigen Fallen durch chirurgische oder radiologische MaRnahmen
entfernt bzw. zerstort werden. Dies ist haufig durch ihre GroRe, Lage oder Anzahl bedingt. In
vielen Fadllen wird jedoch eine systemische Therapie oder eine Kombination aus beidem
erwogen (Gustavsson et al., 2015; Mitry et al., 2008; Penna and Nordlinger, 2002; Singletary
et al.,, 2003). Eine systemische Therapie scheitert aber oft an Resistenzen der Zielzellen
(Dallas et al., 2009; Rivera and Gomez, 2010). Um moglichst in einem frihen
Erkrankungsstadium die Ausbildung von Metastasen zu verhindern, ist es nétig, mehr liber
den Prozess der Metastasierung zu erfahren. Wahrend einer Therapie bietet die sequentielle
Analyse der CTCs die Maoglichkeit, den Verlauf einer Therapie zu beobachten und
gegebenenfalls zu dandern. Zwar konnten in den letzten Jahren viele Fortschritte bei der

Isolierung und Detektion der CTCs erzielt werden, aber ein limitierender Schritt in der
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routinemaRigen Isolierung und Detektion dieser Zellen ist weiterhin die geringe Anzahl der
Zellen im Blut und das Fehlen eines CTC-spezifischen Markers (Yu et al., 2011). Daruber
hinaus ist es nur mit den wenigsten Verfahren moglich, lebende Zelle zu isolieren und in die
Zellkultur zu UGberfihren. An solchen expandierten CTCs konnten molekulare und
funktionelle Analysen durchgefiihrt werden, die einen tieferen Einblick in die Mechanismen
der Metastasierung gewahren (Cayrefourcq et al., 2015). Ebenfalls ware es maoglich, die
Zellen eines Patienten direkt auf Resistenzen gegen Medikamente hin zu untersuchen (Yu et
al., 2014). Zusatzlich kénnten solche Analysen auch neue therapeutische Zielstrukturen zur
Bekdampfung der systemischen Erkrankung liefern.

Da die Zellpopulation der CTCs, genauso wie der korrespondierende Primartumor, in
sich heterogen sein konnen (Macintosh et al., 1998; Pestrin et al., 2015) und somit kein
einheitliches Expressionsprofil aufweisen, ist es schwierig, einen geeigneten Marker zu
finden, der alle Zellen dieser Zellpopulation identifiziert. Derzeit ist EpCAM der am
haufigsten verwendete Detektionsmarker fir CTCs. Doch da einige CTCs wahrend der
Abwanderung eine EMT durchlaufen kénnen, ist es moglich, dass der epitheliale Marker
EpCAM auf CTCs zeitweise herunterreguliert ist (Driemel et al., 2014) oder intrinsisch von
den Tumorzellen Uberhaupt nicht exprimiert wird (Gires and Stoecklein, 2014). Solche
EpCAM-negativen Zellen sind durch EpCAM-abhdngige Detektionsmethoden, wie das
CellSearch®-System, nicht nachweisbar. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass
EpCAM-negative EMT-CTCs auch einen aggressiveren Phanotyp aufweisen kdnnen
(Markiewicz et al., 2014; Sieuwerts et al., 2009; Yu et al., 2013). Das Auftreten von CTCs mit
einem mesenchymalen Phadnotyp ist mit einer schlechteren Prognose fiir die Patienten
assoziiert (Giordano et al., 2012; Gradilone et al., 2011; Raimondi et al., 2011). Solch eine
schlechtere Prognose fiir die Patienten kann darin begriindet sein, dass EMT-CTCs
Resistenzen gegenliiber gangigen Therapien entwickeln und somit nicht wirksam bekampft
werden kénnen (Theys et al.,, 2011). Da sich ebenfalls unter den EpCAM-negativen CTCs
potentielle Vorlduferzellen der Metastasen befinden kdnnen, sind diese Zellen von
besonderem Interesse.

Um CTCs EpCAM-unabhangig im peripheren Blut aufspliren zu kdnnen, wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob dies mittels humaner Adenoviren moglich ist und diese
CTCs daruber hinaus vital sind. Hierzu wurden zunachst zwei humane Adenoviren

verwendet, die einen unterschiedlichen Tropismus aufweisen. Zur Markierung der CTCs
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wurde durch die Viren eingebrachtes EGFP bzw. GFP eingesetzt. Dies sollte dafiir sorgen,

dass nur lebende Zellen markiert wurden.

5.1 Untersuchungen zur Verwendung des adenoviralen Vektors
Ad5 fiir die CTC-Detektion

Zu Beginn der hier vorliegenden Arbeit sollte die Frage geklart werden, ob sich der
adenovirale Vektor Ad5 zur CTC-Detektion eignet. Humane Adenoviren des Typs 5 (Ad5)
binden an epitheliale Zellen Uber den Coxsackivirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR). Die
Expression epithelialer Marker kann u. a. aufgrund einer EMT Schwankungen unterliegen. Es
wurde bereits gezeigt, dass die CAR-Expression in unterschiedlichen Tumoren stark variieren
kann. Einerseits kann es zu einer Zunahme der CAR-Expression in Tumoren der Brust, der
Lunge und des Eierstocks kommen (Chen et al., 2013; Martin et al., 2005; Reimer et al.,
2007; Wunder et al., 2013), wohingegen CAR-Expression in einem fortgeschrittenen
Tumorstadium verschiedener Tumorentitdten herunterreguliert sein kann (Anders et al.,
2009; Korn et al.,, 2006; Matsumoto et al., 2005; Rauen et al., 2002; Sachs et al., 2002;
Stecker et al., 2011; Wunder et al., 2012). Um einen Uberblick tiber die CAR-Expression in
Tumorzellen zu bekommen, wurden diese zunachst auf mMRNA- und Proteinebene in den hier
verwendeten Tumorzelllinien untersucht. Hierbei wurden deutliche Unterschiede in der
CAR-Expression festgestellt. Als Beispiel kann hierfiir exemplarisch der Unterschied zwischen
den beiden Kolonkarzinom-Zelllinien COLO205 und CACO-2 dienen. Sowohl auf mRNA- als
auch Proteinebene war die CAR-Expression bei COLO205 gegeniiber der Zelllinie CACO-2
deutlich vermindert. Moéglicherweise beruht dies darauf, dass COLO205 aus einer Metastase
generiert wurde und CACO-2 aus einem Primdrtumor. Im Gegensatz zu den Daten der
vorliegenden Arbeit haben Shan et al. beobachtet, dass die Expression von CAR in den
MDA-MB-231-Zellen héher war als in SK-OV-3-Zellen (Shan et al., 2012). Moglicherweise
liegt dies darin begriindet, dass diese Arbeitsgruppe die parentale Zelllinie SK-OV-3 und nicht
die Xenograft-Zelllinie SK-OV-3.ip verwendet hat (Yu et al, 1993). Bei den
Prostatakarzinom-Zelllinien war die CAR-Expression bei PC-3 gegeniliber DU-145 ebenfalls
sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene herunterreguliert. Diese differentielle

Expression zwischen den Prostatakarzinom-Zelllinien DU-145 und PC-3 wurde auf
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Proteinebene bereits von Okegawa beschrieben (Okegawa et al., 2000) und konnte somit
bestatigt werden.

Nachdem die Expression von CAR bei den verschiedenen Zelllinien nachgewiesen wurde,
war die Frage spannend, ob die dramatischen Effekte einer EMT auf den Phanotyp von CTCs
(Yu et al., 2013) auch die CAR-Expression beeinflussen wiirden. Eine Herunterregulation von
CAR wahrend der EMT auf CTCs wirde die Effektivitdt der Infektion mit dem Ad5EGFP-Virus
erheblich reduzieren. In Ovarialkarzinom-Zelllinien, einer Pankreaskarzinom-Zelllinie
(Panc-1) und der Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231 konnte eine Herunterregulation
von CAR durch TGF-B1 bereits nachgewiesen werden (Briining and Runnebaum, 2003;
Lacher et al., 2006, 2011). In einem EMT-Versuch mit der Lungenkarzinom-Zelllinie A549
konnte hingegen kein Einfluss auf die CAR-Expression festgestellt werden (Shigeyasu et al.,
2015). Die Untersuchung der Auswirkung der TGF-B-induzierten EMT in der vorliegenden
Arbeit zeigte ebenfalls keine statistisch signifikante Auswirkung auf die CAR-Expression im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Dies kénnte jedoch auch auf die erheblichen
Standardabweichungen zurlickzufihren sein, die bei den Versuchen dieser Arbeit
festzustellen waren und die sich durch die geringe Menge des untersuchten
Ausgangsmaterials erklaren lassen. Da EMT-CTCs nicht ausschlielich einen mesenchymalen
Phanotyp aufweisen, sondern auch einen intermediaren (Yu et al., 2013), wére unter diesem
Gesichtspunkt die Infektion der CTCs mit dem Ad5-Virus weiterhin eine Option. Da die
Expression von CAR noch nicht auf CTCs aller Tumorentitdten untersucht wurde, ware auch
eine Kombination aus beiden Viren (Ad5EGFP, Ad5/3GFP) eine Madglichkeit. So haben
Takayama et al. zur Erweiterung des Tropismus ein Mosaik-Virus mit der Ad3- und

Ad5-Knob-Domane etabliert (Takayama et al., 2003).

