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1. Einleitung

1.1 Gynakologische Krebserkrankungen

Maligne Tumorerkrankungen sind nach Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems die
zweithaufigste Todesursache in Deutschland und generell in Landern der
industrialisierten Welt. Die Zahl der jahrlich auftretenden Krebsneuerkrankungen in
Deutschland wird auf ca. 218.250 Erkrankungen bei Mannern und ca. 206.000 bei
Frauen geschatzt (Schatzung fur 2002 nach Angaben der Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister und des Robert-Koch-Instituts von 2006).
Gynakologische Tumorerkrankungen bilden in der weiblichen Bevolkerung der
westlichen Industrienationen die grote Gruppe maligner Erkrankungen und stellen in
Deutschland rund 40% aller Krebsneuerkrankungen bei Frauen dar (2002: 82.950
Falle). Uberdies sind gynakologische Malignome in den Industrienationen die haufigste
Todesursache bei Frauen unter 50 Jahren, sie sind in Deutschland fur ca. 28% aller
Krebssterbefalle bei Frauen verantwortlich (2002: 28.100 Falle).

Die haufigste Krebserkrankung bei Frauen ist Brustkrebs mit 55.150 Fallen pro Jahr
bzw. rund einem Viertel aller Krebsneuerkrankungen bei Frauen in Deutschland (Tab.
1.1). Die Inzidenz ist in Europa in den letzten 20 Jahren deutlich angestiegen, so dass
nunmehr eine Erkrankung jeder 7. Frau am Mammakarzinom im Laufe ihres Lebens
angenommen wird (Deutsche Krebsgesellschaft, 2005). Manner sind wesentlich
seltener von Brustkrebs betroffen (ca. 400 Falle p.a. in Deutschland).

Im Gegensatz zur Haufigkeit ist die Mortalitat beim Mammakarzinom seit Mitte der
1990er Jahre leicht gesunken (2002: 17.780 Krebssterbefalle). Die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate far Brustkrebspatientinnen betragt aufgrund intensiver
Vorsorgeuntersuchungen und verbesserten Fruherkennungsangeboten mittlerweile
79%.

Da Mammakarzinome im Fruhstadium keine Symptome oder Beschwerden
verursachen, ist es zum Zeitpunkt der Erstdiagnose haufig schon zur Metastasierung
gekommen. Aus diesem Grund wird der operative Eingriff in der Regel mit anderen
Therapien (Bestrahlung, Chemotherapie, Hormontherapie) kombiniert.
Krebserkrankungen der Eierstocke (Ovarialkarzinom) treten jahrlich bei ca. 9.950

Frauen in Deutschland auf. Damit entfallen auf diese Erkrankung 4,8% aller bdsartigen
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Neubildungen bei Frauen. Das Ovarialkarzinom wird in der Regel in einem
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, hat die schlechteste Prognose aller
gynakologischen Malignome und fuhrt zu ca. 5900 Krebssterbefallen pro Jahr.

In den letzten 20 Jahren sind die Erkrankungsraten in Deutschland nahezu konstant
geblieben, dagegen hat die Sterblichkeit seit den 1980er Jahren leicht abgenommen. Im
Vergleich zu anderen Krebserkrankungen der weiblichen Geschlechtsorgane ist die
Prognose fiir Eierstockkrebs sehr schlecht. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate
betragt nur etwa 41 %.

Problematisch bleibt trotz deutlich verbesserter Therapieregime die oftmals sehr spate
Erstdiagnose des Ovarialkarzinoms. Die Erkrankung verlauft zu Beginn in der Regel
ohne das Auftreten von Frihsymptomen. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose besteht dann
haufig (in ca. 2 von 3 Fallen) bereits ein fortgeschrittener Tumor, der intraperitoneal in
der Bauchhohle oder systemisch Metastasen gebildet hat. Auch treten nach
erfolgreicher Erstbehandlung haufig Rezidive auf, so dass die langfristige
Uberlebensrate kaum 15-30% Uberschreitet.

Rund 10 % aller Ovarialkrebserkrankungen, zumeist vom Typ des Keimzelltumors,
treten bereits unter 45 Jahren auf. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 68 Jahren.

Die Therapie des Ovarialkarzinoms besteht in der operativen Entfernung des Tumors in
Kombination mit einer Chemotherapie. Im Schnitt kommt es jedoch bei jeder zweiten

Patientin zum Wiederauftreten der Erkrankung (Tumorzentrum Munchen, 2004).

Jahrlich erkranken derzeit schatzungsweise 6.500 Frauen in Deutschland an
Gebarmutterhalskrebs (Zervixkarzinom). Der Anteil des Zervixkarzinoms an allen
Krebsneuerkrankungen der Frau liegt damit bei 3,2%.

In den 1970er Jahren war das Zervixkarzinom noch die haufigste Krebserkrankung der
Frau. Gebarmutterhalskrebs entwickelt sich Uber einen langeren Zeitraum und Uber klar
definierte Vorstufen (Dysplasie), die in abgestufter Form der Vorsorgeuntersuchung
zuganglich sind. Seit der Einfuhrung des gesetzlichen Friherkennungsprogramms 1971
ist fr Frauen ab 20 Jahren der Abstrich von Zellen am Gebarmutterhals Teil des
Angebots der gesetzlichen Krebsfriherkennung (PAP-Abstrich). Seit dieser Zeit ist eine
Abnahme der Zervixkarzinom-Inzidenz und -Mortalitat zu beobachten. Mittlerweile ist es
durch die regelmaligen Fruherkennungsuntersuchungen auf Platz zehn der
Krebserkrankungen bei Frauen zurtickgefallen.

Im Jahre 2002 starben in Deutschland 1763 Patientinnen an Gebarmutterhalskrebs.
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Die Uberlebensaussichten bei einer fortgeschrittenen Erkrankung (invasives Karzinom)
blieben wahrend der letzten Jahrzehnte nahezu unverandert bei einer relativen 5-
Jahres-Uberlebensrate von 67%.

Seit Herbst 2006 ist in Deutschland der erste Impfstoff gegen die vier haufigsten
humanen Papillomvirustypen erhaltlich, die in 70% aller Falle an der Entstehung von
Gebarmutterhalskrebs beteiligt sind. Der Impfstoff Gardasil® schiitzt vor der Entwicklung
von Gebarmutterhalskrebs und dessen Vorstufen (HPV 16 und 18), sowie vor der
Entstehung von Genitalwarzen (HPV 6 und 11). In drei von zehn Tumorproben finden
sich jedoch andere, seltenere HPV-Typen, vor denen die Impfung keinen Schutz bietet.
Der HPV-Impfstoff wirkt nur vorbeugend gegen die Infektion mit den HPV-Typen 6, 11,
16 und 18 und ist nicht zur Behandlung von bereits bestehenden Zellveranderungen am
Gebarmutterhals oder zur Therapie des Zervixkarzinoms geeignet. Ende 2007 wurde in
der Europaischen Union auferdem ein weiterer Impfstoff zugelassen (Cervarix®), der
sich ausschlieldlich gegen die HPV-Typen 16 und 18 richtet.

Frahe Erkrankungsstadien sind in der Regel gut durch Operation und Strahlentherapie
behandelbar. Im Gegensatz dazu sind die Therapieoptionen bei fortgeschrittenen
Zervixkarzinomen bislang weiterhin unzureichend, da die meisten Tumore

Chemotherapie-resistent sind (Lea et al., 2002).

Aufgrund der hohen Inzidenz von Brustkrebsfallen und den unzureichenden
Therapieoptionen flr spate Erkrankungsstadien des Ovarial- und Zervixkarzinoms
gehort die Entwicklung neuer Therapieansatze zur Behandlung dieser bodsartigen

Erkrankungen zu den wichtigsten Forschungsgebieten der gynakologischen Onkologie.

Tab. 1.1: Epidemiologie des Mamma-, Ovarial- und Zervixkarzinoms in Deutschland
(Schatzung fur 2002 nach Angaben der Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister und des Robert-Koch-Instituts von 2006)

Mamma Ovar Zervix
Krebsneuerkrankungen p.a. 55.150 9.950 6.500
Anteil an Krebsneuerkrankungen 26,8% 4,8% 3,2%
Sterbefille p.a. 17.780 5.910 1.763
Anteil an Krebssterbeféllen 17,8% 5,9% 1,8%

5-Jahres-Uberlebensrate 79% 41% 67%
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1.2 Klassische Therapieoptionen

Die klassischen Behandlungsmethoden bei Krebserkrankungen sind Operation,
Bestrahlung und Chemotherapie. Dabei ist die Wahl der Therapieform abhangig von Art
und Stadium des Primartumors. In der Regel werden verschiedene Therapien
kombiniert, um synergistische Effekte zu erzielen.

Die primare MalRnahme besteht aus der mdglichst vollstandigen operativen Entfernung
des Tumors. Hierbei werden auch die Umgebung des Tumors und haufig betroffene
Organe (beispielsweise benachbarte Lymphknoten) auf Tumorherde untersucht bzw.
entfernt. Ein operativer Eingriff reduziert zwar die Tumorlast, ist jedoch bei
fortgeschrittener Erkrankung zumeist nicht ausreichend, um eine Heilung zu erzielen,
da unerkannte Tumorreste zu einer Rezidivierung (Wiederauftreten der
Tumorerkrankung) fuhren koénnen. Aus diesem Grund werden in der Regel
anschlielend Bestrahlungen mit ionisierender Strahlung oder eine Chemotherapie mit
Zytostatika durchgeflihrt, um eventuell zurlickgebliebene minimale Tumorreste bzw.
systemische Mikrometastasen, die in grof3erer Entfernung des Primartumors vorliegen
konnen, zu zerstoren.

Eine Erganzung der genannten Therapieoptionen stellt die Hormontherapie dar. Dabei
wird die Wirkung bestimmter Hormone wie Ostrogen oder Progesteron, die das
Tumorwachstum fordern, minimiert. Zu diesem Zweck werden Substanzen eingesetzt,
die entweder die zellularen Hormonrezeptoren blockieren oder direkt die Produktion des

jeweiligen Hormons inhibieren.

Trotz stetiger Entwicklung neuer Substanzen fur die Chemo- und Hormontherapie und
der synergistischen Wirkeffekte durch Kombination unterschiedlicher Strategien ist die
Prognose bislang in vielen Fallen weiterhin unzureichend.

Nicht nur, dass Rezidivbildung weiterhin ein gro3es Problem darstellt, es treten bei
einer groRen Anzahl von Patienten Resistenzen gegenuber den eingesetzten
zytostatischen Wirkstoffen auf. Zudem ware eine hohere Selektivitdt winschenswert,
um die teilweise schwerwiegenden Nebenwirkungen zu reduzieren ein hoheres

Therapieansprechen zu erreichen.
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1.3 Innovative Therapien

Klassische Therapieansatze mit Operation und anschlielender Bestrahlung und
Chemotherapie fuhren zwar zu einer Reduzierung der Tumorlast, kdnnen allerdings
geringe Tumorreste und Mikrometastasen oft nicht erreichen. Die minimal-residuale
Tumorerkrankung bedarf also erganzender, alternativer Behandlungsmethoden, um die
Gefahr eines Rezidivs mdglichst effizient zu verringern und die Prognose betroffener
Patientinnen zu verbessern.

Ein wertvolles Instrument in diesem Zusammenhang ist die immunologische
Krebstherapie, die eine Steigerung der Immunantwort auf Tumorzellen bezweckt.
Maligne Zellen entkommen durch unterschiedliche Strategien der Immunabwehr des
Korpers. Ein Verlust der Immunogenitat von Tumorzellen wird beispielsweise durch
Abspaltung immunogener Antigene und der daraus resultierenden Blockade der
Antikérper und Effektor-T-Zellen verursacht (Antigen-Shedding). Es koénnen auch
Defekte im MHC-Komplex auftreten. Problematisch ist auch die Sekretion
immunsupprimierender Faktoren durch Tumorzellen, die die Funktion der T-Zellen
blockiert.

Im Rahmen einer Immuntherapie werden Expression und Ausschuttung bestimmter
Botenstoffe (Immunmodulatoren) wie Zytokine oder Interferone induziert, um eine
Aktivierung des Immunsystems gegen die Tumorzellen zu erreichen. Fur die Therapie
des Ovarialkarzinoms wurde Interferon-y erfolgreich getestet, das in Kombination mit
Cisplatin einen Therapievorteil gegenuber der Platin-Monotherapie zeigte (Windbichler
et al., 2000).

Daruber hinaus konnen monoklonale Antikorper eingesetzt werden, um die
Signaltransduktion im Tumorgewebe zu inhibieren. Avastin® gehért zu den
Angiogenese-Inhibitoren, die das Wachstum von BlutgefaRen zum Tumorgewebe
hemmen. Dieser monoklonale Anti-VEGF-Antikorper (vascular endothelial growth
factor) blockiert einen Rezeptor, Uber den entsprechende Wachstumssignale Ubermittelt
werden, und wird mit Erfolg klinisch eingesetzt. Fir die Immuntherapie des
Mammakarzinoms steht der monoklonale Antikdrper Trastuzumab (Herceptin®)zur
Verfligung, der an den Wachstumsrezeptor HER2/neu (human epidermal growth
receptor 2, auch erbB-2) bindet und zu einer Hemmung der Tumorzellproliferation fuhrt.
Andere Behandlungsstrategien zielen durch eine Hemmung der Wachstumsfaktoren

direkt auf die Signaltransduktion der Tumorzellen ab.
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1.4 Gentherapie

Das wachsende Verstandnis der molekularen Tumorbiologie ermoglicht die neueste
Entwicklung auf dem Gebiet innovativer Behandlungsmaglichkeiten, die Gentherapie.
Dabei wird ein so genanntes therapeutisches Gen, dessen Genprodukt sich positiv auf
den Verlauf der jeweiligen Erkrankung auswirken soll, in die Zielzelle eingeschleust. So
kénnen beispielsweise Gendefekte, die an der Entstehung der Krankheit beteiligt sind,
kompensiert werden. Der grol3e Vorteil gentherapeutischer Ansatze besteht in der

gezielten Wirkung am Ursprungsort der Erkrankung.

Die groflite Herausforderung fir gentherapeutische Behandlungsansatze besteht in der
Entwicklung sicherer, nicht-toxischer Vektorsysteme und der Gewahrleistung einer
ausreichend hohen Gentransfereffizienz. Darlber hinaus ist es von entscheidender
Bedeutung, eine spezifische Transgenexpression zu erzielen, um Nebenwirkungen zu

vermeiden.

Zur Einbringung des Gens in die Zellen stehen verschiedene Methoden wie z.B. die
virale Infektion, Lipofektion oder Elektroporation zur Verfigung. Die biologischen,
chemischen und physikalischen Systeme zur Transfektion unterscheiden sich

hinsichtlich ihrer Effizienz und Zelltoxizitat.

Nicht-virale Vektoren wie Plasmide oder synthetisch hergestellte Liposomen haben den
Vorteil, dass sie relativ einfach in hoher Menge und Qualitat herzustellen sind, fast
unbegrenzte DNA-Kapazitat und keine Immunogenitat aufweisen (Roder et al., 2003).
Dennoch verfigen nicht-virale Vektoren zur Zeit immer noch Uber eine geringe
Zellspezifitat.

Die derzeit effektivsten Vektorsysteme sind Viren, die sich aufgrund ihrer guten
Gentransfereffizienz  und  vielfaltigen =~ Manipulationsmadglichkeiten  hinsichtlich
Genexpression und zellspezifischer Virusreplikation etabliert haben. Virale
Vektorsysteme sind in rund 70% aller momentan durchgefuhrten klinischen
Gentherapiestudien vertreten. Die Wahl des Virus hangt sowohl von der Zielzelle bzw.
dem Zielgewebe als auch von der Frage ab, ob eine transiente (Adenovirus,
Vakzinevirus) oder eine langfristige (Retrovirus, Adeno-assoziiertes Virus)

Transgenexpression angestrebt wird. Die haufigsten eingesetzten Vektorsysteme sind
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vor allem Adenoviren und Retroviren, die jeweils rund ein Viertel aller klinischen Studien

auf diesem Gebiet reprasentieren (The Journal of Gene Medicine 2007, Abb. 1.1).

Adenovirus 24,7% (n=331)
@ Retrovirus 22,8% (n=305)
@ Plasmid DNA 18% (n=241)
@ Lipofektion 7,6% (n=102)
@ Vakzine Virus 6,8% (n=91)
@ Pockenvirus 6,4% (n=86)
(0 Adeno-assoziiertes Virus 3,5% (n=47)
@ Herpes Simplex Virus 3,2% (n=43)
@ RNA Transfer 1,3% (n=17)
@ Andere 2,7% (n=36)
@ Unbekannt 3% (n=40)

Abb. 1.1: Vektoren in klinischen Gentherapiestudien (The Journal of Gene Medicine, 2007)

Zwei Dirittel aller aktuell laufenden klinischen Gentherapiestudien zielen auf die
Bekampfung von Krebserkrankungen ab (Abb. 1.2), was sowohl auf den Bedarf neuer
Behandlungsoptionen als auch auf das zunehmende Verstandnis molekularer
Zusammenhange zurtckzufuhren ist. Andere Indikationen in diesem Zusammenhang
sind vor allem monogenetische Erkrankungen (Zystische Fibrose, erbliche
Muskeldystrophie, X-SCID), kardiovaskuldre Erkrankungen und unterschiedliche

Infektionskrankheiten.

Tumorerkrankungen 66,5% (n=871)
Gefésserkrankungen 9,1% (n=119)
Monogenetische Erkrankungen 8,3% (n=109)
Infektionskrankheiten 6,5% (n=85)
Neurologische Erkrankungen 1,5% (n=20)
Erkrankungen der Augen 0,9% (n=12)
andere Erkrankungen 1,6% (n=21)
Genmarker 3,8% (n=50)

Freiwillige Studienteilnehmer 1,7% (n=22)

00000 OOS

Abb. 1.2: Indikationen klinischer Gentherapiestudien (The Journal of Gene Medicine, 2007)
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In China wurde 2004 die erste Gentherapie zugelassen (SiBiono, Shenzen), die nun, in
Kombination mit einer konventionellen Strahlentherapie, routinemalig fur die
Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren eingesetzt wird (Garber, 2006; Peng, 2005). Dabei
wird eine wildtypische intakte Kopie des humanen p53 Tumorsuppressorgens, das in
uber 50% aller Malignome mutiert ist, durch direkte Injektion von replikationsdefizienten
Ad-p53 Adenoviren in die Tumorzellen eingebracht, um den Defekt zu kompensieren
(Peng, 2005). Gendicine® stellt hinsichtlich der Sicherheit und der klinischen
Anwendbarkeit einen bedeutenden Fortschritt im Bereich der Gentherapie dar. Ad-p53
wird unter anderem auch in Zusammenhang mit dem Ovarialkarzinom klinisch getestet
(Wolf et al., 2004).

Der Uberwiegende Teil der klinischen Studien zur Gentherapie befindet sich momentan
jedoch noch in Phase [, I/ll oder Il (Abb. 1.3).

Phase | 61,2% (n=801)
@ Phase I/1l 19,7% (n=258)
@ Phase Il 15,7% (n=205)
. Phase 11/l 1% (n=13)
@ Phase Il 2,4% (n=32)

Abb. 1.3: Verteilung der Phasen klinischer Gentherapiestudien (The Journal of Gene Medicine, 2007)
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1.5 Adenovirale Gentherapie

Adenoviren sind die gangigsten Vektorsysteme in Zusammenhang mit klinischen
Gentherapiestudien. Ihre Attraktivitat resultiert aus ihrer hohen DNA-Kapazitat, der
Stabilitat in vivo und der Mdglichkeit, sie fur die klinische Testung in hoher Menge und
Qualitét (good-manufacturing-practice, GMP) zu gewinnen. Uberdies ist die Biologie der
Adenoviren seit ihrer Erstbeschreibung in den 1950er Jahren gut untersucht (Rowe et
al., 1953). Das adenovirale Genom wird nicht in das Wirtszellgenom integriert, so dass
das Risiko einer Mutagenese sehr gering ist. Uberhaupt ist ihre Pathogenitat fur
Menschen gering (Takafuji et al., 1979), was urspringlich der Hauptgrund fur die Wahl
von Adenoviren fir gentherapeutische Anwendungen war. Die Uber 50 bekannten
humanen Serotypen (Subgruppen A-F) sind verantwortlich fur Erkrankungen des
Respirationstraktes (grippaler Infekt, Bronchitis), Bindehautentzindungen und
Entzindungen des Magen-Darm-Traktes. Der haufigste gentherapeutische adenovirale
Vektor geht auf den Serotyp 5 (Ad5) zurlck.

Ein weiterer Vorteil der Adenoviren ist das breite Wirtszellspektrum und die Infektion
sowohl ruhender als auch teilungsaktiver Zellen (Wickham et al., 1993).

Der naturliche Tropismus intravaskularer Adenoviren fuhrt zu einer Akkumulation
insbesondere in der Leber, der Milz, dem Herzen, der Lunge und den Nieren (Bilbao et
al., 2000; Reynolds et al., 1999; Wood et al., 1999; van der Eb et al., 1998; Huard et al.,
1995).

1.5.1 Morphologie des Adenovirus

Das Adenovirus ist mit einem Durchmesser von etwa 90 nm das grofdte Virus ohne
Hulle und gehort zu den doppelstrangigen DNA-Viren (Abb. 1.4 und 1.5). Das Kapsid
bildet eine ikosaedrische Form und verflgt Uber dornahnliche Fortsatze (Fiber).

Das lineare Genom hat eine GroRe von 26-45 KB (35 KB bei Ad5) und umfasst je nach
Serotyp etwa 30 bis 40 Gene, die nach immediate early gene (E1A), early genes (E1B-
E4) und intermediate and late genes (L1-L5) unterteilt werden. Invertierte terminale

Sequenzen (ITR) dienen als Primer fir die Replikation der adenoviralen DNA.
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Das virale Genom wird durch kovalente Bindung des so genannten terminalen Proteins
(TP) an die 5’ DNA-Enden in einer pseudo-zirkularen Form gehalten.

Die fruhen Genprodukte interagieren mit einer Vielzahl zellularer Faktoren und
aktivieren die Transkription der spaten viralen Gene. Unter diesen sind in
Zusammenhang mit der Bindung an die Wirtzelle bzw. dem Gentransfer die
Strukturproteine des Kapsids zu nennen, zu dessen Hauptkomponenten das Hexon-,

das Pentonbasen- und das Fiberknob-Protein zahlen (Russell, 2000).

Pentonbase

Pentonprotein

dsDNA
: 9
Q Fiber-Knob-Domane
( 0 Fiberschaft-
L\ — domaéne

J

Abb. 1.4: Schematische Darstellung eines Adenovirus
(Modifiziert nach Physiology or Medicine Nobel Poster, 1993)

Abb. 1.5: Elektronenmikroskopische Aufnahme zweier Adenoviren

Um die beiden Viruspartikel sind Fibern zu erkennen, die wahrend der Praparation von
den Viruspartikeln abgetrennt wurden.

(Quelle: Linda Stannard, Department of Medical Microbiology, University of Cape Town)
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1.5.2 Infektion und adenoviraler Replikationszyklus

Die adenovirale Infektion einer Zelle erfolgt in zwei Schritten. Sie beginnt im ersten
Schritt mit der initialen Bindung des Viruspartikels, genauer gesagt der am caboxy-
terminalen Ende der viralen Fiber lokalisierten Knob-Region, an den
korrespondierenden Primarrezeptor der Zelloberflache (Abb. 1.6). Dies ist im Falle des
Adenovirus Serotyp 5 und der meisten anderen Serotypen der Coxsackie-Adenovirus-
Rezeptor CAR (Bergelson et al., 1997; Tomko et al., 1997). Im zweiten Schritt kommt
es zu einer Interaktion des RGD-Motivs (Arginin-Glycin-Aspartat) des adenoviralen
Penton-Proteins mit zellularen a,b Integrinen (Wickham et al., 1993). Anschliel3end wird
das Virion durch Endozytose internalisiert. Im Endosom fuhrt eine Erniedrigung des pH-
Wertes zu einer Konformationsanderung der viralen Kapsidproteine und damit zum
Verlust der Fiber-Struktur. Durch eine Interaktion der Kapsidproteine mit der
Endosomenmembran wird das Vesikel lysiert. Daraufhin erfolgt der Mikrotubuli-
vermittelte Transport des Virus zum Zellkern. Durch den nuklearen Porenkomplex wird

die virale DNA in den Zellkern importiert, wo dann die viralen Gene transkribiert werden.

Das erste virale Gen, das nach der Infektion der Wirtszelle transkribiert wird, ist E1A,
dessen Genprodukt nachfolgend die Transkription weiterer frGher Gene (E1B-E4)
induziert. Die Funktion der frihen adenoviralen Genprodukte besteht vor allem in der
Manipulation des Zellzyklus und in der Modulation des zellularen Metabolismus
zugunsten der viralen Replikation. So wird beispielsweise in Zellen, die ansonsten
teilungsinaktiv sind, der Ubergang aus der GO/G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus
induziert und die Apoptose blockiert (Endter et al., 2004). Dies geschieht durch direkte
und indirekte Interaktion von E1A und E1B-Proteinen (E1B 55K und E1B 19K) mit einer
Vielzahl von zellularen Faktoren wie z.B. Rb, p53 und p300.

Die Replikation der viralen DNA wird durch die E2 und E4 Genprodukte initiiert und
erfolgt mittels der DNA-Repliaktionsmaschinerie der Wirtzelle. Die zuletzt exprimierten
spaten Gene L1 bis L5 kodieren fur strukturelle Virusproteine.

Nach Replikation der adenoviralen DNA und der Synthese der Kapsidproteine werden
in der Wirtszelle neue Viruspartikel assembliert. Im letzten Schritt des adenoviralen
Zyklus wird die Lyse der Wirtszelle induziert und die neuen Virionen freigesetzt, die

dann wiederum benachbarte Zellen infizieren konnen.
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung der adenoviralen Infektion einer Wirtszelle
(Quelle: http://www.virology.net/Big_Virology/BVDNAadeno.html)

1.5.3 Adenovirale Vektoren in gentherapeutischen Anwendungen

Die Ad5-basierten Vektoren der ersten Generation waren E1- und E3-deletiert (Bett et
al., 1994). Die Deletion des E1-Gens flihrt zu einer Replikationsdefizienz des Virus. Das
E3-Gen ist fur die Virusreplikation nicht essentiell, seine Deletion diente lediglich der
Erhdhung der DNA-Aufnahmekapazitat. Die Produktion replikationsdefizienter Viren
erfolgt in speziellen Zelllinien wie HEK-293 (human embryonic kidney cells; Graham et
al., 1977), die die Deletionen durch stabile E1A- und E1B-Expression transkomplemen-
tieren. In der Regel wird das therapeutische Gen zusammen mit einem geeigneten
Promotor und eventuellen Regulationselementen an die Stelle des deletierten viralen

E1-Gens inseriert.

Klinische Studien mit replikationsdefizienten Adenoviren wurden fur eine Vielzahl von
Erkrankungen durchgefuhrt mit einem Schwerpunkt fur Tumorerkrankungen, aber auch
in Zusammenhang mit kardiovaskularen und hereditdren monogenetischen
Erkrankungen. Die ersten Gentherapiestudien mit Adenoviren zielten auf die
Behandlung der Mukoviszidose (Zystische Fibrose) ab. Die Mukoviszidose ist ein

angeborenes, autosomal-rezessiv vererbtes Multiorgansyndrom und gehoért zu den
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haufigsten angeborenen Stoffwechselerkrankungen. Die Erkrankung wird durch den
Mangel eines Regulatorproteins des Chlorid-Transports durch die Zellmembran (cystic
fibrosis transmembrane regulator, CFTR) hervorgerufen und sollte durch adenovirale
Expression des intakten CFTR-Gens behandelt werden. Die Patienten entwickelten
jedoch nach Infektion des Nasal- oder Bronchialepithels Dosis-limitierende pulmonare
Entzindungen. Daruber hinaus war die Effizienz des Gentransfers sehr gering, die auch
durch den Einsatz von Ad-Vektoren der zweiten Generation mit wieder eingefihrtem E3

oder E4-Deletion nicht signifikant verbessert werden konnte (Lee et al., 2005).

Im Jahr 1999 wurde der Versuch der Korrektur einer Ornithin-Transcarbamylase-
Defizienz durch Gabe E1/E4-modifizierter Adenoviren, die eine Wiltypversion des
korrespondierenden defekten Gens trugen, durch den Tod eines Patienten Uberschattet
(Raper et al., 2003). Der 18-jahrige Jesse Gelsinger war nach Erhalt der héchsten
eingesetzten Dosis Uber die Leberpfortader an einem septischen Schock mit
einhergehendem Multiorganversagen verstorben. Die hierfur ursachliche vorbestehende
Lebererkrankung war zum Zeitpunkt der Therapie nicht bekannt gewesen. Bei allen 11
Patienten, die an der Studie teilgenommen hatten, waren deutliche Immunantworten auf

den Vektor, aber kein therapeutischer Nutzen festzustellen (Raper et al., 2002).

Nach eingehender Prufung der adenoviralen Gentherapie in den letzten Jahren wurde
klar, dass die teilweise starke Immunantwort, ausgelést durch die intravendse
Administration gro3er Dosen von Adenoviren der ersten Generation, zu einer hohen
Toxizitat des Vektors fuhren kann. Dies ist ein Hinweis darauf, dass gerade fur die
Behandlung von hereditaren Erkrankungen und Stoffwechselkrankheiten, wo die
Erhaltung der Vitalitdt der Zielzellen und ein effektives Gene Replacement oft
entscheidend sind, andere Vektoren geeigneter sein konnten (Hemminki et al., 2002).

Im Gegensatz dazu hat eine Vielzahl gentherapeutischer Studien in Zusammenhang mit
Tumorerkrankungen gezeigt, dass Adenoviren in der Onkologie sehr nutzlich sein
konnen (vergl. 1.5.4 und 1.5.5). Dabei ist das Ziel ein effektives Abtdten der

Tumorzellen und nicht eine dauerhafte Transgenexpression.

Insgesamt zeigten replikationsdefiziente Adenoviren im Kontext mit Krebserkrankungen
trotz viel versprechender in vitro Daten nur maRige Erfolge in klinischen Studien

aufgrund geringer Gentransferraten und mangelnder Zellspezifitat (Vorburger et al.,
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2002). So wurden in Abhangigkeit von der Applikationsart nur wenige Millimeter
Tumorgewebe infiltriert und lysiert, insbesondere bei groleren Tumoren. Dies fuhrte zu
der Idee einer selbstlimitierenden Virusreplikation in Zielzellen mit sukzessiver
Infizierung  benachbarter Zielzellen. Zu diesem Zweck wurden selektiv
replikationskompetente Adenoviren entwickelt. Die so genannten onkolytischen
Adenoviren oder konditional replizierende Adenoviren (conditionally replicating
adenovirus, CRAds, s. 1.5.6) erzielen hohere Transduktionsraten, eine bessere
Tumorpenetration und konnten in zahlreichen Studien als sicher eingestuft werden
(Kanerva et al., 2007; Lichtenstein et al., 2004; Hemminki et al., 2002). Zusatzlich zu
dieser so genannten onkolytischen Virotherapie gibt es im Zusammenhang mit
bdsartigen Erkrankungen weitere Strategien, die sich adenoviraler Vektoren bedienen
(s. 1.5.4).

Fir Adenoviren, sowie auch flr andere Vektoren, bleibt die Verbesserung der Zell- bzw.
Gewebespezifitat weiterhin die grof3te und wichtigste Herausforderung, die trotz einiger
Ruckschlage Ende der 1990er Jahre Gegenstand intensiver Forschungsbemuhungen
ist (s. 1.5.5).
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1.5.4 Strategien adenoviraler Gentherapieansatze in Zusammenhang mit
Tumorerkrankungen

Adenovirale Strategien zur Krebsbehandlung lassen sich in mehrere Kategorien
unterteilen: Mutationskompensation (Substitution defekter Gene),
immunotherapeutische Ansatze, Suizidgentherapie (molekulare Chemotherapie) und
onkolytische Virotherapie. Daruber hinaus gibt es Versuche, die Neoangiogenese im
Tumorgewebe durch Einbringung naturlicher Faktoren wie Angiostatin und Endostatin

gentherapeutisch zu hemmen.

Das Ziel der Mutationskompensation ist die Korrektur eines genetischen Defekts in der
Tumorzelle. Beispielsweise konnen Mutationen von Tumorsuppressorgenen wie p53
oder BRCA1 oder die Uberexpression von Onkogenen wie erbB-2 kompensiert werden
(Casado et al., 2001b; Nieto et al., 2000). Die Substitution von p53 ist intensiv in Phase
[, I und Il Studien untersucht worden. Die meist versprechendsten Daten wurden
bislang mit intratumoral injizierten Adenoviren in Kombination mit Chemotherapie erzielt
(Schuler et al., 2001).

Das Potential des Immunsystems, Tumorzellen zu erkennen und zu entfernen, hat eine
Reihe immunotherapeutischer Ansatze in der Gentherapieforschung angeregt. Die
Strategien umfassen beispielsweise den zielgerichteten Transport von Zytokinen oder
tumorassoziierter Antigene zu Antigen-prasentierenden Zellen (Pardoll, 2002;
Banchereau et al., 2005). Klinische Studien, in denen Patienten mit fortgeschrittenen
Tumoren des Verdauungstrakts mit rekombinantem Adenovirus, das Interleukin-12
exprimierte, behandelt wurden, haben die Sicherheit dieser Methode demonstriert und

Hinweise auf einen Anti-Tumor-Effekt geliefert (Sangro et al., 2004).

Bei der Suizidgentherapie wird ein nicht-humanes Gen in Tumorzellen eingeschleust.
Das therapeutische Gen kodiert in diesem Fall fur ein Enzym, dass eine nicht-toxische
Substanz intrazelluldr in ein Zytotoxin umwandelt und auf diese Weise die maligne
Zielzelle abtotet. Ein zusatzlicher Effekt ergibt sich aus der lateralen Diffusion der
aktivierten Substanz in nicht-transduzierte Nachbarzellen (Bystander-Effekt), so dass
deutlich mehr Tumorzellen abgetotet werden als ursprunglich infiziert wurden (Culver et
al., 1992).