5.2 Auswirkung der Viruskonzentration auf die Zellviabilitat

Bei EpCAM-exprimierenden Zellen ist es mit dem CellSearch®-System moglich, eine Zelle
in 7.5 ml Blut zu detektieren (Franken et al., 2012; Kraan et al., 2011; Miller et al., 2010).
Jedoch hat dieses System wie alle CTC-Nachweisverfahren, die auf epithelialen Markern
beruhen, Limitationen beziiglich der Detektion von CTCs mit mesenchymalen Eigenschaften,
bei denen die zur Detektion eingesetzten epithelialen Marker herunterreguliert sein kénnen

(Armstrong et al., 2011; Gorges et al., 2012; Kallergi et al., 2011; Steinert et al., 2014). Daher
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ist die genaue Zahl der CTCs im Blut weiterhin ungeklart. Dariiber hinaus detektieren und
isolieren viele dieser Systeme keine lebenden Zellen. Denn sie weisen haufig
Fixierungsschritte bei der Praparation der Proben auf oder sind abhdngig von intrazelluldren
Farbungen mit Permeabilisierungs-Schritten, welche alle einen Verlust der Viabilitdt nach
sich ziehen (Allard et al., 2004; Liu et al., 2011; Thege et al., 2014). Da aber ein Ziel dieser
Arbeit war, detektierte Zellen kultivieren zu kdnnen, sollte die Viabilitat der infizierten Zellen
gewahrt bleiben. Die in dieser Arbeit verwendeten Viren wurden urspriinglich fir die
Gentherapie entwickelt (Benihoud et al., 1999; Kanerva et al., 2002a). Dort gilt es, moglichst
geringe Viruskonzentrationen einzusetzen, um eine Immunantwort des Korpers zu
verhindern (Bessis et al., 2004; Liu and Muruve, 2003; Muruve et al.,, 1999). Da in der
vorliegenden Arbeit jedoch ausschlieBlich ex-vivo-Experimente durchgefiihrt wurden, konnte
der Aspekt der Immunantwort vernachladssigt werden. Aufgrund der geringen Anzahl der
CTCs im Blut sollten in der vorliegenden Arbeit flir eine erfolgreiche Detektion der CTCs
allerdings hohe Viruskonzentrationen eingesetzt werden. Dies sollte gewadhrleisten, dass
jede CTC von wenigstens einem Viruspartikel infiziert wird, so dass sogar eine einzelne CTC
in einem hohen Hintergrund von Blutzellen detektiert werden kann. Doch Teramato et al.
haben an primdren Lungenepithelzellen beobachtet, dass der adenovirale Vektor Ad5 sich
dosisabhdngig negativ auf die Zellproliferation und —viabilitat auswirkt (Teramoto et al.,
1995). Tumorzelllinien wurden hier steigenden Viruskonzentrationen beider viraler Vektoren
(Ad5 und Ad5/3) ausgesetzt. Jedoch konnte die von Teramato et al. beschriebene
Auswirkung auf die Viabilitat infizierter Zelllinien (Teramoto et al., 1995) in dieser Arbeit fir
Ad5 nicht bestatigt werden. Der tropismusmodifizierte Ad5/3-Vektor bewirkte lediglich bei
extrem hohen Viruskonzentrationen eine signifikante Reduktion der Viabilitdt einiger
Tumorzelllinien. In den fiir diese Arbeit angestrebten Viruskonzentrationen konnte somit
kein erheblicher Einfluss auf die Viabilitdt festgestellt werden. Das von Kojima et al.
verwendete adenovirale Detektionssystem ermoglicht aufgrund eines Telomerasepromotors
die tumorspezifische Expression des nachgeschalteten Transgens GFP (Kojima et al., 2009).
Die von Kojima et al. etablierten Adenoviren sind im Gegensatz zu den hier verwendeten
Adenoviren replikativ. Infolge der aktiven Virusreplikation in den Tumorzellen kommt es
gleichzeitig zu einer Amplifikation des GFP-Fluoreszenzsignals. Dies fiihrt dazu, dass die
infizierten Tumorzellen bereits 24 h nach der Infektion aufgrund einer starken

GFP-Expression deutlich zu erkennen und zu detektieren sind (Kojima et al., 2009). Auch
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kann aufgrund der Amplifikation des Fluoreszenzsignals schon mit einer geringen
Viruskonzentration eine gute Detektierbarkeit der Zielzellen erlangt werden. Die
Virusreplikation hat aber den Nachteil, dass die infizierten Zellen aufgrund des lytischen
Zyklus zugrunde gehen (Maida et al., 2009). Somit stellt dieses System anlasslich zukiinftig

angestrebter Kultivierungsversuche keine Alternative dar.

5.3 Kultivierung von Tumorzellen nach adenoviraler Infektion

Die molekulare Charakterisierung von CTCs konnte bereits erste Einblicke in die Biologie
dieser Zellen auf genotypischer und phanotypischer Ebene ermdglichen. Unter anderem war
es moglich, die Heterogenitat zwischen den CTCs und dem korrespondierenden Primartumor
bzw. innerhalb einer CTC-Population darzustellen (Pestrin et al.,, 2009, 2015). Um die
gesamte Biologie dieser Zellen zu erfassen, ware eine Kultivierung der CTCs und die
Etablierung permanenter Zelllinien oder die Moglichkeit von Kurzzeitkulturen
winschenswert. Die Kultivierung nachgewiesener und markierter CTCs ist jedoch haufig
ausgeschlossen, da der immunzytochemische Nachweis i. d. R. Fixierungsschritte und/oder
die Permeabiliserung der Zellmembran erfordert. Zellbiologische Eigenschaften, wie
Invasions-, Migrations- und Proliferationsverhalten der Zellen kdnnen somit nicht analysiert
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob die Zellen nach einer
adenoviralen Infektion und GFP/EGFP-Markierung weiterhin vital und kultivierbar waren.
Dabei konnte zunachst fir die hier verwendeten Systeme bestatigt werden, dass die
adenovirale Transduktion ein vorriibergehender Zustand ist. Die EGFP- bzw. GFP-Expression
hat in den adenoviral-infizierten Zellen (iber einen Kultivierungszeitraum von 15 Tagen
kontinuierlich abgenommen. Dies beweist, dass das virale Genom wie vorgesehen nicht in
das Wirtsgenom integriert wurde, sondern episomal vorlag (Benihoud et al., 1999; Robbins
et al., 1998; Thomas et al., 2003). Durch die Zellteilungen wurde das virale Episom verdiinnt,
bis es nicht mehr nachweisbar war.

Zusatzlich zeigte sich, dass die Infektion mit AJSEGFP im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen keinen Einfluss auf die Viabilitdt der Zellen hatte. Hiermit konnten die bereits
ermittelten Ergebnisse zur Zellviabilitat bestatigt werden. Die Infektion des Ad5/3GFP-Virus

zeigte bei einer eingesetzten Konzentration von 1x 10*VP/Z einen signifikant erhdhten
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Anteil toter Zellen (p < 0.0001). Zwar blieb der Anteil der toten Zellen in der behandelten
Probe (iber den gesamten Zeitraum relativ stabil, dennoch betrug der Median der toten
Zellen in den behandelten Zellen 28 % und 17 % in unbehandelten Kontrollzellen.

Einige wenige Arbeitsgruppen konnten CTCs bereits kultivieren und auch permanente
Zelllinien etablieren (Cayrefourcqg et al., 2015; Yu et al.,, 2014; Zhang et al., 2014). Die
Arbeitsgruppe um Zhang verwendete zur lIsolierung und anfanglichen Kultivierung den
sogenannten CTC-Chip. Eine anschlieBende Kultivierung wurde erfolgreich in herkémmlichen
ZellkulturgefalBen weitergefihrt. Mit diesen expandierten CTCs konnten sie u. a. molekulare
Analysen zur Gen-Expression und zum Mutationsstatus anfertigen. Darliber hinaus war es
moglich, die Invasionsfahigkeit der CTCs, welche eine wichtige Fragestellung beziglich der
Metastasierung darstellt, zu untersuchen (Zhang et al., 2014). Cayrefourcq et al. konnten
anhand ihrer etablierten CTC-Zelllinie, zusatzlich zu Informationen auf Genom-,
Transkriptom-, Sekretom- und Proteomebene, auch Erkenntnisse zur weiteren
Differenzierung dieser Zellen und zum tumoriniziierenden Potential in vivo gewinnen
(Cayrefourcq et al., 2015). Neben molekularen Analysen untersuchte die Arbeitsgruppe um
Yu auch die Tumorigenitat der CTC-Zelllinien in vivo. AuBerdem wurde anhand von bereits
bekannten Arzneimitteln und experimentellen Wirkstoffen das Ansprechen der CTCs auf
diese Behandlung beobachtet. Dadurch konnten neue, potentielle therapeutische
Zielstrukturen aufgedeckt werden (Yu et al., 2014). Alles in allem war die Kultivierung aller
drei Arbeitsgruppen jedoch sehr ineffizient. Die Gruppe um Yu konnte aus sechs von
insgesamt 36 Patientenproben (17 %) und Cayrefourcq et al. lediglich aus zwei von 71
Proben (3 %) Zelllinien etablieren (Cayrefourcq et al., 2015; Yu et al., 2014). Zhang et al. war
es zwar gelungen aus 14 von 19 (74 %) Proben Zelllinien zu etablieren, jedoch betrug die
Kultivierungszeit hier nicht mehr als 14 Tage (Zhang et al., 2014). Darliber hinaus waren bei
Cayrefourcq et al. CTC-Zahlen von >300 fir eine erfolgreiche Kultivierung essentiell
(Cayrefourcq et al., 2015). Da keine einleitenden Untersuchungen zur Vitalitat der isolierten
CTCs durchgefiihrt wurden (Cayrefourcq et al.,, 2015; Yu et al.,, 2014; Zhang et al., 2014)
besteht die Moglichkeit, dass viele der isolierten CTCs nicht mehr vital waren und eine
effiziente Kultivierung somit unmoglich war. Weiterhin ist wichtig zu betonen, dass in den
beschrieben Versuchen keine positiv markierten CTCs kultiviert wurden, sondern nur
angereicherte Zellfraktionen. Das adenovirale Detektionssystem konnte die Effizienz der

CTC-Kultivierung steigern, da nur vitale Zellen mit GFP markiert und identifiziert werden.
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5.4 Vergleich der Effizienz der Infektion von Ad5EGFP und
Ad5/3GFP

Bei der Uberpriifung der transienten Infektion mittels FACS-Analyse fiel bereits auf, dass
die Infektion mit dem adenoviralen Vektor Ad5/3 im Vergleich zum Ad5-Vektor deutlich
effizienter war. Dies zeigte sich durch einen deutlich hdheren Anteil GFP-positiver Zellen zu
Beginn des Versuchs (69 %) im Vergleich zu EGFP-positiven Zellen (45 %).

Da in dieser Arbeit aber eine visuelle, mikroskopische Auswertung von CTC aus
Patientenproben geplant war, wurde die Effizienz der Infektion ebenfalls mikroskopisch
analysiert. In der mikroskopischen Auswertung der Infektionseffizienz ergab sich zunachst,
dass alle getesteten Zelllinien mit beiden adenoviralen Vektoren (Ad5 und Ad5/3) infiziert
werden konnten. Dabei stellte sich aber heraus, dass die Infektion mit Ad5/3 deutlich
effizienter war als mit Ad5. Die mit Ad5/3 infizierten Zellen konnten bereits bei geringeren
Viruskonzentrationen und zu einem friiheren Zeitpunkt visuell detektiert werden als solche
Zellen, die mit Ad5 infiziert wurden. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Expression des
Rezeptors flir Ad5/3 starker und dichter auf den Zellen exprimiert war als der Rezeptor CAR
fur das Ad5-Virus, so dass mehr Ad5/3-Virus an die Zellen binden und in diese aufgenommen
werden konnte. In Ovarialkarzinomzellen konnte bereits von Kanerva et al. gezeigt werden,
dass die hohere Infektitsitdt des Ad5/3-Vektors im Vergleich zum Ad5-Vektor auf eine
hohere Dichte des jeweiligen Rezeptors zuriickzufiihren ist (Kanerva et al., 2002a). Des
Weiteren belegen Untersuchungen an Proben aus primaren Ovarialkarzinomen und einer
Adenokarzinom-Zelllinie des Pharynx eine ebenfalls effizientere Infektion mit Ad5/3 als mit
Ad5 (Kanerva et al., 2002b; Stevenson et al., 1997). Diese Ergebnisse deuten bereits darauf
hin, dass Ad5/3 fur die Infektion von CTCs bezlglich verschiedener Tumorentitaten
universeller einsetzbar sein kdonnte als Ad5. Eine Bestarkung dieser Vermutung ist die
duBerst effiziente Infektion der Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231 mit Ad5/3. Denn
hier zeigte sich deutlich, dass auch Zellen mit einem mesenchymalen Phanotyp (Chao et al.,
2010) sehr gut infiziert und detektiert werden kdnnen. Die Infektion von Ad5 ist auf die
Expression von CAR auf epithelialen Zellen angewiesen. Diese unterliegt in verschiedenen
Tumorentitdten jedoch starken Schwankungen (Chen et al., 2013; Korn et al., 2006; Martin
et al., 2005; Rauen et al., 2002). Dies kdonnte die Folge einer EMT sein, bei der die CTCs ihre
epithelialen Eigenschaften verlieren und einen mesenchymalen Phanotyp annehmen

(Brining and Runnebaum, 2003; Driemel et al., 2014; Gorges et al., 2012; Lacher et al., 2006,
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2011). Da Ad5/3 liberzeugendere Ergebnisse hinsichtlich der Infektionseffizienz lieferte,

wurde fur weitere Versuche ausschlieBlich das Ad5/3-Virus verwendet.

5.5 Spezifitdit und Sensitivitdit der adenoviralen Infektion mit
Ad5/3GFP

Bereits publizierte Daten weisen darauf hin, dass nicht-epitheliale Zellen bzw. Blutzellen
nur schlecht durch Ad5/3 infiziert werden kénnen. So war es beispielsweise in
Mausversuchen nach intraperitonealer Injektion von Ad5/3-Viren fir Kanerva et al. kaum
moglich, eine Infektion der Blutzellen im Vergleich zu epithelialen Geweben zu messen
(Kanerva et al., 2002b). Lyons et al. konnten hingegen zeigen, dass insbesondere ex vivo eine
Bindung von Ad5-Viren an Blutzellen stattfindet (Lyons et al., 2006). Hierbei waren bis zu
95 % der Adenoviren mit Erythrozyten assoziiert, wohingegen lediglich fir 1 bis5 % der
Viren eine Bindung an PBMCs nachgewiesen werden konnte. Fiir CD14-positive Monozyten
konnte sogar eine Infektion durch Ad5 beobachtet werden. Wang et al. wiesen nach, dass
der zelluldare Rezeptor DSG2 auf Thrombozyten und Granulozyten exprimiert wird und Ad3
an diese beiden Zelltypen binden kann. Dariiber hinaus konnten sie beobachten, dass Ad3 in
Granulozyten aufgenommen wird (Wang et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnten die Beobachtungen von Wang et al. (Wang et al.,
2011) nicht nachvollzogen werden. Mithilfe des sehr sensitiven Luciferase-Assays konnte
eine epithelspezifische Infektion durch Ad5/3 untermauert werden. Das adenovirale System
bewies deutlich, dass selbst bei sehr hohen Viruskonzentrationen (5x 10° VP/Z) keine
Infektion von PBMCs durch das Ad5/3-Virus auftrat. Somit konnte davon ausgegangen
werden, dass keine falsch-positiven Zellen nach der Infektionen von Patientenproben
detektiert werden wirden. Die gleichzeitige Infektion der Zelllinie MDA-MB-231 mit PBMCs
zeigte eine Abnahme in der Effizienz der Infektion gegeniiber der Infektion ohne PBMCs, die
jedoch nicht statistisch signifikant war (p =0.6753). Dies konnte auf eine Bindung der
Ad5/3-Viren an Blutzellen hinweisen, welche daraufhin flir eine Infektion der
MDA-MB-231-Zellen nicht mehr zur Verfiigung standen (Lyons et al., 2006). Eine Infektion
der PBMCs in dieser gemischten Zellpopulation kann ausgeschlossen werden, da bei der

separaten Behandlung der PBMCs mit Ad5/3 keine Luziferaseaktivitdt nachgewiesen werden
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konnte. Auch bei der mikroskopischen Betrachtung von Tumorzellen und PBMCs, die mit
Ad5/3GFP infiziert wurden, konnten keine GFP-positiven PBMCs beobachtet werden.

Alle vorangegangen Versuche wiesen auf eine epithelspezifische Infektion von Ad5/3
hin. Bei der Infektion von Patientenmaterial fiel jedoch die Probe eines gesunden Spenders
auf, in der nahezu alle Zellen GFP-positiv waren. Eventuell wies die Kontrollprobe epitheliale
Zellen auf, die aufgrund einer Entzlindungsreaktion ins Blut gelangt waren (Allard et al.,
2004; Pantel et al., 2012). Jedoch scheint dies eher unwahrscheinlich, da in diesen Fallen im
Vergleich mit Tumorpatienten deutlich geringere Zellzahlen beschrieben wurden. Somit
muss dieses Einzelereignis weitgehend unverstanden bleiben. Um nun die Gefahr solcher
falsch-positiven Ergebnisse zu verhindern, wurde in den experimentellen Aufbau eine
Kontrollfarbung fiir den Leukozytenmarker CD45 eingefiihrt. Diese Farbung sollte zu einer
sicheren Differenzierung zwischen CTCs und Blutzellen beitragen. Weitere auf diese Weise
analysierte Patientenproben wiesen keine doppelt-positiven Zellen (GFP-positiv,
CD45-positiv) auf, so dass davon auszugehen ist, dass keine falsch-positiven Blutzellen
detektiert wurden.

Um die Sensitivitdt des adenoviralen Detektionssystems mit bereits bestehenden
Verfahren vergleichen zu kdénnen, wurden definierte Zellzahlen der Zelllinien MDA-MB-231
in PBMC-Praparationen eingebracht. Diese Zelllinie wurde ausgewahlt, da sie sich gut mit
Ad5/3 infizieren lieR. Hierbei konnte eine Wiederfindungsrate von r* = 0.9994 (an Tag zwei
nach Infektion) erreicht werden, welche vergleichbar mit anderen Detektionssystemen ist.
So konnte eine &dhnlich gute Wiederfindungsrate von Kojima et al. mithilfe eines
replikationskompetenten Virussystems erzielt werden (¥ = 0.9996) (Kojima et al., 2009). Die
Wiederfindungsrate des sogenannten CTC-Chips liegt bei r*=0.999 (Nagrath et al., 2007)
und beim Goldstandard CellSearch® liegt diese fiir die Analyse von Blutproben bei r# = 0.99
(Naoe et al., 2007) und bei der Verwendung von DLA-Proben bei r* = 0.996 (Fischer et al.,
2013).

5.6 Anwendung des adenoviralen Systems bei klinischen Proben
von Tumorpatienten

Im menschlichen Korper zirkulieren 4-6 Liter Blut. Bei der Suche nach CTCs wird in den
gangigen Verfahren ein limitiertes Blutvolumen von 1-10 ml untersucht, so dass immer nur
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ein Ausschnitt der Situation im Korper eines Patienten abgebildet wird. Insbesondere
Analysen der Proben von Patienten mit nicht-metastasierten Tumoren fiihren zu
widersprichlichen Ergebnissen. Die Detektionsspanne von CTCs ist hier mit 5-62 % in einigen
Studien sehr weit (Gaforio et al., 2003; Karhade et al., 2014; Loh et al., 2014; Thalgott et al.,
2013; Thorsteinsson et al., 2011). Mit dem CellSearch®-System werden routinemaRig 7.5 ml
Blut analysiert, wobei auch hier in Proben von Patienten mit nicht-metastasierten Tumoren
deutlich seltener CTCs (5-24 %) gefunden werden als in Patienten mit nachgewiesenen
Metastasen (61-84 %) (Cristofanilli et al., 2004; Lucci et al., 2012; Thalgott et al., 2013). Solch
eine unzuverldssige Detektionsrate erschwert die Aussagekraft der CTCs im klinischen
Kontext als Biomarker, u. a. bei der Uberwachung des Ansprechens auf eine Therapie oder
bei Therapieentscheidungen. Die Analyse eines groBeren Blutvolumens konnte daher
verlasslichere und aussagekraftigere Daten Uber die Prognose und den Therapieverlauf
liefern. Fischer et al. konnten tatsdchlich mit Hilfe der DLA nachweisen, dass die deutliche
Erhohung des analysierten Blutvolumens eine Steigerung der CTC-Detektion insbesondere
bei Patienten ohne Metastasen bewirkt. So konnten mittels CellSearch® bei 72 % der
DLA-Proben CTCs nachgewiesen werden, jedoch nur in 28 % der analog untersuchten
peripheren Blutproben (Fischer et al., 2013).