1 Einleitung 16

Das bekannteste Suizidgen kodiert fur die Thymidin-Kinase des Herpes Simplex Virus
(HSV-TK), die beispielsweise das Nukleosid-Analog Ganciclovir (GCV) als Substrat
nutzen kann. Das resultierende GCV-Monophosphat fuhrt durch Inhibition der DNA-
Synthese und Blockade der RNA-Polymerase zum Zelltod.

Ein anderes, gut untersuchtes Suizidgen kodiert flur die Cytosindeaminase aus
Escherichia coli, die 5-Fluorocytosin in das potente Toxin und Chemotherapeutikum 5-
Fluorouracil umwandelt.

Im Rahmen der Suizidgentherapie wurden Phase | Studien z.B. fur die Behandlung des
Ovarialkarzinoms (Alvarez et al., 2000; Alvarez et al., 1997; Hasenburg et al., 2000),
des Prostatakarzinoms (Koeneman et al., 2000; Herman et al., 1999) und von Gliomen
(Trask et al., 2000; Sandmair et al., 2000; Eck et al., 1996) durchgefuhrt. Einige Studien
kombinieren Suizidgentherapie mit konventionellen Behandlungsmethoden und zeigten
in Zusammenhang mit dem Ovarialkarzinom (Hasenburg et al., 2001) und
Prostatakrebs (Teh et al., 2001) gute Erfolge.

In den letzten Jahren wuchs nach zahlreichen klinischen Studien die Uberzeugung,
dass die Ausbreitung der therapeutischen Viren im Tumor entscheidend flr eine
zufrieden stellende klinische Effizienz viraler Gentherapieansatze ist und dass daher
onkolytische, replikationskompetente Viren (CRAds, s. 1.5.6) die besten Aussichten fur
die Krebsbehandlung bieten (Bell et al., 2003). Die so genannte onkolytische
Virotherapie, zu deren Weiterentwicklung auch die vorliegende Arbeit einen Beitrag

leistet, wird in Kapitel 1.5.6 erlautert.
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1.5.5 Targeting adenoviraler Vektoren in Zusammenhang mit
Tumorerkrankungen

Der Schlussel zu einer erfolgreichen Gentherapie besteht in der Herstellung einer
Tumorselektivitat der viralen Vektoren. Bei der onkolytischen Virotherapie gilt es, die
virale Replikation und die Zelllyse auf maligne Zielzellen zu beschranken und in
Normalzellen zu verhindern, um lebenswichtige Organe zu schonen. Dies kann zum
einen durch den Einsatz von Viren erreicht werden, die Uber eine inharente Fahigkeit
zur selektiven Replikation in Tumorzellen verfugen, wie z.B. humane Reoviren (Hashiro
et al., 1977), bestimmte Parvoviren (Maxwell et al., 2002; Rommelaere et al., 1991)
oder auch das Newcastle Disease Virus (Lorence et al., 1988). Im Falle von Adenoviren
hingegen sind zu diesem Zweck unterschiedliche Strategien der genetischen
Manipulation des Virusgenoms entwickelt worden. So sind bei den ersten so genannten
konditional replizierenden Adenoviren (CRAds) wichtige Gene oder Genbereiche
deletiert worden, die fir die Virusvermehrung in (gesunden) ruhenden Zellen essentiell
sind. Auf diese Weise wurde die Virusreplikation an bestimmte tumorspezifische
Gendefekte geknupft, die in der Lage sind, den Verlust funktioneller Virusproteine zu

kompensieren (vergl. 1.5.6).

1.5.5.1 Transkriptionelles Targeting

Ein anderer Ansatz zur Herstellung einer Tumorselektivitat ist das so genannte
transkriptionelle Targeting. Das transkriptionelle Targeting nutzt genetische
Steuerelemente (Promotoren), um die virale Replikation auf Tumorzellen zu
beschranken. In Tumorzellen sind viele Gene in besonderem Ausmal hochreguliert.
Die Promotoren dieser Gene koénnen als tumorspezifische Promotoren (TSP) fur die
Steuerung adenoviraler Vektoren bzw. onkolytischer Adenoviren eingesetzt werden.
Hierbei wird ein tumorspezifischer Promotor vor frihe virale Gene geschaltet (E1A,
E1B), deren Expression essentiell fir den viralen Vermehrungszyklus sind. Die
Virusreplikation wird dadurch abhangig von der Aktivitat des Promotors in der infizierten
Wirtszelle.

Dies wurde beispielsweise beim Prostatakarzinom durch die Verwendung des PSA-
Promotors (prostate-specific antigen), des Probasin-Promotors und einer Kombination
von beiden erreicht (Chen et al., 2001; Yu et al., 1999). Eine Phase | Studie, in der nach
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Bestrahlung der Patienten PSA-Promotor gesteuerte Adenoviren in die Prostata injiziert
wurden, zeigte ermutigende Virus-Dosis abhangige Reduktionen der PSA-Level im
Serum und in Gewebe-Biopsien eine virale Replikation in der Prostata (Small et al.,
2006; DeWeese et al., 2001).

/N

Aktivierung
der viralen
Replikation

Zellen mit
aktiviertem TSP

!
** % %
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und Freisetzung
neuer Virionen

Normale Zellen

l

Abb. 1.7: Prinzip des transkriptionellen Targetings durch
tumorspezifische Promotoren (TSP)
(modifiziert nach Bauerschmitz et al., 2002a)

Selektive Expression von E1A wurde aulerdem durch den Einsatz anderer Promotoren
erzielt, die in einer Vielzahl von Tumorerkrankungen dereguliert sind, wie dem
Telomerase-Promotor  (Huang et al, 2003) und Hypoxie-induzierten
Regulationselementen (hypoxia-inducible factor responsive elements, (Post et al.,
2003), oder Promotoren, die spezifisch in bestimmten Tumorentitdten hochreguliert
sind, wie der a-Fetoprotein Promoter beim Leberkarzinom (Li et al., 2001) oder der
MUC1 Promoter im Mammakarzinom (Kurihara et al., 2000).

Darlber hinaus wurden synthetische Promotoren mit verbesserter Tumorselektivitat
entwickelt. So wurde ein bispezifischer Promotor, der auf Ostrogen und Hypoxie
anspricht, im Kontext von Brustkrebs evaluiert (Hernandez-Alcoceba et al., 2002).

Zur Therapie des Ovarialkarzinoms wurde aus Ovarialkarzinomzellen der Promotor des
humanen IAI.3B Gens isoliert und damit ein replikationskompetentes Adenovirus, AdE3-

IAI.3B, kreiert. Die Aktivitat des IAl.3B Promoters war in Ovarialkarzinomzellen fast so
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hoch wie die Aktivitat des Cytomegalovirus-Promoters, eines der starksten Promotoren
im adenoviralen Kontext (Hitt et al., 1997; Addison et al., 1997). Die Replikation von
AdE3-IAL.3B war so effizient wie die des Wildtyp-Virus und flhrte in vitro zu
ausgepragter Onkolyse (=Lyse von Tumorzellen) bei unterschiedlichen
Ovarialkarzinomzelllinien. Im Gegensatz dazu waren Normalzellen nicht permissiv fur
die Replikation von AdE3-IAI.3B. Ein starker therapeutischer Effekt konnte auflerdem in
murinen Ovarialkarzinom -Modellen demonstriert werden (Hamada et al., 2003).

In Zusammenhang mit gynakologischen Krebserkrankungen sind aullerdem der
Heparanase-Promotor flr Brustkrebs (Breidenbach et al., 2006) und der SLPI- (Rein et
al., 2005), der L-Plastin (Peng et al., 2001; Chung et al., 1999) und der Mesothelin-
Promotor (Breidenbach et al., 2005) fur das Ovarialkarzinom als viel versprechende
Kandidaten identifiziert worden.

Ein eleganter Ansatz, um auch chemoresistente Karzinome zu erreichen, ist der Einsatz
des Zytostatika-induzierbaren MDR-Promotors (multiple drug resistance). MDR-
Promotor gesteuerte CRAds erzielten bei Primartumoren mit Polychemoresistenz hohe
Zytotoxizitaten und werden derzeit im Mausmodell getestet (nicht publizierte Daten). Die
Kombination von MDR-CRAds mit herkdbmmlichen Chemotherapien kéonnte in Zukunft
eine Eliminierung polychemoresistenter Tumore ermdoglichen, die durch heutige
Therapieoptionen nicht erreicht werden kénnen.

Weitergehende Ansatze zur Steuerung der adenoviralen Replikation kombinieren den
Einsatz tumorspezifischer Promotoren mit einer tumorspezifischen Kontrolle der mRNA-
Translation (Translationales Targeting). Zu diesem Zweck wurden CRAds konstruiert,
die den CXCR4 Promotor und das 5-UTR-Element (untranslated region) der FGF-2
MRNA (fibroblast growth factor-2) tragen (Stoff-Khalili et al., 2007). Die so gesteuerten
Vektoren demonstrierten sowohl in vitro als auch in vivo Untersuchungen eine gute
Anti-Tumor-Effizienz und eine deutliche Verbesserung der Tumorselektivitat durch den

neuen Targetingansatz.
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1.5.5.2 Transduktionelles Targeting

Zusatzlich zur Restriktion der viralen Replikation mittels transkriptionellem Targeting
und Deletionen im viralen Genom besteht die Maoglichkeit, bereits die adenovirale
Infektion (Transduktion) auf Tumorzellen zu fokussieren.

Der weite Ad-Tropismus, der auf eine breite Verteilung des CAR als primarem Rezeptor
und zellularen Integrinen als sekundaren Rezeptoren zurickgeht, birgt zwar das
Potential, adenovirale Vektoren in vielen unterschiedlichen Organen und Geweben
einzusetzen. Gleichzeitig stellt er jedoch im Hinblick auf die selektive Infektion bzw.
Transgenexpression oder Zelllyse ein Problem dar. Da Adenoviren in der Leber
akkumulieren (Hepatotropismus), um dort von den Kupfferschen Zellen abgebaut zu
werden (Lieber et al., 1997), missen insbesondere bei systemischer Gabe eine hohe
Virusaufnahme in die Leber und eine daraus resultierende Toxizitat verhindert werden.
Durch Tropismusmodifikation konnte tatsachlich eine Reduktion der Hepatotoxizitat
erzielt werden (Rein et al., 2005).

Des weiteren ist bei adenoviralen Therapieansatzen zu beachten, dass die CAR-
Expression insgesamt sehr variabel und gerade in Tumoren haufig stark reduziert ist
(Jee et al.,, 2002; vergl. 1.5.7.2). Um trotzdem ausreichende Infektionsraten zu

erreichen, ist eine Anderung des Tropismus unabdingbar.

Daher versucht man beim transduktionellen Targeting, die veranderte
Rezeptorexpression, wie sie haufig bei Tumorzellen anzutreffen ist, fur eine spezifische
Infektion dieser  Zellen auszunutzen. Die Modifikation des viralen
Bindungsmechanismus an die Zelle kann beispielsweise direkt durch die genetische
Veranderung des Viruskapsids oder auch durch zwischengeschaltete Linker

(bispezifische Adaptermolekule) erreicht werden.

Die Modifikation des Viruskapsids besteht in der Regel in der Entfernung der CAR-
Bindung und der Insertion neuer Peptide in die Fiber-Knob-Domane. Beispielsweise
ermoglicht eine Insertion von Poly(L)-Lysin in den C-Terminus die Bindung an Heparan-
haltige Rezeptoren und die Internalisierung des Viruspartikels (Wickham et al., 1996a).
Das Integrin-Bindemotiv. RGD, das essentiell fur die Pentonbasen-vermittelte
Internalisierung ist, erlaubt bei Insertion in den C-terminalen Bereich des Fiber-Knob

Proteins eine Bindung an Integrine und die Aufnahme des Virus durch die Zelle
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(Dmitriev et al., 1998). Da a,b-Integrine haufig in Tumoren uberexprimiert werden,
erhdht die RGD-Inkorporation die Tumorselektivitat (Bauerschmitz et al., 2002b). Die
Kombination von Polylysin- und RGD-Motiv fihrte sogar zu einer weiteren Erhéhung
der Gentransfereffizienz der doppelt fibermodifizierten Ad-Vektoren (Breidenbach et al.,
2004).

Es kdénnen auch Bindemotive anderer Ad-Serotypen als die der Subgruppe B verwendet
werden (Fiberchimerisierung, Fiber-Pseudotypisierung; Stevenson et al.,, 1997;
Krasnykh et al., 1996; Gall et al., 1996; Stevenson et al., 1995), die nicht uber CAR
sondern uber andere Rezeptoren an die Zelle binden. Auf diesem Weg ist es moglich,
bestimmte Gewebetypen bzw. Organe zu adressieren. So fuhrt der Einsatz der Ad17-
Fiber zu einer verbesserten Transduktion epithelialen Gewebes der Luftwege (Zabner
et al., 1999), die Ad35-Fiber ist fur die Infektion hematopoetischer Zellen (Saban et al.,
2005; Shayakhmetov et al., 2000) und die Ad16-Fiber fur das Targeting von
kardiovaskularem Gewebe (Havenga et al., 2002) gut geeignet.

Uber Veranderungen der Fiber-Shaft-Doméane hinsichtlich ihrer Ladnge und Flexibilitat
kann die Interaktion zwischen Virus und Zelle ebenfalls beeinflusst werden. Es konnte
beispielsweise in Zusammenhang mit der Gentherapie des Ovarialkarzinoms
demonstriert werden, dass eine modifizierte Shaft-Domane den Lebertropismus
adenoviraler Vektoren reduziert (Breidenbach et al., 2004).

Eine weitere Determinante der Zellspezifitdt scheint auflerdem ein Heparansulfat-
Proteoglykan-Motiv im Ad5-Schaft zu sein (Nicklin et al., 2005).

Alternative Rezeptor-Liganden kénnen auch in andere Kapsidproteine als das Fiber-
Knob Protein inseriert werden. So wurde bereits RGD in das Hexonprotein inkorporiert
(Vigne et al., 1999) und Poly(L)-Lysin in das Polypeptid IX (Dmitriev et al., 2002).
Komplexere Strategien, die Fiber-vermittelte Zellspezifitat zu modifizieren, umfassen die
Identifikation von Zellerkennungspeptiden mittels Phage-Display (Fontana et al., 2003;
Pereboev et al., 2001; Nicklin et al., 2000; Xia et al., 2000) und das Ersetzen der Fiber-
Knob-Domane durch andere Liganden (Hong et al., 2003; Krasnykh et al., 2001).

Nicht-genetische Targeting-Strategien schlieBen die chemische Modifizierung des
Virions oder die Verwendung so genannter bispezifischer Adaptermolekiile ein.

Das erste derartige Adaptermolekil war ein bispezifischer Antikdrper, der einerseits an
ein in die Pentonbase inseriertes FLAG-Epitop und andererseits an zellulares a,

Integrin bindet (Wickham et al., 1996b). Seitdem ist eine Vielzahl solcher ,Linker®
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entwickelt worden, die zum einen durch ihre virusseitige Bindung die Interaktion mit
CAR blockieren und durch ihre zweite Funktion ein spezifisches Retargeting erlauben.
Ein anderes bispezifisches Molekul ist mit FGF (fibroblast growth factor) konjugiert und
fuhrt zu einer Bindung des Ad-Vektors an den FGF-Rezeptor (Kleeff et al., 2002), der in
hohem Malfde in Tumorzellen exprimiert wird.

Die Konjugation naturlicher Liganden (Rancourt et al., 1998; Douglas et al., 1996) oder
von Antikorpern gegen bestimmte Rezeptoren (Haisma et al., 1999; Miller et al., 1998b)
mit einem Anti-Fiber-Fab Fragment zeigte ebenfalls gute Erfolge.

FiUr replizierende, onkolytische Viren ist der Einsatz von Adaptermolekilen jedoch

aufgrund der Problematik des Targetings von Virusnachkommen ungeeignet.

Normal cell Tumor cell Tumar cell
CAR EAHR s
U Tumor associated '"ker — [1 | | ggFR
receptor EGF

Abb. 1.8: Prinzip des transduktionellen Targetings

A: Ad5 bindet an CAR einer Normalzelle.

B: Das bispezifische Adaptermolekil sCAR-EGF leitet die
Bindung des Ad5-Viruspartikel zum tumorassoziierten EGFR.
C: Die Rezeptor-bindende Knob-Domane der Virusfiber ist
genetisch modifiziert worden, um eine CAR-unabhangige
Bindung an einen tumorassozierten Zellrezeptor zu erzielen.
(Quelle: Kanerva et al., 2004b)
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1.5.6 Onkolytische Virotherapie mittels konditional replizierender
Adenoviren (CRAdSs)

Die onkolytische Virotherapie nutzt die naturliche Fahigkeit bestimmter Viren, Zellen zu
infizieren, die Wirtszellen nach erfolgter Virusreplikation zu zerstoren, sich auszubreiten
und wiederum benachbarte Zellen zu infizieren. Die Herstellung einer Selektivitat von
Infektion und Replikation fur Tumorzellen eroffnet Moglichkeiten zur Anti-Tumor-
Behandlung unter Schonung von Normalzellen. Zu den Viren, die in diesem
Zusammenhang untersucht werden, zahlen Retroviren, Parvoviren, Newcastle Disease
Viren oder auch Masernviren. Der weitaus grof3te Teil der Studien befasst sich jedoch

mit Adenoviren.

Die lokale Amplifizierung der Input-Dosis bzw. des therapeutischen Effekts macht die
onkolytische Virotherapie zu einem attraktiven Behandlungsansatz und kann zu einer
effizienten Penetration des Tumorgewebes flhren. Die grof3te Herausforderung aber
auch Chance in der Entwicklung onkolytischer Viren ist die Gewahrleistung einer
ausreichenden Tumorselektivitat. Die Tumorselektivitat und die Tatsache, dass so gut
wie keine Resistenzen auftreten kdnnen, sind die groldten Vorteile der Virotherapie im

Vergleich zur konventionellen chemotherapeutischen Behandlung.

ONYX-015 (dI1520) war das erste CRAd und wurde bislang in vielen Tumorentitaten
klinisch getestet, sowohl als Monotherapie als auch in Kombination mit Chemotherapie
(Ries et al., 2004; Heise et al., 2000; Bischoff et al., 1996). Ursprunglich wurde aufgrund
der E1B 55K-Defizienz von ONYX-015 eine selektive Replikation des Virus in
Tumorzellen mit p53-Defekt postuliert, da dieses virale Protein in Normalzellen durch
Bindung und Inaktivierung des zellularen p53 den Zellzyklusarrest und die Apoptose
inhibiert und damit erst eine Virusreplikation ermoglicht. Das Fehlen von E1B 55K
kénnen deshalb nur Tumorzellen mit einem Defekt im p53-Pathway kompensieren, was
wiederum zur Replikation des Virus fuhrt. Spatere Ergebnisse legen jedoch die
Vermutung nahe, dass eher der Verlust des E1B 55K-vermittelten Exports spater viraler
RNA als die p53-Inaktivierung fir die Restriktion der Virusvermehrung von ONYX-015 in
gesunden Zellen verantwortlich ist (O'Shea et al., 2004).

Beeindruckende Erfolge mit ONYX-015 wurden in Phase Il Studien bei Patienten mit

Kopf-Hals-Tumoren erzielt, wo die intratumorale Injektion des Virus in Kombination mit
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Cisplatin und 5-Fluorouracil in einer 63%igen Ansprechrate resultierte (Khuri et al.,
2000). Dieser Erfolg fuhrte zu einer Vielzahl klinischer Studien (Phase I-1lI) mit ONYX-
015 in Zusammenhang mit rezidivem Ovarialkarzinom (Vasey et al., 2002), dem
Pankreaskarzinom (Hecht et al., 2003; Mulvihlll et al., 2001) und Lebertumoren (Reid et
al., 2005; Reid et al., 2002; Reid et al., 2001). Auch die systemische Gabe von ONY X-
015 durch intravendse Administration in Patienten mit Metastasen konnte als sicher und
gut vertraglich demonstriert werden (Hamid et al., 2003; Nemunaitis et al., 2001).

Nach zahlreichen klinischen Studien scheint die antitumorale Effizienz von ONYX-015
jedoch trotz nachgewiesener Sicherheit limitiert zu sein, auch wenn sie sich durch

Kombination mit Chemotherapie erhéhen lasst.

Zweifel an der onkolytischen Potenz von ONYX-015 fuhrten zur Entwicklung weiterer
CRAds, in denen andere Gene deletiert sind. Das Entfernen der Rb-Binderegion CR2
des E1A-Proteins bindet die Virusreplikation an einen defekten Rb-Pathway in der
infizierten Zelle, wie er haufig in Tumorzellen auftritt (vergl. 1.5.7.3). Das so modifizierte
Adenovirus d1922-947 demonstrierte in vitro hohere Anti-Tumor Effizienz als Wildtyp Ad
oder ONYX-015 (Fueyo et al., 2000; Heise et al., 2000).

Die Weiterentwicklung der onkolytischen Virotherapie fuhrte zu den so genannten Typ |l
CRAds. Dabei wird der virale Vermehrungszyklus durch heterologe Promotoren
gesteuert, die vor essentielle virale Gene inseriert wurden (s. 1.5.5.1: Transkriptionelles

Targeting).

Typ Il CRAdSs stellen eine Kombination aus Typ | und Typ Il CRAds dar. Somit wird die
Replikation von Typ IIl CRAds sowohl durch transkriptionelles Targeting als auch durch
tumorselektive Deletionen in essentiellen viralen Genen gesteuert. Auf diese Weise wird
eine besonders hohe Tumorselektivitat erreicht (Nettelbeck et al., 2002), wobei diese
Strategie aufgrund der mit jeder genetischen Virusmodifikation abnehmenden

Replikationskompetenz limitiert ist (Bauerschmitz et al., 2002a).

In den letzten Jahren ist eine Vielzahl neuer Targeting-Strategien entwickelt worden und
zahlreiche Ansatze zur onkolytischen Virotherapie auch in klinischen Studien evaluiert
worden. Untersucht wurde die intratumorale, intraarterielle, intraperitoneale und

intravenose Administration adenoviraler Vektoren. Dabei zeigte sich insgesamt, dass
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CRAds sicher sind, d.h. nur moderate Nebenwirkungen, aber keine schwere oder letale

Toxizitat verursachen (Kanerva et al., 2007; Aghi et al., 2005; Hemminki et al., 2002).

In den meisten Studien wurden Adenoviren intratumoral injiziert, um die Wirksamkeit flr
lokal begrenztes Tumorgewebe zu untersuchen. Im Falle des Ovarialkarzinoms eignet
sich anscheinend die intraperitoneale Administration des Vektors (Buller et al., 2002),
wird jedoch durch neutralisierende Antikorper im Aszites erschwert (Stallwood et al.,
2000).

Die Wirksamkeit onkolytischer Adenoviren bei systemischer Gabe (als Monotherapie)

konnte bisher nicht in klinischen Studien nachgewiesen werden (Liu et al., 2007).
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1.5.7 Cox2-Promotor gesteuerte, tropismusmodifizierte CRAds fur die
onkolytische Virotherapie gyndakologischer Malignome

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Targeting-Strategien kombiniert (transkrip-
tionelles Targeting, transduktionelles Targeting, E1A-Deletionen), um eine maglichst
selektive und wirksame Abtdétung von Tumorzellen des Mamma-, Ovarial- und
Zervixkarzinoms zu erzielen. Zu diesem Zweck standen sechs unterschiedliche
Ad5/3cox2-CRAds zur Verfugung (Abb. 1.9).

| T Ad5/3cox2LE1

[ T Ad5/3cox2LA24

[ N Ad5/3cox2LA2A24
Ad5 Genom E3 intakt

LITR RTR [ Ad5/3cox2ME1

I o | Ad5/3cox2MA24

Cox2-Promotor steuert drei Modifizierte_VirL_Jsh[jlle
verschiedene E1A-Mutanten (Ad3-Knob in Fiber)

[ W Ad5/3cox2MA2A24

Abb. 1.9: Schematische Darstellung der fibermodifizierten Cox2-Promotor gesteuerten CRAds
Links: CRAd-Genom. Gelb: Cox2-Promotor, rot: E1-Gen, griin/schwarz:modifiziertes Fiber-Knob-Gen.
Rechts: Durch Kombination zweier Promotorvarianten (Cox2L, Cox2M) und dreier E1A-Varianten
(E1Wt, E1A24, E1A2A24) wurden sechs Cox2-CRAds konstruiert. Die 5/3-Fibermodifikation wurden in
allen Fallen eingesetzt. (modifiziert nach Bauerschmitz et al., 2006)

1.5.7.1 Der tumorspezifische Cox2-Promotor

Cox2 ist die induzierbare Isoform der Cyclooxigenase (im Gegensatz zur konstitutiv
exprimierten Cyclooxigenase-1). Die biologische Funktion der Cyclooxigenase besteht
in der Umsetzung von Arachidonsaure zu Prostaglandinen (z.B.: PGH;, PGl =
Prostacyclin, PGF,a). Diese Gruppe von Lokalhormonen hat je nach Art und
Syntheseort unterschiedliche, zelltypspezifische Funktionen, zu denen die Kontrolle
inflammatorischer Reaktionen, die Steigerung der Empfindlichkeit gegenlber
Schmerzreizen, die Wundheilung (Reparatur von Gewebsschadigungen) oder
beispielsweise die Protektion durch Aggregationshemmung und Vasodilatation im

Endothel (durch Prostacyclin) zahlen. In Zusammenhang mit gynakologischen
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Malignomen ist festgestellt worden, dass Aszites von Ovarialkarzinom-Patientinnen

(serose Flussigkeit in der Bauchhohle) oft erhohte Werte von PGE; aufweist.

Die Cox2-Expression ist in den meisten Geweben unter physiologischen Bedingungen
sehr gering (Dubois et al., 1998; Tippetts et al., 1988). Eine Induktion erfolgt in
bestimmten (patho-) physiologischen Situationen Uber Wachstumsfaktoren, Zytokine
wie Interleukin-1 oder TNFa oder tumorspezifische Faktoren (Kutchera et al., 1996).
Induktion der Cox2-Expression resultiert in Steigerung der Proliferation (Abb. 1.10
links), Inhibierung der Apoptose (Abb. 1.10 rechts) sowie Steigerung der Motilitdt und
Adhasion, wobei die genauen Mechanismen nach wie vor grotenteils unbekannt sind
(Cao et al., 2002). Cox2 ist au’erdem in der Tumorangiogenese involviert (Costa et al.,
2002).

Eine erhdohte Cox2-Expression konnte in vielen Tumorentitaten epithelialen Ursprungs
festgestellt werden, wie dem Prostatakarzinom (Yoshimura et al., 2000), dem
Lungenkarzinom (Wolff et al., 1998), dem Pankreaskarzinom (Molina et al., 1999), dem
Osophaguskarzinom (Shirvani et al., 2000; Zimmermann et al., 1999), dem
Dickdarmkarzinom (Kargman et al., 1995) und dem Magenkarzinom (Ristimaki et al.,
1997).

Hinsichtlich gynakologischer Krebserkrankungen wurde eine erhéhte Cox2-Expression
im Ovarialkarzinom (Denkert et al., 2002), im Mammakarzinom (Ristimaki et al., 2002;
Half et al., 2002; Soslow et al., 2000) und im Zervixkarzinom (Ferrandina et al., 2002)
nachgewiesen.

Dagegen ist die Cox2-Expression in Hepatozyten gering (Yamamoto et al., 2001), was
fur die Sicherheit adenoviraler Gentherapieansatze hinsichtlich der Akkumulation des
Vektors in der Leber von groRer Bedeutung ist.

Genetische und Kklinische Studien weisen darauf hin, dass eine erhdohte Cox2-
Expression sogar eine Schlisselrolle in der Karzinogenese spielt und an
Tumorprogression und -angiogenese beteiligt ist (Cao et al., 2002). So war eine Cox2
Uberexpression im Tiermodell ausreichend fir eine Tumorgenese. Darlber hinaus ist
bekannt, dass es nach einer viralen Infektion zu erhoéhter Cox2-Expression kommt
(Steer et al., 2003; Hirschowitz et al., 2002; Huang et al., 2001).
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Durch den Einsatz Cox2-Promotor gesteuerter Adenoviren konnte bereits eine
spezifische Transgenexpression erzielt werden, wahrend die Expression in der Leber
und in Zellen des Mesothels gering war (Barker et al., 2003; Yamamoto et al., 2001;
Casado et al., 2001a).

Der Cox2-Promotor wurde auch schon in Zusammenhang mit dem Ovarialkarzinom
untersucht (Casado et al., 2001a) und zeigte sowohl in Zelllinien als auch in primaren
Tumorzellen eine hohe Aktivitat.

Somit ist der Cox2-Promotor ein viel versprechender Kandidat fur den Einsatz als

tumorspezifischer Promotor in der Kontrolle des viralen Vermehrungszyklus.

Neighboring cells Induchcn PGE‘ ‘,

PGE, /—w P -
) EP

PGE,

cox2 +
AA =—p PGH,

E—»-m/ |

~== EP < ’E + Ceramide Bcl -2+ NO stgnahng# -

Signaling Signaling

Promote growth Promote growth Prevent apoptosis

Abb. 1.10: Cox2 vermittelt eine Steigerung der Proliferation und die Inhibierung der Apoptose
Links: Cox2 katalysiert die Umsetzung von Arachidonsaure (AA) zum Prostaglandin PGH2. Aus
PGH2 wird unter anderem PGE2 synthetisiert, das autokrin und parakrin zu einer Steigerung der
Proliferation fihrt.

Rechts: Cox2 vermittelt durch unterschiedliche Mechanismen die Inhibierung der Apoptose.

(Quelle: Cao und Prescott, 2002)

In der vorliegenden Arbeit wurde der tumorspezifische Cox2-Promotor in zwei
Langenvarianten eingesetzt (Cox2L: -1432 bis +59; Cox2M: -883 bis +59; Yamamoto et
al.,, 2001), um die optimale Promotorstarke flr die Steuerung der adenoviralen
Replikation zu ermitteln (s. 3.3.1.2). Beide Varianten weisen drei Haupt-
Regulationssequenzen (Bindestellen fir NF-xB, NFIL-6 und CRE) innerhalb von 300 bp
vor dem Transkriptionsstartpunkt auf (vergl. Diskussion 4.1 und Abb. 4.1). Der langere
Promotor Cox2L gilt aufgrund weiterer upstream gelegener regulatorischer Sequenzen
als spezifischer in seiner Regulation, jedoch geringer in seiner Aktivitat (Yamamoto et
al., 2001).
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1.5.7.2 Die tumorspezifische 5/3-Fiberchimerisierung

Es konnte Dbereits demonstriert werden, dass die onkolytische Potenz
replikationskompetenter Adenoviren malfigeblich durch die Infektionsrate determiniert
wird (Douglas et al., 2001). Der primare Rezeptor des Adenovirus Serotyp 5, der
Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR), wird jedoch hochst unterschiedlich in
verschiedenen Gewebetypen exprimiert. Bei der Untersuchung der Rezeptorexpression
in fortgeschrittenen klinischen Tumoren (Mamma-, Ovarial-, Lungen-, Prostatakarzinom)
hat sich herausgestellt, dass Tumorzellen CAR oft nur geringfligig oder gar nicht
exprimieren (Bauerschmitz et al., 2002a). Es gibt Hinweise auf eine inverse Korrelation
von CAR-Expression und Tumorgrad (Okegawa et al., 2001), wohingegen eine Vielzahl
normaler Gewebe, wie auch Zellen der Leber (Hepatozyten, Kuppfer-Zellen), eine hohe
CAR-Dichte aufweisen. Dies kann zu Resistenzen von Tumorzellen gegenuber der
adenoviralen Infektion bei gleichzeitigem Risiko einer unerwunschten Viruswirkung im
Normalgewebe fuhren. Eine reduzierte adenovirale Gentransferrate vermindert deutlich
die Effizienz adenoviraler Gentherapieansatze.

Um trotzdem eine effiziente Adhasion und Infektion von Tumorzellen mit Ad5-basierten
CRAds zu erreichen, wurde durch genetische Fibermodifikation eine Chimare
konstruiert, die die Knob-Domane (eigentliches Bindungselement) des Adenovirus
Serotyp 3 tragt (Kanerva et al., 2002a). Auf diese Weise erfolgt ein Retargeting der
tropismusmodifizierten CRAds zum Ad3-Rezeptor und eine nunmehr CAR-unabhangige
Transduktion (Abb 1.11). Mit Ad5/3-fibermodifizierten Adenoviren konnte der
Gentransfer in Ovarialkarzinomzellen und primaren Tumorzellen um den Faktor 300
erhoht werden (Kanerva et al., 2002a). Dabei waren Biodistribution der
tropismusmodifizierten Viren und ihre Toxizitdt (murines Tiermodell) vergleichbar mit
Adb5-basierten Vektoren, die wiederum in klinischen Studien als sicher eingestuft

werden konnten.
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Abb. 1.11: Prinzip des transduktionellen Targetings durch den Einsatz
fiber-modifizierter Adenoviren (Fiberchiméare Serotyp 5 und 3).

Die Grafik zeigt rechts die Bindung eines fibermodifizierten Ad5/3-Viruspartikels
(blau) an den Ad3-Rezeptor (blau) einer CAR-defizienten Ovarialkarzinomzelle.
(modifiziert nach Bauerschmitz et al., 2002a)

1.5.7.3 Tumorspezifische E1A-Deletionen

Eine weitere Moglichkeit, um die Tumorspezifitit der CRAds zusatzlich zur
transkriptionellen und transduktionellen Steuerung zu erhdhen, ist die genetische
Veranderung der essentiellen Virusgene selbst. Diese Strategie stellt einen zusatzlichen
Sicherheitsmechanismus dar, um die virale Replikation und die damit verbundene
Zerstorung der Wirtszelle moglichst auf Tumorzellen zu beschranken.

Ein Beispiel fur eine derartige Attenuierung ist die A24-Deletion in der CR2-Region des
E1A-Gens, durch die acht Aminosauren innerhalb des E1A-Genproduktes entfernt
werden (Fueyo et al., 2000). Bei dieser Region handelt es sich um die Bindestelle von
Rb/p16 (Abb. 1.12). Das mutierte E1A-Protein ist dadurch nicht Ianger in der Lage, Rb
zu binden und dadurch den Ubergang der Wirtszelle in die S-Phase zu induzieren. Die
Zellzyklusprogression ist jedoch essentiell flir die Virusvermehrung. Damit wird die
Virusreplikation in benignen Wirtszellen verhindert. In Tumorzellen hingegen ist der Rb-
Pathway oft defekt, so dass die Zellen, unabhangig von der Rb-vermittelten
Zellzykluskontrolle, den G1/S-Checkpoint passieren und proliferieren konnen.

Infolgedessen kénnen auch die A24-deletierten CRAds in diesen Zellen replizieren.
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Somit kann durch die A24-Deletion die Abhangigkeit der Virusreplikation von einem
mutierten Rb/p16-Pathway der Wirtszelle erreicht werden.

Ein ahnlicher Mechanismus, um die CRAd Produktion auf Tumorzellen zu beschranken
ist die Verwendung der A2-Deletion des E1A-Gens (Nettelbeck et al., 2002). Dabei
handelt es sich um die Entfernung der Bindestelle flr das zellulare p300-Protein. Die
E1A-Interaktion mit p300 ist ein weiterer Mechanismus, der die Zellzyklusprogression
von der G1- in die S-Phase ermoglicht. p300 aktiviert die Transkription einer Vielzahl
von Genen, die an der Differenzierung und der Inhibierung des Zellzyklus beteiligt sind.
E1A-Proteine bilden Komplexe mit p300/CBP, inhibieren die intrinsische Histon-
Acetylierungsaktivitat und reprimieren die Aktivierung der Transkription (Chan et al.,
2001a). Die Replikation A2-deletierter CRAds ist somit an Zellen gebunden, die durch
einen genetischen Defekt keine Inhibierung des Zellzyklus Uber den p300-Pathway
erfahren. Da Mutationen des p300-Gens haufig in Tumorzellen auftreten, wird damit

eine weitere Erhdhung der Tumorzellspezifitat erreicht.
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Abb. 1.12: Das adenovirale E1A-Protein und seine Interaktion mit zellularen Faktoren
Von besonderer Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit ist die Interaktion von E1A mit Rb
und p300. Die Bindestellen fir diese zellularen Faktoren wurden durch die A24-Deletion
(Rb) bzw. A2A24 (Rb und p300) entfernt. (Quelle: Russell et al., 2000)
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Trotz erster klinischer Erfolge in der onkolytischen Virotherapie bleiben Zielzellspezifitat fur
maligne Tumorzellen und Effizienz der Infektion und Replikation konditional replizierender
Adenoviren (CRAds) weiterhin problematisch. Als Folge dessen kdnnen sich eine nicht

ausreichende Wirksamkeit und unerwiinschte Nebenwirkungen ergeben.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung neuer, innovativer CRAds, die speziell
fur die Behandlung gynakologischer Malignome, insbesondere des Mamma-, Ovarial- und
Zervixkarzinoms entwickelt wurden. Die Cyclooxigenase-2 (Cox2) Promotor gesteuerten und
tropismusmodifizierten CRAd-Vektoren sollten sowohl in vitro als auch in vivo im Mausmodell

getestet werden.

Dabei sollte zunachst die Cox2-Expression in gynakologischen Zelllinien untersucht werden.
Der Einfluss der Fibermodifikation auf die Infektionsrate sollte mittels Reportergen-Analyse
Uberprift werden.

Darlber hinaus umfasste die Charakterisierung der CRAds die Untersuchung des onkolytischen
Potentials, das durch die unterschiedlichen Kombinationen verschiedener Targeting-Strategien
bedingt wird. Uberdies erstreckte sich die Fragestellung darauf, ob auch die mehrfach-
modifizierten Viren noch in der Lage sind, in Tumorzellen zu replizieren und zu einer
ausreichenden Zelllyse zu fihren. Fragen zur optimalen Promotorstarke fir die Steuerung
onkolytischer Adenoviren sollten durch den Einsatz zweier Cox2-Promotorvarianten geklart
werden.

Um die direkte Korrelation zwischen Zelllyse und Virusreplikation in Abhangigkeit vom Cox2-

Status der Wirtszelle zu demonstrieren, sollten neue Nachweismethoden entwickelt werden.

Um schlieBlich die Wirksamkeit auch in vivo zu evaluieren, sollten entsprechende Tierversuche

durchgefuhrt werden.

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit dienten der Vorbereitung einer klinischen Studie und
langfristig als Beitrag zur Behandlung von Patientinnen mit gynakologischen
Krebserkrankungen. Moglicherweise lieRe sich fir den Einzelfall in Abhangigkeit vom
histologischen Tumortyp, den Eigenschaften der malignen Zielzellen (z.B. Virus-Rezeptor-
Expression, Expressionsprofil) und dem Immunstatus der Patientin eine individuell

malfigeschneiderte Virotherapie entwickeln.



2. Material und Methoden

2.1 Reagenzien und Losungen

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

oder Merck (Darmstadt) bezogen.

A.L.F.-Auftragspuffer Probenpuffer fiir A.L.F. Gele
100 ml Formamid 7 M Harnstoff

5 g Amberlite 40% (v/v) Glycerin

600 mg Dextran 50 mM EDTA

4 ml 20 mM EDTA, pH 8,3 10 mM Tris

0,1% (w/v) Bromphenolblau

Aufbewahrungsmedium fiir Zellen

250 ml PBS 1 x TBE

42.8 g Sucrose 0,2 M Tris

0.33 g MgCl, 0,17 M Borséaure
250 ml Glycerin 2 mM EDTA, pH 8,0
Dialysepuffer 1xTE

10 mM Tris pH 8,0 10 mM Tris, pH 8,0
2 mM MgCl, 1 mM EDTA

5% Sucrose
Viruslysepuffer

Formalin 0,1% SDS (w/v)
10% Formaladhyd (37%) in PBS 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1 mM EDTA
Gellosung fur A.L.F.-Gele
25,2 g Harnstoff Virusverdiinnungspuffer
9 ml Monomerenlésung (40 %) 8 g NaCl
25,5 ml Aqua dest. 0,2 g KCl
6 ml 6 x TBE 3gTris
0,2 ml 10% APS ad 800 ml H,O; autoklavieren,

40 yl TEMED Zugabe 10 % Glycerin (steril)

Monomerenlésung (29:1)
29% Acrylamid
1% N,N-Methylen-bisacrylamid
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2.1.1 Reagenzien-Kits

Bright-Glo™ Luciferase Assay System (Promega)

CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega)
Gene Releaser® (Bioventures)

OmniScript RT-Kit (Qiagen)

qPCR™ Mastermix Plus (Eurogentec)

TRIzol™ (Gibco)

Vectastain®-ABC-Peroxidase-Kit (Vector Laboratories)

2.2 Zellkultur

Alle Zelllinien werden unter aseptischen Bedingungen bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das verwendete, sterile Plastikmaterial wurde von den Firmen
Greiner (Frickenhausen), Gibco (Karlsruhe) und Nunc (Wiesbaden) bezogen.

Allen Medien wurde L-Glutamin (2mM) sowie das Antibiotikum Gentamicin (50 pg/ml)
zugesetzt. Kulturmedien enthielten 10% (v/v), Wachstumsmedien 5% (v/v) und
Infektionsmedien 2% (v/v) fétales Kalberserum.

Far die Kultivierung der Normalgewebszelllinie MCF-12A wurde im Kulturmedium
Pferdeserum (HS) anstelle von fotalem Kalberserum (FCS) verwendet. Weitere
zelllinienspezifische Zusatze zu den Kulturmedien sind der Tabelle 2.2.1. zu

entnehmen.
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2.2.1 Verwendete Zelllinien

Zelllinie |Ursprung Kulturmedium Zusatze Bezugsquelle
CaSki kifz':‘r’]'ém RPMI1640 / ATCC (CRL-1550)
. Zervix- Eagle's Minimum Essential
SiHa karzinom Medium / ATCC (HTB-35)
Zervix- Eagle's Minimum Essential
Hela karzinom Medium / ATCC (CCL-2)
Zervix- Eagle's Minimum Essential
C33A karzinom Medium / ATCC (HTB-31)
. Prof. Curiel,
SKOV3.ip kg;’;::g'rn RPMI1640 / University of
Alabama, USA
. Prof. Curiel,
ES-2 ovarial: McCoy’s 5A / University of
Alabama, USA
. Prof. Curiel,
OV-4 kg‘r’gg'g'm DMEM/NutMix-F12 / University of
Alabama, USA
Prof. Pfleiderer,
Ovarial- T o Universitat
Hey karzinom RPMI1640 Vitamine (1% v/v) Freiburg,
Deutschland
Mamma- T
MDA-MB 231 karzinom DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-26)
Mamma- Prof. Curiel,
MDA-MB 123 . DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) University of
karzinom
Alabama, USA
Mamma- Prof. Curiel,
MDA-MB 963 karzinom DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) University of
Alabama, USA
Mamma- Prof. Curiel,
MDA-MB 463 karzinom DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) University of
Alabama, USA
MCF-7 lgar]::;?n DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% (v/v) ATCC (HTB-22)
BT-20 l':’;ar;m?n DMEM (1 g/l Glukose) Vitamine (1% v/v) ATCC (HTB-19)
SK-BR-3 lgar]::;?n McCoy’s 5A Vitamine (1% Vv/v) ATCC (HTB-30)
Prof. Curiel,
BT-474 pamma: RPMI1640 Vitamine (1% viv) University of

Alabama, USA
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Cholera-Toxin(100 ng/ml)

Mamma- ) .
MCF-12A | Geweba, | DMEM:DMEM/NutMix-F12 EGF (20 ng/ml) ATCC (CRL-10782)
. - (1:1) Insulin (0,01 mg/ml)
immortalisiert Hydrocortison (500 ng/ml)
HMEC l\/(leaprir:rr\r;?- isoliert aus Reduktionsplasiken, Medium und Zusétze siehe 2.2.6
Lungen- Prof. Curiel,
A549 ; DMEM (1 g/l Glukose) / University of
karzinom Alabama, USA
Nieren- - . . Qbiogene,
293A Karzinom Minimum Essential Medium / Heidelberg
Dickdarm- .
HT29 karzinom McCoy’s 5A / ATCC (HTB-38)
Blut- frisch isoliert
PBMC | Monozyten RPMI1640 / (siehe 2.2.7)
Hepato- Prof. Curiel,
nHEP N F;en DMEM (1 g/l Glukose) / University of
y Alabama, USA

Tab. 2.1: Verwendete Zelllinien, Kulturmedien und Bezugsquellen

2.2.2. Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden in sterilen Gewebekulturflaschen kultiviert und bis zu konfluentem

Wachstum im Begasungsbrutschrank (Heraeus, Hanau) inkubiert. Zweimal wochentlich

wurde mittels steriler Einmalpipetten das Medium gewechselt.

2.2.4. Subkultivierung

Die Passagierung konfluenter Kulturen adharent wachsender Zellen erfolgte durch
Inkubation mit einer 0,05% (w/v) Trypsin / 0,02% (w/v) EDTA-L6sung, durch die die

Zellen vom Untergrund abgeldst wurden. Anschlielend wurden die Zellen geerntet,

durch Zentrifugation (5 min, 1000 Upm) sedimentiert, vereinzelt und dann ihrem

Wachstum entsprechend anteilig neu ausgesat.
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2.2.5. Kryokonservierung

Die sedimentierten Zellen wurden in Gefriermedium (Kulturmedium mit 10% (v/v)
DMSO) resuspendiert, in sterile Kryorohrchen Uberfihrt und Uber Nacht bei -80°C

eingefroren. Die Langzeitaufbewahrung erfolgte in flissigem Stickstoff.

2.2.6 Isolierung humaner Mammaepithelzellen (HMEC) aus
Reduktionsplastiken

Gewebeproben aus der Brust gesunder Patientinnen wurden nach ihrer operativen
Entfernung in ein steriles Plastikgefald (Falcon) Uberfuhrt und in Lagermedium bei 4°C
fur max. 48 h aufbewahrt. Das Gewicht der jeweiligen Gewebeprobe wurde bestimmt,
diese in kleinere Stiicke von ca. 1 mm® GréRe geteilt und anschlieRend in ein steriles
Plastikrohrchen mit steriler Kollagenase-Losung Uberfuhrt. Fur das erste Gramm
Gewebe wurden 20 ml, fur jedes weitere Gramm weitere 10 ml Kollagenase-Losung
zugegeben.

Die Gewebeprobe wurde uber Nacht bei 37°C unter leichtem Schutteln (65 Upm)
inkubiert und am nachsten Tag durch kraftiges auf- und abpipettieren mit einer sterilen
10 ml Pipette resuspendiert. Die Zellen wurden bei 1000 Upm flr 5 min sedimentiert, in
10 ml Waschmedium resuspendiert, in ein 15 ml Plastikréhrchen Uberfihrt und wie
zuvor zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt.

Epitheliale Zellaggregate wurden mittels Siebseparation von Stromazellen getrennt,
indem die Zellsuspension Uber ein steriles Metallsieb (Porengrosse 100 pm, Sigma)
gegeben wurde, das flur epitheliale Zellaggregate nicht durchlassig war. Das Sieb wurde
umgedreht, die epithelialen Zellaggregate mit Waschmedium ausgewaschen und in
einem sterilen 15 ml Plastikrohrchen aufgefangen. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die epithelialen Zellaggregate in 1 ml IHEC-Medium resuspendiert und Gesamtzellzahl
sowie Zellvitalitat bestimmt.

Innerhalb von 8-10 Tagen nach Aussaat in IHEC-Medium, das fur die Kultur normaler
Epithelzellen optimiert ist, wurde die Kultur von humanen mammaren epithelialen Zellen
(HMEC) dominiert, die eine fur Epithelzellen charakteristische Kopfsteinpflaster-

ahnliche Morphologie aufwiesen. HMECs wurden nach Stampfer et al. durch partielle
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Trypsinierungen der epithelialen Primarkultur isoliert und sofort in Zytotoxizitats-Assays
eingesetzt (Stampfer, 2004; Ethier et al., 1993).

Medium-Basis Zusatze | Konzentration Referenz
Kollagenase 200 U/ml
Kollagenase- DMEM/NutMix-F12 | Hyaluronidase 100 U/ml Stampfer et al.
Losung (1:1) Insulin 5 pg/mi Ethier et al.
FCS 5% viv
. DMEM/NutMix-F12 FCS 5% viv
Lagermedium (1:1) Insulin 5 ug/mil Stampfer et al.
. DMEM .
Waschmedium (1 g/l Glukose) / / Ethier et al.
FCS
. Insulin
IHEC-Medium DMEM/(I}I%':')\AIX-FQ Hydrocortison 10 ng/ml Stampfer et al.
’ EGF 100 ng/mi

Choleratoxin

Tab. 2.2: Medien und Lésungen fiir die Gewinnung und Kultur von primaren HMEC.
Alle Medien und Ldésungen enthielten die Antibiotika Gentamicin (5 pg/ml) und
Penicillin/Streptomycin (1% v/v).

2.2.7 Isolierung humaner Blut-Monozyten (PBMC) aus Frischblut

Mononukleare Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) wurden nach
Herstellerangaben mittels Ficoll-Paque-Dichtegradientenzentrifugation (Pharmacia
Biotech) aus frisch abgenommenen Blut isoliert. Nach zwei Waschzyklen mit PBS
wurden vitale PBMC mit Trypan-Blau angefarbt und gezahlt. Die bendtigte Anzahl von
Zellen wurde in abgerundete 96-Well Platten (round bottom 96 well plates) ausgesat
und in RPMI1640 Medium mit 2 mM L-glutamine und 10% FBS inkubiert.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1. RNA-Isolation

Alle verwendeten Losungen wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt, um bei
der Isolierung der RNA eine Degradierung durch RNAsen zu verhindern. Hierzu wird
DEPC im Verhaltnis 1:10 mit absolutem Ethanol gemischt, im Verhaltnis 1:100 den
Lésungen zugesetzt und die Losung nach Inkubation bei 37°C Gber Nacht autoklaviert.
Zur lIsolierung der Gesamt-RNA wurde TRIzol™ (Gibco, Karlsruhe) eingesetzt. Bei
diesem Verfahren handelt es sich um eine Weiterentwicklung der Methode nach
Chomczynski und Sacchi (1987). Es basiert auf einer monophasischen Phenol-
Guanidinisothiocyanat-Losung, die wahrend des Homogenisierens und der Lyse die
Integritat der RNA schitzt.

Trypsinierte und PBS-gewaschene Zellpellets wurden in 1ml Trizol resuspendiert und 5
min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschlieend wurden 200 pl Chloroform
zugegeben und die Proben ca. 15 s geschittelt. Nach 2-3 min Inkubation bei RT
wurden die Proben fur 15 min bei 4°C und 12000 Upm zentrifugiert. Die wassrige RNA-
haltige Phase wurde in ein neues Eppendorf-Gefald Uberfuhrt und mit 500 ul
Isopropanol versetzt. Nach 10 min Inkubation bei RT wurde die prazipitierte RNA durch
Zentrifugation (10 min, 4°C, 12000 Upm) pelletiert, mit 1 ml 75% (v/v) Ethanol (-20°C)
gewaschen und erneut fir 5 min bei 9500 Upm und 4°C zentrifugiert. Nach der
vollstandigen Entfernung des Ethanols wurde das RNA-Pellet im Heizblock bei 55°C fir
5-10 min getrocknet und in 20 bis 100 yl DEPC-Wasser resuspendiert. Die Bestimmung

der RNA Konzentration erfolgte photometrisch.

2.3.2. cDNA-Synthese

Mittels Reverser Transkriptase (OmniScript RT-Kit, Qiagen) und Random-Primern
(Hexaoligonukleotide) wurde die isolierte Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben. Die

Verwendung unspezifischer Random-Primer ermdglicht es, die gesamte RNA-
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Population zu erfassen bzw. mehrere Transkripte gleichzeitig zu untersuchen und zu
quantifizieren.

Zunachst wurden 5 pg RNA in 12,5 ul DEPC-Wasser fur 5 min bei 65°C denaturiert und
anschliellend auf Eis abgekuhlt. AnschlieRend wurden 12,5 ul des Reaktionsansatzes
hinzugegeben, so dass im Endvolumen von 25 ul folgende Endkonzentrationen erreicht
wurden: 50 mM KCI, 10mM Tris/HCI, 7.5 mM MgClI2, 0.1 mg/ml BSA, 15 mM DTT, je 1
mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 1 U/ul RNasin, 1000 pmol Random-Primer und 9.5
U (0,5 pl) Reverse Transkriptase. Fur die cDNA Synthese wurde der Reaktionsansatz
60 min bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde die Reverse Transkriptase durch
funfminltige Inkubation bei 95°C inaktiviert. Nach Abkuhlung auf Eis werden die cDNA
Proben bei -20°C gelagert.

2.3.3. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) konnen gezielt spezifische DNA-
Sequenzen amplifiziert werden.

Alle PCR-Reaktionen wurden standardmafig in 50 pl Ansatzen durchgefihrt. Sie
enthielten 50 ng DNA, 1 x PCR Reaktionspuffer, jeweils 125 uM dNTPs, je 50 pmol 5°-
und 3°- Primer sowie 2,5 U Tag-Polymerase (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).
Fir die quantitative Bestimmung der PCR-Produktmenge (Automated Laser
Fluorescence-DNA-Sequenzierautomat, A.L.F.) musste ein 5-Primer eingesetzt
werden, der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert war.

Fir die PCR wurde ein Hybaid Omnigene PCR-Cycler benutzt. Zum Schutz vor
Verdunstung mussten die Proben mit 2 Tropfen Mineraldl Uberschichtet werden. Zur
Vermeidung unspezifischer Nebenreaktionen wurden die PCR-Reaktionen mit einem
“Hot-Start” gestartet, d.h. die Polymerase wurde erst wahrend einer Vorlaufphase von
10 min bei 94°C zugegeben. Am Schluss jeder PCR-Reaktion wurde eine “final
extension” (8 min bei 72°C) durchgefihrt, um den vollstandigen Abschluss aller
Reaktionen zu ermoglichen.

Die Sequenzen der einzelnen Primer sowie die optimierten PCR-Bedingungen

(Zyklenzahl, Annealing-Temperatur) sind den Tabellen 2.3 bis 2.5 zu entnehmen.
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amplifizierte DNA

| Basensequenz

| Fragmentlinge

B-Aktin-cDNA-Kontrolle

B-Aktin-forward

5-AGAGATGGCCACGGCTGCTT-3’

446 bp (cDNA)

B-Aktin-reverse

5-ATTTGCGGTGGACGATGGAG-3’

652 bp (gen. DNA)

GAPDH-Expression

GAPDH-sense

5’-Cy5-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3’

GAPDH-antisense 5-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’ 187 bp
Cox2-Expression
Cox2-sense 5-Cy5-GGTCTGGTGCCTGGTCTGATGATG-3’ 265 bp

Cox2-antisense

5-GAAGGGGATGCCAGTGATAG-3’

Tab. 2.3: Primer-Sequenzen. Cy5-markierte Primer wurden zur Detektion im A.L.F. eingesetzt.

2.3.3.1. Qualitatskontrolle der cDNA durch -Aktin-PCR

Die synthetisierte cDNA wird mittels -Aktin-PCR (Tab. 2.3 und 2.4) auf ihre Qualitat

und eventuelle Kontaminationen mit genomischer DNA untersucht. Die Primer wurden

so gewahlt, dass genomische DNA aufgrund der zusatzlichen Intronsequenzen ein

grolieres Fragment (652 bp) ergibt als das cDNA-Fragment (446 bp).

Substanz Volumen (pl) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 32,5

10x Puffer 50 94°C - 1 min

5 Primer 2,0 (20 pmol) 62°C > 1 min
3’Primer 2,0 (20 pmol) 72°C 2> 1 min

dNTPs 3,0 (7,5 nmol) Zyklenanzahl: 27
Taqg-Polymerase 0,5(2,5U)

Tab. 2.4: B-Aktin-PCR-Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen
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2.3.3.3. Quantitative RT-PCR zur Bestimmung der mRNA Expression

Mittels quantitativer RT-PCR wurde die mRNA-Expression des Cox2-Gens bestimmt.
Das Prinzip beruht auf einer simultanen Koamplifikation (Multiplex-PCR) des zu
untersuchenden Gens und eines “single copy” Gens, d.h. eines in nur einer Kopienzahl
vorliegenden Referenzgens in einem PCR Ansatz. Als Referenzgen wurde hier GAPDH
(Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) eingesetzt, ein ubiquitar exprimiertes
.house keeping gene“. Das GAPDH-Signal diente als interner Standard und erlaubte

den Vergleich unterschiedlicher Proben hinsichtlich ihrer Cox2-Genexpression.

Die Bedingungen (Tab. 2.5) fur eine quantitative PCR mussen so gewahlt werden, dass
allein die Menge der eingesetzten cDNA limitierend ist, also keine Abhangigkeit von der
eingesetzten Menge an Primern, Nukleotiden oder Tag-Polymerase besteht (vergl.
3.1.1.2, Abb. 3.2 und 3.3). Die Detektion der PCR Produkte sowie die quantitative
Bestimmung der Produktmengen erfolgte mit Hilfe des A.L.F.-Sequenzers und der

Fragment Manager Software wie unter 2.3.5.1 beschrieben.

Substanz Volumen (pl) Temperatur- und Zeitbedingungen
H,O 18,5

cDNA 5,0 (1pg) 94°C - 1 min

10x Puffer 5,0

5’Primer GAPDH | 4,0 (40 pmol) 60°C > 1 min
3’Primer GAPDH | 4,0 (40 pmol)

5'Primer Cox2 5,0 (50 pmol) 72°C > 1 min

3 Primer Cox2 5,0 (50 pmol)

dNTPs 3,0 (7,5 nmol) Zyklenanzahl: 28
Taqg-Polymerase 0,5(2,5U)

Tab. 2.5: Reaktionsansatz und Bedingungen der quantitativen RT-PCR zur Analyse der Cox2
mRNA-Expression. Die 5-GAPDH-Primer wurden sowohl Cy5-markiert, als auch unmarkiert in einem
Verhaltnis von 1:20 eingesetzt. Der Cy5-markierte 5’-Cox2-Primer wurde aufgrund des schwacheren
Signals unverdinnt eingesetzt.
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2.3.3.4. Real-Time PCR zur Quantifizierung adenoviraler Partikel

Die Real-Time PCR ermoglicht die Detektion und die genaue Quantifizierung von
Nukleinsauren. Dabei wird die Amplifizierung einer bestimmten Sequenz durch den
Einsatz markierter Gensonden in Echtzeit gemessen und aufgezeichnet. Uber die
Menge des PCR-Produktes in der exponentiellen Phase der Reaktion kann auf die
Ausgangskonzentration in der Probe geschlossen werden. Der Vorteil dieser Methode
liegt vor allem in der sehr guten Reproduzierbarkeit und in der Erfassung grolRRer

Konzentrationsbereiche in der Ausgangsprobe.

Um die adenovirale Replikation direkt nachzuweisen, wurden Zellen mit Adenoviren
infiziert und die Gesamtviruslast der Proben mittels Real-Time PCR Uber einen
Zeitraum von 10 Tagen ermittelt. Dazu wurde in jeder Probe eine Sequenz des
adenoviralen E4-Gens (ORF6) und des =zellularen (-Aktin-Gens quantifiziert
(Sequenzen der Primer und Sonden: Tab. 2.6). Die E4-Kopienzahl wurde auf die
Menge zellularer DNA bezogen, um eine Normierung auf die Zellzahl zu erreichen.

Die absolute Quantifizierung beider Gen-Sequenzen erfolgte dabei Uber die
Verwendung je eines DNA-Standards, der bei jedem Probenlauf in der gleichen PCR
mit aufgetragen wurde (vergl. 3.3.2.1, Abb. 3.18 und 3.19). Zum einen war dies eine
serielle Verdiinnungsreihe von 10%10° Kopien pro 25 upl Reaktionsvolumen des
hochreinen Plasmids pTG3602 (Transgene, Strasbourg, Frankreich; Chartier et al.,
1996), das eine Kopie des adenoviralen E4-Gens tragt. Fur die absolute Quantifizierung
der [B-Aktin-Sequenz wurden 0,002-2 ng humane genomische DNA (Applied
Biosystems) pro 25 ul Reaktionsvolumen eingesetzt.

Jede PCR umfasste mindestens zwei Positivkontrollen und zwei Non-template

Kontrollen jeweils fur beide Zielgene.

Infektion und Probenentnahme

Zunachst wurden in einer 96-Well Platte 15.000 Zellen pro Well in 100 pl
Wachstumsmedium (5% FCS) ausgesat. Am zweiten Tag wurden die Zellen mit 10
VP/Zelle des jeweiligen Virus in 50 pl Infektionsmedium (2% FCS) infiziert, nach einer
Stunde wurden 100 pyl Wachstumsmedium (5% FCS) zugegeben. Nach 2, 4, 6, 8 und



2 Material und Methoden 44

10 Tagen wurden die infizierten Zellen samt virushaltigem Uberstand geerntet. Dazu
wurden die Zellen mit einer 100 pl-Pipettenspitze vom Untergrund abgel6st und samt
Uberstand in PCR-Tubes Uberfihrt. AnschlieRend erfolgte der thermische Aufschluss
von Zellen und Viruspartikeln der Probe durch vier Zyklen mit je 5 min +99,9°C und 5
min -3°C in einem Thermocycler. Nach kurzem Abzentrifugieren der Virus- und
Zelltrimmer wurde das Zell-/ Viruslysat bis zum Einsatz in der Real-Time PCR bei -
20°C gelagert. Fur jede Probe (d.h. jedes Virus und jeden Zeitpunkt) wurden drei
unabhangige Infektionen und PCR-Laufe durchgefuhrt.

amplifizierte DNA | Basensequenz

Adenovirale E4-Sequenz (Ad5/E4/ORF6)

Forward-Primer 5-GGAGTGCGCCGAGACAAC-3’

Reverse-Primer 5-ACTACGTCCGGCGTTCCAT-3

Sonde 5-Fam-TGGCATGACACTACGACCAACACGATCT-Tamra-3’
Humane (-Aktin-Sequenz

Forward-Primer 5-TAAGTAGGCGCACAGTAGGTCTGA-3

Reverse-Primer 5-AAAGTGCAAAGAACACGGCTAAG-3

Sonde 5-Fam-CAGACTCCCCATCCCAAGACCCCA-Tamra-3’

Tab. 2.6: Sequenzen der Primer und Sonden fiir die Quantifizierung adenoviraler Partikel mittels
Real-Time PCR (Bezugsquelle: Metabion, Martinsried, Deutschland)

Substanz Volumen (ul) | Temperatur- und Zeitbedingungen
Template (=Lysat 5

emplate (=Lysat) Initial: ~ 50°C > 2 min
qPCR™ Mastermix Plus | 12,5 HotGoldStar Aktivierung: 95° > 10 min
5'Primer GAPDH 2,5 (15 pmol) 95°C > 15s

— 62°C > 1 min
3'Primer GAPDH 2,5 (15 pmol) Zyklenanzahl: 40
Sonde 2,5 (5 pmol)

Tab. 2.7: Reaktionsansatz und Bedingungen der Real-Time PCR zur die Quantifizierung
adenoviraler Partikel

Real-Time PCR

Die Reaktion wurde nach Herstellervorgaben durchgefiihrt (qPCR™ Mastermix Plus,
Eurogentec), wobei die Reaktionsansatze auf die Halfte des Volumens, d.h. 25 ul
reduziert wurden (Tab. 2.7). Der gPCR™ Mastermix Plus enthdlt bereits
2xReaktionspuffer, dNTPs (inkl. dUTP), Hot Goldstar DNA Polymerase, MgCl,, Uracil-N-

Glycosylase, stabilisierende Agenzien und eine passive Referenz.
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Fir die E4- und die p-Aktin-Reaktionen wurde jeweils ein Mastermix vorbereitet. In
jedes Well der 96-well Platte (Thermo-Fast 96 Detection Plate, Abgene, Hamburg),
wurden 20 ul des jeweiligen Mastermixes vorgelegt. Nach Zugabe von 5 ul der
jeweiligen Probe (Zell-Virus-Lysat, siehe oben) wurde die Platte mit einer speziellen,
lichtdurchlassigen Folie (Absolute™ QPCR Seal, Abgene, Hamburg) verschlossen.

Die Real-Time PCR wurde in einem Thermocycler von ABI durchgefiuhrt (ABI 7900HT)
und die ermittelten Daten mit der dazu gehorigen Software SDS (Sequence Detection

System) ausgewertet.

2.3.4 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsauren

Zur Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentration in Ldsungen wurde eine
photometrische Bestimmung bei einer Wellenlange von 260 nm durchgefihrt. Der
Absorptionsquotient der Wellenlangen 260 nm / 280 nm wurde zur Kontrolle des
Reinheitsgrades herangezogen.

Die Nukleinsaure-Konzentration errechnet sich aus dem Lambert-Beer'schen Gesetz
wie folgt: ¢ = E x 1/e x 1/d.

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

cm?/mg.
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2.3.5 Elektrophoretische Auftrennungsmethoden

2.3.5.1. Elektrophoretische Auftrennung mit dem A.L.F.

Mit Hilfe von Sequenzierautomaten (A.L.F., Pharmacia) ist die Auftrennung und
Quantifizierung auch geringer Nukleinsauremengen moglich. Dabei liegt der optimale
Trennbereich der verwendeten Polyacrylamid-Gele fur DNA-Fragmente zwischen 60
und 400 bp. Die Fluoreszenz der Cy5-markierten PCR-Produkte wird durch einen
Laserstrahl im unteren Drittel des vertikalen Polyacrylamidgels angeregt. Die Detektion
der emittierten Strahlung erfolgt senkrecht zum Laserstrahl Gber Photodioden bei einer
Wellenlange von 632,8 nm (Helium-Neon-Laser). Die Intensitat der emittierten
Fluoreszenz wird direkt wahrend der elektrophoretischen Auftrennung durch das
optische System des A.L.F. gemessen und die Daten durch eine gekoppelte EDV
erfasst und gespeichert. Nach Beendigung des Laufs kdnnen die Rohdaten mit Hilfe der
Software Fragment-Manager ausgewertet werden.

Fir die 29%-ige Polyacrylamid-Gelldésung wurden 25,2 g Urea und 9 ml
Monomerenlosung in 25,5 ml Aqua dest. gelost und mit 5 g Amberlite fir 10 min
geruhrt. Nach dem Filtrieren von 6 ml 6 x TBE und der Gelldsung wurden beide vereint
und entgast. Dann wurden 40 yl TEMED und 200 pl 10%iges APS zugegeben und die
Ldsung zwischen die Glasplatten gegossen. Nach der Polymerisation konnten die
Proben aufgetragen werden.

FiUr die Fragmentanalysen wurden die PCR-Produkte mit Aqua dest. 1:5 verdunnt. 5 pl
der Verdinnung wurden mit 5 ul A.L.F.-Probenauftragspuffer versetzt. Die Proben
wurden vor der Auftragung auf das Gel flr 5 min bei 95°C denaturiert und 3 min auf Eis
abgekuhlt.

Laufbedingung

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

Tab. 2.8: Verwendete Parameter fiir die A.L.F.-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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2.3.5.2. Elektrophoretische Auftrennung mit Agarosegelen

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,5 bis 1,5%-igen Agarosegelen (w/v
in 1x TBE-Puffer). Proben wurden vor der Auftragung im Verhaltnis 1:2 mit SB-
Probenpuffer gemischt. Als Langenstandard wurden die 1kb DNA-Leiter (Gibco BRL)
oder die SmartLadder (Eurogentec) eingesetzt, mit deren Hilfe die Fragmentlange der
aufgetrennten PCR-Produkte ermittelt werden konnte.