Da die Wahrscheinlichkeit, hohe CTC-Zahlen detektieren zu konnen, durch die
Verwendung von DLA-Proben gesteigert werden kann, wurden bei der Detektion von CTCs
mit dem adenoviralen System ebenfalls DLA-Proben verwendet. Fiir einen direkten Vergleich
des adenoviralen Detektionssystems mit dem CellSearch®-System wurden parallel DLA- und
Blutproben desselben Patienten mittels CellSearch® analysiert. Mit dem adenoviralen
Detektionssystem wurden 1 x 10’ Zellen der DLA-Proben (WBCs) untersucht, wohingegen
mittels CellSearch® in der Regel 2x 10® WBCs analysiert wurden. Die im CellSearch®
analysierten Blutproben wiesen ein definiertes Volumen von 7.5 ml auf. Beziiglich der
untersuchten DLA-Proben von 31 Tumorpatienten stellte sich ein klarer
Detektionsunterschied zwischen CellSearch® und dem adenoviralen System heraus
(61 % adenoviral vs. 29 % CellSearch®). Mittels CellSearch® analysierte periphere Blutproben
(n=29) waren in lediglich 7% der Falle positiv fiir CTCs. In den meisten Fillen, in denen
mithilfe des adenoviralen Systems CTCs detektiert werden konnten, wurden in den
Blutproben mittels CellSearch® keine oder weniger Zellen detektiert. Lediglich in einer Probe

einer Mammakarzinom-Patientin war die Detektionsrate hoher als mit dem virusbasierten
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System. Diese enorme Diskrepanz zwischen den Detektionsraten in DLA- und Blutproben
kann darauf zurilickzufiihren sein, dass durch die Verwendung der DLA-Proben ein héheres
Blutvolumen untersucht wurde (ca. 60 ml vs. 7.5 ml) (Fischer et al., 2013). Hierdurch wurde
die Wahrscheinlichkeit, CTCs zu detektieren, deutlich erhéht. Die bei der Etablierung des
adenoviralen Detektionssystems beobachtete hohe Sensitivitdt konnte hier bei der Analyse
von Patientenproben bestitigt werden. Es war maglich, bereits eine CTC in 1 x 10’ WBCs zu
detektieren. Dies ist vergleichbar mit den Nachweisgrenzen des CellSearch®-Systems und
des AdnaTests (Hartkopf et al., 2015; Zieglschmid et al., 2005).

Auffallend war, dass die CTC-Detektionsfrequenz bei DLA-Proben von
Pankreaskarzinom-Patienten im adenoviralen Detektionsassay am hochsten war. Im
Vergleich dazu wurden mehr Zellen in Proben (n=5) von Brustkrebspatientinnen mittels
CellSearch® gefunden. Im Durchschnitt wurde in DLA-Proben von Brustkrebspatientinnen
mittels adenoviralem System eine CTC identifiziert, wohingegen mittels CellSearch® in
DLA-Proben 41 CTCs und in Blutproben 3.8 CTCs detektiert werden konnten. Die
beobachteten Unterschiede in der Anzahl der detektierten CTCs zwischen beiden
Detektionssystemen konnte darauf zurlickzufiihren sein, dass die mittels CellSearch®
detektierten CTCs der Mammakarzinom-Proben apoptotisch waren. Solche Zellen kénnten
durch das adenovirale System nicht mehr detektiert werden, da fiir die Markierung der CTCs
durch GFP vitale Zellen benétigt werden. Apoptotische CTCs wurden bereits bei Prostata-
und Mammakarzinom-Patienten beschrieben (Kallergi et al.,, 2013; Larson et al., 2004).
Kallergi et al. haben festgestellt, dass Proben von Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom seltener apoptotische CTCs aufwiesen als solche Proben von Patientinnen,
die sich in einem frilhen Tumorstadium befanden. Lediglich 32 % der untersuchten CTCs
waren in Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom apoptotisch, wohingegen der
Anteil apoptotischer CTCs in friihen Stadien bei 77 % lag (Kallergi et al., 2013). Beim
Prostatakarzinom konnten Larson et al. feststellen, dass lediglich 17 % der untersuchten
Zellen intakte CTCs waren (Larson et al., 2004). Beim Nierenkarzinom wurden in 84 % der
Patientenproben apoptotische Zellen nachgewiesen (Rossi et al., 2012) und beim
kleinzelligen Lungenkarzinom konnten sogar in 93 % der Patientenproben apoptotische
Zellen detektiert werden (Hou et al., 2009).

Ein weiterer, interessanter Befund dieser Arbeit war, dass mithilfe des adenoviralen

Detektionssystems haufiger Zellen in Proben aggressiverer Tumoren wie des Pankreas und
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des Osophagus gefunden wurden als mit dem CellSearch®-System. Hier wire es méglich,
dass der virale Rezeptor DSG2 fur Ad5/3 auf den CTCs dieser Tumorentitaten starker
exprimiert war als EpCAM. Die hoheren Detektionsraten in den Proben von
Mammakarzinom-Patientinnen durch das CellSearch®-System sowohl in Blut- als auch
DLA-Proben griinden moglicherweise darin, dass die in diesen Proben detektierten CTCs
mehr EpCAM als DSG2 exprimiert haben. Khoja et al. haben festgestellt, dass die von ihnen
untersuchten Primdrtumoren des Pankreas alle EpCAM-positiv waren. Hierbei zeigte sich
aber bereits, dass einige Tumoren eine starke EpCAM-Expression aufwiesen wohingegen bei
anderen Tumoren lediglich eine schwache Expression dokumentiert werden konnte. Die
EpCAM-Expression der korrespondierenden CTCs hingegen war sehr heterogen. Einige
Patientenproben wiesen ausschlielRlich EpCAM-negative CTCs auf, so dass solche Zellen
durch das CellSearch®-System nicht angereichert und detektiert werden konnen (Khoja et
al., 2012). Die Herunterregulation eines epithelialen Markers wie EpCAM kann durch den
Vorgang der EMT verursacht werden (Gorges et al., 2012). Neben der EMT kdnnen auch
intrinsische Vorgiange wie die Hypermethylierung des EpCAM-Promotors zu einer
transkriptionellen Herunterregulation von EpCAM fiihren (Spizzo et al., 2007). Ebenfalls kann
die proteolytische Spaltung der extrazellularen Domane von EpCAM zu einer verminderten
Prasenz des Proteins auf der Zelloberflache flihren (Maetzel et al., 2009). Dies fuhrt dazu,
dass solch eine EpCAM-negative CTC-Population durch das CellSearch®-System nicht erfasst
werden kann. Aufgrund dessen stehen Informationen, die diese Zellen liefern wiirden, nicht
zur Verflgung.

Fiir eine genauere Gegenlberstellung der Detektionsraten des adenoviralen Detektions-
und des etablierten CellSearch®-Systems wurden weitere Proben (n = 5) analysiert. Hierfir
wurden Blutproben von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom verwendet. Fir
die adenovirale Detektion wurden wie in den vorangegangenen Versuchen 1 x 10’ PBMCs
untersucht. Im CellSearch®-System wurden standardmaRig 7.5 ml Blut analysiert. Die
Gesamtzellzahl in den hier mittels CellSearch® analysierten Blutproben lag zwischen
1.6 x 10’ und 2.2 x 10’. Dies ermdglichte eine bessere Vergleichbarkeit der detektierten
Zellzahlen. Bei der Gegenuiberstellung der detektierten CTC-Zahlen in 7.5 ml Blut mittels
CellSearch® und in 1 x 10’ PBMCs war noch ein deutlicher Unterschied zu erkennen, der aber
durch die Normalisierung der CellSearch®Werte auf 1x 10’ PBMCs deutlich verringert

werden konnte. Es zeigte sich erneut, dass mittels CellSearch® mehr CTCs detektiert werden
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konnten als mit dem adenoviralen System (CellSearch®: Mittelwert=6.8, n=5; Virus:
Mittelwert = 2, n=5). Lediglich in einer Probe konnte das CellSearch®-System keine CTCs
auffinden, wohingegen mittels adenoviraler Infektion zwei CTCs detektiert wurden. Die
Diskrepanz in der jeweiligen Anzahl der CTCs kdnnte darin begriindet sein, dass nicht mehr
alle CTCs vital waren, so dass diese durch das adenovirale System nicht markiert werden
konnten. Das CellSearch®-System hingegen reichert die Zellen nur in Hinblick auf ihre

EpCAM-Expression an.

5.7 Experimente zur genetischen Analyse der Ad5/3-
angereicherten Zellen mittels aCGH

Ein wichtiges Merkmal von Tumorzellen ist ihre chromosomale Instabilitdat (Gao et al.,
2007; Geigl et al., 2008; Lengauer et al., 1997). Genome von Tumorzellen zeigen oft typische
Muster chromosomaler Zugewinne und Verluste. Einige chromosomale Zugewinne oder
Verluste scheinen eher typisch flir bestimmte Tumorentititen zu sein, wohingegen
Zugewinne der chromosomalen Regionen 1q, 3q und 8q sowie Verluste der Regionen 8p,
13q, 16g und 17p sehr haufig bei verschiedenen Tumortypen auftreten (Forozan et al.,
1997). Die aCGH ist eine geeignete Methode, um einen Uberblick (iber CNAs des gesamten
Genoms von Zellen zu erlangen (Haraksingh et al., 2011; Kallioniemi, 2008). Da die aCGH
nicht speziell ein Verfahren fiir die Analyse von Einzelzellen ist, wurde hierzu ein Protokoll
von Mohlendick et al. etabliert (M6hlendick et al., 2013). Die hierfiir bendtigte Amplifikation
der gesamtgenomischen Einzelzell-DNA beruhte auf Protokollen von Klein et al. und
Stoecklein et al. (Klein et al., 1999; Stoecklein et al., 2002). Die Voraussetzung fir eine
erfolgreiche aCGH-Analyse ist, dass das Genom der Einzelzell-DNA erfolgreich amplifiziert
wurde und das resultierende WGA-Produkt das gesamte Genom vollstindig reprasentiert.
Hierzu wurden in den WGA-Produkten verschiedene Loci, die auf unterschiedlichen
Chromosomen lokalisiert sind, mit spezifischen Kontroll-PCRs nachgewiesen. Da eine
erfolgreiche aCGH-Analyse mit Nachweis von mindestens drei Amplikons in der
Multiplex-PCR (Md&hlendick et al., 2013) bzw. zwei Banden in einer weiteren Kontroll-PCR
assoziiert ist, wurden nur Proben, die dieses Kriterium erfillten, in die weiteren Versuche
eingeschlossen. Bei der PCR-basierten Uberpriifung der Qualitat der WGA-Produkte fiel auf,
dass nicht alle Proben die Qualitatsanforderungen fiir den Einsatz in der aCGH-Analyse nach
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der gesamtgenomischen Amplifikation erfillten. In den Kontroll-PCRs zeigte sich, dass die
Amplifikation nicht bei allen Zellen erfolgreich war. Es war anzunehmen, dass Faktoren im
Versuchsaufbau die reibungslose Amplifikation des Genoms der Einzelzellen verhindert
haben. Insbesondere die starke Fixierung mit 4 %igem PFA konnte sich negativ ausgewirkt
haben. Andere Detektions- und Isolierungsverfahren verwenden schonendere Verfahren zur
Fixierung oder verzichten génzlich darauf (Binder et al., 2014; Mohlendick et al., 2013; Neves
et al.,, 2014). Bei der hier angewendeten Adapter-Linker-PCR zur gesamtgenomischen
Amplifikation wurde die DNA zu Beginn enzymatisch von Zellproteinen befreit. In einem
nachsten Schritt wurde das Genom der Einzelzelle mithilfe des Restriktionsenzyms Msel
fragmentiert. An die so entstandenen Fragmente wurden Adapter ligiert, die anschlieRend
eine globale Genomamplifikation ermoglichten. Infolge der PFA-Fixierung ware es moglich,
dass Formaldehyd-Reste die in der WGA verwendeten Enzyme in ihrer Aktivitdt inhibiert
haben. Hierdurch koénnten Proteinbestandteile der Zelle nicht komplett durch die
Proteinase K verdaut oder die DNA durch Msel nicht ausreichend fragmentiert worden sein.
Des Weiteren kénnte eine durch das PFA-verursachte Vernetzung der DNA mit Proteinen
(Magana-Schwencke and Ekert, 1978; Ross and Shipley, 1980; Wilkins and Macleod, 1976)
dazu gefiihrt haben, dass die in der Adapter-Linker-PCR verwendeten Enzyme keinen
ausreichenden Zugang mehr zur DNA bekommen haben (Dietrich et al.,, 2013). Aufgrund
dessen konnte es zu einer unzureichenden Fragmentierung und Amplifikation des
Einzelzell-Genoms gekommen sein. Weiterhin konnte es infolge der Formalin-Fixierung auch
zu Degradierungsprozessen bei der DNA gekommen sein, die ebenfalls eine erfolgreiche
Amplifikation verhindern (Ross and Shipley, 1980).

In die aCGH wurden zunachst funf Einzelzell-Genome aus DLA-Proben eingesetzt,
welche in den durchgefiihrten Kontroll-PCRs eine gute Qualitdit des WGA-Produkts
aufwiesen. Von diesen fiinf Proben wurden vier von der Auswertung ausgeschlossen. Da alle
Proben von unterschiedlichen Tumorentitaten abstammten, wurden grofRe Unterschiede in
den aCGH-Profile erwartet. Hierbei zeigte sich aber ein nahezu identisches aCGH-Profil fiir
alle Proben, so dass davon auszugehen war, dass hier falsch-positive Verdanderungen
dargestellt wurden. Auffallig war, dass es in GC-reichen Regionen zu Verlusten von
Genmaterial kam, wohingegen in AT-reichen Regionen Zugewinne beobachtet wurden. In
der aCGH-Analyse koénnen sogenannte GC-Wellen abgebildet werden, wodurch es zu

falschen Ergebnissen kommen kann. GC-reiche Regionen werden dann als deletiert und
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GC-arme Regionen als amplifiziert dargestellt (Marioni et al., 2007; Vanneste et al., 2009).
GC-reiche Regionen stellen bereits bei der Amplifikation des Einzelzell-Genoms ein Problem
dar. Denn diese Regionen neigen zur Ausbildung von Sekundarstrukturen, so dass sich eine
erfolgreiche Amplifikation GC-reicher Sequenzen als schwierig erweist (Frey et al., 2008;
McDowell et al., 1998; Varadaraj and Skinner, 1994). Die fiinfte analysierte Probe stammte
von einer Mammakarzinom-Patientin. Der Vergleich dieses stark aberranten aCGH-Profils
mit bereits publizierten aCGH-Daten lasst erkennen, dass es sich bei den hier gefundenen
Veranderungen um fiir das Mammakarzinom typische CNAs handelt. Die aCGH-Analysen der
CTCs aus den Blutproben von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom lieferten
auf den ersten Blick auswertbare Ergebnisse. Deren aCGH-Profile verhielten sich aber im
Vergleich zu den CTCs aus der DLA-Probe eher unauffdllig und wiesen so gut wie keine
chromosomalen Verdanderungen auf. Lediglich einige wenige, distinkte Ausschldage waren zu
beobachten. Zwar konnte man in zwei Zellen derselben Patientin eine chromosomale
Veranderung in TP53 beobachten, aber weil diese Verdnderung gegensatzlich auftrat
(T1 = Verlust; T2 = Zugewinn), ist die Interpretation dieses Ergebnisses schwierig. Da in der
parallelen Analyse der Blutproben mittels CellSearch® CTCs gefunden wurden, war davon
auszugehen, dass mittels adenoviraler Infektion ebenfalls CTCs detektiert worden sind.
Dartiber hinaus weisen CTCs haufig chromosomale Aberrationen auf (Heitzer et al., 2013;
Magbanua et al., 2012, 2013; Neves et al., 2014), so dass in den mittels adenoviraler
Detektion isolierten CTCs ein aberrantes aCGH-Profil zu erwarten gewesen ware. Um
bestatigen zu konnen, dass die aCGH-Analyse generell funktionierte, wurde in einem
nachsten Schritt mit einer CTC aus den Blutproben eine sogenannte Geschlechtsfehlpaarung
wahrend der aCGH-Analyse durchgefiihrt. Durch die Verwendung der geschlechtlich
gegensatzlichen Kontroll-DNA (in diesem Fall eine ménnliche Kontroll-DNA), sollte bei einer
korrekt ablaufenden aCGH nun fir die weibliche Proben-DNA ein Verlust im Y-Chromosom
und ein Zugewinn fir das X-Chromosom abgebildet werden. Dies konnte in der so
analysierten CTC beobachtet werden. Die Werte der log,.Ratio geben hierbei die
logarithmierten Fluoreszenzintensitats-Verhaltnisse der Fluoreszenzfarben der Probe und

der Kontrolle an. Die Kopienzahl kann mit folgender Formel berechnet werden:

Kopienanzahlanderung = 2'°8, et
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Hierbei zeigte sich fir das X-Chromosom im Mittel eine log,-Ratio von 0.6 was einer
1.5-fachen Kopienzahl entspricht. Die negative log,-Ratio des Y-Chromosoms betrug im
Mittel -1.5 und entspricht hierbei einer 0.3-fachen Kopienzahl. Fir gesamtgenomische
Amplifikate und ohne Kenntnis der Zell-Ploidie konnen diese Werte nur Anndaherungen sein,
zeigen hier jedoch sehr deutlich, dass die aCGH erfolgreich war. Fiir die punktuellen und
distinkten Veranderungen in den sonst eher unauffalligen aCGH-Profilen von Zellen aus den
Blutproben kann es mehrere Erklarungen geben. Diese distinkten Aberrationen, die eine
hohe negative log,-Ratio aufwiesen, bildeten Deletionen ab. Dies kann darauf hindeuten,
dass das Genom der Einzelzelle nicht richtig amplifiziert wurde, wodurch es zu einer
unzureichenden Bindung an die komplementdaren Nukleotidsequenzen auf dem Array
gekommen sein konnte. Es konnte ebenfalls beobachtet werden, dass groRere
Veranderungen mit einer log,-Ratio von 0.26 bis0.4 knapp (iber der gewdhlten
Nachweisgrenze (log,-Ratio von 0.25) lagen. Hierdurch kann nicht ausgeschlossen werden,
dass es sich bei den dargestellten Veranderungen um falsch-positive handelt. Somit ist es
moglich, dass es sich bei den detektierten Zellen um chromosomal unverdnderte Zellen
handelt. Mogliche Erklarungen hierfir liefern Daten von Patienten mit einer
chronisch-entziindlichen Erkrankung wie Morbus Crohn, bei denen zirkulierende epitheliale
Zellen im Blut nachweisbar waren (Allard et al., 2004; Pantel et al., 2012). Tumoren kdénnen
durch Ausschiittung verschiedener Cytokine und Chemokine Leukozyten anlocken und so ein
entziindliches Tumormikromilieu fordern (Coussens and Werb, 2002). Infolgedessen
konnten ebenfalls normale, epitheliale Zellen ins Blut gelangen und falsch-positive
Ergebnisse bei der Detektion hervorrufen, da die meisten Detektionssysteme mangels eines
spezifischen CTC-Markers auf epithelialen Markern wie EpCAM oder Cytokeratinen beruhen.
Eine andere, ndherliegende Erklarung konnte die Kontamination der Praparate mit zellfreier
DNA von zugrunde gegangenen Leukozyten, insbesondere Neutrophilen sein, welche eine
Lebensspanne in der Blutzirkulation von nur wenigen Tagen aufweisen (Pillay et al., 2010).
Somit ist es moglich, dass es bei der Proben-Prdparation ex vivo einschlieBlich der
Infektionszeitspanne zum Absterben von Zellen und der Freisetzung zelluldrer DNA kommen
kann. Diese DNA verteilt sich im Praparat und kann zusatzlich auch an Tumorzellen
gebunden werden (Tamkovich et al., 2008), so dass diese bei der Mikromanipulation der
Zielzellen ebenfalls isoliert und amplifiziert wird. Nachweisverfahren wie CellSearch®