Die Elektrophorese erfolgte je nach der aufzutrennenden Fragmentlange bei einer
Spannung von 100 bis 110 Volt flr 45 bis 150 min. Das Gel wurde nach dem Lauf in
einer Ethidiumbromid-Losung (10 pg/ml) fur mindestens 30 min gefarbt. Durch die
Bestrahlung mit UV-Licht (A=312 nm) konnte die Fluoreszenz des interkalierten Agens

angeregt und die DNA-Fragmente sichtbar gemacht werden.
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2.4 Virologische Methoden

2.4.1 Verwendete Adenoviren

Virus Beschreibung
Replikationsdefizient durch E1-Deletion,
Ad5CMVLuc Luziferase-Gen unter Kontrolle des CMV-Promotors
Replikationsdefizient durch E1-Deletion,
Ad5/3CMVLuc Luziferase-Gen unter Kontrolle des CMV-Promotors,
chimare Fiber mit Tail- und Shaft-Domane von Ad5 und Knob-Doméane von Ad3
Replikationsdefizient durch E1-Deletion,
Adbcox2LLuc Luziferase-Gen unter Kontrolle des Cox2L-Promotors
Replikationsdefizient durch E1-Deletion,
AdSLacZ lacZ Gen unter Kontrolle des viralen E1-Promotors
Ad5Wt Humanes Wildtyp Adenovirus Serotyp 5
Ad5/3A24 CRAd, 24 bp Deletion im E1A-Gen,
chimare Fiber mit Tail- und Shaft-Domane von Ad5 und Knob-Domane von Ad3
CRAd, E1A-Gen unter Kontrolle des Cox2L-Promotors,
Ad5/3cox2LE1 chimare Fiber mit Tail- und Shaft-Domane von Ad5 und Knob-Domane von Ad3
CRAd, E1A-Gen unter Kontrolle des Cox2L-Promotors, 24 bp Deletion im E1A-Gen,
Ad5/3cox2LA24 chimare Fiber mit Tail- und Shaft-Domane von Ad5 und Knob-Domane von Ad3
CRAd, E1A-Gen unter Kontrolle des Cox2L-Promotors, 24 bp und zusatzliche 6 bp
Adb5/3cox2LA2A24 Deletion im E1A-Gen,
chimare Fiber mit Tail- und Shaft-Domane von Ad5 und Knob-Domane von Ad3
CRAd, E1A-Gen unter Kontrolle des Cox2M-Promotors,
Adb/3cox2ME1 chimare Fiber mit Tail- und Shaft-Domane von Ad5 und Knob-Domane von Ad3
CRAd, E1A-Gen unter Kontrolle des Cox2M-Promotors, 24 bp Deletion im E1A-Gen,
Ad5/3cox2MA24 chimare Fiber mit Tail- und Shaft-Domane von Ad5 und Knob-Domane von Ad3
CRAd, E1A-Gen unter Kontrolle des Cox2M-Promotors, 24 bp und zusatzliche 6 bp
Ad5/3cox2MA2A24 Deletion im E1A-Gen,
chimare Fiber mit Tail- und Shaft-Domane von Ad5 und Knob-Domane von Ad3

Tab. 2.9: Auflistung verwendeter Adenoviren. Alle Cox2-CRAds wurden freundlicherweise von Dr. G.
Bauerschmitz, Universitatsklinik Dusseldorf, bereitgestellt. AA5CMVLuc, Ad5/3CMVLuc, Ad5cox2Luc,
Ad5LacZ und Ad5Wt wurden mit freundlicher Unterstitzung von Prof. Curiel, University of Alabama
(USA), bezogen. Ad5/3A24 wurde freundlicherweise von Dr. A. Kanerva, University of Helsinki (Finnland),

bereitgestellt.
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2.4.2 Virusproduktion mittels Large Scale Virus Preparation

Mittels Large Scale Virus Preparation wurde, ausgehend von Virusstocks (ca. 5x10’
VP/ml), die Virusproduktion in groRem Malistab durchgefuhrt. Das Eintreten des
zytopathischen Effekts (CPE) dient hier als Malstab fur die erfolgreiche
Virusproduktion. Der CPE beschreibt ein Phanomen, das bei der Virusreplikation und
Produktion in Zellen auftritt. Dabei kommt es zum Durchlaufen des lytischen,
adenoviralen Infektionszyklus und in Folge dessen zum Absterben der Zellen und der
Freisetzung neuer viraler Partikel. Der CPE zeigt sich primar in der charakteristischen
Abkugelung Virus-infizierter Zellen und ihrer Ablésung vom Kulturgefal3. Die Adenoviren
sind bis zur Lyse der Zellen, die erst 1-2 Tage nach der Infektion der Wirtszelle einsetzt,
innerhalb der Zellen eingeschlossen und konnen so durch die Ernte dieser Zellen
angereichert werden.

Fur die Virusproduktion Replikations-defizienter ~Adenoviren (AE1AE3) wird
standardmafig die embryonale Nierenzellkarzinom-Zelllinie 293 verwendet. Durch die
stabile genomische Integration der adenoviralen E1-Region sind 293A Zellen in der
Lage, die Deletion des adenoviralen E1-Gens zu komplementieren, wodurch die
Replikation rekombinanter AE1AE3-deletierter Adenoviren in 293 Zellen ermoglicht wird.
Im Gegensatz dazu werden Replikations-kompetente Adenoviren (CRAds) unter
Verwendung der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 generiert, die sich fur die Herstellung
von CRAds bewahrt hat. CRAds sollten wenn madglich nicht in 293 Zellen generiert
werden, da potentiell Rekombinationsereignisse zwischen der genomischen und

adenoviralen E1-Region maglich sind.

A549-Zellen wurden in 40 Zellkulturplatten (& 175 cm?) ausgesat und bei einer
Konfluenz von >90% die adenovirale Infektion durchgefuhrt. Fur die Virusinfektion
wurde ein Aliquot des vorhergehenden ProduktionsmaRstab (2 x 75 cm?) verwendet.
Die Infektion wurde mit Kulturmedium durchgefuhrt, das 2% FCS enthielt. Fur die
Infektion wurde das Kulturmedium von den Zellen entfernt und das virushaltige Medium
(7 ml) zugegeben. Nach 2 h wurde mit Kulturmedium (5% FCS) auf das normale
Kultivierungsvolumen von 30 ml aufgefiillt. Dabei war zu beachten, dass die Zellen
durch die virale Infektion unter Stress stehen und sich nun sehr leicht von dem
Schalenboden ablésen. Um das zu verhindern, musste das Kulturmedium auf3erst

vorsichtig zugegeben werden. Die infizierten Kulturen wurden bei 37°C und 5% CO2
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inkubiert, bis sich ein vollstandiger zytopathischer Effekt (CPE) einstellte. Die 293-
Zellen begannen ca. 2 Tage nach Infektion sich abzukugeln und I6sten sich bis zum 3.
Tag vom Boden des Kultivierungsgefalles ab. Nach der Ernte mussten die Zellen
mdglichst bei 4°C gelagert werden, um eine vorzeitige Lyse der Zellen zu verhindern.
Abschlieend wurden die Zellen bei 1000 Upm fir 10 min sedimentiert. Das Zellpellet
wurde in 5 bis 10 ml 2%-igem Kulturmedium aufgenommen und bei -80°C gelagert oder

direkt weiter verarbeitet (siehe nachster Punkt).

2.4.3 Freisetzung der Adenoviren

Um die Adenoviren gezielt aus den Verpackungszellen freizusetzen, wurde das Pellet
nach der Ernte der Zellen durch so genannte Gefrier-Tau-Zyklen aufgeschlossen. Dabei
wurde die Zellsuspension abwechselnd fur 20 min in flissigem Stickstoff (-196°C)
eingefroren und sofort wieder im 37°C Wasserbad aufgetaut (20 min). Nach
viermaligem Gefrier-Tau-Zyklus war der Zellaufschluss abgeschlossen und die Viren
lagen frei in der Losung vor. Zur Abtrennung der Zelltrimmer wurde fur 10 min bei 4°C
und 1200 Upm zentrifugiert, der virushaltige Uberstand in ein neues GefaR (iberfiihrt.
und bei -80°C gelagert

2.4.4 Aufreinigung und Dialyse

Die Virussuspension besteht neben funktionellen viralen Partikeln auch aus defekten
Viruspartikeln und Resten von Zelltrimmern. Um die infektidsen Partikel zu isolieren,
wurde die Virussuspension uber zwei Casiumchlorid(CsCl)-Gradienten aufgereinigt.
Dafur wurde ein diskontinuierlicher CsCI-Gradient in Zentrifugenréhrchen (Quick-Seal,
Beckman, Palo Alto, CA, USA) gegossen, indem zuerst die Virussuspension eingefullt
wurde. AnschlieRend wurde die leichtere CsCl-Lésung (Dichte: 1,2 g/cm?®)
unterschichtet und durch Unterschichten der schwereren CsCl-Losung (Dichte: 1,4

g/cm?®) das Volumen des Rohrchens aufgefiillt. Dieser Gradient wurde fiir 90 min bei
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5°C und 60.000 Upm zentrifugiert. Die Bande der infektiésen viralen Partikel wurde
eluiert und Uber einen zweiten identischen diskontinuierlichen Gradienten weiter
aufgereinigt. Dieser zweite Gradient wurde bei 5°C und 60.000 Upm fur >18h
zentrifugiert. Die infektidsen, adenoviralen Partikel wurden zur Entfernung des CsCl
uber Nacht bei 4°C dialysiert. Dabei hatte das Volumen des Dialysepuffer mindestens
das 200fache des Volumens der Viruslésung. Nach Abschluss der Dialyse wurden die
Viren im Verhaltnis 1:2 mit Virusverdinnungspuffer gemischt, in 10 bis 50 pl Aliquots
abgefullt und bei —80°C gelagert.

2.4.5 Titerbestimmung

Die Ausbeute der Virusproduktion wurde sowohl physikalisch (OD-Messung) als auch

biologisch (tissue culture infectious dose 50, TCIDsg) ermittelt (siehe unten).

2.4.5.1 OD-Messung zur Bestimmung der gesamten Viruspartikelzahl

Diese Methode basiert auf der photometrischen Messung viraler DNA bei einer
Wellenlange von 260 nm. Ein Aliquot der Viruslosung wurde im Verhaltnis 1:3, 1:5 und
1:10 mit Viruslysepuffer gemischt und durch Schutteln fur 20 min bei 56°C lysiert.

Durch Messung der optischen Dichte der Virusverdinnungen konnte die Anzahl viraler
Partikel in Losung nach folgender Formel berechnet werden:

OD260nm X Verdiinnungsfaktor x 1,1 x 10" = Titer in VP/ml

2.4.5.2 Tissue Culture Infectious Dose 50 (TCIDs5)

Sowohl fur die Bestimmung des biologischen Titers nach der Viruspraparation als auch
zur Untersuchung der Replikation rekombinanter CRAds in unterschiedlichen Zelllinien
(s. 3.3.2.2) wurde die Methode tissue culture infectious dose 50 verwendet.

Der TCIDso-Test basiert auf der Auspragung des CPE in 293A-Zellen nach Infektion mit

unterschiedlichen adenoviralen Titern.
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Jede Titerbestimmung wurde standardmaRig in zwei 96-Well-Platten als
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen in einer Dichte von 1x10*
Zellen/Well und 100 pl Volumen ausgesat und direkt im Anschluss mit 100 pl des
jeweiligen Virus infiziert. Die virale Infektion erfolgte jeweils als sequentielle
Verdinnungsreihe der jeweiligen Probe in 10-fach Bestimmung nach dem in Abb. 2.1
dargestellten Schema. Die Spalten 11 und 12 stellen die Negativ-Kontrollen dar und
wurden nicht infiziert. Fur die virale Infektion wurden die entsprechenden Verdinnungen
der Stammlosung in 293-Kulturmedium mit 2% FCS angesetzt.

Die Platte wurde nach der Infektion 10 Tage bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank
inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch Auszahlung der CPE-positiven Wells. Ein Well
wurde als CPE-positiv gewertet, wenn bereits wenige Zellen CPE zeigten. Dabei waren
die Virusverdinnungen so zu wahlen, dass die niedrigste Verdinnung in allen Wells

CPE und die hochste Verdinnung in keinem der Wells CPE induzierte.
Der Virustiter T (TCID/ml) berechnet sich nach folgender Formel:
T - 101+d(S-0,5)

Dabei gilt d = log (Verdlinnungsfaktor) und S = >CPE-Wells/10.

Der TCID-Titer kann wie folgt in die gebrauchliche Einheit ,plaque forming unit* (PFU)

umgerechnet werden:
PFU/ml = TCID/ml - 0,7 log

10°1°
10°°
108
107
106
10°°
10

103

Abb. 2.1: Exemplarisches Ergebnis eines TCIDs,

Die schematische Darstellung zeigt eine 96-Well Platte. Links ist die Verdinnung der Probe angegeben
(Reihe A-H), mit der die entsprechenden Wells infiziert werden. Die Spalten 11 und 12 stellen die
Negativ-Kontrollen dar und werden nicht infiziert. Der Test kann nur ausgewertet werden, wenn die
niedrigste Verdinnung (Reihe H) CPE in allen Wells und die héchste Verdinnung (Reihe A) in keinem
der Wells CPE induziert. (Quelle: AdEasy™ Vector System Application Manual, Qbiogene, 2002)
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2.4.5.3 Qualitat der Viruspraparation

Das Maly fur die Qualitat einer Virusproduktion ergibt sich aus dem Verhaltnis
infektioser Viruspartikel (biologischer Titer in PFU/mI) zur absoluten Viruspartikelzahl
(physikalischer Titer in VP/ml). Das Verhaltnis sollte 1:100 nicht Uberschreiten. Alle
Adenoviren, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, wiesen ein Verhaltnis
zwischen 1:11 und 1:33 auf (siehe auch Tab. 3.1).

2.5 Sonstige in vitro Methoden

2.5.1 Immunhistochemie

2.5.1.1 Anzucht von Zellen auf Objekttragern

Zellen wurden auf sterilen Objekttragern in Quadriperm-Platten ausgesat und bis zu
einer Konfluenz von 80 bis 90 % herangezogen. Anschlielend wurden die Zellen mittels
Formalin (15 min) auf den Objekttragern fixiert, mit PBS gewaschen (5 min) und
nacheinander fur 5 min in Methanol (-20°C) und fur 1 min in Aceton (-20°C) inkubiert.
Nach einem abschlieRenden Waschschritt mit PBS (5 min) konnten die Objekttrager in
einem speziellen Aufbewahrungsmedium bis zu sechs Monate bei —20°C gelagert

werden.

2.5.1.2 Immunhistochemische Farbung

Die immunohistochemische Farbung der fixierten Zellen wurde unter Verwendung des
Vectastain®-ABC-Peroxidase-Kits (Vector Laboratories) durchgefiihrt. Dabei werden
Zellen zunachst mit dem Primarantikorper inkubiert. Daraufhin erfolgt die Zugabe des
biotinylierten Sekundarantikdrpers, der gegen die Spezies des Primarantikdrpers
gerichtet ist. Die hohe Affinitat von Avidin zu Biotin ermdéglicht im nachsten Schritt die

Bindung des  Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes an den biotinylierten
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Sekundarantikérper. SchlielBlich wird das chromogene Substrat DAB (3,3'-
Diaminobenzidin; ScyTek) zugegeben, das durch die Peroxidase-Aktivitat oxidiert und

als braunes Prazipitat sichtbar wird.

Die Objekttrager mit den fixierten Zellen wurden aus dem Aufbewahrungsmedium
entnommen, mit PBS gespdlt und 15 min lang in 10 mM Citratpuffer gekocht. Um eine
spatere unspezifische Umsetzung des Chromogens DAB (3,3'-Diaminobenzidin) zu
verhindern, wurden endogene Peroxidasen durch Inkubation in 3% Wasserstoffperoxid
(10 min) inaktiviert.

AnschlieRend wurde die Probe erneut mit PBS gewaschen und mit einem Cox2-
spezifischen, polyklonalen IgG-Primarantikorper aus Kaninchen (Dianova, Best.Nr.
DLN-15525) laut Herstellerempfehlungen fur 1 h inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt erfolgte die Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikorper far 30
min nach Herstellerangaben. Im nachsten Schritt wurden die Zellen fir 30 min mit dem
ABC-Reagenz (Vectastain®-ABC-Peroxidase-Kit, Vector Laboratories) inkubiert und
erneut mit PBS gespult. Nach Zugabe des chromogenen DAB-Substrates (ScyTek) und
Inkubation fur 10 min wurden die Zellen mit Leitungswasser gespult und anschliel3end
die Zellkerne mit Hamalaun (nach Mayer, MERCK) gefarbt. Um eine moglichst
vollstandige Entwasserung der Zellen zu erreichen, wurden die Zellen einer
ansteigenden Alkohol-Reihe mit finaler Xylol-Inkubation unterzogen. Die Objekttrager
wurden schlieBlich mit Eukitt® (Kindler GmbH & Co), einem wasserfreien
Einschlussmittel fur die mikroskopische Technik, eingebettet.

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung erfolgte lichtmikroskopisch.
AbschlieRend wurden die Zellpraparate mit einer Digitalkamera (DXM 1000, Nikon), die

an ein Phasenkontrast-Mikroskop angeschlossen war, fotografiert.

2.5.2 Luziferase-Reportergen-Assay

Das Luziferase-Reportergen wird standardmaBig fur die Untersuchung der
Genexpression in Saugerzellen eingesetzt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
das Bright-Glo™ Luciferase Assay System (Promega, Mannheim) eingesetzt, um zum

einen die Aktivitdt eines heterologen Promotors im adenoviralen Kontext und zum
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zweiten Unterschiede in der Infektionsrate tropismusmodifizierter CRAds zu
analysieren.

Bei diesem Assay handelt es sich um eine spezielle Variante des Luziferase-Assays,
der fUr die luminometrische Messung von 96-Well-Platten entwickelt wurde. Einerseits
ist hierbei die Signalintensitat der Luziferase-Reaktion im Vergleich zu alteren
Systemen stabiler (Halbwertszeit >25 min bei 22°C), so dass die reproduzierbare
Messung von 96 Proben gewahrleistet ist. Andererseits ist auch die Sensitivitat
gegenuber anderen Signal-stabilisierten Luziferase-Assays hoher. Dadurch konnen
auch geringe Luziferaseaktivitaten im letzten Well der Messplatte analysiert werden.

Die Luziferase-Reaktion beruht auf der Monooxigenierung von Luziferin zu Oxiluziferin,
die durch das Luziferase-Enzym katalysiert wird. Die freiwerdende Biolumineszenz wird
im Luminometer quantifiziert. Aufgrund der Temperatur-abhangigkeit der Luziferase-
Reaktion wurden Zellen und Reagenzien vor ihrer Verwendung fur mind. 2 h bei RT
inkubiert.

Fir den Bright-Glo™-Assay wurden jeweils 1x10* Zellen in eine 96-Well-Platte in 100 pl
Wachstumsmedium (5% FCS) ausgesat. Die adenovirale Infektion der Zellen erfolgte
24 h spater. Hierfir wurden die Zellen fir 2 h mit Adenoviren in je 50 pl
Infektionsmedium pro Well (2% FCS) infiziert (Dreifachbestimmungen), bevor 100 pl
Kulturmedium (10% FCS) pro Well hinzu gegeben wurden. Nach weiteren 48 h wurden
die Zellen lysiert. Daflr wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen einmal mit PBS
(ohne Ca®* und Mg?*) gewaschen. Pro well wurden 100 pl Lysispuffer (Glo Lysis Buffer,
Promega, Mannheim) zugegeben. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur war die
Zelllyse abgeschlossen und 50 pl des Lysats wurden in eine Messplatte Uberfihrt. Nach
Zugabe eines &quivalenten Volumens Bright-Glo™-Assay Reagenz und 5 min
Inkubation bei RT wurde die Luziferase-Aktivitdt gemessen. Dabei wurde im
Plattenluminometer (Microplate Luminometer, Berthold Detection Systems, Pforzheim)
die Lichtemission jedes Wells fur die Zeitdauer von 1 s bestimmt.

Die aufgezeichneten Daten wurden mittels einer angeschlossene Software
ausgewertet. Die Mittelwerte der Dreifachbestimmungen wurden auf den Mittelwert der
Luziferase-Aktivitat des Referenzvirus Ad5CMVLuc bezogen. Als Negativkontrolle
dienten nicht-infizierte Zellen. Fur die Aktivitditsmessung des heterologen Promotors
wurden die resultierenden relativen Luziferase-Aktivitaten als prozentualer Anteil der

CMV-Promotor vermittelten Luziferase-Aktivitat angegeben (%CMV).
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2.5.3 Kristall-Violett-Assay

Zunachst wurde das onkolytische Potential ausgewahlter CRAds in einigen Zelllinien
mittels Kristall-Violett-Assay untersucht. Beim Kristall-Violett-Assay handelt es sich um
eine Methode, bei der Zellen durch die Farbung des Gesamtproteins visualisiert werden
kdénnen.

1,25 x 10° Zellen wurden in eine 24-Well-Platte mit je 1ml Wachstumsmedium (5%
FCS) ausgesat und fur 24 h bei 37°C inkubiert. Nach der Entfernung des Mediums
wurden die Zellen mit entsprechenden Virusverdinnungen in 500 pl Infektionsmedium
(2% FCS) fur 1 h bei 37°C infiziert, bevor 1ml Wachstumsmedium pro Well
hinzugegeben wurde. Die Zellvitalitat wurde taglich kontrolliert, das Kulturmedium
wurde alle zwei Tage erneuert. Sobald bei Wells mit der geringsten Viruslast CPE oder
zytotoxische Effekte beobachtet wurden, wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und dann fur 10 min bei RT mit Formalin fixiert. Nach der Entfernung des
Formalins wurde das Gesamtprotein der fixierten Zellen mit je 1 ml Kristall-Violett-
Lésung (1% Crystal Violet in 70% Ethanol) je Well fur 20 min bei RT angefarbt.
Uberschissige Crystal-Violet-Losung wurde unter flieRendem Wasser abgewaschen

und die Platten getrocknet, bevor sie fotografiert wurden.

2.5.4 Zytotoxizitats-Assays

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche CRAdSs in vitro hinsichtlich
ihres onkolytischen Potentials charakterisiert. Dazu wurden mittels MTS-Zytotoxizitats-
Assay (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega) nach
CRAd-Infektion Zytotoxizitatsprofile in Normal- und Tumorzellen erstellt.

Der verwendete MTS-Assay stellt eine etablierte Methode zur Bestimmung der Anzahl
vitaler Zellen in Proliferations- oder Zytotoxizitats-Assays (MTS-Assay) dar. Gemessen
wird die Dehydrogenase-Enzymaktivitat metabolisch aktiver Zellen. Der kolorimetrische
Test basiert auf der enzymatischen Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes MTS zum

violetten Formazan unter Beteiligung von NADPH oder NADH. Die Absorption des
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produzierten Formazans wird photometrisch bei 492 nm gemessen. Die Quantitat des
Formazan-Produktes bzw. die Farbintensitat ist dabei direkt proportional zur Anzahl

vitaler Zellen.

Jeweils 10* Zellen wurden in 100 pl Wachstumsmedium (5% FCS) in 96-Wellplatten
ausgesat und 24 h spater mit einem CRAd bzw. Kontrollvirus infiziert. Dabei wurden
adenovirale Partikel mit dem jeweiligen Virustiter in 50 pl Infektionsmedium (2% FCS)
angesetzt und nach Entfernung des Kulturmediums zu den Zellen gegeben. Nach 2 h
wurden 100 pl Wachstumsmedium zugegeben und die Zellen bei 37°C und 5% CO?
inkubiert. Beim Auftreten sichtbarer Zelllyse bei geringster Viruslast (5-7 Tagen nach

Infektion) wurde mittels MTS-Assay der Anteil vitaler Zellen gemessen.

Die Durchfihrung des Assays erfolgte durch die Zugabe von 20 yl MTS zu 100 ul
Kulturvolumen je Well (96 Well Platte) und einer Inkubationszeit von 2-4 h bei 37°C und
5% COZ2. Die Menge des umgesetzten Formazan-Produktes wurde spektrometrisch im
ELISA-Platten-Reader (anthos htll) bei 492 nm und einer Referenzwellenlange von 690
nm gemessen. Die experimentellen Werte wurden durch Subtraktion von Werten jeweils
mitgeflhrter Kontrollansatze (gleiches Mediumvolumen mit MTS ohne Zellen) bezlglich

der Hintergrundabsorption des Mediums bei 490 nm Korrigiert.

OCHACOOH - OCH,COOH _
SO;

Qg oUNes

/
N=N\®(S CHs N=N\H S CH,
W, X
CHs N oH,
MTS > Formazan

Abb. 2.2: Zugrundeliegende Farbreaktion des verwendeten Zytotoxizitits-Assays
Struktur des MTS-Agens (gelb) und des resultierenden Formazanproduktes (violett)
(Quelle: CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Manual, Promega)
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2.6 In vivo Untersuchung: Tierversuche

Die Untersuchung der antitumoralen Effizienz einer Therapie mit den im Rahmen dieser
Dissertation untersuchten konditional replizierenden Adenoviren erfolgte in zwei
unabhangigen murinen Tumormodellen. Hierbei wurde eine somatische, lokal
angewandte Therapie zur Behandlung von malignen Ovarialtumoren am SCID-
Mausmodell und Nacktmausmodell durchgeflihrt mit dem Ziel durch gezielte virale
Replikation selektiv nur Tumorzellen abzutéten. Gemessen werden sollen je nach
verwendetem Tiermodell TumorgroRe bei subkutanen bzw. Uberlebenszeit bei

intraperitonealen Tumoren.

Nach Inokulation von humanen Tumorzellen und Etablierung entsprechender solider
Tumoren in Versuchsmausen wurden die CRAds in Abhangigkeit vom verwendeten

Tumormodell subkutan bzw. intraperitoneal appliziert.

2.6.1 Subkutanes Ovarialkarzinom-Mausmodell

Die Wirksamkeit des therapeutischen Ansatzes wurde in vivo im murinen
Nacktmausmodell Uberpriift. Zu diesem Zweck wurden den M&usen subkutan 1x10’
Tumorzellen der Ovarialkarzinomzelllinie Hey implantiert (Versuchsschema siehe Abb.
3.22). Nach Erreichen einer TumorgroRe von 100 mm® wurde mit der Therapie
begonnen. Dazu wurden an drei aufeinander folgenden Tagen intratumoral je 1x10® VP
des jeweiligen Virus injiziert (1.Injektion = Tag 1) und das Tumorwachstum Uber 15

Tage gemessen.

Die TumorgroRe V wurde nach folgender Formel bestimmt:
V = Lange x Breite? x 0,5 (nach Arteaga et al., 1993)

Die TumorgroRe wurde taglich mit einer Schieblehre bestimmt, um Unterschiede des
Tumorwachstums in den verschiedenen Gruppen festzustellen. Fur die Berechnung der
Signifikanz wurde der Student’s t-Test (paarweise, doppelseitig) herangezogen. P-

Werte <0,05 wurden als signifikant gewertet.
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2.6.2 Intraperitoneales Ovarialkarzinom-Mausmodell

50 CB17 SCID-Mausen (5 Gruppen a 10 Tiere) wurde zu Beginn des Versuchs (Tag 0)
SKOV3.ip Zellen (1x107 Zellen in 500 pl PBS) intraperitoneal implantiert
(Versuchsschema siehe Abb. 3.24). Nach Anwachsen der Tumorzellen am Peritoneum
und Erreichen einer in Vorversuchen etablierten Tumorlast (7 Tage nach
Zellinokulation) wurden an drei aufeinander folgenden Tagen je 10® VP des jeweiligen
Virus intraperitoneal injiziert.

Im Folgenden wurden die Versuchstiere taglich inspiziert und Uber einen Zeitraum von
110 Tagen die Uberlebensrate beobachtet. Im Falle von iibermaBiger Belastung und
Stress wurden die Tiere getotet.

AbschlieRend wurden die gewonnenen Daten in einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt
und die Uberlebenszeit zwischen den Gruppen paarweise mittels Log-Rank Test unter

Verwendung der Software SPSS 11.5 verglichen.

2.7 Statistik

FUr die statistische Analyse wurden die Daten aus unabhangigen Experimenten
verwendet. Beide Luziferase-Assays sowie die Quantifizierung viraler Partikel mittels
Real-Time PCR wurden in dreifacher, die Zytotoxizitats-Assays in vierfacher
Ausfuhrung durchgefuhrt. Im Falle der Luziferase-Assays sind die jeweiligen Mittelwerte

+ Standardabweichung angegeben.



3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Cox2-Promotors im Hinblick auf

die Steuerung von CRAdSs (Transkriptionelles Targeting)

Um eine Selektivitat der viralen Replikation fir maligne Zielzellen zu erzielen, kbnnen
Promotoren genutzt werden, die in Tumorzellen in besonderem Male aktiv sind. Diese
so genannten tumorspezifischen Promotoren (TSP) werden dann zur Kontrolle friher
adenoviraler Gene eingesetzt, die essentiell fiur die Virusreplikation sind
(transkriptionelles Targeting, s. Einleitung: 1.5.5.1). Auf diese Weise wird eine
Abhangigkeit der Virusreplikation von der Aktivitat des Promotors in der infizierten
Wirtszelle erreicht. Dabei ist es wichtig, die Virusvermehrung bzw. die nachfolgende
Zelllyse in Normalzellen zu verhindern, um lebenswichtige Organe zu schonen und

somit eventuelle Nebenwirkungen onkolytischer Adenoviren zu minimieren.

In vielen Tumorentitaten epithelialen Ursprungs konnte eine erhdhte Expression der
Cyclooxigenase-2 (Cox2) nachgewiesen werden, eines induzierbaren Enzyms, das an
der Synthese von Prostaglandinen beteiligt ist (s. Einleitung: 1.5.7.1). Im Gegensatz
dazu wird Cox2 in den meisten Geweben, wie auch der Leber, unter physiologischen
Bedingungen nur gering exprimiert.

Damit scheint der Cox2-Promotor ein viel versprechender Kandidat flr den Einsatz als

tumorspezifischer Promotor in der Kontrolle des viralen Vermehrungszyklus zu sein.

3.1.1 Analyse der Cox2-Genexpression in Zervix- und Mammakarzinomen

Zunachst sollte mit zwei unabhangigen Methoden uberpriuft werden, inwieweit Cox2 in
gynakologischen Zelllinien tatsachlich exprimiert wird.

Die ersten Daten, die zur Auswahl des Cox2-Promotors als Kandidat zur Steuerung von
CRAds gefuhrt haben, stammen aus Micro-Array-Untersuchungen und mussten

verifiziert werden.
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Fir das Ovarialkarzinom (OvCa) lagen hinsichtlich der Verwendung dieses Promotors
fur eine gentherapeutische Virotherapie bereits Daten vor (Kanerva et al., 2004a;
Casado et al.,, 2001a). Aus diesem Grund beziehen sich die nachfolgend gezeigten

Daten ausschlieBlich auf Zervix- (CeCa) und Mammakarzinomzellen (MaCa).

3.1.1.1 Cox2-Genexpression auf Proteinebene

Mittels Immunhistochemie wurde die Expression des Cox2-Proteins in ausgewahlten
Zervix- und Mammakarzinomzelllinien untersucht. Fur die Proteindetektion wurde ein

Cox2-spezifischer, polyklonaler Antikorper aus Kaninchen (Dianova) verwendet.

Die Cox2-Expression konnte immunhistochemisch sowohl in der getesteten
Zervixkarzinomzelllinie ~ CaSki, als  auch in den  drei untersuchten
Mammakarzinomzelllinien BT-20, MCF-7 und MDA-MB-231 nachgewiesen werden
(Abb. 3.1). Dabei zeigte die Anfarbung die Lokalisation des Cox2-Proteins im Zytosol
und an der Membran. BT-20 zeigte die starkste Expression, die im Bereich der
Positivkontrolle A549 lag. MCF-7 wies eine mittelstarke Cox2-Expression auf, wahrend
MDA-MB-231 und CaSki-Zellen als schwach positiv getestet wurden.

Die Cox2-negativen Kontrollzelllinien HT29 (Abb. 3.1) und BT-474 (Daten nicht gezeigt)
wurden immunhistochemisch erwartungsgemall negativ auf die Cox2-Expression

getestet.

3.1.1.2 Cox2-Genexpression auf mMRNA-Ebene

Mittels quantitativer RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) wurde
die Cox2-Expression auf transkriptioneller Ebene analysiert. Die mMRNA-Konzentration
korreliert in der Regel starker mit der Promotoraktivitat als die Proteinkonzentration, da
die Proteinexpression ebenfalls durch translationale Regulationsmechanismen
beeinflusst wird.

Im ersten Schritt wurde die Gesamt-RNA aus 13 unterschiedlichen Zelllinien isoliert und
jeweils quantitativ in cONA umgeschrieben (Reverse Transkription). Diese cDNA wurde

anschlielend in einer ebenfalls quantitativen PCR amplifiziert und somit die mRNA-
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Abb. 3.1 Immunhistochemischer Nachweis der Cox2-Expression in ausgewahiten
gynikologischen Tumorzelllinien

Oben: Kontrolifarbung der Ovarialkarzinomzelllinie ES-2 mit und ohne Cox2-Antikdrper (AK)
Mitte: Zervixkarzinomzellinie CaSki und Mammakarzinomzelllinien BT-20, MCF-7 und MDA-
MB-231

Unten: Cox2-negative Darmkarzinomzelllinie HT29 als Negativkontrolle (NK), Cox2-positive
Lungenkarzinomzelllinie A549 als Positivkontrolle (PK)
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Expression ermittelt. Hierbei wurde Cox2 mit dem ubiquitar exprimierten Haushaltsgen
GAPDH koamplifiziert (Multiplex-PCR). Dieser interne Standard ermoglicht einen
Vergleich der Genexpression zwischen den Zelllinien. Zur Quantifizierung der
fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte wurde ein DNA-Sequenzierautomat eingesetzt
(A.L.F. Express).

Etablierung

Um eine quantitative Koamplifizierung des Ziel- und Referenzgens zu gewahrleisten,
mussen zahlreiche Parameter der PCR optimal eingestellt werden. Dazu gehdren die
Zyklenzahl und die Primerkonzentration, sowie dNTP-Menge, Enzymkonzentration,

Annealing-Temperatur und Laufzeiten des PCR-Programms.

Ein geeignetes Primerpaar fur Cox2 wurde mit Hilfe des Programms ,Primer3“
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm) ermittelt. Eventuelle Homologien zu anderen
Genen wurden mit BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ausgeschlossen. Das
resultierende Cox2-PCR-Produkt war 295 bp grof3. Das PCR-Produkt der GAPDH-
Amplifizierung hatte eine GrofRe von 187 bp.

Die optimale Annealing-Temperatur fur die Amplifizierung sowohl des Ziel- als auch des
Referenzgens wurde durch Testung mittels Agarose-Gelelektrophorese auf 60°C
festgelegt.