arbeiten mit milden Fixativen, in die das Blut direkt bei Abnahme verbracht wird (Sieuwerts
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et al.,, 2009), so dass hier die Zellen sofort intakt praserviert werden und daher die
Kontaminationsgefahr mit ,normaler”, unveranderter DNA geringer ist.

Deutlich unklarer blieb jedoch der Befund, dass ein Grofiteil der analysierten
DLA-Proben keine auswertbaren aCGH-Ergebnisse lieferte. Um der Frage nach einer
moglichen, unzureichenden Fragmentierung des Einzelzell-Genoms weiter nachzugehen,
wurde eine weitere Fragmentlangen-Analyse der WGA-Produkte aus Blut- und DLA-Proben
mittels Bioanalyzer durchgefiihrt. Als Referenzproben dienten WGA-Produkte, die nicht Gber
das adenovirale System detektiert wurden und gute Ergebnisse in aCGH-Analysen erzielt
haben. Im Durchschnitt wiesen die WGA-Produkte der Einzelzell-DNA aus den DLA-Proben
deutlich groRere Fragmente auf als die Einzelzell-DNA der Blut- und Referenzproben. Die
Unterschiede in den Fragmentlangen zwischen den DLA-Proben und den Blut- (p = 0.0012)
bzw. Referenzproben (p=0.0097) erwiesen sich als signifikant. Dabei wies der
Fragmentlangenvergleich zwischen Blut- und Referenzproben keinen statistisch signifikanten
Unterschied auf (p = 0.4545). Dies bestatigte die Vermutung, dass die Fragmentierung der
Einzelzell-DNA aus den DLA-Proben in vielen Fallen gestort war. Was zu den statistisch
signifikanten Unterschieden in den Fragmentlangen gefiihrt haben kénnte, ldsst sich derzeit
nicht vollstidndig beantworten, da im experimentellen Aufbau keine Verdnderungen
vorgenommen wurden, wodurch eine solche Ungleichheit moglicherweise hatte erklart
werden kdnnen. Hierzu missen in Zukunft weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Die Aufarbeitung der Einzelzellen nach adenoviraler Detektion gestaltete sich zwar als
schwierig, aber dennoch war es moglich, das Genom einer Zelle mittels aCGH abzubilden.
Die analysierte Einzelzelle stammte aus einer DLA-Probe einer Patientin mit einem
metastasierten Mammakarzinom. Das stark aberrante aCGH-Profil spiegelt den malignen
Charakter dieser Zelle wider. Dartiber hinaus konnte durch einen grafischen Vergleich der
chromosomalen Zugewinne und Verluste mit bereits publizierten aCGH-Daten von
Mammakarzinom-Patientinnen gezeigt werden, dass es sich bei den hier vorliegenden
Verdnderungen um typische CNAs des Mammakarzinoms handelt (Andre et al., 2009).

Bereiche im Genom von Mammakarzinomen, die haufig von chromosomalen
Zugewinnen betroffen sind, liegen auf den Chromosomenarmen 1q, 8q, 11q, 13q, 17q, 20q
(Han et al., 2010; Staaf et al., 2010) und solche die von Verlusten betroffen sind wurden u. a.

auf 1p, 8p, 11q, 16q, und 17p beobachtet (Han et al., 2010; Reis-Filho et al., 2006).
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Die Region 8p11-12 ist in etwa 10 - 15 % der Mammakarzinome amplifiziert (Adélaide et
al., 1998; Gelsi-Boyer et al., 2005; Theillet et al., 1993). Eine Untersuchung zeigte sogar die
Amplifikation dieser Region in 24 % der untersuchten Brusttumoren (Garcia et al., 2005).
Rund 40 % der Tumoren, die eine Amplifikation im FGFR1-Lokus (8p11.23) aufweisen, zeigen
ebenfalls eine Amplifikation im CCND1 (Cyclin D1, 11g13.3)-Lokus (Bautista and Theillet,
1998; Cuny et al., 2000). Diese Ko-Amplifikation von FGFR1 und CCND1 konnte in der hier
analysierten CTC beobachtet werden. Darliber hinaus ist solch eine Ko-Amplifikation dieser
beiden Onkogene mit einer Verminderung des Uberlebens assoziiert (Cuny et al., 2000). Eine
Amplifikation des Gens CCND1 kann in etwa 15 % der primaren Brusttumoren beobachtet
werden (Bautista and Theillet, 1998). Einige Arbeiten zeigen, dass es eine Korrelation
zwischen der Amplifikation von CCND1 und der Positivitat fiir den Ostrogenrezeptor gibt (Al-
Kuraya et al., 2004; Courjal et al., 1997; Seshadri et al., 1996).

Das auf Chromosom 8g24.21 gelegene Onkogen MYC zeigte genauso wie FGFR1 eine
Amplifikation. MYC ist eines der am haufigsten aktivierten Onkogene und in zahlreichen
humanen Tumoren Uberaktiviert (Bandla et al.,, 2012; Dang et al, 2006). Als
Transkriptionsfaktor nimmt MYC eine entscheidende Rolle im Zellzyklus ein. Bei der
Zellproliferation férdert MYC den Zellzyklus u.a. durch die Aktivierung verschiedener
Cycline, darunter Cyclin D1 (CCND1) (Meyer and Penn, 2008). Damit die Zellen in einem
Tumor mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt werden kdnnen, ist die Neubildung von
BlutgefaRen (Neoangiogenese) essentiell (Hillen and Griffioen, 2007). Ohne Neoangiogenese
ist das Wachstum eines Tumors limitiert. Baudino et al. konnten nachweisen, dass MYC die
Angiogenese in Tumoren fordert (Baudino et al., 2002) und somit auch das Wachstum eines
Tumors vorantreiben kann.

Fiir den Tumorsuppressor und Wachstumsregulator PTEN (phosphatase tensin homolog,
10g23.3) konnte in der aCGH-Analyse der CTC ein chromosomaler Verlust festgestellt
werden. Seine Funktion bt PTEN Uber eine Herunterregulation der Phosphatidylinositol-3-
Kinase-(P13K)-Signaltransduktionskaskade aus (Goberdhan and Wilson, 2003; Myers et al.,
1998). Hier wird durch PTEN die Aktivierung von AKT verhindert. Dies hat zur Folge, dass die
Apoptose nicht langer blockiert und die Zellproliferation nicht langer stimuliert wird
(Goberdhan and Wilson, 2003; Myers et al., 1998). Die Expression von PTEN inhibiert die
Zellmotilitdt und -streuung (Gu et al., 1999; Liliental et al., 2000; Tamura et al., 1998) sowie
die Angiogenese (liang et al., 2000; Wen et al., 2001; Zhong et al., 2000; Zundel et al., 2000).
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Somit kann ein Verlust der PTEN-Genfunktion die migratorischen Fahigkeiten einer
metastasierenden Zelle verbessern und zu einem verstarkten Tumorwachstum fihren.

In der hier analysierten CTC zeigte sich, neben dem chromosomalen Verlust von PTEN,
auch ein Verlust fir TP53 (17p13.1). Es gibt Hinweise darauf, dass die beiden haufigsten
Tumorsuppressorgene TP53 und PTEN miteinander agieren. Der Abbau von P53 wird Uber
den PI3K-Signalweg gesteuert, welcher wiederum durch PTEN reguliert wird (Goberdhan and
Wilson, 2003; Mayo and Donner, 2001; Myers et al., 1998). Im Gegenzug fordert P53 die
Transkription von PTEN, was zu einer positiven Riickkopplungsschleife in der P53-Aktivierung
fUhrt (Stambolic et al., 2001). Solch eine verminderte Apoptose-Fahigkeit ist flir eine CTC die
Voraussetzung, in der Zirkulation zu Uberleben und sich an einem vom Primartumor
entfernten Ort anzusiedeln. Dies steigert dariber hinaus die Moglichkeit, solcherart
genetisch ausgestattete Zellen mithilfe des adenoviralen Detektionssystem zu isolieren.

Die aCGH-Analyse konnte in den Tumorsuppressorgenen BRCA1 (17921) und BRCA2
(13912.3) chromosomale Verluste aufdecken. Kommt es zu einem Verlust in diesen beiden
Genen, kénnen Doppelstrangbriiche der DNA durch BRCA-Proteine nicht mehr repariert
werden (Yoshida and Miki, 2004). Hierdurch kann es zum Verlust ganzer
Chromosomenstiicke oder zu einer Umgestaltung ganzer Chromosomen kommen. Vererbte
Mutationen in diesen beiden Genen sorgen fiir ein erhohtes Risiko, an Brust- oder
Eierstockkrebs zu erkranken (Karami and Mehdipour, 2013; Miki et al., 1994; Wooster et al.,
1995).

5.8 Ausblick

Die Detektion und Isolierung von CTCs stellt aufgrund ihrer geringen Anzahl im Blut und
fehlender spezifischer Marker nach wie vor eine grofle Herausforderung dar. Das in dieser
Arbeit etablierte adenovirale CTC-Detektionssystem adressiert nun einige der bestehenden
Probleme. In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass das virusbasierte
Detektionssystem lebende Zellen auffinden kann und dariiber hinaus eine Kultivierung der
Zellen ermoglicht. Die derzeitig noch verwendete Fixierung der infizierten Zellen kénnte fiir
zukunftige Kultivierungsexperimente entfallen. Die Daten belegen, dass durch die hier
verwendeten Viruskonzentrationen die Viabilitat der Zellen nicht beeinflusst wurde. Da aber

lber die Stabilitat der CTCs gegeniiber einer viralen Infektion wenig bekannt ist, ware es
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erstrebenswert, die fur die Infektion verwendeten Viruskonzentrationen zu reduzieren. Um
im Gegenzug keinen Verlust bei der Effizienz der Infektion und Nachteil bei der
mikroskopischen Detektion der CTCs zu erleiden, ware der Austausch von GFP gegen das
hellere EGFP im viralen Vektor eine Option. Das adenovirale System war in der Lage, ein
breites Spektrum an Tumorzelllinien effizient zu infizieren, so dass die Wahrscheinlichkeit
hoch ist, dass das virusbasierte System bei vielen epithelialen Tumorerkrankungen zum
Einsatz kommen kann. Eine zusatzliche Farbung der DLA- oder Blutproben gegen EpCAM
wirde Aufschluss dariber geben, ob die mittels adenoviraler Infektion detektierten Zellen
eine Subpopulation von CTCs darstellen, die mithilfe des CellSearch®-Systems oder anderer
EpCAM-basierter Systeme nicht detektiert werden. Die genetischen Analysen der isolierten
Zellen aus den ersten Anwendungen der hier etablierten CTC-Nachweismethode an
Patientenproben offenbarten, dass der Versuchsaufbau fiir solche weiterfihrenden
Analysen nicht optimal ist und in zukiinftigen Projekten optimiert werden muss. Der
Schwerpunkt muss hierbei auf das Vermeiden von zellfreier DNA sowie auf die derzeit noch
angewendete Fixierung der Zellen gelegt werden. Da in weiterfiihrenden Arbeiten die
Kultivierung der CTCs zur Untersuchung ihrer funktionellen Eigenschaften etabliert werden
soll, werden diese beiden Probleme jedoch nachrangig betrachtet, da reine
Tumorzell-Expandate angestrebt werden und bei der Kultivierung auch keine Fixierung mehr
angewendet werden kann. Eine Verbesserung der DNA-Qualitdt der CTCs wird hierbei
erwartet, sollte aber dennoch grundlegend tberpriift werden.

Ein Ziel in der CTC-Forschung ist der routineméaRige Einsatz der CTCs als sogenannte
liquid biopsy bei der Auswahl der Therapie und der Beurteilung des Therapieansprechens.
Therapieempfehlungen beruhen bislang auf pradiktiven Markern des Primartumors. Da sich
jedoch das Expressionsprofil solcher therapierelevanten Marker zwischen Primartumoren,
gestreuten Zellen und Metastasen unterscheiden kann (Fehm et al., 2009; Stoecklein and
Klein, 2010) und vieles darauf hindeutet, dass CTCs die Systemerkrankung besser
reprasentieren als die Zellen des Primartumors (Joosse et al., 2015), wird angenommen, dass
sich systemische Therapien verbessern lassen, wenn diese an den Eigenschaften der CTCs
ausgerichtet werden. Auch wenn die Nachweissysteme in Zukunft weiter verbessert werden
missen, so gibt es bereits erste Ansatze in die Richtung, dass Therapieentscheidungen auf
Grundlage von CTC-Eigenschaften getroffen werden. So wird beispielsweise im Rahmen der

sogenannten DETECTIII-Studie an Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom die
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Eigenschaft der CTCs fiir die Gabe einer anti-HER2 Therapie herangezogen und nicht die des
Primartumors. Da jedoch mit dem Standardverfahren CellSearch® bei etwa 40 % einer
solchen Patientenpopulation keine CTCs nachweisbar sind (Budd et al., 2006; Cristofanilli et
al., 2004; Nakamura et al., 2010), kann fiir eine erhebliche Anzahl von Patienten gar keine
Aussage getroffen werden. Das hier etablierte virale Nachweissystem stellt daher in
Kombination mit der DLA eine vielversprechende Moglichkeit dar, die Anzahl der
CTC-positiven Patienten zu erhdhen. Darliber hinaus stellen solche EpCAM-unabhangig und
vital detektierten CTCs eine potentielle CTC-Subpopulation dar, welche zusatzliche
Informationen (iber die systemische Erkrankung und weitere Therapieoptionen liefern
konnte. Als Erganzung zu den molekularen Untersuchungen der CTCs konnte die Kultivierung
der adenoviral detektierten CTCs herangezogen werden. Hier ware es moglich, eine
Therapieempfehlung direkt am Patientenmaterial in vitro auszutesten und ihr Ansprechen zu
bewerten. Da DLA-Proben konzentrierter an CTCs sind, schafft dieses Verfahren die
Grundlage fiir die Analyse einer groferen Anzahl an CTCs pro Patient. Die Verwendung der
DLA-Proben kann somit zu einem zuverlassigeren Bild der systemischen Tumorerkrankung

beitragen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Metastasierung ist fir die meisten krebsbedingten Todesfdlle verantwortlich. Die
molekularen Mechanismen der systemischen Tumorerkrankung sind weiterhin noch nicht
vollig aufgeklart. Die Wahl einer Therapie basiert i. d. R. auf den biologischen Eigenschaften
des Primartumors. Die Entscheidung fir eine Therapie auf Grundlage der metastatischen
Erkrankung kann von groBerem Nutzen fiir den Patienten sein. Im Blut zirkulierende
Tumorzellen (CTCs) als Vorlauferzellen der Metastasen sind vergleichsweise leicht zuganglich
und damit weniger aufwidndig als invasive Gewebebiopsien. Sie kénnen als sogenannte
liquid biopsy zur Auswahl geeigneterer und personalisierter Therapien beitragen, die
moglicherweise eine Metastasierung verhindern oder in einem friithen Stadium bekampfen.
Die Detektion und Isolierung von CTCs stellt trotz bereits etablierter Detektions- und
Isolierungsmethoden weiterhin eine groRe Herausforderung dar. Denn CTCs sind sehr selten
und bis heute gibt es keinen spezifischen CTC-Marker. Daher greifen viele bestehende
Systeme bei der Detektion und Isolierung der CTCs auf epitheliale Marker wie das epitheliale
Zelladhasionsmolekil (EpCAM) zuriick. Die Expression dieses Proteins kann aber z.B.
aufgrund einer epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) auf CTCs verloren gehen, so dass
EpCAM-negative Zellen nicht detektiert werden. Ein weiterer Nachteil der meisten
bestehenden CTC-Detektionssysteme ist, dass keine vitalen Zellen identifiziert und isoliert
werden konnen, so dass eine Kultivierung der CTCs zur Untersuchung ihrer funktionellen
Eigenschaften nicht moglich ist. Somit bleiben Fragen beziiglich des tumorinitiierenden
Potentials und einer moglichen Chemoresistenz der isolierten CTCs unbeantwortet.

Ausgehend von diesen limitierenden Faktoren bestehender CTC-Detektionssysteme
wurde in der vorliegenden Arbeit ein EpCAM-unabhangiges Detektionssystem fiir vitale CTCs
etabliert. Hierfir wurden humane Adenoviren verwendet, die einen natiirlichen Tropismus
fir epitheliale Zellen aufweisen. Durch das zur Markierung verwendete GFP konnten
ausschlieRlich lebende Zellen detektiert werden. Von zunachst zwei untersuchten
adenoviralen Vektoren (Ad5 und Ad5/3) erwies sich das tropismusmodifizierte Ad5/3-Virus

aufgrund einer sehr liberzeugenden Infektionseffizienz und mikroskopischer Auswertbarkeit

134



Zusammenfassung

als ideal. Die epithelspezifische Infektion konnte anhand zahlreicher Experimente belegt
werden. In  Einbringungsexperimenten mit Tumorzelllinien konnten sehr gute
Wiederfindungsraten, vergleichbar mit etablierten CTC-Nachweissystemen, beobachtet
werden. Bei der parallelen Analyse von DLA-Proben (DLA = Diagnostische Leukapherese)
mittels virusbasiertem Detektionssystem und CellSearch® wurden mehr CTC-positive Proben
nach adenoviraler Infektion beobachtet (61.3 % vs. 29 %). Dariber hinaus war in den
meisten Fallen die Anzahl der adenoviral detektierten CTCs pro Probe hoher als nach
Detektion mit dem CellSearch®-System. Lediglich in Proben von
Mammakarzinom-Patientinnen war die Detektionsrate mittels CellSearch® hoher
(DLA (Virus): Mittelwert=1, n=5; DLA (CellSearch®): Mittelwert =41, n=5). Ein weiterer
Vergleich beider Detektionssysteme mit Blutproben von Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom zeigte ein vergleichbares Bild (CellSearch® : Mittelwert = 6.8, n = 5; Virus:
Mittelwert=2, n=5). Ein Grund fiir die hohere Detektionsrate von CellSearch® bei
Mammakarzinom-Patientinnen kann durch eine mogliche Detektion von apoptotischen
Zellen in diesem System erklart werden. Die genomische Analyse der CTC einer Patientin mit
metastasiertem Mammakarzinom mittels Array-CGH zeigte tumortypische
Kopienzahlverdnderungen und bestatigte den malignen Charakter dieser Zelle. Insgesamt
erwies sich die genomische Einzelzellanalyse von virusbasiert detektierten Zellen jedoch als
schwierig. Dies deutet auf den Optimierungsbedarf des verwendenden Arbeitsablaufs fir
diese spezielle Anwendung hin. Insgesamt konnte in der vorliegenden Arbeit der Grundstein
fir eine alternative, EpCAM-unabhangige CTC-Detektionsmethode gelegt werden, die es
ermoglichte, vitale CTCs zu identifizieren und dariiber hinaus erlauben sollte, diese extrem

seltenen Zellen in Kultur zu expandieren.
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7 ABSTRACT