Um eine Quantifizierung des PCR-Produktes zu ermoglichen, muss die PCR im
linearen Bereich gestoppt werden. Die hierzu erforderliche Zyklenanzahl war fur die
etablierte GAPDH-PCR bereits bekannt und wurde fur Cox2 in einer zyklenabhangigen
PCR ermittelt, bei der alle anderen Parameter konstant gehalten wurden (Abb. 3.2). Fir

beide Reaktionen ergab sich ein optimaler Bereich bei 28 Zyklen.
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Abb. 3.2 Abhangigkeit der PCR-Produktmenge (Signalflache, y-
Achse) von der Anzahl der PCR-Zyklen in der Cox2 PCR-Reaktion

Die Quantifizierung der fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte mittels A.L.F.-
Sequenzierautomaten erfordert, dass die nebeneinander detektierten Signale von Cox2
und GAPDH in einem vergleichbaren Grolienbereich liegen. Zu diesem Zweck wurde
der CyS-fluoreszenzmarkierte GAPDH fwd Primer vor der PCR mit unmarkiertem fwd
Primer im Verhaltnis 1:20 verdinnt. Der entsprechend markierte Cox2-sense Primer

wurde aufgrund des schwacheren Signals unverdinnt eingesetzt.

Um eine Limitierung des PCR-Produktes aufgrund begrenzter Primerkonzentration zu
verhindern, wurde jeweils fir Cox2 und GAPDH die Primerabhangigkeit getestet (Abb
3.3). Im gewahlten Bereich war die Produktmenge flr beide Reaktionen nahezu
konstant, so dass im Folgenden jeweils 5 pl Cox2-sense und -antisense und jeweils 4 pl

GAPDH fwd und rev Primer eingesetzt wurde.

Cox2 Primerabhéngigkeit GAPDH Primerabhéngigkeit

4,0 4,0

351 | 35
£ | 1 |
<304 <30
g g
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2,0 T T T T 2,0 T T T -

3 4 5 6 7 8 3 4 5 6 7 8
Primer (ul) Primer (pl)

Abb. 3.3 Abhidngigkeit der PCR-Produktmenge (Signalfliche, y-Achse) von der
Primerkonzentration in der Cox2 und GAPDH PCR-Reaktion
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Ergebnisse

In 3/4 CeCa-Zelllinien (HeLa, SiHa, CaSki) und in 3/8 MaCa-Zelllinien (MDA-MB 231,
MDA-MB 123, Sk-Br-3) konnte eine Cox2-Expression nachgewiesen werden (Abb. 3.4,
3.5). In den standardmalig als Cox2-negativ eingesetzten BT-474-Zellen konnte
erwartungsgemald keine Expression gemessen werden.

Entgegen den Erwartungen zeigte die zur Kontrolle eingesetzte Normalgewebszelllinie
MCF-12A (immortalisierte Mammaepithelzellen) eine hohe Cox2-Genexpression.

Die Daten der RT-PCR korrelierten nicht mit den Ergebnissen der Immunhistochemie:
In BT-20 und MCF-7 Zellen konnte hier keine Expression gemessen werden, obwohl
beide in der AK-Farbung eine hohe Intensitat aufwiesen. Da bei der Proteindetektion
jedoch auch post-transkriptionelle Regulationsmechanismen ins Gewicht fallen, durften
die Ergebnisse der mRNA-Messsung im Hinblick auf die transkriptionelle Steuerung
adenoviraler Vektoren von groRRerer Relevanz sein.

Die besonders hohe Cox2-Expression in den beiden CeCa-Zelllinien HeLa und CaSki
lasst eine gute onkolytische Effizienz der Cox2-gesteuerten CRAds erwarten. Der Cox2-
Promotor stellt also eine viel versprechende Maoglichkeit dar, um als tumorspezifischer
Promotor den viralen Vermehrungszyklus zu kontrollieren, moglicherweise auch in

anderen als den getesteten Tumorentitaten.
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Abb. 3.4 Relative Cox2-Genexpression in Zervix- und Mammakarzinomzelllinien (vergl. Abb. 3.5)
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Abb. 3.5 Elektrophoretogramm der Auftrennung der PCR Produkte zur Analyse
der Cox2-Genexpression in Zervix- und Mammakarzinomzelllinien am Beispiel
ausgewabhlter Zelllinien (vergl. Abb. 3.4)

Dargestellt ist die Signalstarke (y-Achse) in Abhangigkeit von der Groe des PCR-
Produktes. Die jeweilige Peakflache gibt die Menge des GAPDH (blau) bzw. Cox2
(rot) PCR-Fragments an.
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3.1.2 Analyse der Cox2-Promotoraktivitat im Luziferase-Reportergen-Assay

Eine notwendige Voraussetzung fur eine effiziente onkolytische Virotherapie ist die
ausreichende Aktivitat des steuernden tumorspezifischen Promotors. Aus diesem
Grund kommen ausschliellich Promotoren in Betracht, die in Tumorgewebe
nachweislich hochreguliert sind. Die Promotoraktivitdt muss hoch genug sein, um den
viralen Vermehrungszyklus in Gang zu setzen, der wiederum in der Zerstérung der

Zielzelle endet.

Mittels RT-PCR konnte bereits eine Cox2-Expression in 3/4 CeCa-Zelllinien und in 3/8
MaCa-Zelllinien nachgewiesen werden. Die Aktivitat eines Promotors ist jedoch auch
abhangig von distalen Regulatoren, die bei der Insertion der Promotorsequenz in das
Virusgenom verloren gehen. Um die Aktivitat des Cox2-Promotors im adenoviralen
Kontext zu Uberprufen, wurden Luziferase-Reportergen-Assays durchgefuhrt.

Dazu wurde das nicht-replikative Adenovirus Ad5cox2LLuc eingesetzt, bei dem das
Luziferase-Reportergen unter der Kontrolle des Cox2L-Promotors steht. Als
isogenetisches Referenzvirus diente AdSCMVLuc mit dem ubiquitar exprimierten

immediate early Promotor und der Enhancer-Region des Cytomegaloviurs (CMV).

Hierbei wurde die jeweilige Zelllinie mit Ad5cox2LLuc und Ad5CMVLuc mit 1 bis 100
PFU/Zelle infiziet und nach 48h die Luziferase-Aktivitat bestimmt. Die
Hintergrundsignale der Negativkontrollen (0 PFU/Zelle) lagen dabei deutlich (Faktor 10)
unter den Luminiszenz-Signalen der Proben. Die Luziferase-Aktivitaten wurden
innerhalb einer Zelllinie auf die Luziferase-Aktivitdten des Referenzvirus Ad5CMVLuc
bezogen (% CMV). Wahrend des Versuchs wurde die Vitalitat der Zellen mikroskopisch
uberpruft, um Abweichungen aufgrund eventueller toxischer Effekte der Virusinfektion

ausschlieRen zu konnen.

Bei allen untersuchten Zelllinien konnte eine Aktivitat des Cox2-Promotors gezeigt
werden (Abb. 3.6). Dabei lagen die in den CeCa-Zellen (C33A, HelLa, SiHa, CaSki)
gemessenen Werte bei 10 PFU/Zelle deutlich hdher (9,2 bis 24,6 % CMV) als bei den
MaCa-Zellen (BT-20, MDA-MB-231, MCF-7; 1,1 bis 3,8 % CMV).
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Die eher geringe Cox2L-Promotoraktivitat in MaCa-Zellen im Vergleich zu CeCa-Zellen
korreliert tendenziell zu den Ergebnissen der Cox2-Genexpressionsmessungen. In BT-
20 und MCEF-7 liel3 sich mittels RT-PCR keine Cox2-Expression nachweisen, und beide
Zelllinien zeigten dementsprechend auch im Luziferase-Assay die geringsten
Promotoraktivitaten. Insgesamt jedoch ist die Korrelation der Luziferase-Assays mit der
Immunhistochemie und RT-PCR relativ gering. Wahrend mittels RT-PCR in der CeCa-
Zelllinie C33A keine Cox2-Genexpression gemessen werden konnte, ist die Luziferase-
Aktivitat in dieser Zelllinie die hdchste. Diese Abweichung wird auf eine erhodhte
Toxizitdt der AdSCMVLuc-Infektion zurlckzufihren sein, die bei C33A-Zellen
gegenuber den anderen untersuchten Zelllinien zu beobachten war. Die daraus
folgende geringere Signalstarke in den Referenzproben fuhrt in der Darstellung der
Promotoraktivitat als Quotienten zu einer scheinbar hoheren Cox2L-Promotoraktivitat in
C33A-Zellen. Dennoch zeigen die Ergebnisse des Luziferase-Assays im Gegensatz zu
den Daten der RT-PCR eine relevante Cox2L-Promotoraktivitat auch in C33A-Zellen,

was wohl auf den adenoviralen Kontext zuriickzufuhren ist.
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Abb. 3.6 Cox2L-Promotoraktivitat in Zervix- und Mammakarzinomzelllinien

Dargestellt ist die relative Luziferase-Aktivitat (% CMV) von Ad5cox2LLuc bezogen auf AA5CMVLuc
nach Infektion mit 10 PFU/Zelle. Es handelt sich um Mittelwerte +/- Standardabweichung aus drei
unabhangigen Experimenten.
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3.2 Verbesserung der adenoviralen Infektionsrate durch

Fibermodifikation (Transduktionelles Targeting)

Der primare Rezeptor des Adenovirus Serotyp 5 ist der Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor
(CAR). Nach der Adhasion eines Viruspartikels (VP) an CAR erfolgt zusatzlich die

Bindung an o Integrine, gefolgt von der Internalisierung des Virus.

Die CAR-Expression ist jedoch in Tumorzellen oft deutlich reduziert, was zu
Resistenzen gegenuber der adenoviralen Infektion fUhren kann. Eine verringerte
adenovirale Gentransferrate vermindert die Effizienz adenoviraler Gentherapieansatze
und macht eine Erhdhung der Virus-Dosis erforderlich, was wiederum zu einem

schlechteren Nebenwirkungsprofil fuhrt.

Ein Ansatz, um die CAR-Defizienz maligner Zielzellen zu umgehen, ist das
transduktionelle Targeting. Hierbei wird die veranderte Rezeptorexpression flr eine
spezifische Infektion dieser Zellen genutzt, indem der Vektor durch die genetische

Veranderung des Viruskapsids zu einem alternativen Rezeptor umgeleitet wird.

Um eine effiziente Adhasion und Infektion von Tumorzellen mit Ad5-basierten CRAds
zu erreichen, wurde durch genetische Fibermodifikation eine Chimare konstruiert
(Ad5/3), die die Knob-Domane (eigentliches Bindungselement) des Adenovirus Serotyp
3 (Ad3) tragt (Kanerva et al., 2002a). Auf diese Weise erfolgt ein Retargeting der
tropismusmodifizierten CRAds zum Ad3-Rezeptor und eine nunmehr CAR-unabhangige
Transduktion (s. Einleitung: 1.5.7.2 und Abb. 1.11). Ad5/3-fibermodifizierte Adenoviren
zeigten bereits deutlich verbesserte Infektionsraten in OvCa-Zellen (Kanerva et al.,
2002a).

Im vorliegenden Fall sollte Uberpruft werden, ob sich durch den Einsatz einer
fibermodifizierten Ad5/3-Chimare ebenfalls eine verbesserte Infektionsrate in Zervix-
und Mammakarzinomen erreichen lasst im Vergleich zu einem Ad5-Vektor.

Hierzu wurde die jeweilige Zelllinie mit ADSCMVLuc und Ad5/3CMVLuc mit 1 bis 100
Viruspartikeln pro Zelle (VP/Zelle) infiziert und nach 48h die Luziferase-Aktivitat
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bestimmt. Die Hintergrundsignale der Negativkontrollen (0 VP/Zelle) lagen dabei
deutlich (Faktor 10) unter den Luminiszenz-Signalen der Proben. Wahrend des
Versuchs wurde die Vitalitat der Zellen mikroskopisch Uberprift, um Abweichungen

aufgrund eventueller toxischer Effekte der Virusinfektion ausschliel3en zu kénnen.

In Abb. 3.7 ist jeweils der Quotient der Luziferase-Aktivitaten von Ad5/3- zu Ad5-
infizierten Zellen innerhalb einer Zelllinie dargestellt. In allen getesteten Proben war
dieser Quotient >1, was einer Erhdhung der adenoviralen Infektionsrate durch die
beschriebene Fibermodifikation entspricht (Infectivity Enhancement).

Der grolite Effekt konnte bei MCF-7, CaSki- und SiHa-Zellen erreicht werden mit einer
5- bis 7-fachen Steigerung der Infektionsrate durch den veranderten Tropismus der
Ad5/3-Fiberchimare.

Damit ist die eingesetzte Ad5/3-Fiberchimare geeignet, die Infektion von Tumorzellen

ZU verbessern.
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Abb. 3.7 Relatives Infectivity Enhancement in Zervix- und Mammakarzinomzelllinien
Erhéhung der Infektionsrate durch 5/3-Fibermodifikation. Vergleich der Luziferase-Aktivitat von
Ad5/3CMVLuc und Ad5CMVLuc nach Infektion mit 10 VP/Zelle: Es ist jeweils der Quotient der
Luziferase-Aktivitaten von Ad5/3- und Ad5-infizierten Zellen dargestellt (y-Achse). Werte >1
entsprechen einer Erhéhung der adenoviralen Infektionsrate durch die 5/3-Fibermodifikation.

Es handelt sich um Mittelwerte +/- Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.



3 Ergebnisse 71

3.3 Charakterisierung Cox2-gesteuerter, fibermodifizierter

CRAdSs in vitro und in vivo

Wie zuvor dargelegt, scheint der humane Cox2-Promotor geeignet fur die Steuerung
von CRAds (transkriptionelles Targeting), die Aktivitat des Promotors konnte in allen
untersuchten CeCa- und MaCa-Zellen gezeigt werden.

Zudem fuhrte die 5/3-Fibermodifikation zu einer erhéhten Infektionsrate im Vergleich zur
wildtypischen Adenovirus Serotyp 5 Fiber in allen getesteten CeCa- und MaCa-Zellen

(transduktionelles Targeting).

Entsprechendes war aus aktuellen Publikationen flr das OvCa bereits bekannt (Casado
et al., 2001a; Kanerva et al., 2002a; Kanerva et al., 2004a).

Nun sollte durch die Kombination beider Strategien zur Steuerung onkolytischer CRAds
eine maoglichst hohe Spezifitat beziehungsweise Effizienz der adenoviralen Gentherapie
erreicht werden. Um im Hinblick auf eine mdgliche klinische Anwendung toxische
Effekte zu minimieren und lebenswichtige Organe zu schonen, sollte der Cox2-
Promotor die Expression des adenoviralen E1A-Gens und den dadurch induzierten
viralen Vermehrungszyklus auf das Zielgewebe beschranken. Eine hohe Infektionsrate
der malignen Zielzellen sollte durch den Einsatz der 5/3-Fibermodifikation gewahrleistet
werden. Zudem sollte analysiert werden, ob die Verwendung der E1A-
Deletionsvarianten E1AA24 und E1AA2A24, durch die die CRAd-Replikation in
ruhenden Zellen verhindert werden sollte (s. Einleitung 1.5.7.3), die Spezifitat der Cox2-

regulierten Virotherapie steigern kann.

Promotorstarke

Bei der onkolytischen Gentherapie stellt sich die Frage, wie hoch die Aktivitat des
Promotors, der die virale Replikation steuert, sein sollte. Eine zu geringe Aktivitat im
Zielgewebe ist moglicherweise nicht ausreichend, um den viralen Vermehrungsprozess
zu ermoglichen. Auf der anderen Seite kann jedoch eine sehr hohe Promotoraktivitat
durch Anhaufung des toxischen E1-Proteins zu einer Zerstorung der Wirtszelle fuhren,

wodurch eine effektive Virusreplikation verhindert wirde.
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Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde der tumorspezifische Cox2-Promotor in
zwei Langenvarianten eingesetzt (Cox2L und Cox2M; Yamamoto et al., 2001; siehe
auch Einleitung 1.5.7.1), um die optimale Promotorstarke fur die Steuerung der

adenoviralen Replikation zu ermitteln (s. 3.3.1.2).

Deletionen im viralen Genom und ihr Einfluss auf die Tumorspezifitat

Es ist bekannt, dass die replikative Potenz der Adenoviren mit jeder eingefuhrten
genetischen Modifikation, insbesondere Gendeletionen, abnimmt. Vorliegend stellt sich
somit die Frage, ob auch die mehrfach-modifizierten Viren noch in der Lage sind,

ausreichend in Tumorzelllinien zu replizieren (s. 3.3.1.3).

3.3.1 Zytotoxizitatsprofile der sechs Cox2-CRAds in Zervix-, Mamma- und
Ovarialkarzinomen

Durch Kombination der drei Strategien zur Steuerung von CRAds (transkriptionelles
Targeting, transduktionelles Targeting, E1A-Deletionen) standen sechs unterschiedliche
Ad5/3cox2-CRAds zur Verfugung (s. Einleitung: 1.5.7 und Abb. 1.9).

Ad5/3cox2LA24 und Ad5/3A24 wurden in A549 Zellen propagiert (Large Scale Virus
Preparation), Uber zwei diskontinuierliche Casium-Chlorid-Gradienten aufgereinigt und
schliel3lich dialysiert. Durch Messung der optischen Dichte wurde der physikalische
Titer (VP/ml) bestimmt. Zur Erhebung des funktionellen Titers wurde der biologische
Titertest tissue culture infectious dose 50 (TCIDsp) eingesetzt und der so bestimmte

Titer in die gebrauchliche Einheit PFU/ml (plaque forming unit) umgerechnet (Tab. 3.1).

Das Maly fur die Qualitat einer Virusproduktion ergibt sich aus dem Verhaltnis
infektioser Viruspartikel (in PFU/mI) zur absoluten Viruspartikelzahl (in VP/ml). Dabei
sollte die Ratio 1:100 nicht Uberschreiten. Alle Viruspraparationen, die in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden, wiesen ein Verhaltnis zwischen 1:11 und 1:33

auf und konnten somit fur die anschlieRenden Messungen eingesetzt werden.
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VP/mI PFU/mI Ratio
Ad5/3cox2LE1 3,9x 10" 2,6x10" 1:15
Ad5/3cox2LA24 4,0x 10" 1,2x 10" 1:33
Ad5/3cox2LA2A24 2,0x 10" 1,2x 10" 1:17
Ad5/3cox2ME1 3,5x 10" 1,2x 10" 1:29
Ad5/3cox2MA24 3,0x 10" 1,0 x 10" 1:30
Ad5/3cox2MA2A24 1,1 x 10" 1,0 x 10" 1:11

Tab. 3.1: Virustiter der Cox2-CRAds

Physikalische (VP/ml) und funktionelle (PFU/ml) Virustiter der Cox2-CRAds.

Reinheit und Ratio (funktionelle vs. disruptierte Viruspartikel) der sechs Cox2-CRAds
lagen in einem zufrieden stellenden Bereich.

Zunachst wurde das onkolytische Potential ausgewahlter Ad5/3cox2-CRAds in einigen
Zelllinien (CaSki, SKOV3.ip, MCF-7) mittels Kristall-Violett-Assay untersucht. Dabei
werden vitale Zellen blau angefarbt. Abbildung 3.8 zeigt deutlich die mit steigendem
Virustiter einhergehende Onkolyse durch Ad5/3cox2LA24 und Ad5/3cox2MA24 am
Beispiel der Zervixkarzinomzelllinie CaSki (vergl. auch Abb. 3.9). Dabei liegt die
Effizienz beider Cox2-Viren im gleichen Bereich. Das Wt-Virus zeigt die hdchste
Onkolyse, gefolgt vom Kontrollvirus Ad5/3A24 (Positivkontrolle). Nach Infektion mit
Ad5/3CMVLuc, das als Negativkontrolle eingesetzt wurde, war erwartungsgeman keine
Zelllyse zu beobachten.

Aufgrund der bei dieser Methode schwierigen Quantifizierung wurde fur die folgende
Analyse des onkolytischen Potentials der MTS-Zytotoxizitats-Assay (CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega) eingesetzt (siehe nachstes
Kapitel).

vp/c Ad5/3cox2LA24 Ad5/3cox2MA24 Ad5Wt Ad5/3A24 Ad5/3CMVLuc

_—_

Abb. 3.8: Cox2-gesteuerte CRAds lysieren Zervixkarzinomzellen.
Nach der Infektion von CaSki-Zellen mit zwei Cox2-CRAds, Ad5 Wildtypvirus und zwei
Kontrollviren in  vier verschiedenen Viruskonzentrationen wurden die Zellen
6 Tage inkubiert. AnschlieRend wurden vitale Zellen mit Kristall-Violett angefarbt.

vp/c : Viruspartikel pro Zelle
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3.3.1.1 Onkolytisches Potential der Cox2-CRAds in CeCa, MaCa und OvCa

Die sechs Cox2-Promotor gesteuerten und tropismusmodifizierten CRAds sollten
hinsichtlich ihres onkolytischen Potentials in vitro charakterisiert werden. Dazu wurden
mittels MTS-Zytotoxizitats-Assay (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay, Promega) Zytotoxizitatsprofile in allen drei gynakologischen
Tumorentitaten erstellt.

Durch den Vergleich der Zelllyse von Normal- und Tumorzellen nach CRAd-Infektion

sollten Aussagen zur Tumorspezifitat getroffen werden.

Der MTS-Assay stellt eine etablierte Methode zur Messung der Zelltoxizitat bzw.
Zellproliferation dar. Gemessen wird die Dehydrogenase-Enzymaktivitat metabolisch
aktiver Zellen. Der kolorimetrische Test basiert auf der enzymatischen Reduktion des
eingesetzten MTS-Agens zu Formazan, dessen Absorption bei 492 nm fotometrisch
gemessen werden kann. Die Produktion des Formazans bzw. die Farbintensitat ist

dabei proportional zur Anzahl vitaler Zellen.

Zellen wurden in vier Parallel-Ansatzen mit ansteigenden Virustitern (0-10 VP/Zelle)
infiziert. Zum Vergleich mit den sechs Cox2-Promotor gesteuerten CRAds wurden
Zellen ebenfalls mit dem nicht-modifizierten Wildtyp Adenovirus Serotyp 5 (Ad5Wh)
infiziert. Als Positivkontrolle diente das isogenetische Vergleichsvirus Ad5/3A24, das
den ursprunglichen adenoviralen E1A-Promotor aufweist. Als Negativkontrolle wurde
das E1-deletierte (und somit replikationsdefiziente) Ad5/3CMVLuc Virus eingesetzt.

Nach 5-7 Tagen wurde mittels MTS-Assay der Anteil vitaler Zellen gemessen und in

Abhangigkeit vom eingesetzten Virustiter dargestellt (Abb. 3.09 bis 3.16).

Onkolytisches Potential der Cox2-CRAds in CeCa

In allen getesteten CeCa-Zelllinien (CaSki, SiHa, HeLa, C33A) konnte durch den
Einsatz von Cox2-CRAds eine leichte bis starke Onkolyse induziert werden.

In SiHa-, HeLa- und C33A-Zellen traten onkolytische Effekte der Cox2-CRAds erst bei
hdchster Viruslast (10 VP/Zelle) auf. Einzig in CaSki-Zellen konnten hinsichtlich der
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Cox2-Promotor gesteuerten CRAds bereits bei einer Viruslast von 1 VP/Zelle
Zytotoxizitaten von bis zu 49% (AdS5/3cox2LA24, Ad5/3cox2ME1) beobachtet werden.
In CaSki- und SiHa-Zellen konnte der insgesamt starkste, durch Cox2-CRAds
induzierte, onkolytische Effekt von rund 75% durch das Ad5/3cox2LA24 und
Ad5/3cox2ME1 Virus erzielt werden. Diese Daten korrelieren mit der gemessenen
hohen Cox2-Promotoraktivitat und der groflen Verbesserung der Infektionsrate durch
transduktionelles Targeting in diesen beiden Zelllinien. Im Gegensatz dazu resultieren

vergleichbare Vordaten fur HeLa-Zellen nicht in einer derartig hohen Zytotoxizitat.

CaSki

1,0 —4— Ad5/3-Cox2L-E1
—— Ad5/3-Cox2L-A24
—A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
—<— Ad5/3-Cox2M-E1
—— Ad5/3-Cox2M-A24
—@— Ad5/3-Cox2M-A2A24
—+—WT

05
N ——Ad5/3A24

0,0

Anteil vitaler Zellen

MOI (vp/c)

SiHa

1.0 —4— Ad5/3-Cox2L-E1
—- Ad5/3-Cox2L-A24
—A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
—>— Ad5/3-Cox2M-E1
—— Ad5/3-Cox2M-A24
—@— Ad5/3-Cox2M-A2A24
05 —=WT

—— Ad5/3A24

Anteil vitaler Zellen

0,0

MOI (vp/c)

Abb. 3.9 Zytotoxizitat der fibermodifizierten Cox2-CRAds in CaSki und SiHa Zellen (CeCa)

Zellen wurden mit den sechs Cox2-CRAds, Ad5Wt, der Positivkontrolle Ad5/3A24 und dem
replikations-defizienten Ad5/3CMVLuc infiziert. Nach 5-7 Tagen wurde der Anteil vitaler Zellen
mittels MTS-Assay bestimmt und bezogen auf Ad5/3CMVLuc als relative Vitalitat (y-Achse) in
Abhangigkeit vom eingesetzten Virustiter (x-Achse) dargestellt (Mittelwert aus vier Experimenten).
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In allen Fallen verursachten das Ad5Wt- und das Ad5/3A24-Kontrollvirus im Gegensatz
zu den Cox2-CRAds bereits bei geringster Viruslast (0,1 VP/Zelle) leichte bis starke
Zelltoxizitat. Hierbei induzierte das unveranderte Ad5-Wildtypvirus die starkste Zelllyse,
gefolgt vom Ad5/3A24 Kontrollvirus.

In 3/4 CeCa-Zelllinien (CaSki, SiHa, Hela) induzieren Ad5/3cox2LA24 und
Ad5/3cox2ME1 bei hochster Viruslast hohe Onkolysen, die vergleichbar waren mit der
Effizienz der Positivkontrolle Ad5/3A24.

HelLa

—— Ad5/3-Cox2L-E1
—#— Ad5/3-Cox2L-A24
—A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
—%<— Ad5/3-Cox2M-E1
—— Ad5/3-Cox2M-A24
—@— Ad5/3-Cox2M-A2A24
——WT

——Ad5/3A24

Anteil vitaler Zellen

0,0

MOl (vplc)

C33-A

s N —o— Ad5/3-Cox2L-E1
—— Ad5/3-Cox2L-A24
—A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
—%<— Ad5/3-Cox2M-E1
—%— Ad5/3-Cox2M-A24
—8— Ad5/3-Cox2M-A2A24
——=WT

—— Ad5/3A24

Anteil vitaler Zellen

0,0

MOI (vp/c)

Abb. 3.10 Zytotoxizitit der fibermodifizierten Cox2-CRAds in HeLa und C33-A Zellen (CeCa)
Zellen wurden mit den sechs Cox2-CRAds, AdSWt, der Positivkontrolle Ad5/3A24 und dem
replikations-defizienten Ad5/3CMVLuc infiziert. Nach 5-7 Tagen wurde der Anteil vitaler Zellen
mittels MTS-Assay bestimmt und bezogen auf Ad5/3CMVLuc als relative Vitalitat (y-Achse) in
Abhangigkeit vom eingesetzten Virustiter (x-Achse) dargestellt (Mittelwert aus vier Experimenten).
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Onkolytisches Potential der Cox2-CRAds in OvCa

Durch den Einsatz von Cox2-CRAds konnten in allen getesteten OvCa-Zelllinien
(SKOV3.ip, ES-2, OV-4, Hey) deutliche Zytotoxizitaten induziert werden. In 2/4 OvCa-
Zelllinien (SKOV3.ip, ES-2) konnten bereits bei einer Viruslast von 1 VP/Zelle hohe
Zelltoxizitaten erreicht werden (bis zu 65% durch Ad5/3cox2ME1, bis 50% durch
Ad5/3cox2LA24).

Die effizienteste Zelllyse konnte in SKOV3.ip Zellen durch Ad5/3cox2LA24,
Ad5/3cox2ME1 und Ad5/3cox2MA24 induziert werden (89%).

SKOV-3.ip

—4— Ad5/3-Cox2L-E1
—— Ad5/3-Cox2L-A24
—A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
—¢— Ad5/3-Cox2M-E1
—%— Ad5/3-Cox2M-A24
—8— Ad5/3-Cox2M-A2A24
05 ——WT

—— Ad5/3A24
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0,0
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10 —— Ad5/3-Cox2L-E1
—B— Ad5/3-Cox2L-A24
—A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
—%— Ad5/3-Cox2M-E1
—%— Ad5/3-Cox2M-A24
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—— Ad5/3A24

Anteil vitaler Zellen

0,0
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Abb. 3.11 Zytotoxizitat der fibermodifizierten Cox2-CRAds in SKOV3.ip und ES-2 Zellen (OvCa)
Zellen wurden mit den sechs Cox2-CRAds, Ad5Wt, der Positivkontrolle Ad5/3A24 und dem replikations-
defizienten Ad5/3CMVLuc infiziert. Nach 5-7 Tagen wurde der Anteil vitaler Zellen mittels MTS-Assay
bestimmt und bezogen auf Ad5/3CMVLuc als relative Vitalitdt (y-Achse) in Abhangigkeit vom
eingesetzten Virustiter (x-Achse) dargestellt (Mittelwert aus vier Experimenten).
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In 3/4 OvCa-Zelllinien (SKOV3.ip, ES-2, OV-4) war Ad5/3A24 das onkolytisch
effizienteste Virus. Das hohe onkolytische Potential von Ad5/3A24 in Relation zu AdSWt
ist ein Hinweis auf die effiziente Infektion der 5/3-Fiberchimare im Ovarialkarzinom.

Hey war die Zelllinie mit den geringsten Unterschieden der onkolytischen Potenz
zwischen den sechs Cox2-CRAds. Der Vergleich des onkolytischen Potentials der
Cox2-CRAds mit dem hier sehr zelltoxischen Ad5Wt weist auf eine eher begrenzte
Steigerung der Infektionseffizienz durch den Einsatz der 5/3-Fiber in dieser Zelllinie hin.
In 3/4 OvCa-Zelllinien (SKOV3.ip, ES-2, OV-4) waren alle Cox2-CRAds auler den
doppelt E1A-mutierten Viren toxischer als Ad5Wt. Hierbei gehorte Ad5/3cox2LA24 zu
den potentesten CRAds und lag bei hochster Viruslast hinsichtlich der Zytotoxizitat im
Bereich der Positivkontrolle Ad5/3A24.

ov-4
15
10l —— Ad5/3-Cox2L-E1
s —B— Ad5/3-Cox2L-A24
3 —A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
& —%— Ad5/3-Cox2M-E1
E —¥— Ad5/3-Cox2M-A24
] —8— Ad5/3-Cox2M-A2A24
<
——WT
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—— Ad5/3A24
0,0
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15
101 —o— Ad5/3-Cox2L-E1
5 —m— Ad5/3-Cox2L-A24
S —A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
ﬁ —¢— Ad5/3-Cox2M-E1
% —— Ad5/3-Cox2M-A24
2 —8— Ad5/3-Cox2M-A2A24
05 | ——WT
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0,0
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Abb. 3.12 Zytotoxizitat der fibermodifizierten Cox2-CRAds in OV-4 und Hey Zellen (OvCa)

Zellen wurden mit den sechs Cox2-CRAds, Ad5Wt, der Positivkontrolle Ad5/3A24 und dem
replikations-defizienten Ad5/3CMVLuc infiziert. Nach 5-7 Tagen wurde der Anteil vitaler Zellen
mittels MTS-Assay bestimmt und bezogen auf Ad5/3CMVLuc als relative Vitalitdt (y-Achse) in
Abhangigkeit vom eingesetzten Virustiter (x-Achse) dargestellt (Mittelwert aus vier Experimenten).
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Onkolytisches Potential der Cox2-CRAds in MaCa

In allen untersuchten MaCa-Zellen (MCF-7, BT-20, MDA-MB-231) zeigten Cox2-CRAds
gute onkolytische Wirksamkeit. In 2/3 untersuchten MaCa-Zelllinien (MDA-MB-231,
MCF-7) konnten bereits bei einer Viruslast von 1 VP/Zelle hohe Zytotoxizitaten (z.B. 91
% durch Ad5/3cox2LA24 Virus in MDA-MB-231) induziert werden, die in MCF-7 Zellen
sogar uber den Werten der Positivkontrolle Ad5/3A24 (71% versus 49%) lagen.

Die hochste Zelltoxizitat wurde in Ad5/3cox2LE1, Ad5/3cox2LA24 und Ad5/3cox2ME1
infizierten MDA-MB-231 Zellen gemessen (bis 97%).

MDA-MB-231

—4— Ad5/3-Cox2L-E1
—— Ad5/3-Cox2L-A24
—A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
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—— Ad5/3-Cox2M-A24
—@— Ad5/3-Cox2M-A2A24
—+—WT

—— Ad5/3A24

Anteil vitaler Zellen
°
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MCF-7
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1,0 &
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-m— Ad5/3-Cox2L-A24
—A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
—— Ad5/3-Cox2M-E1

—K— Ad5/3-Cox2M-A24
—8— Ad5/3-Cox2M-A2A24
——WT

—— Ad5/3A24

Anteil vitaler Zellen
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Abb. 3.13 Zytotoxizitat der fibermodifizierten Cox2-CRAds in MDA-MB-231 und MCF-7 Zellen (MaCa)
Zellen wurden mit den sechs Cox2-CRAds, Ad5Wt, der Positivkontrolle Ad5/3A24 und dem replikations-
defizienten Ad5/3CMVLuc infiziert. Nach 5-7 Tagen wurde der Anteil vitaler Zellen mittels MTS-Assay
bestimmt und bezogen auf Ad5/3CMVLuc als relative Vitalitat (y-Achse) in Abhangigkeit vom eingesetzten
Virustiter (x-Achse) dargestellt (Mittelwert aus vier Experimenten).
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Das Ad5Wt-Virus weist eine bemerkenswert geringe Zelltoxizitat in MCF-7 Zellen auf
(28% bei hochster Viruslast). Dieses Ergebnis korreliert mit den Messungen zum
Infectivity Enhancement, wo die Erhodhung der Infektionsrate durch 5/3-
Fibermodifikation in MCF-7 Zellen am grofdten war (Faktor 6,7, s. Abb. 3.7).
Dementsprechend erreichten Cox2-CRAds hohe Zelllysen trotz der in den
Vorversuchen gemessenen geringen Cox2-Promotoraktivitat.