Metastasis causes most cancer related deaths. Molecular mechanisms of the systemic
tumor disease are still unresolved. Usually, selection of therapy is based on biological
characteristics of the primary tumor. Decision for a therapy based on metastatic disease
could be of great use for a patient. Regarded as precursor cells of metastases, circulating
tumor cells (CTCs) are more readily accessible than invasive tissue biopsies. As so-called
liquid biopsy, CTCs can contribute to selection of more suitable and personalized therapies,
which may prevent metastasis or combat it at an early stage. Detection and isolation of CTCs
is still quite challenging despite established detection and isolation methods, since CTCs are
quite rare and until now no CTC-specific marker exists. Therefore, many existing detection
and isolation systems rely on epithelial markers like epithelial adhesion molecule (EpCAM).
However, EpCAM is not expressed on every CTC, e.g. due to down regulation during
epithelial-mesenchymal transition (EMT). Another drawback of most standard CTC detection
systems is that they do not allow isolation of viable cells, hindering their cultivation for
functional analysis. Consequently, questions such as testing their tumor-initiating potential
and their chemoresistence remain largely unanswered.

Based on these limiting factors of existing CTC detection methods an
EpCAM-independent detection system for viable cells was established. This detection system
is based on the use of human adenoviruses with natural tropism for epithelial cells. Infected
vital cells express subsequently the GFP tag enabling their identification. Hence, only viable
cells are detected. Of initially two investigated adenoviral vectors (Ad5 and Ad5/3) the
tropism-modified Ad5/3 virus displayed higher infection efficiency and resulted in brighter
signal upon microscopic evaluation. The epithelial-specific infection could be validated on
the basis of numerous experiments. In spiking experiments the adenoviral detection system
revealed an excellent recovery rate similar to established detection systems. In parallel
analysis of DLA samples (DLA = diagnostic leukapheresis) by virus-based detection system
and CellSearch®, higher CTC detection rates could be observed by use of adenoviral infection

(61.3 % vs. 29 %). Furthermore, in most cases the number of adenoviral detected CTCs per
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sample was increased compared to the CellSearch® system. Only in samples of breast cancer
patients the detection rate was higher by the use of CellSearch® (DLA (virus): mean=1,
n=>5; DLA (CellSearch®): mean =41, n=5). An additional comparison of both detection
systems with blood samples of metastatic breast cancer patients resulted in comparable
findings (CellSearch® : mean = 6.8, n=5; virus: mean =2, n=5). The higher detection rate
with the use of CellSearch® might result from detection of apoptotic cells compared to the
adenoviral detection system. Array CGH analysis of a CTC detected by the adenovirus in a
sample from metastatic breast cancer confirmed the malignant origin of that cell. However,
single cell genetic analysis of cells detected by the currently used workflow was difficult and
indicated that further optimization of the currently workflow will be necessary. However, in
the present study foundation was laid for an alternative, EpCAM independent detection
method for CTCs, which further may provide the opportunity for more effective CTC

cultivation.
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ACDA
aCGH
Ad5
Ad5/3
ATCC
BM
bp
Cc(t)
CAR
cDNA
CGH

CK
CcMmv
CNAs
CPE
CTC
DLA
DLRSD
DMSO
DNA
DNase
DSG2
DSMZ
DTC

E. coli
ECACC
ECM
EDTA
EGFP
ELISA
EMT
EpCAM

Fa.
FACS
FAM
FBS
FDA
FRET
FSC

Abkirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Acid Citrate Dextrose solution A (saure Citrat-Dextroselosung A)
Array-CGH

Adenovirus Typ 5

Adenovirus Typ 5/ knob-Domane Adenovirus Typ 3
American Type Culture Collection

Basalmembran

Basenpaar(e)

cycle threshold (Zyklusschwellenwert)
Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor
complementary DNA (komplementédre DNA)
comparative genomic hybridisation (vergleichende genomische
Hybridisierung)

Cytokeratin

cytomegalovirus (Cytomegalievirus)

copy number alterations (Kopienzahlveranderungen)
cytopathic effect (zytopathischer Effekt)

circulating tumor cell (zirkulierende Tumorzelle)
Diagnostische Leukapherese

Derivative Log Ratio Standard Deviation
Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Desoxyribonuklease

Desmoglein 2

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
disseminated tumor cell (disseminierte Tumorzelle)
Escherichia coli

European Collection of Cell Cultures

extracellular matrix (extrazellulare Matrix)
Ethylendiamintetraacetat

enhanced GFP (verstarktes GFP)

enzyme-linked immunosorbent assay
Epithelial-mesenchymale Transition

epithelial cell adhesion molecule (epitheliales
Zelladhasionsmolekil)
Firma

fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie)
Fluoreszein

fetal bovine serum (fétales Kalberserum)

U.S. Food and Drug Administration
Forster-Resonanz-Energie-Transfer

forward scatter (Vorwartsstreulicht)
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Abkirzungsverzeichnis

g Gramm

gDNA genomische DNA

GEKID Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e. V.

GFP green fluorescent protein (griinfluoreszierendes Protein)

h Stunde(n)

HEK human embryonic kidney

HSA human serum albumin (Humanalbumin)

IAC Interdisziplindres Zentrum fiir ambulante Chemotherapie

IARC International Agency for Research of Cancer

ISET Isolation by Size of Epithelial Tumor cells

ITZ Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika

kb Kilobasen

KM Knochenmark

kv Kilovolt

| Liter

LB lysogeny broth

LK Lymphknoten

Luc Luciferase (Luziferase)

MCS multiple cloning site (multiple Klonierungsstelle)

MET Mesenchymal-epitheliale Transition

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

MMP Matrix Metalloproteinase

MRD minimal residual disease (minimale Resterkrankung)

MmRNA messenger RNA

MTT 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid

NCBI National Center for Biotechnology Information

ng Nanogramm

nm Nanometer

oD optische Dichte

OPA One Phor All Buffer

0sS overall survival (Gesamtiiberleben)

PBMCs peripheral blood mononuclear cells (mononukledre Zellen des
peripheren Bluts)

PBS phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlésung)

PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

PFA Paraformaldehyd

PFS progression-free survival (progressionsfreies Uberleben)

PFU plagque forming units

Pl Propidiumiodid

pmol Pikomol

PT Primartumor

gqRT-PCR guantitative Real-time PCR

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

RNase Ribonuklease
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RT
SDS
sec
SOC
SSC
STR
Taq
TBE
TCID
TE
TGF-B

UN
UpM

v/v
VLB
VP
w/v
WBC
WGA
WHO

ZfKD

MF
K8
ul
pum
uM

Abkirzungsverzeichnis

Raumtemperatur

sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sekunde

super optimal broth with catabolite repression
side scatter (Seitwartsstreulicht)

short tandem repeat

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA-Puffer

tissue culture infection dosis

Tris-EDTA

transforming growth factor-

units (Einheiten)

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute

Volt

volume/volume (Volumen/Volumen)

viral lysis buffer (Viruslysispuffer)

Viruspartikel

weight/volume (Masse/Volumen)

white blood cells (weilRe Blutkérperchen, Leukozyten)
whole genome amplification (gesamtgenomische Amplifikation)
World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
Zelle

Zentrum flr Krebsregisterdaten

Lambda

Mikrofarad

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Ohm
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Anhang

ANHANG

Plasmidkarten der Vektoren, die zur Herstellung von Ad5EGFP (pAdEasy-1-CMV-EGFP)

verwendet wurden.

AmpR Notl (1o72)
P i 7
S11EG
5118bp

TEGFP

HindIII (1847

Notl (967)

Pacl (g)
MV Promoto
Kana Res
dIII (g82)
pShuttle-CMV
7384bp

right arm

Pacl (4511)

left arm
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Anhang

Pacl (1)

NotI (959)
CMV Prugu:itor
Kana Res L \ séﬁ (952)
EGFP
N
Sall (1720)
- ——HindIII (1734)
pShuttle-CMV-EGFP

8144bp

Pacl (5263)

right arm

BamHI (5267)
left arm
Pmel (4259)
EcoRI (4264)
left arm Amp Res
HindITI (32469) PacI (6)
EcoRI (3671)
HindIII (29533)
\ right arm
EcoRI (27504)
HindIII (6423)
HindIII (26 /,f—;
n (26507) o NotI (6685)
pAdEasy-1
33476bp

Notl (11684)

HindIII (11745)

HindIII (18498) Notl (13615) |

Notl (17490) i
Notl (16204) HindIII (13826)

Notl (16530) HindIII (13901)
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Anhang

Pacl (480)
left arm
HindIII (34126) 4 Kana Res

Pacl (3362)

HindIII (:31193) : CMV Promotor Notl (4320)
=
\\
EcoRI (20161) \ EGFF HindIII (5095)
: right arm
HindIII (28164) ;

pAd Easy-1-CMV-EGFP === HindIII (3080)
34659bp _\M (8347

(AdSEGFP)

HindIII (20155) /I ,

Notl (19147)
Notl (18187) HindIII (15483)

HindIII (13402)

Notl (13341)

NotI (17861) Notl (15272)
HindIII (15558)
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