Im Gegensatz dazu lasst sich die hohe Wirksamkeit von Cox2-CRAds in MDA-MB-231
Zellen eher auf die im Vergleich zu MCF-7 hohe Promotoraktivitat bei relativ geringem
Infectivity Enhancement zuruckfuhren.

In allen getesten MaCa-Zelllinien zeigten Ad5/3cox2LE1, Ad5/3cox2LA24,
Ad5/3cox2LA2A24 und Ad5/3cox2ME1 eine effiziente, mit der Positivkontrolle

Ad5/3A24 vergleichbare Lyse der infizierten Tumorzellen.

BT-20

1ol | _ —— Ad5/3-Cox2L-E1

i ~B- Ad5/3-Cox2L-A24
—A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
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Abb. 3.14 Zytotoxizitat der fibermodifizierten Cox2-CRAds in BT-20 Zellen (MaCa)

Zellen wurden mit den sechs Cox2-CRAds, Ad5Wt, der Positivkontrolle Ad5/3A24 und dem
replikations-defizienten Ad5/3CMVLuc infiziert. Nach 5-7 Tagen wurde der Anteil vitaler Zellen
mittels MTS-Assay bestimmt und bezogen auf Ad5/3CMVLuc als relative Vitalitat (y-Achse) in
Abhangigkeit vom eingesetzten Virustiter (x-Achse) dargestellt (Mittelwert aus vier Experimenten).
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Onkolytisches Potential der Cox2-CRAds in Kontrollzellen

Die Toxizitat der Cox2-Promotor gesteuerten CRAds in benignen Normalgewebszellen
wurde an primaren Hepatozyten (nHEP) und Mammaepithelzellen (HMEC) untersucht.
Aus frischem Blut isolierte Monozyten (peripheral blood mononuclear cells, PBMC)
dienten zur Untersuchung der Sicherheit. Die Cox2-positive Lungenkarzinomzelllinie

A549 wurde als Positivkontrolle eingesetzt.

Die Analyse der Zytotoxizitat in nHEP-Zellen ist im Hinblick auf eine mdgliche klinische
Anwendung von grolRer Bedeutung, da Adenoviren nach der Applikation in der Leber
akkumulieren und abgebaut werden. Deshalb ist eine stark reduzierte Replikationsrate

die Voraussetzung, um lebertoxische Nebenwirkungen zu vermeiden.
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Abb. 3.15 Zytotoxizitat der fibermodifizierten Cox2-CRAds in benignen Normalgewebszellen
Getestet wurden priméare Hepatozyten (nHEP) und Mammaepithelzellen (HMEC).
Legende siehe Abb. 3.14



3 Ergebnisse 82

Mittels MTS-Assay konnte gezeigt werden, dass kein Cox2-CRAd zytotoxisch in nHEP-
Zellen wirkt. Hingegen resultierte eine Infektion mit Wildtypvirus bereits bei einer

Viruslast von 1 VP/Zelle in hundertprozentiger Zelllyse.

PBMC
1,5
—&— Ad5/3-Cox2L-E1
s 101 ~B- Ad5/3-Cox2L-A24
T —A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
5 —%~ Ad5/3-Cox2M-E1
I —%— Ad5/3-Cox2M-A24
2 —@— Ad5/3-Cox2M-A2A24
£ ——WT
< 05 —— Ad5/3A24
0,0 T T T
0 0,1 1 10
MOI (vp/c)
A549
1,5
Q \ —&— Ad5/3-Cox2L-E1
g 10 T 8- Ad5/3-Cox2L-A24
N —A— Ad5/3-Cox2L-A2A24
8 %~ Ad5/3-Cox2M-E1
2 —%— Ad5/3-Cox2M-A24
= -8 Ad5/3-Cox2M-A2424
f =
2 05 ——WT
—— Ad5/3A24
0,0
0 0,1 1 10
MOI (vp/c)

Abb. 3.16 Zytotoxizitat der fibermodifizierten Cox2-CRAds in Blut-Monozyten (PBMC) und
Cox2-positiven Lungenkarzinomzellen (A549)

Zellen wurden mit den sechs Cox2-CRAds, Ad5Wt, der Positivkontrolle Ad5/3A24 und dem
replikations-defizienten Ad5/3CMVLuc infiziert. Nach 5-7 Tagen wurde der Anteil vitaler Zellen
mittels MTS-Assay bestimmt und bezogen auf Ad5/3CMVLuc als relative Vitalitdt (y-Achse) in
Abhangigkeit vom eingesetzten Virustiter (x-Achse) dargestellt (Mittelwert aus vier Experimenten).

In HMEC-Zellen verursachten Cox2-CRAds eine leichte Zelllyse (bis zu 24% bei 1
VP/Zelle), die jedoch im Vergleich zur Positivkontrolle Ad5/3A24 deutlich verringert war
(67%). In den malignen MaCa-Zellen MCF-7 und MDA-MB-231 war das onkolytische
Potential von 4/6 Cox2-CRAds und Ad5/3A24 hingegen vergleichbar oder sogar hoher.
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PBMC wurden durch keines der eingesetzten Viren lysiert. Dieses Ergebnis kdnnte flr

die Bewertung der Sicherheit einer CRAd-Therapie von Bedeutung sein.

Die Cox2-positiven Lungenkarzinomzellen A549 wurden erwartungsgemal effizient
durch Cox2-CRAds lysiert (88% Zelltoxizitat durch Ad5/3cox2LE1, Ad5/3cox2LA24,
Ad5/3cox2ME1 bei 1 VP/Zelle).

Tests mit weiteren benignen Kontrollzellen (primare Fibroblasten, Mammaepithelzelllinie
MCF-12A) wiesen ebenfalls auf eine geringe Zelltoxizitdt der Cox2-CRAds in

Normalzellen hin (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt ergibt sich aus der effizienten Onkolyse von Tumorzellen bei gleichzeitig

reduzierter Zytotoxizitat in Normalzellen die Tumorspezifitat der Cox2-CRAds.

3.3.1.2 Die Promotorvarianten Cox2L und Cox2M im Vergleich

Unter den sechs Cox2-CRAds gab es gro3e Unterschiede hinsichtlich ihres
onkolytischen Potentials. Offensichtlich ist jedoch die Aktivitat sowohl der langen als
auch der kirzeren Cox2-Promotorvariante ausreichend hoch, um eine effiziente

Virusreplikation zu induzieren und die Lyse der Wirtszelle zu gewahrleisten.

Das onkolytische Potential der jeweils korrespondierenden CRAds mit langer und
kurzer Promotorvariante war in der Regel sehr ahnlich. Insbesondere gilt dies in
Kombination mit Wt-E1A (Ad5/3cox2LE1 und Ad5/3cox2ME1) und E1AA24
(Ad5/3cox2LA24 und Ad5/3cox2MA24). Deutlich wird dies beispielsweise bei den
Zelllinien ES-2 und MCF-7.

Berucksichtigt man die etwas geringere Toxizitat der drei Cox2L-CRAds gegentber den
drei Cox2M-CRAds in den wichtigen Kontrollzellen nHEP, lasst sich die
Schlussfolgerung ziehen, dass die langere Variante des humanen Cox2-Promotors
Cox2L eine leicht héhere Tumorspezifitat gegenuber Cox2M aufweist. Dies entspricht
im Ubrigen den Erwartungen aufgrund der upstream gelegenen Regulationselemente

des Promotors. Darlber hinaus scheint insgesamt betrachtet der kirzere Cox2M-
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Promotor tatsachlich eine etwas hohere Replikationsrate zu ermoglichen, was durch die
hohere Onkolyse von Ad5/3cox2ME1 in Relation zu Ad5/3cox2LE1 in HelLa-, C33A-,
SKOV3.ip-, Hey- und BT-20 Zellen verdeutlicht wird.

Die Ergebnisse werden durch eine Publikation von Yamamoto et al. untermauert, die fur
den langeren Promotor Cox2L eine gegenuber Cox2M hdhere Spezifitat bei geringerer
Aktivitat postulierten (Yamamoto et al., 2001).

Bemerkenswerterweise ist die Effizienz der Cox2-CRAds trotz der im Vergleich
geringeren Cox2-Genexpression (3.1.1) und Cox2L-Promotoraktivitat (3.1.2) in MaCa-
Zellen gegenuber CeCa-Zellen insgesamt betrachtet in MaCa-Zellen hoher. Dies stitzt
die Annahme, dass ein zu starker Promotor sich auch nachteilig auf die Effizienz einer

onkolytischen Virotherapie auswirken kann.

3.3.1.3 Die Deletionsvarianten E1AA24 und E1AA2A24 im Vergleich

Da die replikative Potenz der Adenoviren bekanntermalen mit jeder eingefuhrten
genetischen Modifikation bzw. Gendeletion abnimmt (Bauerschmitz et al., 2002a),
wurde untersucht, ob auch die E1A-mutierten Viren noch in der Lage sind, ausreichend
in Tumorzelllinien zu replizieren.

In allen 11 getesteten Tumorzelllinien waren die einfach E1A-deletierten Cox2-CRAds
(Ad5/3cox2LA24 und Ad5/3cox2MA24) effizient genug, um infizierte Zellen zu lysieren.
Die A24-Mutation scheint in Karzinomzellen also keinen nachteiligen Einfluss auf die
Replikationsrate der betreffenden CRAds zu haben. Dabei gehdrt Ad5/3cox2LA24 zu
den onkolytisch effizientesten CRAds mit Zelltoxizitaten von bis zu 91% (MDA-MB-231,
1 VP/Zelle).

Im Gegensatz dazu war die Replikation der doppelt E1A-deletierten Viren
(Ad5/3cox2LA2A24 und Ad5/3cox2MA2A24) deutlich attenuiert. In 6/11 getesteten
Tumorzelllinien war die Zelltoxizitat stark reduziert. In 5/11 Fallen verhinderte die

A2A24-Deletion des E1A-Gens sogar vollstandig die Virusreplikation.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnten Ruckschlusse daruber gezogen werden,
ob die untersuchten Deletionen im adenoviralen E1A-Gen (A24 und A2A24) geeignet

sind, die replikative Potenz der onkolytischen Viren im gesunden Gewebe zu senken
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und als selektiver Sicherheitsmechanismus eingesetzt werden kénnen. In PBMC
induziert keines der Cox2-CRAds Zelllyse, so dass ein Vergleich der E1A-Varianten
nicht moglich ist. In primaren Hepatozyten (nHEP) scheint die Kombination aus Cox2L-
Promotor und E1AA24-Deletion (Ad5/3cox2LA24) tatsachlich eine leicht verbesserte
Sicherheit zu bieten. In HMEC resultiert die Infektion mit Ad5/3cox2LA2A24 in 31%
Zytotoxizitat, was im Vergleich zu 6/11 untersuchten Karzinomzelllinien (ca. 50-75%
Lyse durch Ad5/3cox2LA2A24) ebenfalls auf eine leichte Reduktion der onkolytischen
Potenz in Normalzellen durch Kombination von Cox2L-Promotor und E1AA2A24-

Deletion hindeutet.

Zusammenfassung der MTS-Assays

In allen getesteten Zervix- (CaSki, SiHa, HelLa, C33A), Ovarial- (SKOV3.ip, ES-2, OV-4,
Hey) und Mammakarzinomzellen (MCF-7, BT-20, MDA-MB-231) konnte durch den
Einsatz von Cox2-Promotor gesteuerten, tropismusmodifizierten CRAds eine effiziente
Onkolyse induziert werden. Dabei wurden in einigen Fallen bereits bei einer Viruslast
von 1 VP/Zelle Zytotoxizitaten von 50-91% erreicht. Zu den onkolytisch potentesten
Viren gehdrten vor allem Ad5/3cox2LA24 und Ad5/3cox2ME1, die hinsichtlich ihrer
Onkolyse mitunter im Bereich der Positivkontrolle Ad5/3A24 lagen. Zelllinien, die
besonders effizient durch Cox2-CRAds lysiert wurden, waren CaSki, SKOV3.ip, ES-2,
MDA-MB-231 und MCF-7. Eine maximale Onkolyse von 97% konnte MDA-MB-231
Zellen durch Infektion mit Ad5/3cox2ME1 erzielt werden.

Die Replikationsrate aller nicht doppelt E1A-deletierten Cox2-CRAds ist in 5/11
untersuchten Tumorzelllinien hoher als beim Wildtypvirus, in gesunden Normalzellen
(primare Hepatozyten, gesunde Mammaepithelzellen) jedoch geringer. In diesen Fallen
waren somit die eingefihrten Modifikationen geeignet, eine Erhdhung der

Tumorspezifitat gegenliber dem Wildtypvirus zu erzielen.

Es konnte gezeigt werden, dass kein Cox2-CRAd zytotoxisch in primaren Hepatozyten

wirkt. Dagegen fuhrte eine Infektion mit Wildtypvirus bereits bei einer Viruslast von 1
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VP/Zelle zu hundertprozentiger Zelllyse. Somit waren bei einer eventuellen spateren
Virotherapie keine lebertoxischen Nebenwirkungen zu erwarten.

Uberdies war die Toxizitdt von Cox2-CRAds in gesunden Mammaepithelzellen
gegenuber der Positivkontrolle Ad5/3A24 und Ad5 Wildtyp-Virus deutlich verringert.
PBMC wurden durch keines der eingesetzten Viren lysiert.

Die effiziente Onkolyse von Tumorzellen bei gleichzeitig reduzierter Zytotoxizitat in

Normalzellen demonstriert die Tumorspezifitat der Cox2-CRAdSs.

Beide zur Steuerung der CRAds eingesetzten Langenvarianten des humanen Cox2-
Promotors liegen in einem Aktivitatsbereich, der geeignet ist, eine effiziente Replikation
und damit Zelllyse zu gewahrleisten. Dabei vermittelt Cox2L eine etwas hohere

Tumorspezifitat, wahrend Cox2M zu einer leicht hoheren Zelltoxizitat fuhrt.

Beide E1A-Deletionen vermindern die Toxizitat in Normalzellen. Die Doppeldeletion
reduziert oder verhindert in geringerem Male jedoch auch die Virusreplikation in
malignen Zielzellen, wahrend die A24-Mutation hier keinen negativen Einfluss auf die
Replikationsrate ausubt. Daher ist die einfache Deletion besser als selektiver

Sicherheitsmechanismus geeignet.

Die Analyse der Zelltoxizitat in den einzelnen Zelllinien zeigt, dass aus den sechs
unterschiedlichen Kombinationen von Promotor und E1A-Variante eine grol3e
Bandbreite des onkolytischen Potentials resultiert. Dies konnte spater die Moglichkeit zu

einer individuellen Behandlung von Tumorpatienten bieten.

Insgesamt konnte durch die eingesetzten Targeting-Strategien eine Erhdhung der
Tumorspezifitat von CRAds erreicht werden. Dabei erscheint Ad5/3cox2LA24 als bester
Kompromiss hochstmoglicher Spezifitat bei Erhalt der onkolytischen Potenz fur die

getesteten Tumorzellen.
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3.3.2 Replikation von Ad5/3cox2LA24 in Abhangigkeit vom Cox2-Status

Der hier fir die Gentherapie genutzte Prozess der Virusreplikation und Zelllyse stellt
einen komplexen mehrstufigen Vorgang dar, dessen Gesamtergebnis letztendlich die
Zerstorung der Wirtszelle ist. Das Ausmal der onkolytischen Effizienz von Cox2-CRAds
war mittels MTS-Assay bestimmt worden (3.3.2). Dieser Assay zeigt den Anteil vitaler
Zellen nach mehrtagiger Virusinfektion und ist somit nur eine ,Endpunktbestimmung®.
Zudem traten deutliche Zytotoxizitaten in der Regel erst bei hoheren Virustitern auf. Um
zu demonstrieren, dass der zytopathische Effekt (CPE) tatsachlich mit der
Virusreplikation korreliert und nicht auf andere toxische Effekte der Infektion

zurtckzufihren sind, sollten neue Methoden etabliert und angewandt werden.

In der vorliegenden Arbeit gelang es, den Verlauf der adenoviralen Replikation uber
einen Zeitraum von bis zu 10 Tagen direkt zu messen und sichtbar zu machen. Mittels
Real-Time PCR und biologischem Titertest (tissue culture infectious dose 50, TCIDsp)
konnte die Produktion viraler Partikel in Abhangigkeit vom Cox2-Status der Wirtszelle

verfolgt werden.

3.3.2.1 Quantitative Real-Time PCR

Die Real-Time PCR ist eine hochst genaue Methode zur spezifischen Quantifizierung
von Nukleinsauren, die zunehmend auch in der virologischen Diagnostik eingesetzt
wird. Die Verwendung genspezifischer Sonden ermoglicht eine schnelle und sensitive
Messung und eine sehr gute Reproduzierbarkeit der Messdaten. Ein groRRer Vorteil ist
der grol’e Messbereich (dynamic range) von bis zu 7 Logs (im Vergleich zu 3 Logs in
der konventionellen RT-PCR), so dass auch sehr unterschiedliche

Templatekonzentrationen im Ausgangsmaterial akkurat erfasst werden konnen.

Durch den Einsatz einer markierten Gensonde kann in der Real-Time-PCR die
emittierte Fluoreszenz wahrend der Reaktion als Indikator fur die Amplifizierung eines

spezifischen DNA-Abschnitts gemessen werden. Das Signal ist dabei direkt proportional
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zur Menge des PCR-Produkts. Wahrend der exponentiellen Phase der PCR korreliert
die Menge des PCR-Produktes zur Ausgangskonzentration der Ziel-DNA.

Als Mal} fur die Quantifizierung der Startmenge werden in der Real-Time-PCR die Ci-
Werte (threshold cycle) herangezogen. Der Ci-Wert ist die Anzahl der PCR-Zyklen, die
erforderlich sind, um eine bestimmte definierte (Fluoreszenz-) Signalstarke zu
erreichen. Diese muss anhand der Amplifizierungskurven so gewahlt werden, dass sie

in der exponentiellen Phase der PCR liegt.

Im vorliegenden Fall wurde die Real-Time PCR mit einem Thermocycler (ABI 7900HT
Sequence Detection System) durchgefuhrt und die Rohdaten mit der dazugehdrigen
Software ausgewertet. Die Virusreplikation wurde durch die absolute Quantifizierung
des adenoviralen E4-Gens direkt erfasst (physikalischer Titer). Eine indirekte
Normierung auf die Zellzahl erfolgte durch die parallele Quantifizierung des zellularen

Haushaltsgens Beta-Aktin in der jeweils identischen Probe.

Geeignete Primerpaare sowie 6-FAM/TAMRA-markierte Sonden flr beide Gene wurden

nach Kanerva et al. bestellt (Kanerva et al., 2002b).

Etablierung

Fir die absolute Quantifizierung wurde fur das virale und das zellulare Zielgen jeweils
eine externe Standardkurve unter Verwendung eines DNA-Standards bekannter
Kopienzahl erstellt. Die Standardkurve ergibt sich aus der logarithmischen Auftragung
der eingesetzten DNA-Menge bzw. Gen-Kopienzahl gegen den Ci-Wert. Hochreine
Plasmid-DNA (pTG3602 mit einer Kopie des adenoviralen E4-Gens) bzw. kommerziell
erhaltliche, humane genomische DNA bekannter Konzentration (Applied Biosystems)
wurden 10fach seriell verdinnt und in die Real-Time PCR eingesetzt. Die Ausgangs-
konzentration der Plasmid-DNA wurde durch fotometrische Messung ermittelt und mit

Hilfe des Molekulargewichts in die absolute Kopienzahl umgerechnet.
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Bei der Erstellung der Standardkurven wurde auf hohe Pipettiergenauigkeit geachtet,
um das Endergebnis nicht zu verfalschen. Zur Kontrolle wurden in der Etablierungs-
phase doppelte Standards angefertigt (Abb. 3.18, 3.19). Dabei zeigten sich bei
unabhangigen Verduinnungsreihen nur sehr geringe Standardabweichungen (0,6-2,2%
SD fur E4; 0,3-1,7% SD flr Beta-Aktin).

Das BestimmtheitsmaR R? gibt die lineare Korrelation innerhalb einer Standardkurve an.
Die R%-Werte lagen fiir beide Kurven bei 0,98, was ebenfalls eine hohe Genauigkeit der

Standardverdinnungen belegt.

Die Effizienz der Real-Time-PCR lasst sich aus der Steigung der Standardkurve
bestimmen. Im Falle einer hundertprozentigen Effizienz der PCR wurde sich die Menge
des PCR-Produktes und damit auch das Fluoreszenzsignal mit jedem Zyklus
verdoppeln. Haufig treten mit dieser Methode Effizienzen Uber 100% auf, was
theoretisch nicht mdglich ist. Auch im vorliegenden Fall lag die Effizienz fir die E4-

Amplifizierung bei 108% und fur die Beta-Aktin-Amplifizierung bei 112%.

Um eine hohe Qualitat der Standardkurven zu gewahrleisten, wurden die verdinnten
Standardkonzentrationen in kleine Aliquots aufgeteilt, bei —80°C eingefroren und jeweils

nur einmal unmittelbar vor Messung der Proben aufgetaut.

Fir die Etablierung und Testung des Versuchssettings wurden SKOV3.ip Zellen mit 20
und 50 VP/Zelle Ad5/3A24 Virus infiziert.

Zunachst musste eine geeignete Methode gefunden werden, um die Viruspartikel und
Zellen aufzuschlieRen. Es wurden verschiedene Methoden getestet, die auf dem
thermischen Aufschluss von Viruspartikeln und Zellen beruhen. Die jeweiligen Lysate
wurden mittels TCIDso-Test auf verbliebene funktionelle Viruspartikel untersucht und
testweise in die PCR eingesetzt.

Durch abwechselnde Gefrier- und Auftauzyklen war keine ausreichende Disruption der
Viruspartikel zu erzielen. Die Verwendung des Polymer-Granulats Gene Releaser
(Bioventures), dass nach Herstellerangaben eine effektive Entfernung von PCR-
Inhibitoren ermdglicht, war sehr aufwendig und lieferte ebenfalls keine befriedigenden

Ergebnisse. Letztendlich erwies sich die thermische Lyse im Thermocycler mit
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anschlieBender Zentrifugation des Lysats als effizienteste Methode, die einen

konstanten Aufschluss der Viruspartikel (Abb. 3.17) und Zellen (Daten nicht gezeigt)

garantierte und wurde bei allen folgenden Assays standardmafig angewandt.

Input VP Ct Mittelwert | SD Ct | SD Ct | Quantitat | Mittelwert| SD VP |SD VP
Ct % VP VP %

1,00E+06 18,44 1,24E+06
1 00E+06 18.86 18,65 0,30 1,6 8.54E+05 1,05E+06 | 2,74E+05 | 26,1
1,00E+05 21,29 1,00E+05

1 00E+05 21.50 21,39 0,14 0,7 8.37E+04 9,18E+04 | 1,15E+04 | 12,6
1,00E+04 2479 4,56E+03

1 00E+04 25.06 24,92 0,19 0,8 3.61E+03 4,09E+03 | 6,72E+02 | 16,4
Arnplification Plot

— Amplification Plot

1.000 W
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1.000 E& ~ .
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Detector: |4l = Pt [aRn ve. Cycle x| Threshold| 0.20

Abb. 3.17 Test zum Aufschluss von Viruspartikeln
Drei Verdiunnungen des Ad5/3A24 Virus (Input VP) wurden in je zweifacher Ausfihrung im
Thermocycler lysiert, abzentrifugiert und anschliefend in die Real-Time PCR eingesetzt. Die
Quantifizierung erfolgte Uber die Detektion einer Sequenz des viralen E4-Gens. Als Standard wurde
hochreines Plasmid pTG3602 bekannter Konzentration eingesetzt, das eine Kopie des adenoviralen
E4-Gens tragt. 10% bis 10" Kopien des Plasmids pro Reaktionsvolumen wurden parallel zu den
Virusproben in zweifacher Ausfihrung in die Real-Time PCR eingesetzt und detektiert.
Oben: Einzelwerte der Doppelbestimmungen mit jeweiligem Ct-Wert und der ermittelten Quantitat,
sowie deren Mittelwerte mit den entsprechenden Standardabweichungen (SD) absolut und

prozentual.

Unten: Amplifizierungsplot der Virusproben (Signalstarke ARn gegen Zyklenzahl)
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SchlieBlich wurde in Vortests untersucht, ob das Zellmedium des virushaltigen
Uberstands oder andere durch Zelllyse freigesetzte Substanzen nicht eventuell die PCR
inhibieren, da eine Aufreinigung mit Saulchen aufgrund der gro3en Probenanzahl und
der hohen Zeit- und Kostenintensitat nicht moglich war. Eine Hemmung der PCR konnte
in allen Fallen ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt), so dass nach dem
Abzentrifugieren der Virus- und Zelltrimmer des Lysats keine Aufreinigung der

Template-DNA erforderlich war.

Infektion und Probenentnahme

Cox2-positive Ovarialkarzinomzellen SKOV3.ip und Cox2-negative Mammakarzinom-
zellen BT-474 wurden mit 10 VP/Zelle infiziert. Das hinsichtlich des Zytotoxizitatsprofils
(s. 3.3.1) viel versprechende Cox2-CRAd Ad5/3cox2LA24 wurde mit dem nicht-
modifizierten Ad5-Wildtypvirus und dem wiederum als Positivkontrolle dienendem
isogenetischen Vergleichsvirus Ad5/3A24 verglichen. Als Negativkontrolle wurde, neben
Mock-infizierten Proben (keine Virusinfektion), das E1-deletierte nicht-replizierende
Ad5/3CMVLuc Virus eingesetzt.

Die Probenentnahme erfolgte jeweils 2, 4, 6, 8 (und 10) Tage nach Infektion. Um die
Gesamtviruslast zu erfassen wurden nicht nur die infizierten Zellen, sondern auch der
virushaltige Zelliberstand gesammelt. Die Proben wurden wie beschrieben lysiert und
abzentrifugiert und schliellich bis zu Einsatz in der Real-Time PCR bei -20°C gelagert.
Fur jede Probe (d.h. jedes Virus und jeder Zeitpunkt) wurden drei unabhangige
Infektionen und PCR-Laufe durchgefuhrt.

Bei jedem Probendurchlauf wurden in der gleichen PCR ein E4- und ein Beta-Aktin-
Standard mit aufgetragen. Durch Austestung wurde flir das E4-Gen ein
Konzentrationsbereich von 10%-10® Kopien und fiir zelluldre genomische DNA (liber
Beta-Aktin) von 0,002-2 ng pro 25 pl Reaktionsvolumen ermittelt. Jede PCR umfasste
mindestens zwei Positivkontrollen und zwei Non-template Kontrollen jeweils fur beide
Zielgene. Die Non-template Kontrollen waren in allen Fallen E4- und Beta-Aktin-negativ,

so dass ,Carry-over“-Kontaminationen ausgeschlossen werden konnten.
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Standard E4
40,00 -
35,007 y=-1,3301Ln(x) + 38,049
] R?=0,9862
30,00
S 25,00
20,00 ,
15,00 | ~
10,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ; ;
1,0E+01 1,0E+02 1,0E+03 1,0E+04 1,0E+05 1,0E+06 1,0E+07 1,0E+08 1,0E+09
Kopienzahl
Input VP C: C; Mittelwert SD SD %
1.Messung | 2.Messung C;
100 32,06 32,90 32,48 0,59 1,8
1000 28,63 29,34 28,98 0,50 1,7
10000 25,28 26,09 25,68 0,57 2,2
100000 nd 22,48 22,48 0,00 0,0
1000000 18,49 18,65 18,57 0,12 0,6
1,00E+07 16,16 15,97 16,07 0,14 0,9
1,00E+08 14,76 15,00 14,88 0,17 1,1
1,00E+09 nd nd nd nd nd
1,00E+10 nd nd nd nd nd
Amplification Plot
T Amplification Plot
1000 ————
1.000 E-1 /
%I.DDU Ez2
1.000 B3 wﬁx
=t
1.000 E-4
1.000 E5 < =
a ) 10 15 20 i) 30 35
Cycle
Detector: |21l =l Pt |aRn vs. Cyele =l Threshow| 020

Abb. 3.18 Standardkurve zur absoluten Quantifizierung adenoviraler DNA (E4-Gen)

Hochreines Plasmid pTG3602 bekannter Konzentration, das eine Kopie des adenoviralen E4-Gens
tragt, wurde 10fach seriell verdunnt. 107 bis 10" Kopien pro Reaktionsvolumen wurden in zweifacher
Ausfuhrung in die Real-Time PCR eingesetzt und eine Sequenz des viralen E4-Gens detektiert.
Oben: Standardkurve (Ci-Mittelwerte gegen Kopienzahl +/- Standardabweichung). Der
Korrelationskoeffizient war 0,986. Die Steigung hatte einen Wert von —3,06, was einer theoretischen
Amplifizierungseffizienz von 112% entspricht.

Mitte: Einzelwerte beider Messungen mit Standardabweichungen in Prozent

Unten: Amplifizierungsplot der 2.Messung (Signalstarke ARn gegen Zyklenzahl)
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Standard Beta-Aktin
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DNA 1.Messung | 2.Messung Ct
2,00E-03 37,08 38,00 37,54 0,65 1,7
2,00E-02 35,23 36,07 35,65 0,60 1,7
2,00E-01 31,78 31,94 31,86 0,11 0,3
2,00E+00 28,45 28,17 28,31 0,20 0,7
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Abb. 3.19 Standardkurve zur absoluten Quantifizierung zellulédrer DNA (Beta-Aktin-Gen)

Hochreine humane genomische DNA bekannter Konzentration wurde 10fach seriell verdunnt.
0,002-2 ng DNA pro Reaktionsvolumen wurden in zweifacher Ausflihrung in die Real-Time PCR
eingesetzt und eine Sequenz des humanen Beta-Aktin-Gens detektiert.

Oben: Standardkurve (Ci-Mittelwerte gegen Kopienzahl +/- Standardabweichung). Der
Korrelationskoeffizient war 0,982. Die Steigung hatte einen Wert von —3,15, was einer theoretischen
Amplifizierungseffizienz von 108% entspricht.

Mitte: Einzelwerte beider Messungen mit Standardabweichungen in Prozent

Unten: Amplifizierungsplot beider Messungen (Signalstarke ARn gegen Zyklenzahl)
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Ergebnis

Mittels quantitativer Real-Time-PCR konnten sowohl Virustiter als auch Zellproliferation
an mehreren Punkten nach
Ad5/3cox2LA24

hochexprimierenden

Infektion verfolgt und die Tumorspezifitat von
Wahrend Ad5/3cox2LA24 in Cox2-
SKOV3.ip stark die
Virusreplikation in Cox2 negativen Mammakarzinomzellen BT-474 in Relation zur
isogenetischen Positivkontrolle Ad5/3A24 mit E1A-Promotor deutlich reduziert (Abb.
3.20). Dabei ist die Viruslast des Cox2-CRAds in SKOV3.ip Zellen 10 Tage nach
Infektion in etwa doppelt so hoch wie bei Ad5/3A24, in BT-474 betragt sie nur ca. 30%.

Die Replikationsrate von Ad5Wt in den OvCa-Zellen lag aufgrund der geringen CAR-

demonstriert werden:

Ovarialkarzinomzellen repliziert, ist

Expression auf sehr niedrigem Niveau, in BT-474 zwischen der der Positivkontrolle und
des Cox2-CRAds. D.h., dass durch die verwendeten Strategien der CRAd-Steuerung
nicht nur eine vielfach hohere onkolytische Effizient in OvCa-Zellen, sondern auch eine
erhohte Sicherheit in Cox2-negativen Zellen erzielt werden konnten.

Mock-infizierte Proben (keine Virusinfektion) waren hinsichtlich der E4-Detektion in allen

Fallen wie erwartet negativ.

Zusammenfassend konnte mittels Real-Time-PCR gezeigt werden, dass die
differentielle Onkolyse tatsachlich das Resultat einer differentiellen Virusreplikation ist
und nicht auf andere toxische Effekte nach Virusinfektion, beispielsweise der

Expression des adenoviralen E1A-Proteins, zurtckzufuhren ist.
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Abb. 3.20 Virusreplikation in Cox2-positiven (links) und Cox2-negativen Zellen (rechts)

Cox2-positive Ovarialkarzinomzellen SKOV3.ip und Cox2-negative Mammakarzinomzellen BT-474 wurden mit
10 VP/Zelle infiziert. Nach 2, 4, 6, 8 und 10 Tagen wurden Zellen samt virushaltigem Uberstand geerntet. Zellen
und Viren wurden lysiert und das Lysat als Template in die Real-Time PCR eingesetzt. In jeder Probe wurden
das adenovirale E4-Gen und das zelluldre Beta-Aktin Gen detektiert und anhand absoluter Standardkurven
quantifiziert. Dargestellt ist die E4-Kopienzahl bezogen auf die Menge zellularer genomischer DNA als Mittelwert
aus drei unabhangigen Experimenten.
In Relation zur Positivkontrolle Ad5/3A24 repliziert Ad5/3cox2LA24 in SKOV3.ip deutlich starker als in BT-474.
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3.3.2.2 Biologischer Titertest (TCIDs)

Mittels Real-Time PCR konnte die differentielle Virusproduktion in Abhangigkeit vom
Cox2-Status der Wirtszelle gezeigt werden (3.3.3.1). Dabei wurde ein virales Gen
quantifiziert und somit auch defekte Viruspartikel erfasst.

Um nun ausschlieBlich die funktionellen Viruspartikel zu erfassen, wurde zusatzlich ein
biologischer Titertest (tissue culture infectious dose 50, TCIDsp) eingesetzt. Die TCIDso-
Methode basiert auf der Entwicklung von CPE (zytopathischer Effekt) nach Infektion
geeigneter Zellen in seriellen Virusverdunnungen (Virustitration) und zeichnet sich
durch eine hohere Genauigkeit im Vergleich zu anderen Methoden der

Virustiterbestimmung (Plaque Assay, Gene Transfer Assay) aus.

Cox2-positive Ovarialkarzinomzellen SKOV3.ip und Cox2-negative Mammakarzinom-
zellen BT-474 wurden mit 10 VP/Zelle des jeweiligen Virus infiziert. Es wurden die
gleichen Viren wie in der Real-Time PCR eingesetzt: Ad5/3cox2LA24, Ad5WHt,
Ad5/3A24 und Ad5/3CMVLuc. Fur jede Probe wurden unabhangig voneinander vier
Infektionen durchgefiihrt. Nach 2, 4, 6 und 8 Tagen wurden die Zellen abgeschabt und
samt virushaltigem Uberstand (Gesamtviruslast) gesammelt. Der Zellaufschluss in den

Proben erfolgte durch kurze Gefrier- und Auftauzyklen.

In einem Standard-TCIDsy Test wurden 293A-Zellen als Doppelbestimmung in 10-
fachen Verdunnungsreihen mit einem Aliquot der jeweiligen Virusprobe infiziert und die

96-Well-Platten nach 10 Tagen hinsichtlich auftretendem CPE ausgewertet.

Um im Messbereich zu bleiben, musste die Viruskonzentration bei jeder Messung
anhand vorangegangener Ergebnisse abgeschatzt werden und die Probe dann
dementsprechend verdinnt werden. Dabei lagen die eingesetzten Verdinnungen je

nach Virus und Zeitpunkt der Ernte zwischen 102 und 107",

Die zuvor anhand der onkolytischen Assays und der Real-Time PCR getroffenen
Aussagen konnten untermauert werden: Wahrend das Cox2A24 CRAd stark in Cox2-
hochexprimierenden Ovarialkarzinomzellen SKOV3.ip repliziert, ist die Virusreplikation
in den Cox2 negativen Mammakarzinomzellen BT-474 vergleichbar zum isogenetischen

Kontrollvirus Ad5/3A24 (Abb. 3.21). In Korrelation zu den Ergebnissen der quantitativen
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PCR ist auch hier in SKOV3.ip der Ad5/3cox2LA24-Titer im Vergleich zu Ad5/3A24 ca.
doppelt so grol3 (am Maximum vier Tage nach Infektion). Die Reduktion der Viruslast an
Tag 6 und 8 ist auf eine geringere Anzahl zur Verfugung stehender Wirtszellen infolge
der lysierenden Virusreplikation zurtickzufihren.

Die Ad5Wt-Replikation in BT-474 ist wiederum deutlich héher in Relation zum Cox2-
CRAd. Das replikationsdefiziente Virus Ad5/3CMVLuc (Negativkontrolle) war

erwartungsgemald nicht nachweisbar.
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Abb. 3.21 Virusreplikation in Cox2-positiven (links) und Cox2-negativen Zellen (rechts)

Cox2-positive Ovarialkarzinomzellen SKOV3.ip und Cox2-negative Mammakarzinomzellen BT-474 wurden mit
10 VP/Zelle infiziert. Nach 2, 4, 6 und 8 Tagen wurden Zellen samt virushaltigem Uberstand geerntet. Nach
dem Aufschluss der Zellen wurden die Proben in einem Standard-TCIDs, Test auf die Menge funktioneller
Viruspartikel untersucht.

In Relation zur Positivkontrolle Ad5/3A24 repliziert Ad5/3cox2LA24 in SKOV3.ip deutlich starker als in BT-474.

Zusammenfassung

Zusammenfassend konnte mittels Real-Time PCR und TCIDso-Assay gezeigt werden,
dass die differentielle Onkolyse tatsachlich das Resultat einer differentiellen
Virusreplikation ist und nicht auf andere toxische Effekte nach Virusinfektion
zuruckzufuhren ist. Die Replikation des Cox2-CRAds in Cox2-positiven SKOV3.ip-
Zellen ist im Vergleich zur Positivkontrolle Ad5/3A24 deutlich héher, wahrend sie in
Cox2 negativen BT-474 Zellen deutlich reduziert (Real-Time PCR) oder vergleichbar
(TCIDso) ist.

Uberdies wurde anhand der Daten zur Ad5Wt-Replikation der deutliche Vorteil, der
durch die verwendeten Strategien der CRAd-Steuerung hinsichtlich Effizienz und

Sicherheit erzielt werden konnte, demonstriert.
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3.3.3 Anti-Tumor Effekt der Cox2-CRAdSs in vivo

In Vorversuchen in vitro konnte gezeigt werden, dass Tumorselektivitat und
onkolytische Potenz durch Kombination der einzelnen Komponenten deutlich gesteigert
werden konnen. Die Verifizierung dieser Ergebnisse in vivo stellt einen wichtigen Schritt
in der Entwicklung einer tumorselektiven, klinischen Gentherapie dar. Durch die
Austestung der verschiedenen Modifikationskombinationen kénnen mdgliche
Unterschiede zur in vitro Situation erkannt und in die weitere Entwicklungsarbeit

integriert werden.

Ziel war die Untersuchung der antitumoralen Effizienz einer Therapie mit Cox2-
Promotor gesteuerten, konditional replizierenden Adenoviren bei humanen
Ovarialkarzinomen im murinen Tumormodell. Hierbei wurde eine somatische, lokal
angewandte Therapie zur Behandlung von malignen Ovarialtumoren am SCID-
Mausmodell und Nacktmausmodell durchgefliihrt mit dem Ziel durch gezielte virale
Replikation selektiv nur Tumorzellen abzutéten. Gemessen werden sollen je nach
verwendetem Tiermodell TumorgroBe bei subkutanen bzw. Uberlebenszeit bei

intraperitonealen Tumoren.

Beide Tiermodelle sind standardisiert, international anerkannt und ermaoglichen
verlassliche und reproduzierbare Untersuchungen des Tumorwachstums bei malignen

gynakologischen Tumoren.

Nach Inokulation von humanen Tumorzellen und Etablierung entsprechender solider
Tumoren in Versuchsmausen wurden die CRAds in Abhangigkeit vom verwendeten

Tumormodell subkutan bzw. intraperitoneal appliziert.

3.3.3.1 Hemmung des Tumorwachstums durch Cox2-CRAds in vivo

Zunachst wurden die Cox2-gesteuerten CRAds mit der langeren Promotorvariante
Cox2L in vivo in einem Ovarialkarzinom-Nacktmausmodell mit subkutanen Tumoren

(Ovarialkarzinomzelllinie Hey) verglichen (Abb. 3.22 und 3.23).
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Hierbei zeigte sich ein deutlich geringeres Tumorwachstum bei Mausen, die mit
Ad5/3cox2LA24 behandelt worden waren: Dieses Cox2-Promotor gesteuerte und
tropismusmodifizierte CRAd hatte einen groReren Anti-Tumor-Effekt als die
Positivkontrolle Ad5Wt (P=0.0001), war effektiver als die Negativkontrollen Ad5LacZ
(P<0.01) und die Gruppe ohne Virusgabe (P<0.001) und hatte eine vergleichbare
Effizienz wie Ad5/3A24 (P=0.4). Das nicht E1A-deletierte Cox2-CRAd Ad5/3cox2LE1
und das E1A-doppelt deletierte CRAd Ad5/3cox2LA2A24 waren nicht effektiver als die
Negativkontrollen (P nicht signifikant).

1x107 Hey Zellen subkutan

Nacktmaus ’//f/x

-
%}L 8 Tumore/Gruppe
g je 1x108 VP intratumoral
an Tag 1,2 und 3
> Tumorwachstum
bis Tag 15

Abb. 3.22 Schema der Versuchsdurchfiihrung zum subkutanen Nacktmausmodell

Hey Ovarialkarzinomzellen wurden subkutan in Nacktmausen inokuliert. Nach Erreichen einer
Tumorgrée von ca. 100 mm?® wurden an drei aufeinander folgenden Tagen je 1x10% VP des
jeweiligen Virus i.t. injiziert und das Tumorwachstum tber 15 Tage gemessen.
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Tumors auf 100 mm?
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Abb. 3.23 Ad5/3cox2-CRAds hemmen das Tumorwachstum in vivo.

Ad5/3cox2LA24 zeigt einen grofReren Anti-Tumor-Effekt als die Positivkontrolle Ad5Wt
(P=0.0001), ist effektiver als die Negativkontrollen AdSLacZ (P<0.01) und die Gruppe ohne
Virusgabe (P<0.001) und hat eine vergleichbare Effizienz wie Ad5/3A24 (P=0.4).

(Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte aus 8 Tumoren, siehe Abb. 3.22.)
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3.3.3.2 Erhéhung der Uberlebenszeit durch Cox2-CRAds in vivo

Im Rahmen einer Uberlebenszeitanalyse wurden Tumorzellen und Adenoviren diesmal
intraperitoneal injiziert, um der klinischen Situation einer Ovarialkarzinomerkrankung
noch naher zu kommen. 50 SCID-Mausen (5 Gruppen a 10 Tiere) wurde zu Beginn des
Versuchs SKOV3.ip Zellen (1x10” Zellen in ca. 500 pl) intraperitoneal implantiert. Die
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3.ip stellt ein standardisierbares Modell zum Vergleich
mit publizierten Daten dar. Nach Anwachsen der Tumorzellen am Peritoneum und
Erreichen einer in Vorversuchen etablierten Tumorlast wurden an drei aufeinander
folgenden Tagen 1x10° Viruspartikel intraperitoneal injiziert und anschlieRend die
Uberlebenszeit der Gruppen verglichen. Dabei wurde das im subkutanen Tumormodell
effizienteste Virus Ad5/3cox2LA24 verglichen mit Wildtyp Adenovirus 5, dem
replikationsdefizienten Virus Ad5/3CMVLuc, der isogenetischen Positivkontrolle ohne
Cox2-Promotor Ad5/3A24 und schlie3lich einer Gruppe ohne Virusgabe.

1x10” SKOV3.ip Zellen
intraperitoneal

SCID-Maus /

e
< 10 Tiere/Gruppe

je 1x10° VP intraperitoneal
anTag1,2und 3

[]] Uberlebensrate
L > bis Tag 110

Abb. 3.24: Schema der Versuchsdurchfiihrung zum intraperitonealen SCID-Mausmodell
SKOV3.ip Ovarialkarzinomzellen wurden intraperitoneal in SCID-Mause implantiert. Nach
Anwachsen des Tumors wurden an drei aufeinander folgenden Tagen je 1x10° VP des
jeweiligen Virus i.p. injiziert und die Uberlebensrate tiber 110 Tage beobachet.

7 Tage

Abb. 3.25: SCID-Mause
(Foto freundlicherweise von Frau A. Dragoi,
Universitatsklinik Dusseldorf bereitgestellt)

Abb. 3.26: SCID-Maus mit Tumor im Peritoneum
(Foto freundlicherweise von Frau A. Dragoi,
Universitatsklinik Disseldorf bereitgestellt)
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Abb. 3.26: Therapie mit Ad5/3cox2LA24 fiihrt zu einer erhohten Uberlebensrate in vivo.

SCID-Mausmodell mit intraperitonealen OvCa-Tumoren, Details siehe Text und Abb. 3.24.
Nach 110 Tagen zeigten das Wildtyp Virus (P=0.002), das Cox2-CRAd Ad5/3cox2L.A24
(P<=0.001) und die Positivkontrolle Ad5/3A24 (P<=0.001) ein signifikant hdheres
Uberleben als die Gruppe ohne Virusgabe (Abb. 3.26). Dabei schienen das Cox2-CRAd
und die Positivkontrolle trotz nicht signifikanter P-Werte in einem héheren Uberleben zu
resultieren als das Wildtyp Virus. Ad5/3cox2LA24 und Ad5/3A24 zeigten vergleichbare
Effizienz (P=0.971). Nach 110 Tagen uUberlebten 70% der Ad5/3cox2LA24 oder
Ad5/3A24 behandelten Tiere. Die Uberlebensrate bei Ad5Wt behandelten Mause lag

dagegen nur bei 50%, bei Mausen ohne Virusgabe bei 10%.

Zusammenfassung der in vivo Daten

Das Ergebnis der Tierversuche entspricht den Erwartungen der Arbeitshypothese und
ist im Hinblick auf die Entwicklung einer wirksamen Therapie viel versprechend. Das
Cox2-CRAd AdS5/3cox2LA24 schneidet deutlich besser ab als das Wildtyp Virus.
Ad5/3cox2LA24 zeigte sich in den Tierversuchen unter den getesteten Cox2L-Promotor
gesteuerten CRAds analog zu den gewonnenen in vitro Daten als interessantester
Vektor. Ad5/3cox2LA24 erscheint als bester Kompromiss hochstmoglicher

Spezifitat fur die getesteten Tumorzellen bei Erhalt der onkolytischen Potenz.



4. Diskussion

Fortgeschrittene Karzinome gehen trotz moderner Therapieregime haufig mit einer
schlechten Prognose einher. Dies ist insbesondere auf die Schwierigkeit
zuruckzufuhren, mit klassischen Methoden Tumorreste bzw. Mikrometastasen
vollsténdig zu verhindern oder zu entfernen. Uberdies treten bei betroffenen Patienten
im Verlauf der Behandlung haufig Resistenzen gegenuber den verwendeten
Chemotherapeutika auf, resultierend in einem gesteigerten Rezidivrisiko verbunden mit

einer schlechteren Prognose.

Gentechnisch modifizierte Adenoviren stellen vor diesem Hintergrund innovative
onkolytische Agenzien fir die Krebsgentherapie dar. Eine Vielzahl adenoviraler
Vektoren wurde innerhalb der letzten Dekade getestet und konnte bereits in klinischen
Studien erste Erfolge hinsichtlich Therapieeffizienz und insbesondere Kklinischer
Sicherheit erzielen.

Unlangst wurde in China die weltweit erste Adenovirus-basierte Gentherapie
zugelassen (Gendicine®), die in Kombination mit konventioneller Strahlentherapie fiir
die Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren eingesetzt wird (Garber, 2006; Peng, 2005).
Dieser Fortschritt hinsichtlich der Sicherheit und der klinischen Anwendbarkeit steht
exemplarisch fir die Moglichkeiten, die die gentherapeutische Nutzung adenoviraler

Vektoren in Zukunft bieten konnte.

Weiterhin stehen allerdings Adenoviren als Vektoren fur die Gentherapie unter genauer
Prifung, da frih erkannt wurde, dass die intravendse Applikation hoher Dosen von
Adenoviren der ersten Generation aufgrund einer starken Immunantwort zu einer
deutlichen Toxizitat des Vektors fuhren kann. Gerade fur die Behandlung von
hereditéaren Erkrankungen und Stoffwechselkrankheiten, wo die Erhaltung der Vitalitat
der Zielzellen und eine breite Transduktion von entscheidender Bedeutung sind,

konnten andere Vektoren geeigneter sein (Hemminki et al., 2002).

Im Gegensatz dazu konnte in einer Vielzahl gentherapeutischer Studien der Nutzen
adenoviraler Vektoren flir onkologische Behandlungsansatze belegt werden. Dabei

steht hier die selektive und effiziente Zerstérung der malignen Zielzelle, und nicht eine
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dauerhafte Transgenexpression, im Vordergrund. Die ausgeléste Immunantwort konnte
hinsichtlich benachbartem nicht-infiziertem Tumorgewebe zu einem zusatzlichen
therapeutischen Effekt beitragen. Hohe Transduktionsraten in teilungsaktiven und
ruhenden Zellen sind einer der wichtigsten Vorteile der Adenoviren fur die
Tumorbehandlung.

Gegenwartig basieren die erfolgreichsten Ansatze in Zusammenhang mit bdsartigen
Erkrankungen auf replikationskompetenten Adenoviren, die eine effiziente
Tumorpenetration und gewebespezifische Replikation erlauben. Die so genannten
konditional replizierenden Adenoviren (CRAds) reprasentieren hoch-potente anti-
tumorale Agenzien, die sich in Abhangigkeit bestimmter tumorcharakteristischer
Zelldefekte selektiv replizieren. Neben der transkriptionellen Kontrolle spielt dabei auch
das transduktionelle Targeting eine entscheidende Rolle, um gezielt Tumorgewebe zu
infizieren und das umgebende gesunde Gewebe sowie lebenswichtige Organe zu
schonen. Auf diese Weise kdénnen die Wirksamkeit der onkolytischen Virotherapie
gesteigert und unerwunschte Nebenwirkungen minimiert werden. Im Fokus dieser
neuen perspektivischen Therapieoption liegen vor allem fortgeschrittene Karzinome mit

disseminierter Metastasierung bzw. schlechter Prognose.

Um das Ziel eines selbstamplifizierenden und gleichzeitig selbstlimitierenden
Therapeutikums zu erreichen, kann die virale Replikation z.B. an tumorspezifische

Promotoren gekoppelt werden.

Zu diesem Zweck wurde eine neue Generation konditional replizierender Adenoviren fur
die Behandlung gynakologischer Malignome konstruiert (s. Abb. 1.9; Bauerschmitz et
al., 2006). Dabei wurden zwei Langenvarianten des humanen Cox2-Promotors (s.
1.5.7.1) in Kombination mit drei unterschiedlichen Varianten des viralen
,Replikationsgens® E1A eingesetzt. Durch die Mutationen im E1A-Gen kann der virale
Vermehrungszyklus an karzinom-typische Signaldefekte (p16-Rb und p300) gekoppelt
werden (s. 1.5.7.3). Uberdies verfligten die Vektoren (ber eine genetisch modifizierte
Virushulle (5/3-Fiberchimare, s. 1.5.7.2 und Abb. 1.11; Kanerva et al., 2002a), durch die
bereits eine deutliche Erhohung der Infektionsrate bei Melanom- und
Ovarialkarzinomzellen erreicht werden konnte (Rivera et al., 2004; Kanerva et al.,
2002a).
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In der vorliegenden Arbeit wurden diese neuen, innovativen CRAds, die speziell fur die
Behandlung gynakologischer Malignome, insbesondere des Mamma-, Ovarial- und
Zervixkarzinoms entwickelt wurden, sowohl in vitro als auch in vivo charakterisiert.
Nachdem die Cox2-Genexpression in CeCa- und MaCa-Zellen gezeigt wurde (s. Abb.
3.4), konnte die Aktivitat des Cox2-Promotors auch im adenoviralen Kontext
nachgewiesen (s. Abb. 3.6) und der Cox2-Promotor damit zur transkriptionellen
Steuerung der untersuchten Ad-Vektoren eingesetzt werden.

Dartber hinaus konnte durch den Einsatz der 5/3-Fibermodifikation, durch die der
Vektor zum tumorspezifischen Ad3-Rezeptor umgeleitet wird, eine Erhdhung der

Transduktionsrate bei CeCa- und MaCa-Zellen erreicht werden (s. Abb. 3.7).

Die Cox2-Promotor gesteuerten und tropismusmodifizierten CRAds zeigten in vitro
deutliche onkolytische Aktivitdt bei CeCa-, MaCa- und OvCa-Zellen, wahrend eine
Zytotoxizitat in normalen Kontrollzellen nicht auftrat oder deutlich reduziert war (s. Abb.
3.9 bis 3.16). Somit konnte die Tumorspezifitat der 5/3-Cox2-CRAds demonstriert

werden.

Um eine erhdhte Sicherheit zu erreichen, verfugten die untersuchten Vektoren lUber
Deletionen im viralen Replikationsgen E1A, die in Kombination mit transkriptionellem
Targeting durch den Cox2-Promotor und transduktionellem Targeting durch 5/3-
Fibermodifikation hinsichtlich ihres Effektes auf eine tumorspezifische Virusreplikation
evaluiert wurden. Dabei wurde gezeigt, dass beide E1A-Deletionen tatsachlich zu einer
Reduzierung der Toxizitat in Normalzellen fuhren. Dabei reduziert oder verhindert die
Doppeldeletion E1A2A24 jedoch auch die Onkolyse von Tumorzellen, so dass die
einfache Deletion E1A24 als selektiver Sicherheitsmechanismus vorzuziehen ist.
Insgesamt steht das abnehmende onkolytische Potential mehrfach-modifizierter Viren in
Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Balague et al., 2001; Alemany
et al., 2000).

Um die direkte Korrelation zwischen Zelllyse und Virusreplikation in Abhangigkeit des
Cox2-Status der Wirtszelle zu demonstrieren, wurden erfolgreich zwei neue,
unabhangige Methoden etabliert und angewandt. Mittels Real-Time PCR (s. Abb. 3.20)
und einem biologischen Titertest (s. Abb. 3.21) konnte die Virusreplikation Gber mehrere

Tage nach Infektion der Tumorzellen verfolgt werden. Es zeigte sich, dass die
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differentielle Onkolyse tatsachlich das Resultat einer differentiellen Virusreplikation ist
und nicht auf sonstige toxische Effekte der Virusinfektion zurickzufuhren sind. So ist
beispielsweise bekannt, dass ein mdglicher Nebeneffekt der S-Phasen Induktion durch
das adenovirale E1A-Protein in der Akkumulation des Tumorsuppressorproteins p53

und infolgedessen einer p53-abhangigen Apoptose besteht (Debbas et al., 1993).

Nach umfassender in vitro Charakterisierung konnte schlieBlich die Wirksamkeit der
Cox2-CRAds tierexperimentell in zwei unterschiedlichen Mausmodellen gezeigt werden.
Zunachst wurden Toxizitat und Wirksamkeit der CRAds nach lokaler Virusapplikation in
einem Ovarialkarzinom-Nacktmausmodell mit subkutanen Tumoren analysiert. Hierbei
kam es durch die Behandlung mit Cox2-CRAds, insbesondere mit Ad5/3cox2LA24, zu
einer signifikanten Hemmung des Tumorwachstums in vivo (s. Abb. 3.23). Tiere, die mit
Wildtyp-Virus oder dem isogenetischen Kontrollvirus ohne Cox2-Promotor Ad5/3A24
behandelt worden waren, hatten hingegen ein deutlich hoheres Tumorwachstum.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden SCID-Mause mit intraperitonealen Tumoren
eingesetzt, um der klinischen Situation einer Ovarialkarzinomerkrankung noch naher zu
kommen. Tiere, die intratumoral Ad5/3cox2LA24 erhalten hatten, wiesen gegenulber
anderen Gruppen eine deutlich erhéhte Uberlebensrate auf (s. Abb. 3.26). Somit konnte
durch Einsatz der Cox2-CRAds eine Vervierfachung der Lebenserwartung erreicht
werden.

Zusammenfassend konnten die zuvor in vitro gemessen Daten zur onkolytischen

Wirksamkeit der CRAds in zwei unabhangigen Mausmodellen bestatigt werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgte Evaluierung der Ad5/3cox2-CRAds fur die
Behandlung gynakologischer Malignome ist zum Teil bereits in eine Publikation flr

Molecular Therapy eingeflossen (Bauerschmitz et al., 2006).
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4.1 Kontrolle der viralen Replikation durch den Einsatz eines

heterologen Promotors (transkriptionelles Targeting)

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand zunachst in der Evaluierung der Cox2-
Genexpression in Zervix- und Mammakarzinomzellen, um die potentielle Eignung des
Cox2-Promotors als tumorspezifischer Promotor (TSP) fur die transkriptionelle Kontrolle
der adenoviralen Replikation im Rahmen einer onkolytischen Virotherapie zu

uberprufen.

Hinsichtlich des Ovarialkarzinoms wurde bereits eine erhdhte Cox2-Expression sowohl
in Zelllinien als auch in Tumorproben von betroffenen Patientinnen nachgewiesen
(Denkert et al., 2002). Auch flir das Mammakarzinom (Ristimaki et al., 2002; Half et al.,
2002; Soslow et al., 2000) und das Zervixkarzinom (Dai et al., 2005; Ferrandina et al.,
2002) lagen entsprechende Daten vor, die jedoch eher auf die klinische Relevanz des

Cox2-Status als prognostischem Indikator abzielen.

Klrzlich demonstrierten Subbaramaiah et al. eine Induktion der Cox2-Transkription
durch Onkoproteine des humanen Papillomavirus 16 (HPV16), das kausal an der
Zervix-Karzinogenese beteiligt ist: HPV16 E6- und E7-Proteine fuhrten durch eine
Aktivierung des EGFR (epidermal growth factor receptor)-Ras-MAPK (mitogen-
activated protein kinase) Pathways zu einer gesteigerten Cox2-Transkription
(Subbaramaiah et al., 2007). Der Effekt wurde Uber die Bindung von AP-1 (activator
protein) an das CRE (cAMP-responsive element) des Cox2-Promotors vermittelt (vergl.
unten und Abb. 4.1).

Fir eine erfolgreiche onkolytische Virotherapie ist es wichtig, nicht nur eine
ausreichende TSP-Aktivitat in Tumorzellen zu gewahrleisten, sondern auch eine
geringe Aktivitat bzw. E1A-Expression in Normalzellen sicherzustellen. Eine
unspezifische Virusreplikation und Zelllyse im benachbarten gesunden Gewebe und
lebensnotwendigen Organen kann zu toxischen Nebenwirkungen fuhren und wirkt damit
auch Dosis-limitierend. Da adenovirale Partikel in der Leber akkumulieren ist in diesem
Zusammenhang insbesondere die Promotoraktivitat in Hepatozyten zu berutcksichtigen
(Raper et al., 2003).
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Der Cox2-Promotor wurde bereits erfolgreich im Hinblick auf seine Verwendbarkeit flr
die adenovirale Gentherapie des Ovarialkarzinoms evaluiert (Barker et al., 2003;
Casado et al., 2001a). Der so genannte ,tumor on/liver off-Status des Cox2-Promotors
im adenoviralen Kontext wurde durch Yamamoto et al. demonstriert (Yamamoto et al.,
2001): Bei intravaskularer Injektion entsprechender Vektoren war die Cox2-Promotor
vermittelte Transgenexpression in Hepatozyten geringer als unter dem starken
ubiquitaren CMV-Promotor. Die in vivo Administration Cox2-Promotor gesteuerter Viren
resultierte in Relation zur CMV-Promotor Kontrolle in einer reduzierten Toxizitat. Das
Aktivitatsprofil des Cox2-Promotors korrelierte Uberdies mit dem Cox2-mRNA Status

der getesteten Zelllinien.

Bezlglich der Verwendung des Cox2-Promotors fur die onkolytische Behandlung des
Ovarialkarzinoms konnten bereits Kanerva et al. gute Effizienz und Tumorselektivitat in
Kombination mit einer RGD-Fibermodifikation nachweisen (Kanerva et al., 2004a).

Casado et al. zeigten die Aktivitat des Cox2-Promotors in einer Reihe von OvCa-
Zelllinien bei reduzierter Aktivitat in normalen primaren Mesothel- und Leberzellen
(Casado et al., 2001a). Uberdies wurde bei Ad-Vektoren, die die Herpes-Simplex-Virus
Thymidin-Kinase (HSV-TK) unter Kontrolle des Cox2-Promotors exprimierten, eine klare

Verringerung der Toxizitat in Normalgewebe beobachtet.

Die Sicherheit dieses gentherapeutischen Behandlungsansatzes durch die Kombination
aus Cox2-Promotor und 5/3-Kapsidmodifikation konnte auch in der vorliegenden Arbeit
belegt werden, da primare Hepatozyten im MTS-Zytotoxizitats-Assay nicht lysiert
wurden (s. Abb. 3.15). Somit ware in der klinischen Situation keine Lebertoxizitat zu

erwarten.

Die Expression von Cox2 in ausgewahlten gynakologischen Tumorzelllinien (CeCa,
MaCa, OvCa) konnte in der vorliegenden Arbeit mittels immunohistochemischer

Farbung zunachst auf Proteinebene bestatigt werden (s. Abb. 3.1).

Da die Expressionsrate jedoch auch auf translationaler Ebene kontrolliert wird, korreliert
die Proteinmenge nur bedingt mit der Promotorstarke. Aus diesem Grunde wurde die
Cox2 Genexpression im folgenden auch auf transkriptioneller Ebene Uber die

Quantifizierung der Cox2-mRNA charakterisiert. Dabei konnte in 3/4 CeCa-Zelllinien
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und in 3/8 MaCa-Zelllinien eine Expression nachgewiesen werden, die in CeCa-Zellen

tendenziell hoher war als in MaCa-Zellen (s. Abb. 3.4).

Im weiteren Verlauf musste Uberprift werden, inwieweit die Cox2-Promotor-Aktivitat im
Kontext des adenoviralen Vektors eventuell von der zellularen Situation, d.h. der
endogenen Cox2-Expression, abweicht.

So ist die Aktivitat eines Promotors unter anderem abhangig von distalen Regulatoren,
die bei der Insertion der Promotorsequenz in das Virusgenom verloren gehen. Diese so
genannten cis-Elemente kdnnen die Transkription des jeweiligen Gens verstarken
(Enhancer) oder verringern (Silencer).

In der Nukleotidsequenz bis -1,69 kb vor dem Transkriptionsstartpunkt des humanen
Cox2-Gens wurden tatsachlich einige putative Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren
wie eine CArG-Box, NF-IL6, PEA-1, myb, GATA-1, xenobiotic response element, cAMP
response element (CRE), NF-xB, PEA-3, Sp-1 und eine TATA-Box identifiziert (Kosaka
et al., 1994) (siehe auch Abb. 4.1). Uberdies wurde ein TPA-response element (12-O-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetate) im ersten Intron gefunden, das moglicherweise
ebenfalls in der Aktivierung der Cox2-Transkription fungiert.

Die Cox2-Promotor-Aktivitat kdnnte auflerdem durch den Ad5 E1A-Enhancer
beeinflusst werden, der in der upstream-Region des E1-Gens liegt (Nt 1-353), und
aufgrund seiner Uberlappung mit dem adenoviralen Verpackungssignal nicht deletiert
werden kann. Nettelbeck et al. vermuten, dass der Einfluss des E1A-Enhancers davon

abhangt, welcher heterologe Promotor im Einzelfall eingesetzt wird und welche

-270/-265 -223/-214  -132/-124  -58/-53 -31/-25 >

v oL

Sp1 AP2
NF-xB NF-IL6 CRE

-327

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der 5 -flankierenden Sequenz des humanen Cox2-Gens
Putative cis-Elemente in der Region —327 bis +59 relativ zum Startpunkt der Transkription +1.
(Quelle: Inoue et al., 1995)
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Transkriptionsfaktoren an ihm gebunden werden (Nettelbeck et al., 2002). Dies wurde
durch eine andere Arbeitsgruppe bestatigt, die speziell den Einfluss der E1A-UAS
(upstream activating sequence) auf den Cox2-Promotor analysierte (Hoffmann et al.,
2005). Dabei wurde die Cox2-Promotoraktivitat durch die entsprechende adenovirale

Sequenz um bis zu 146% gesteigert.

Des Weiteren ist in einigen Fallen ausgehend von einer Transkriptionsinitiation im linken
ITR (inverted terminal repeat) des adenoviralen Genoms eine so genannte read-through
transcription beobachtet worden (Yamamoto et al., 2003a; Hatfield et al., 1991). Diese
fuhrte in einigen Fallen zum Verlust der Spezifitat des in die E1-Region inkorporierten
heterologen Promotors. Uberdies enthalt die 103 bp lange Ad5 LITR Sequenz sowohl
einen Replikationsursprung (origin of replication) als auch multiple Bindestellen fur
Transkriptionsfaktoren wie SP1, ATF NFIII/OTF-1 und NFI/CTF, die die Transkription
zellularer und viraler Gene regulieren (Hatfield et al., 1993; Hatfield et al., 1991; Miralles
et al., 1989).

Aus diesen Grunden ist es wichtig, die Aktivitdt des Cox2-Promotors im adenoviralen
Kontext zu evaluieren. Diese konnte mittels Reportergen-Assays in allen getesteten
CeCa- und MaCa-Zelllinien nachgewiesen werden (s. Abb. 3.6). Die Cox2-
Promotoraktivitat der CeCa-Zellen lag hierbei, in Ubereinstimmung mit den Daten der
Cox2-Genexpression (RT-PCR), Uber den Werten der getesteten MaCa-Zellen.

In vitro Daten zur onkolytischen Potenz der Ad5/3-Cox2-CRAds zeigten den Nutzen des
Cox2-Promotors in der transkriptionellen Steuerung der E1A-Genexpression bzw.
Virusreplikation im Rahmen der Virotherapie (s. Abb. 3.9 bis 3.16). In allen getesteten
Zervix-, Ovarial- und Mammakarzinomzellen konnte durch CRAd-Infektion eine
effiziente Onkolyse induziert werden. Im Gegensatz dazu verursachten CRAds in
gesunden Kontrollzellen keine (primare Hepatozyten) oder nur eine deutlich reduzierte
Toxizitat (Mammaepithelzellen). Die Ergebnisse der Zytotoxizitatsassays belegen also
den Erhalt der Cox2-Promotor-Spezifitdt im adenoviralen Kontext. Somit ist der humane

Cox2-Promotor geeignet, die Tumorspezifitat der CRAd-Therapie zu erhéhen.

Die Ergebnisse der Zytotoxizitats-Assays lassen keine exakten Ruckschlisse auf den
konkreten Beitrag einerseits der Cox2-Promotorkontrolle und andererseits der 5/3-

Kapsidmodifikation zur Tumorspezifitat zu. Beispielsweise konnten zwar in allen
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getesteten CeCa-Zelllinien durch den Einsatz von Cox2-CRAds onkolytische Effekte
induziert werden. Nichtsdestotrotz scheint die Effizienz der Cox2-CRAds in CeCa-Zellen
in Relation zu den OvCa- und MaCa-Daten aber eher gering ausgepragt, trotz der
vergleichsweise hohen Cox2-Genexpression und —Promotoraktivitat. In C33A-Zellen ist
dies mdglicherweise auf eine geringe Expression des Ad3-Rezeptors zurickzuflhren,
wenn man die sehr starke Onkolyse durch CAR-abhangiges Ad5 Wildtyp Virus in
Betracht zieht. Dies wird durch die Tatsache untermauert, das C33A das geringste
Infectivity Enhancement aller vier CeCa-Zelllinien aufwies.

In den restlichen CeCa-Zelllinien lasst die ahnliche Effizienz von Ad5Wt und
Positivkontrolle Ad5/3A24 darauf schlie®en, dass der adenovirale E1-Promotor hier eine
starkere Aktivitat aufweist als beide Cox2-Promotorvarianten. Die héchsten Lyseraten
zeigten CaSki-Zellen, die in dem vorangegangenen Experiment wiederum das grofte
Infectivity Enhancement zeigten. Genauere Daten zur Spezifitat des Cox2-Promotors

konnten durch eine Analyse der E1A Expression gewonnen werden.

Die direkte Korrelation zwischen Zelllyse und Virusreplikation in Abhangigkeit vom
Cox2-Status der Wirtszelle konnte durch zwei unabhangige Methoden demonstriert
werden: Mittels Real-Time PCR und biologischem Titertest (tissue culture infectious
dose 50, TCIDso) wurde der Verlauf der adenoviralen Replikation Uber einen Zeitraum
von bis zu 10 Tagen direkt gemessen und sichtbar gemacht. Der Vorteil der Real-Time
PCR liegt in der hohen Genauigkeit der Messung und der guten Reproduzierbarkeit. Da
durch die Quantifizierung der adenoviralen E4-Gensequenz auch defekte Viruspartikel
erfasst werden, war es jedoch wichtig, die Ergebnisse mit einem funktionellen Test zu
untermauern. Der TCIDso-Test basiert auf der Entwicklung und Auswertung des
zytopathischen Effektes und ist daher besonders geeignet, den rein funktionellen
Virustiter zu messen.

Die Ergebnisse beider Experimente demonstrieren, dass die Produktion viraler Partikel
tatsachlich in Abhangigkeit vom Cox2-Status der Wirtszelle erfolgt. Ad5/3cox2LA24
repliziert in Cox2-positiven OvCa-Zellen deutlich effizienter als die Positivkontrolle
Ad5/3A24, wahrend die Replikation in Cox2-negativen BT-474 Zellen geringer oder

vergleichbar ist.

Fragen zur optimalen Promotorstarke fur die Steuerung onkolytischer Adenoviren

sollten durch den Einsatz zweier Cox2-Promotorvarianten geklart werden. Dazu wurden
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zwei Langenvarianten verglichen, eine langere Version (Cox2L, 1554 bp), die als
spezifischer gilt, und eine kurzere (Cox2M, 988 bp), die eventuell eine hohere
Genexpression vermittelt (Yamamoto et al., 2003b; Yamamoto et al., 2001).

Anhand der MTS-Daten wird deutlich, dass beide Langenvarianten des humanen Cox2-
Promotors auch im adenoviralen Kontext eine fur die Zelllyse ausreichende Aktivitat in
den untersuchten Karzinomzellen aufweisen und somit beide eine effiziente Replikation
und Zelllyse gewahrleisten. Somit scheint die Anhaufung des toxischen viralen E1A-
Proteins kein Hindernis fur eine effiziente Virusreplikation und Zelllyse darzustellen. Die
gegenuber Cox2M leicht hohere Tumorspezifitat des Cox2L-Promotors, die bereits
zuvor durch Yamamoto et al. postuliert wurde (Yamamoto et al., 2001), konnte hier
ebenfalls bestatigt werden. Welche Promotoraktivitat letztendlich optimal ist fur die
Steuerung onkolytischer CRAds konnte jedoch anhand der gewonnenen Daten nicht

abschlie3end geklart werden.
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4.2 E1A-Mutationen erhdhen die Sicherheit der onkolytischen

Virotherapie

Drei Versionen des zentralen adenoviralen Regulationsgens der Replikation E1A
wurden eingesetzt: Wildtyp-E1A, eine A24-Version (24 bp Deletion in der Rb-Bindestelle
von E1A, Fueyo et al., 2000) und eine A2A24-Version (zusatzliche 3 bp Deletion, durch
die die zweite Aminosaure des E1A-Proteins und damit die p300-Bindestelle entfernt
wird, Nettelbeck et al., 2002).

Die E1A-mutierten CRAds exprimieren ein E1A-Protein, das nicht mehr an Rb bzw.
p300 binden kann. Diese Bindung stellt aber im Falle von wildtypischem E1A einen
Mechanismus dar, durch den beispielsweise die zellulare DNA-Synthese in ruhenden
Zellen induziert wird (Zhang, 1999). Dies wiederum ist eine Voraussetzung fur die virale
Replikation. Die selektive Vermehrung einer E1AA24-Mutante in Zellen mit inaktivem

Rb-Protein wurde bereits in friheren Studien gezeigt (Fueyo et al., 2000).

Die konstanten Regionen CR1 und CR2 des adenoviralen E1A-Gens sind essentiell fur
die Induktion des Ubergangs der Wirtszelle in die S-Phase bzw. der Schaffung eines fiir
die adenovirale Replikation optimalen Milieus (Zhao et al., 2003). Die Funktion des
E1A-Proteins resultiert teilweise aus der Disruption verschiedener inhibitorischer
Komplexe zwischen Tumorsuppressorfaktoren wie Rb und der Familie der E2F-
Transkriptionsfaktoren, die zu einer deregulierten Expression E2F-abhangiger Gene
fihrt (Cobrinik, 1996). Uberdies ist E1A involviert in die Interaktion mit chromatin-
modifizierenden Koaktivator-Komplexen, die im Rahmen sowohl der basalen als auch
der spezifischen zellularen Transkiptionsmaschinerie eine Rolle spielen (Chan et al.,
2001b).

Die Interaktion zwischen E1A und dem Koaktivator p300/CBP (Arany et al., 1995) fihrt
zu einer reduzierten Transkription unterschiedlicher Gene, die beispielsweise am
Zellzyklusarrest (Missero et al.,, 1995) und an der Zelldifferenzierung (Braun et al.,
1992) beteiligt sind.
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Die zusatzliche E1A-Kontrolle sollte daher in einer héheren Tumorzell-Spezifitat
resultieren und damit zu einem breiteren therapeutischen Fenster (Differenz der Lyse

normaler Zellen im Verhaltnis zu Tumorzellen) fuhren.

Gerade die Rb-Bindestelle des adenoviralen E1A-Proteins ist von groflem Interesse in
Zusammenhang mit der Erhéhung der klinischen Sicherheit replikationskompetenter
Adenoviren. So hat kurzlich eine Arbeitsgruppe 11 im E1A-Gen verschieden mutierte
Adenoviren mit unterschiedlichen Deletions- und Substitutionsvarianten der Rb-
Bindestelle untersucht und hinsichtlich der Tumorselektivitat gute Erfolge erzielt: durch
den Einsatz einer entsprechenden E1A(Rb-BS)-E1B-Doppelmutante wurde das
Tumorwachstum im CeCa-Nacktmausmodell signifikant inhibiert (Kim et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit zeigt der Vergleich verschiedener E1A-Varianten in
Kombination mit dem Cox2-Promotor die Uberlegenheit der E1AA24-Einfachmutation
gegenuber der E1AA2A24-Doppelmutante und dem Wildtyp. Im Gegensatz zur
Einfachmutation verhindert der Einsatz der A2A24-Variante in einigen Fallen die
Onkolyse maligner Zielzellen, ohne einen deutlichen Sicherheitsvorteil in Bezug auf
Normalzellen zu bieten.

Frihere Studien untermauern Spezifitat und Effizienz E1A-A24 modifizierter Adenoviren
(Lam et al., 2004; Kanerva et al., 2003; Bauerschmitz et al., 2002b; Fueyo et al., 2000;
Heise et al., 2000).

Bezuglich der verminderten Replikationsrate mehrfach modifizierter CRAds stehen die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten in Ubereinstimmung mit

frheren Publikationen (Balague et al., 2001; Alemany et al., 2000).

Insgesamt lassen die Ergebnisse der MTS-Assays darauf schlie3en, dass die E1AA2-
Mutation hinsichtlich der Spezifitat keinen zusatzlichen Nutzen bringt, wohl aber die
onkolytische Effizienz beeintrachtigt. So ist fir den gentherapeutischen Ansatz die

einfache A24-Deletion doppelt E1A-modifizierten Viren vorzuziehen.
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4.3 Gezielte Infektion durch transduktionelles Targeting

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden tropismusmodifizierte CRAds hinsichtlich
einer Steigerung der Infektionsrate von gynakologischen Tumorzellen untersucht. Das
transduktionelle Targeting besteht hier in der genetischen Insertion einer alternativen
Fiber-Knob-Domane, die fur die initiale Bindung des Viruspartikels an die Zelle
verantwortlich ist, in das adenovirale Kapsid. Im Hinblick auf die unterschiedliche
Rezeptor-Nutzung demonstrierten Krasnykh et al., dass der native Tropismus des
Adenovirus Serotyp 5 durch die Inkorporation der Ad3-Fiber-Knob-Domane verandert
werden kann (Krasnykh et al., 1996). Die Uberlegung, die diesem Retargeting der 5/3-
CRAds zum Ad3-Rezeptor im Rahmen onkologischer Behandlungsansatze zu Grunde
liegt, basiert auf der Erkenntnis, dass die Expression des primaren Ad5-Zellrezeptors
CAR im Tumorgewebe haufig stark reduziert ist (Shayakhmetov et al., 2002; Jee et al.,
2002). So erreichten Ad5-basierte Vektoren im klinischen Einsatz oft nur geringe

Infektionsraten.

Im Gegensatz dazu resultierte der Einsatz der Ad3-Fiber in einer gesteigerten
Zytotoxizitdt von CRAds in primaren Melanomzellen, die mindestens vier
Grolkenordnungen Uber der des wildtypischen Ad5-Virus lag (Rivera et al., 2004). Eine
Verbesserung der Infektionsrate wurde daruber hinaus in Nierenkarzinom- (Haviv et al.,
2002) und Plattenepithelkarzinomzellen (Kawakami et al., 2003) festgestellt. In
Zusammenhang mit gynakologischen Krebserkrankungen weisen vorangehende
Arbeiten darauf hin, dass die 5/3-Fiberchimerisierung die momentan beste
Targetingoption fur das OvCa darstellt (Lam et al., 2004; Kanerva et al., 2002a;
Kanerva et al.,, 2002b). So demonstrierten Kanerva et al. im Rahmen einer in vivo
Untersuchung 5/3-fibermodifizierter onkolytischer Ad-Vektoren einen gegenuber Ad5Wt-
und RGD-inkorporierten Vektoren verbesserten antitumoralen Effekt von Ad5/3A24,
wobei die Ad5/3 vermittelte Toxizitat und Biodistribution mit Ad5 vergleichbar war
(Kanerva et al., 2003). In Zusammenhang mit der Transduktion CAR-negativer primarer
Melanomzellen zeigten Volk et al. die deutliche Uberlegenheit der Ad5/3-
Fiberchimerisierung: in Relation zur Ad5-Vektor wurde eine 1100fache Erhdhung der
Infektionsrate erzielt, die auRerdem ebenfalls gegenltber der RGD-Modifikation um den
Faktor 30 erhoéht war (Volk et al., 2003). Uberdies demonstrierten die Autoren die CAR-
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Unabhangigkeit der Infektion und die Korrelation der Infektivitat Ad5/3-modifizierter
Vektoren mit der Expression des Ad3-Rezeptors.

Vigne et al. demonstrierten in vitro und in vivo eine starke Verminderung des
Hepatotropismus Ad5-basierter Vektoren, bei denen sowohl die Ad5 Fiber Shaft- als
auch die Knob-Domane gegen die entsprechenden Motive des Adenovirus Serotyp 3
ausgetauscht wurden (Vigne et al., 2003). So fuhrte die intravendse Injektion dieser
kapsidmodifizierter Vektoren in Mause zu einer 10fachen Reduktion der Virusreplikation

bzw. Transgenexpression in Leberzellen.

Die Identifizierung des zellularen Ad3-Rezeptors ist bislang nicht abschlieRend geklart.
Die 51 bekannten Serotypen humaner Adenoviren werden abhangig vom
Gewebetropismus und der damit assoziierten Pathologie in die sechs Subgruppen (-
genera) A-F unterteilt. Bereits 1995 zeigten Stevenson et al., dass die Knob-Domanen
der Serotyp 5 Adenoviren (Subgruppe C) und Serotyp 3 Adenoviren (Subgruppe B1) an
unterschiedliche Zellrezeptoren binden (Stevenson et al., 1995). Ad3 ist aufgrund der
CAR-unabhangigen Transduktion ein interessanter Vektor fur die Gentherapie.

Einige Publikationen verweisen auf CD46 als Rezeptor fur Adenoviren der Subgruppe B
(Sirena et al., 2004; Gaggar et al., 2003). Das CD46 Membran Kofaktor Protein gehort
zu einer Familie von Glykoproteinen und wird ubiquitar exprimiert. Es gilt als
Komplement-Inhibitor und koénnte Tumorzellen vor der Komplement-vermittelten
Immunantwort schitzen. CD46 dient auch als Rezeptor fur das humane Herpesvirus 6
und das Masernvirus. Ein ubiquitdres Molekll wie CD46 als Rezeptor kdnnte den
breiten Tropismus und die damit verbundene Diversitat der durch Gruppe B Adenoviren

verursachten Erkrankungen erklaren.

Speziell fir Ad3 wurden auRerdem CD80 und CD86 als Zellrezeptoren vorgeschlagen
(Short et al., 2006; Short et al., 2004). CD80 und CD86 sind kostimulatorische
Molekule, die beispielsweise auf maturierten dendritischen Zellen und B-Lymphozyten
exprimiert werden und in die Stimulierung der T-Lymphozyten Aktivierung involviert
sind. Laut den Autoren liegt hier der erste bekannte Fall vor, in dem ein Virus
immunologische akzessorische Molekule fur den Zelleintritt nutzt, moglicherweise auch
zur Umgehung des Immunsystems.

Segerman et al. zeigten in Bindungsstudien mit radioaktiv markierten Adenoviren, dass

es einen gemeinsamen Rezeptor fur alle Gruppe B Adenoviren gibt (sBAR), sowie
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einen spezifischen Rezeptor (sB2AR), der ausschliel3lich durch Adenoviren der Gruppe
B1 wie Ad3 genutzt wird (Segerman et al., 2003). Marttila et al. kommen zu dem
Schluss, dass CD46 als Rezeptor fur alle Adenoviren der Subgruppe B auf’er Ad3 und
Ad7 dient (Marttila et al., 2005).

So bleibt anzunehmen, das Ad3 CD46 zumindest nicht als hochaffinen Rezeptor nutzt.
In Einklang mit diesen Ergebnissen demonstrierten Ulasov et al. kurzlich eine
Steigerung der adenoviralen Gentransfer-Effizienz in Hirntumorzellen, die durch das
Targeting zu den CD80 und CD86 Rezeptoren erzielt wurde (Ulasov et al., 2007).

Systematische Analysen zur CD80/CD86 Expression in gynakologischen Tumoren
liegen bislang nicht vor. Ortiz-Sanchez et al. wiesen CD86 (aber nicht CD80) auf der
Oberflache von normalen Keratinozyten des Zervixepithels und HPV-16 positiven
intraepithelialen Lasionen nach (Ortiz-Sanchez et al., 2007). Die Uberexpression des
kostimulatorischen Molekils B7-H4, ein Mitglied der B7-Familie, zu der auch CD80 und
CD86 gehoren, wurde aullerdem in Zellen des Ovarialkarzinoms (Tringler et al., 2006)
und im duktalen und lobularen Mammakarzinom (Tringler et al., 2005) gezeigt.
Hingegen liegen zur CD46 Expression etliche Daten vor. So wurde der CD46-Status als
prognostischer Faktor u.a. fur das Mammakarzinom diskutiert: Rushmere et al. konnten
eine hohe mRNA- und Protein-Expression von CD46 in Tumorbiopsien von
Brustkrebspatientinnen nachweisen (Rushmere et al., 2004). Der CD46-Level
korrelierte mit der Expression des Ostrogen-Rezeptors (ER) und verschiedenen
anderen klinischen, pathologischen und biochemischen Faktoren.

Surowiak et al. konnten in zwei Dritteln aller von ihnen untersuchten OvCa-Biopsien
eine Expression von CD46 nachweisen (Surowiak et al., 2006). Die Autoren kommen zu
dem Schluss, dass die CD46 Expression einen Indikator flr eine kurzere Rezidiv-freie
Uberlebenszeit darstellt bzw. mit einer ungiinstige Prognose assoziiert ist.

Ni et al. zeigten, dass die CD46-Expression in Zervixkarzinomen mit dem Tumorgrad
korreliert. |hre Daten weisen auf einen deutlichen Vorteil des CD46-Targetings
gegenuber Ad5-Vektoren in der Behandlung von Tumorerkrankungen (Ni et al., 2006).
Insgesamt ist also die prognostische Bedeutung des CD46-Status flr gynakologische

Krebserkrankungen in der Literatur gut belegt.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals der Vorteil der 5/3-Kapsidmodifikation flr die

Infektion von Zervix- und Mammakarzinomzellen demonstriert werden: Die
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fibermodifizierte Ad5/3-Chimare erreichte im Vergleich zum Ad5-Vektor eine deutlich
verbesserte (bis zu siebenfach erhohte) Infektionsrate in Zervix- und
Mammakarzinomzelllinien (Reportergen-Assay, s. Abb. 3.7). In Zytotoxizitats-Assays
konnte zusatzlich die hohe onkolytische Potenz der 5/3-tropismusmodifizierten CRAds

in den drei getesteten Tumorentitaten demonstriert werden.

Die verbesserte Infektionsrate, die in vitro erzielt werden konnte, ist jedoch nur bedingt
auf die in vivo Situation UuUbertragbar: Aufgrund etlicher Faktoren kann die
Rezeptorexpression unter den Bedingungen der Zellkultur von der Situation im
Gewebeverband bzw. klinischen Tumoren abweichen (Miller et al., 1998a). So spielen
beispielsweise auch das Kulturmedium und die Zelldichte eine Rolle. Auch der Einsatz
(passagierter) Zelllinien birgt eine gewisse Problematik hinsichtlich der Interpretation
gewonnener Daten, da es infolge klonaler Selektion zu geno- und phanotypischen
Veranderungen kommen kann. So sind in der Regel primare Zellen vorzuziehen, die
jedoch aufgrund schwieriger Isolation bzw. Kultivierung und der begrenzten Haltbarkeit
nicht immer zur Verfligung stehen.

Eine weitere Moglichkeit, der Situation im zellularen Gewebeverband naher zu
kommen, ist die Nutzung dreidimensionaler Zellaggregate, so genannter Spharoide
(Lam et al., 2007). Dabei wird durch die raumliche Anordnung primarer Tumorzellen der
Zustand im Tumor simuliert, so dass auch Hinweise zum Ausmal’ der Tumorpenetration
gewonnen werden konnen. Trotz der Fortschritte in der Entwicklung derartiger in vitro
Methoden bleibt jedoch weiterhin zu beachten, dass keines der neuen Systeme die
physiologische Gewebearchitektur menschlichen Gewebes inklusive aller Zelltypen

sowie der extrazellularen Matrix adaquat wiedergibt.

Hinsichtlich der praklinischen Evaluierung der Toxizitat adenoviraler Vektoren hat sich
die Krumdieck Tissue Slice Technologie etabliert, bei der dinne Gewebeschnitte von
ca. 0,2 ym Dicke Uber einen Zeitraum von bis zu funf Tagen in Kultur gehalten werden
konnen (Stoff-Khalili et al., 2006; Kirby et al., 2004; Krumdieck et al., 1980). Ein groRRer
Vorteil liegt hierbei in der Moglichkeit, gesunde Gewebeproben mit Tumorschnitten zu
vergleichen. Auf diese Weise konnte bereits anhand von Leberschnitten die Sicherheit
eines Cox2-Promotor gesteuerten und Ad5/3-tropismusmodifizierten CRAds belegt

werden (Kirby et al.,, 2004): die Replikationsrate des CRAds war in Hepatozyten im
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Vergleich zum Wt-Virus reduziert, in primarem OvCa-Tumorgewebe dagegen

vergleichbar.

Insgesamt tragt die gesteigerte Infektionsrate und die selektive Virusreplikation bzw.

Onkolyse zu einer Verbesserung der totalen Therapieeffizienz bei.

4.4 Tiermodelle und ihre Limitierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Wirksamkeit Cox2-Promotor gesteuerter
und 5/3-kapsidveranderter CRAds in zwei unabhangigen murinen Tiermodellen belegt

werden.

Bei der Xenotransplantation von Karzinomzellen in Nackt- oder SCID-Mause handelt es
sich um Tumormodelle, die fur die Untersuchung neuer Therapieansatze etabliert sind.
Nacktmause sind aufgrund einer Thymusaplasie nicht in der Lage, immunkompetente
T-Lymphozyten zu bilden. Die fehlende zellulare Immunabwehr ermdoglicht das
Wachstum von xenograften Tumoren und verhindert ihre AbstolRung. Im Gegensatz zu
SCID-Mausen verfugen Nacktmause noch Uber ein intaktes B-Lymphozyten-System
und aktive naturliche Killerzellen.

Der SCID-Mausstamm (severe combined immunodefiency) ist aufgrund einer
autosomal rezessiven Mutation sowohl T- als auch B-Lymphozyten defizient (Bosma et
al., 1983). Aufgrund der fehlenden humoralen und zellularen Immunantwort treten in der
Regel keinerlei Abstollungs- oder Entzundungsreaktionen nach der Transplantation

humaner Tumorzellen auf.

Die in vivo Daten zeigen deutlich die Wirksamkeit der Virotherapie mit Ad5/3-Cox2-
CRAds: Im  subkutanen Ovarialkarzinom-Nacktmausmodell  zeichnete sich
Ad5/3cox2LA24 durch ein starke Hemmung des Tumorwachstums aus, die deutlich
uber dem antitumoralen Effekt des wildtypischen AdS5-Virus (Positivkontrolle), eines

replikationsdefizienten Virus (Negativkontrolle) sowie der Gruppe ohne Virusgabe lag.
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Um die Situation einer fortgeschrittenen Ovarialkarzinomerkrankung in einem
orthotopen Tiermodell zu imitieren, wurde bei der zweiten in vivo Untersuchung auf ein
SCID-Mausmodell mit intraperitonealen Tumoren zurtckgegriffen. Die intratumorale
Injektion von Ad5/3cox2LA24, das bereits im subkutanen Modell die beste Wirksamkeit
zeigte, erbrachte hierbei eine signifikant hohere Uberlebensrate im Vergleich zur
Gruppe ohne Virusgabe. Die Werte des Ad5/3-Cox2-CRAds lagen im Bereich der
Positivkontrolle Ad5/3A24. Beide Viren zeigten tendenziell bessere antitumorale
Effizienz als das Wildtyp Ad5-Virus, obwohl die Unterschiede hier nicht statistisch
signifikant waren.

Die in vivo Ergebnisse veranschaulichen deutlich sowohl die Tumorspezifitat als auch
die onkolytische Potenz der getesteten CRAds, insbesondere des Cox2L-Promotor

gesteuerten und A24-deletierten Ad5/3cox2LA24 Virus.

Die Ubertragbarkeit der aus Tierversuchen gewonnenen Daten auf den Menschen ist
bislang aufgrund nicht vollstandig aufgeklarter Unterschiede problematisch. So ist
beispielsweise bekannt, dass die Rezeptorexpression auf murinen Zellen im Vergleich
zum Menschen abweichen kann (Bao et al., 2005). Die Expression des fur den hier
untersuchten Therapieansatz relevanten Adenovirus Gruppe B Rezeptors CD46 erfolgt
im Menschen ubiquitar auf nuklearen Zellen, in der Maus hingegen ausschlieflich in
den Testis (Ni et al., 2005). Folglich ist die Verwendung dieser Mausmodelle fur die
praklinische Testung Ad3-Rezeptor redirigierter CRAds limitiert, insbesondere im

Hinblick auf potentielle toxische Effekte.

Ein genereller Nachteil immundefizienter Tumormodelle besteht aul’erdem in der
Tatsache, dass der Beitrag bzw. Einfluss des Immunsystems nicht erfasst werden kann.
Eine Moglichkeit, den Einfluss der Immunabwehr mit einzubeziehen, besteht in der
Verwendung syngener Tumormodelle, bei denen Tumorzellen und Wirt der gleichen
Spezies bzw. dem gleichen Stamm zugehoéren. In syngenen Tumormodellen kdnnen
daher immunkompetente Tiere verwendet und somit Beitrdge des Immunsystems
studiert werden. Die Identifizierung syngener muriner Tumorzelllinien, die permissiv fur
die adenovirale Replikation sind, hat die Entwicklung und die praklinische Testung

onkolytischer Adenoviren deutlich verbessert (Hallden et al., 2003).
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Diese Tumormodelle zusammen mit den traditionellen humanen Xenograft-Systemen
wurden benutzt um die erhdhte Selektivitat, Distribution und den Anti-Tumor-Effekt
eines E1B 19K-deletierten Adenovirus zu demonstrieren (Liu et al., 2004).

Darlber hinaus konnte die Rolle des adenoviralen E3-Proteins bei immunologischen
Effekten und der Zytokin-Induktion untersucht werden und wichtige Funktion des E3B-
Proteins bei der viralen Genexpression und Replikation identifiziert werden (Wang et al.,
2003). Diese Ergebnisse fuhrten letztendlich dazu, dass im Laufe der weiteren
Entwicklung adenoviraler Vektoren E3 wieder eingefuhrt wurde (wie auch bei den
vorliegend getesteten CRAds), um eine verbesserte onkolytische Potenz,

Virusverteilung und optimale Tumorselektivitat zu gewahrleisten (Yu et al., 1999).

Aktuell gibt es Bestrebungen, neue Modelle fur die Evaluierung gentherapeutischer
Behandlungsansatze zu entwickeln.

Toth et al. entwickelten kirzlich ein neues Tumormodell, um speziell die Selektivitat, die
Immunogenitat und die Effizienz onkolytischer Adenoviren zu evaluieren (Toth et al.,
2005): Bei der Wollratte (cotton rat) handelt es sich um eine Nagetierspezies, die
semipermissiv fur humane Adenoviren ist. Experimente mit subkutanen Tumoren
zeigten eine Hemmung des Tumorwachstums nach intratumoraler Injektion
onkolytischer Adenoviren. Durch die Verwendung immunokompetenter Tiere ergibt sich
den Autoren zufolge nun die Moglichkeit, Interaktionen zwischen Wirt, Tumor und Ad-
Vektor in seiner ganzen Komplexitat zu studieren.

Der Einsatz héherer Tiere kdnnte zu einer besseren Ubertragbarkeit tierexperimenteller
Daten auf den Menschen beitragen. Einen Erfolg erzielten kurzlich Smith et al., die in
Zusammenhang mit dem Osteosarkom ein syngenes Testsystem im Hund entwickelten
(Smith et al., 2006). Die Studie demonstriert die erste CRAd-Administration in einem
héheren (,groen“) und immunkompetenten Tier und stellt einen wichtigen Schritt auf
dem Weg zur klinischen Anwendung dar. Das in vivo Experiment ermoglichte die
Untersuchung physiologischer Indikatoren fur Stress, histologischer Veranderungen und
anderer Effekte. Es wurde keine Virus-assoziierte Toxizitdt beobachtet, so dass die

Sicherheit des getesteten CRAdSs klar belegt werden konnte.
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5. Zusammenfassung

Die onkolytische Virotherapie stellt einen innovativen Behandlungsansatz fir Krebserkrankungen dar, die
durch klassische Therapieoptionen nicht erreicht werden kénnen. Dabei werden konditional replizierende
Adenoviren (CRAds) eingesetzt, die selektiv Tumorzellen infizieren und durch ihre tumorspezifische
Replikation zu einer Lyse der malignen Zielzellen unter Schonung des Normalgewebes fiihren. Ziel der
vorliegenden Arbeit war die umfassende Charakterisierung neuer CRAd-Vektoren, die speziell fir die

Behandlung des Mamma-, Ovarial- und Zervixkarzinoms entwickelt wurden.

Durch die Kombination dreier Targeting-Strategien (transkriptionelles Targeting, transduktionelles
Targeting, tumorspezifische Deletionen im viralen Genom) standen sechs unterschiedliche Ad5/3cox2-
CRAds zur Verfigung, die im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich evaluiert werden konnten. Diese Daten

sind zum Teil bereits in eine Publikation fir Molecular Therapy eingeflossen (Bauerschmitz et al., 2006).

Nachdem die Cox2-Expression in Zervix- und Mammakarzinomzellen nachgewiesen wurde, konnte die
Aktivitat des tumorspezifischen Cox2-Promotors auch im adenoviralen Kontext gezeigt werden. Somit ist

der Cox2-Promotor geeignet fir die transkriptionelle Steuerung onkolytischer CRAdSs.

Die 5/3-Modifikation der Virusfiber fihrte zu einer deutlichen Steigerung der Infektionsrate von Zervix-
und Mammakarzinomzellen. Die untersuchte Kapsidchimarisierung kénnte folglich dazu beitragen, die
Transduktion von Tumorzellen, die haufig resistent gegentber einer Infektion durch Ad5 sind, sowie die

Tumorpenetration im klinischen Einsatz zu erhéhen.

Ad5/3cox2-CRAds induzierten in vitro effizient die Onkolyse von Zervix-, Mamma- und
Ovarialkarzinomzellen, wahrend in gesunden Normalzellen keine oder nur sehr geringe Toxizitat auftrat.

Mittels einer speziell fur diese Fragestellung angepassten Real-Time PCR wurde die Korrelation
zwischen Zelllyse und Virusreplikation in Abhangigkeit vom Cox2-Status der Wirtszelle nachgewiesen.
Die differentielle Onkolyse als Resultat einer differentiellen Virusreplikation wurde auflerdem in einem

zweiten, biologischen Virus-Titertest demonstriert.

Die Wirksamkeit ausgewahlter Ad5/3cox2-CRAds konnte schlielllich in vivo in zwei unabhangigen
murinen Tumormodellen bestatigt werden. Dabei wurde (1) in einem Ovarialkarzinom-Nacktmausmodell
mit xenotransplantierten subkutanen Tumoren eine signifikante Hemmung des Tumorwachstums und (Il)
in SCID-M3usen mit intraperitonealen Tumoren eine deutliche Erhdhung der Uberlebensrate

demonstriert.

Insgesamt stellen Ad5/3cox2-CRAdSs, speziell das Virus Ad5/3cox2LA24, viel versprechende Vektoren fur
die antitumorale Behandlung dar und lassen eine gute Therapieeffizienz und Sicherheit in fortfilhrenden

klinischen Studien erwarten.
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6. Summary

Oncaolytic virotherapy represents an innovative approach to treat cancers resistant to traditional
therapy options. For this purpose conditionally replicating adenoviruses (CRAds) have been
developed, which selectively infect tumor cells and lead to a lysis of the malignant target cells
by tumor-specific replication. Aim of this work was the comprehensive characterization of new

CRAd vectors, specifically designed for the treatment of breast, ovarian and cervical carcinoma.

Through combination of three targeting strategies (transcriptional targeting, transductional
targeting, tumor-specific deletions in the viral genome) six different Ad5/3cox2-CRAds were
available, which could be successfully evaluated in the context of this work. Part of this data has

already been published in Molecular Therapy (Bauerschmitz et al., 2006).

After the demonstration of Cox2 expression in cervical and breast cancer cells, the activity of
the tumor-specific Cox2 promoter in an adenoviral context was shown. Thus the Cox2 promoter

is suitable for the transcriptional control of oncolytic CRAdSs.

5/3-madification of the virus fiber led to a significant increase of the infection rate of cervical and
breast cancer cells. The examined capsid chimera could thus contribute to an enhanced
transduction of tumor cells, which are frequently resistant to infection by Ad5, and improve

tumor penetration in clinical application.

In vitro Ad5/3cox2-CRAds efficiently induced oncolysis of cervical, breast and ovarian cancer
cells, while no or only very low toxicity occurred in normal healthy cells.

Correlation between cell lysis and viral replication as a function of Cox2 status of the host cell
was proven using a particularly adapted real-time PCR. In addition the differential oncolysis as a

result of differential virus replication was demonstrated in a second, biological virus titer test.

In vivo the effectivity of selected Ad5/3cox2-CRAds was finally confirmed in two independent
murine tumor models. (I) A significant inhibition of tumor growth in nude mice with
xenotransplanted subcutaneous ovarian tumors and (ll) a significant increase in the survival

rate of SCID mice with intraperitoneal tumors were demonstrated.

Overall, Ad5/3cox2-CRAds, especially Ad5/3cox2LA24, represent promising vectors for anti-

tumor treatment and suggest good therapeutic efficiency and safety in clinical trials.
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€
°C
um
AK
A.L.F.
Abb.
Ad3
Ad5
APS

Aqua dest.

ATCC
bp
bzgl.
bzw.
ca.
CAR
cDNA
CeCa
CMV
Cox2
CRAd
d.h.
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DMSO
DNA
dNTP
DTT
dTTP
E
E1A
EDTA
et al.
evtl.
FCS
GAPDH
GCV
h

HS
HSV-TK
i.p.
i.t.

kb
kDa
Luc
MaCa

molarer Extinktionskoeffizient

Grad Celsius

Micrometer

Antikorper

Automated Laser Fluorescent DNA Sequencer

Abbildung

Adenovirus des Serotyp 3

Adenovirus des Serotyp 5

Amoniumpersulfat

destilliertes Wasser

American type culture collection

Basenpaare

bezuglich

beziehungsweise

circa

Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor

komplementare DNA

Zervixkarzinom

immediate early Promotor des Cytomegalovirus

Cyclooxigenase-2

konditional replizierendes Adenovirus

das heilft

Desoxyadenosin-5-triphosphat

Desoxycytidin-5"-triphosphat

Diethylpyrocarbonat

Desoxyguanosin-5’-triphosphat
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Desoxynukleotid-5"-triphosphat

Dithiothreitol

Desoxythymidin-5"-triphosphat

Extinktion

adenovirales immediate early E1A-Gen

Ethylendiamintetraacetat

und andere

eventuell

fotales Kalberserum

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Ganciclovir

Stunde

Pferde-Serum

Thymidin-Kinase aus Herpes simplex-Virus

intraperitoneal

intratumoral

Kilobasenpaare

Kilo-Dalton

Luziferase

Mammakarzinom
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MDR multiple drug resistance

min Minute

mi Milliliter

mMRNA messenger RNA

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

nm Nanometer

oD optische Dichte

OvCa Ovarialkarzinom

P Wabhrscheinlichkeit

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
PCR Polymerasekettenreaktion

PFU Plaque forming unit

RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase PCR

s Sekunde

S. siehe

SCID Severe Combined Immune Deficiency
SDS Natrium-dodecyl-Sulfat

t Zeit

Taq Taqg-Polymerase

TBE Tris-Borat-EDTA

TCIDsg Tissue culture infectous dose
TEMED N, N, N, N-Tetramethylethylen-diamin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TSP tumorspezifischer Promotor

U Unit (Enzymaktivitat)

Upm Umdrehungen pro Minute

UTP Uridin-5"-triphosphat

uv Ultraviolettes Licht

Vv Volt

VEGF vascular endothelial growth factor
vergl. vergleiche

VP Virus Partikel

Wi Wildtyp

z.B. zum Beispiel
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